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RESUMO

\ r

Atualmente hd uma grande casuistica de neoplasias relacionadas a espécie
canina, sendo as mamarias as de maior incidéncia nas cadelas. Embora o exame
histopatologico seja recomendado como diagnodstico definitivo, a citopatologia tem
demonstrado bons niveis de concordancia cito-histopatologica. O estudo em tela teve
finalidade de verificar a acuracia do exame citopatoldgico no diagndstico de neoplasias
mamarias em cadelas, cujo método implica em procedimento mais seguro, pouco
invasivo e de rapido resultado. Foi realizado no Setor de Patologia Animal da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goids e em uma clinica veterinaria
da cidade de Goiania, Goias. Analisou-se o diagnostico citopatoldgico e histopatologico
de 43 cadelas com neoplasias mamarias malignas. Os exames citoldgicos foram
realizados aplicando-se o método de puncdo aspirativa por agulha fina e os resultados
foram analisados usando o diagndstico histopatologico como confirmatorio. A
classificag@o histopatologica utilizada foi a recomendada pela Organizagdo Mundial da
Satde para tumores mamarios caninos e atualizada por Goldschmidt em 2001. Este
estudo revelou uma acuracia de mais de 90% do exame citopatologico. A neoplasia
mamaria maligna mais frequente diagnosticada na histopatologia foi o carcinoma
complexo (22%). Foi avaliada a eficacia do corante Azul de Metileno a 1% na marcagao
do Linfonodo Sentinela durante o procedimento de mastectomia, e este se mostrou
excelente para tal marcagdo. Quanto aos focos de metastases regionais ou distantes, viu-
se que tumores considerados mais malignos como o carcinoma anaplasico e o
carcinoma micropapilares formaram mais metastases que os demais tipos histologicos.

PALAVRAS-CHAVE: cdes, citologia, drenagem linfatica, metastase, tumores

mamarios.
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ABSTRACT

There are currently a large number of canine related cancers, with mammary
tumors having the highest incidence in bitches. Although histopathological examination
is recommended as a definitive diagnosis, cytopathology has shown good levels of cyto-
histopathological concordance. The screen study had the purpose of verifying the
accuracy of cytopathological examination in the diagnosis of breast neoplasms in
bitches, whose method implies a safer, less invasive procedure and a fast result. It was
carried out in the Animal Pathology Sector of the Veterinary and Zootechnical School
of the Federal University of Goids and in a veterinary clinic in the city of Goiania,
Goias. The cytopathological and histopathological diagnosis of 43 bitches with
malignant mammary neoplasias was analyzed. The cytological exams were performed
by applying the fine needle aspiration method and the results were analyzed using the
histopathological diagnosis as confirmatory. The histopathological classification used
was that recommended by the World Health Organization for canine mammary tumors
and updated by Goldschmidt in 2001. This study revealed an accuracy of more than
90% of the cytopathological examination. The most frequent malignant mammary
neoplasia diagnosed in the histopathology was the complex carcinoma (22%). The
efficacy of 1% Methylene Blue dye on Sentinel Lymph node marking was assessed
during the mastectomy procedure, and this was shown to be excellent for such labeling.
Regarding foci of regional or distant metastases, it was found that tumors considered
more malignant such as anaplastic carcinoma and micropapillary carcinoma formed
more metastases than the other histological types.

KEYWORDS: dogs, cytology, lymphatic drainage, metastasis, mammary tumors.



1. INTRODUCAO

Ha séculos, desde sua domesticacao, os caes vem sendo utilizados como animais
de companhia. A literatura disponivel apresenta um vasto elenco de beneficios, tanto
fisicos como psicologicos que os cdes proporcionam ao homem'. Segundo dados
apresentados pela Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de
Estimagao (Abinpet) o Brasil ¢ o quarto pais em numero total de animais de estimacao,
sendo também o terceiro pais com maior faturamento no mercado mundial. E como todo
mercado em expansdo, hd o acréscimo de investidores, fato que ocorreu justamente em
decorréncia da valorizacdo da afetividade entre o homem e o animal, acarretando em
maiores gastos para proporcionar bem-estar, melhor qualidade e maior expectativa de vida
para este animal, que hoje tornou-se um membro efetivo da familia.

Estes dados reforcam a ideia de que cada vez mais os animais de estimagdo t€ém
sido vistos como entes queridos, sendo tratados muitas vezes como um filho, revelando,
desta forma, o enorme apego emocional com os cies 2 . Essa intimidade ¢ apontada como
uma das causas do aumento da expectativa de vida destes animais. Esta longevidade tem
ocasionado o aparecimento de doencas relacionadas a idade, sendo o cancer uma das
principais enfermidades observadas, e as neoplasias mamarias, uma das mais frequentes
em fémeas.

No Brasil, o cancer de mama ¢ uma das principais causas de obitos em mulheres
constituindo-se em um importante problema de saude publica . O grande nimero de
pesquisas recentes em medicina veterinaria, desenvolvidas nesta area, ¢ um reflexo da
preocupacio de oncologistas e patologistas sobre o tema *°. Nos tltimos anos os tumores
mamarios em cdes tém atraido bastante os pesquisadores, uma vez que podem ser
utilizados como modelos para o estudo da biologia do cancer, assim como para testes de
agentes terap€uticos, devido as suas similaridades morfologicas e bioldgicas com as
neoplasias mamadrias que acometem as mulheres °.

Similar aos humanos, os caes desenvolvem tumores de mama de forma espontanea,
com carcinogénese e progressdo tumoral acelerada ’. Este perfil biolégico permite que o

cdo seja um modelo experimental adequado para o estudo de tumores mamadrios *%. Outros



aspectos como a elevada incidéncia de tumores malignos e a disseminagdo de metastases
para o pulmao, figado e outros 6rgdos permitem um estudo comparativo importante. Além
disso o periodo de exposicdo aos hormoénios sexuais endogenos e exodgenos, parecem
influenciar tanto a mulher quanto a espécie canina *%!°. Outra caracteristica a ser
evidenciada ¢ a anatomia da glandula mamaria canina por apresentar grande semelhanca
com a glandula mamaria da mulher possibilitando associacdo entre o desenvolvimento
tumoral e perspectivas terapéuticas entre as duas espécies, com beneficios para ambas *.

Um dos principais procedimentos diagnosticos tem sido a biopsia, sendo
possivel se estabelecer a classificagdo tumoral com seguranga, mas o exame citoldgico
vem conquistando cada vez mais adeptos na medicina veterinaria. Em mulheres com
tumores mamarios a citologia aspirativa ¢ utilizada para determinagdo da malignidade,
sendo uma alternativa rapida, minimamente invasiva e de baixo custo, além de apresentar
alta sensibilidade e especificidade "1,

Na espécie canina, os tumores mamarios sdo diagnosticados com frequéncia
representando aproximadamente 52% de todas as neoplasias que afetam as fémeas desta
espécie, sendo que em 50% destas, revelam-se malignas.!, Nestes casos, quase a metade
dos animais afetados vem a dbito no primeiro ano apds o diagnostico em decorréncia do
estado avancado da doenga ou de recidivas locais, acompanhadas pelo surgimento de
metastases nos linfonodos regionais ou em 6rgaos distantes '+16,

O sistema linfatico desempenha papel importante, tanto no controle local do
tumor como no mecanismo de transporte celular '>!7. A formagao de novos vasos linfiticos
ocorre desde o inicio do desenvolvimento tumoral, podendo ocasionar na formagdao de um
padrio vascular diferente do observado em animais higidos "8, As met4stases nio sdo
aleatdrias, sendo determinadas pelo fluxo preferencial para o primeiro linfonodo da cadeia
linfatica a receber a drenagem do tumor, denominado Linfonodo Sentinela (LS),
correspondendo ao local inicial de metastase, disseminando-se via linfatica, para outros
linfonodos. -1,

Uma boa coleta de dados durante a anamnese, uma avaliagdo clinica criteriosa,
exames de imagem, andlises histopatologica e citologia por puncdo aspirativa sdo
ferramentas eficientes para compreensao do comportamento bioldgico da neoplasia e a

obtencdo de um diagndstico precoce dos tumores e metastases, além de fornecer



informacao prognostica fundamental para determinacdo do protocolo de tratamento mais

adequado para o paciente 222°,



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A Glandula Mamaria

As glandulas mamarias correspondem ao produto de glandulas sudoriparas
modificadas®’. A cadela possui cinco pares de glandulas mamarias, denominadas toracicas
craniais, toracicas caudais, abdominais craniais, abdominais caudais e inguinais, embora
que, excepcionalmente, possa apresentar apenas quatro pares=>.

Estruturalmente, as glandulas mamadrias sdo formadas por lobulos tubulo-
alveolares, separados por septos conjuntivos, cujos ductos drenam para canais excretores
mais calibrosos, os ductos lactiferos que se abrem no teto, em nimero variavel. O epitélio
de revestimento dos ductos ¢ duplo, onde as células podem ser ctbicas ou cilindricas. Os
alvéolos das glandulas mamarias também sdo compostos por epitélios luminal e células
mioepiteliais. As células epiteliais luminais sintetizam e excretam proteinas lacteas e
lipideos, durante a lactagdo, e as células mioepiteliais contraem-se, sob a influéncia da
ocitocina, expelindo assim o leite. Além do tecido epitelial, ainda ha a presenga de
fibroblastos e células adiposas que compdem e fazem a sustentagio do tecido mamario®.

A circulagdo linfatica promove o contato de glandulas homolaterais, mas nao
existe contato direto entre as cadeias direita e esquerda. Todas as glandulas tém drenagem
independente para o linfonodo mais proximo. No entanto, as glandulas abdominais craniais
sd0 as Unicas que drenam simultaneamente para o linfonodo axilar acessorio e para os
linfonodos inguinais superficiais. Desta forma, as comunica¢des mais comuns sdo entre as
glandulas toracica cranial e tordcica caudal, ambas drenadas pelo ganglio linfatico axilar e,
entre as glandulas abdominal caudal e inguinal, drenadas pelo ganglio linfatico inguinal
superficial. A glandula mamaria abdominal cranial ¢ drenada pelo ganglio linfético axilar,
mas ¢ frequentemente drenada, simultaneamente, pelo ganglio linfatico inguinal
superficial!>17-2730,

Antes da puberdade, a mama cresce na mesma velocidade que o individuo,
caracterizando um crescimento isométrico. Nesta fase, a glandula mamadria ¢ composta
principalmente por tecido adiposo e uma limitada rede de ductos?’’. Com o inicio da

puberdade, ocorre a acdo dos hormonios esteroides sexuais, seguindo-se uma fase de



crescimento dos canais mamarios e do estroma ou crescimento alométrico®'. Devido ao
efeito do estrégeno, o sistema tubular desenvolve-se, durante a puberdade, com discreto
aumento de células adiposas. J& a progesterona, promove o desenvolvimento glandular,
com proliferacdo das células epiteliais da por¢ao terminal dos ductos intralobulares.
Subsequentemente, ocorre a formacdo dos alvéolos secretores. Como o ciclo estral da
espécie canina ¢ caracterizado por uma fase progesteronica longa, que dura de sessenta a
cem dias apds o inicio do estro, o hormonio em questdo tem um papel crucial sobre as
glandulas mamarias da cadela’2.

Em animais gestantes ou ndo-gestantes, os lobulos passam a substituir o tecido
adiposo e o desenvolvimento l6bulo-alveolar ¢ acompanhado por uma pequena atividade
secretdria. A estrutura canalicular passa a representar 90% do tecido ao final da gestagdo,
em contraste com os 10% que representava no inicio da gesta¢io’?. Na iminéncia do parto,
verifica-se secrecao lactea acumulada no limen dos alvéolos ¢ ha diminui¢ao substancial
do estroma conjuntivo. Durante a lactagdo, os ductos e alvéolos apresentam-se distendidos,
uns mais do que os outros?®,

A involucdo das glandulas apds a amamentacdo nunca ¢ completa, uma vez
que os alvéolos ndo desaparecem totalmente. O aspecto histologico ¢ aquele de um colapso
alveolar com desorganizagdo celular. Dessa forma, todas as modifica¢des organizacionais
do tecido glandular mamario, apesar de fisioldgicas, podem ensejar alteragdes neoplésicas
diversas, que ocorrem especialmente na regido epitelial®®.

Visto que nos carnivoros ndo existe o equivalente & menopausa, a glandula

mamaria estd sob influéncia hormonal até idades muito avancadas®>.

2.2. Epidemiologia

2.2.1. Incidéncia

As neoplasias mais frequentes na espécie canina sao as de pele, seguidas das
neoplasias da glandula maméria’. Contudo, os tumores de mama sio os mais frequentes na

cadela, representando cerca de 52% dos processos tumorais, sendo que destes 41 a 53%



correspondem a tumores malignos'#!6. Comparando com a espécie humana, a incidéncia
de tumores na cadela é aproximadamente trés vezes maior*.

A exposi¢do a hormodnios ovarianos endogenos no inicio da vida € a causa mais
importante de desenvolvimento do tumor mamario em caes, j4& que esses tumores sao
hormonio-dependentes 3>%°. Schneider et al. 3 afirmaram que o risco de desenvolvimento
da neoplasia mamaria aumenta drasticamente durante os primeiros ciclos estrais, podendo
ser confirmado pelo fato de que uma cadela quando submetida a ovario-histerectomia antes
do primeiro estro tem um risco, de apenas, 0,5% de desenvolver tumores mamarios, em
comparagdo com cadelas submetidas a castracdo entre o primeiro e segundo estro ou
depois do segundo estro, que passam a apresentar um risco de 8% e 26%, respectivamente.
No entanto, a prevencao das neoplasias mamadrias por meio da ovario-histerectomia apos o
segundo cio ainda é contraditéria 374,

Autores relatam o envolvimento da hipofise no desenvolvimento do tumor de
mama canino, pois foi observada a elevacao de prolactina sérica em caes portadores dessa
neoplasia *'**. A prolactina é necesséaria para manuten¢do da atividade secretoria, apesar
de ndo atuar diretamente sobre a proliferacdo celular maméria. E sabido que ela estimula o
crescimento do tumor pela sensibiliza¢do celular aos efeitos do estrogeno, promovendo
aumento no numero de receptores para esse hormonio, ou seja, tanto o estrogeno quanto a
prolactina sdo necessarios ao crescimento tumoral nas glandulas mamérias *!.

Outras variaveis reprodutivas, como irregularidade no estro, pseudociese e
prenhes podem resultar em mudangas fisioldgicas nos niveis hormonais endégenos, mas
ainda ndo foram encontrados indicios que confirmem a influéncia significativa no risco de
tumor mamério em cdes >, Porém, a exposi¢do a doses farmacoldgicas de hormonios
exdgenos, progesterona e estrogenos, com a finalidade de atrasar ou impedir o estro tm
sido associadas ao aumento do risco destas neoplasias *¢. Estes resultados sido baseados em
um corpo significativo de evidéncias de pesquisas desenvolvidas em caes tratados a longo
prazo com varias doses e combinagdes de fibras sintéticas de progesterona e estrogénios,
monitorados até o desenvolvimento do tumor. Esses hormoénios resultam em uma
superproducdo de hormoénio do crescimento (GH), supressio do cortex adrenal e

desenvolvimento de displasias e tumores mamadrios, na maioria das vezes, benignos >

37,39,40,44,45



2.2.2. Sexo

Os tumores mamarios sao quase exclusivos do sexo feminino. Quando surgem
no cao estdo geralmente associados a tumores produtores de estrogénios, como o0s
sertoliomas®*. Porém, podem surgir em animais sem tumores testiculares e que nunca
foram sujeitos a tratamentos hormonais, como se observou num estudo realizado com 27
tumores mamarios provenientes de 18 caes machos (trés inteiros e 15 castrados). Todos os
tumores eram benignos sendo 26 adenomas simples e um adenoma complexo*®.

Um estudo retrospectivo verificou que a cadela tem 72 vezes mais
probabilidade de desenvolver tumores mamadrios do que o macho*’ e, concluiu que as
neoplasias mamarias no cdo sdo raras e geralmente benignas, tendo sido observado apenas

um animal com tumor maligno, entre os oito estudados®’.

2.2.3. Idade

A idade ¢ um dos fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento de
tumores mamarios em cies ***. O risco comega a tornar-se significativo em torno dos oito
anos de idade e aumenta linearmente com o avanco desta. A maioria dos autores relata que
na faixa etdria entre oito € onze anos existe uma incidéncia maior de tumores malignos,

enquanto cies mais jovens sio mais propensos a apresentarem tumores benignos 3444348,

2.2.4. Raga

Um estudo com 101 tumores, sendo sessenta animais de ragas pequenas e
quarenta de racas grandes, verificou que 25% das cadelas de raga pequena apresentavam
neoplasias malignas, contrastando com 58% de ragas grandes. Este estudo sugere que a
incidéncia de tumores malignos ¢ maior em racas grandes*. No entanto, ndo tem sido
possivel estabelecer uma predisposi¢do racial para as neoplasias mamarias. Alguns autores

apontam para uma maior incidéncia no Poodle, Cocker Spaniel inglés, Setter inglés,



Pointer, Fox Terrier e Terrier de Boston>®. Outros autores, além das racas ja referidas,
encontraram frequéncias elevadas em Samoiedas, Pastor dos Pirinéus, Labrador Retriever e
Dachshund®.

Contrariamente ao que se verifica com as neoplasias em geral, a raca Boxer
parece ndo ser tdo susceptivel aos tumores da mama., contudo nesta raga, surgem numa
idade mais precoce, comparativamente com as outras’'. A raca Beagle também foi referida
como apresentando menor risco de desenvolver tumores da mama .

Conclui-se, portanto, que os pesquisadores ainda nao chegaram a um consenso,
observam-se mudancas constantes, de acordo com a parte do mundo onde o estudo foi

realizado 35,37,38,44,52.

2.2.5. Localizacao

Os tumores podem estar associados a0 mamilo ou com mais frequéncia, ao
tecido glandular. A frequéncia de tumores na espécie canina aumenta no sentido cranial, ou
seja das glandulas mamarias caudais para as craniais.

Shafiee et al. ¢ relataram que a localizagdo preferencial de neoplasias mamarias
em cadelas sdo as das mamas inguinais (60% dos casos), seguidas dos pares abdominais
(27%), e por ultimo, os lobos toracicos (13%). A grande frequéncia de tumores no lobo
inguinal, provavelmente decorre do maior volume de tecido mamario nestes pares. Estes
pesquisadores ainda notaram que na grande maioria dos casos as massas tumorais foram
encontradas na cadeia mamaria esquerda, enquanto apenas 33% das massas estavam
localizadas na cadeia direita.

E frequente haver mais de uma glandula afetada e por vezes toda a cadeia do

mesmo lado. E ainda possivel encontrar mais de uma massa tumoral na mesma glandula,

sendo as neoplasias consideradas multicéntricas!.



2.3. Etiologia

2.3.1. Fatores Genéticos

A maioria dos tumores surge por mutacdo ou ativa¢do anormal dos genes que
controlam o crescimento das células, resultando em modifica¢des progressivas da biologia
celular. Estas modificagdes sao caracterizadas por alteragcdes na proliferacao, diferenciacao
e na interagao das células com o meio extracelular. Os principais alvos das alteragdes
genéticas sao 0s proto-oncogenes, 0s genes supressores tumorais € os genes que controlam
a apoptose. Acredita-se que os genes responsaveis pela reparacio do DNA também
desempenham um papel importante na carcinogénese, uma vez que qualquer alteragdo
nestes genes predisporia a alteracdes no genoma e a subsequente transformacao
neoplasica™.

Os proto-oncogenes sao genes promotores do crescimento ¢ da diferenciacio
celular que controlam a divisdo mitdtica. Podem ser transformados em oncogenes pelo
descontrole da expressdo genética, ou pela mutagdo, translocagdo ou rearranjo dos genes,
resultando na sintese de oncoproteinas. Os oncogenes € os seus produtos podem aumentar
a expressao dos genes das ciclinas e das quinases ciclina-dependentes (CDK) responsaveis
pela progressao ordenada das células nas diferentes fases do ciclo celular. As mutagdes
nestas proteinas favorecem a proliferagio celular descontrolada®. A expressio do
oncogene HER-2, responsavel pela codificacdo de receptores para fatores de crescimento,
surge aumentada em tumores malignos da espécie, ndao tendo sido observada em tumores
benignos®.

O grupo dos genes supressores tumorais engloba os que regulam a transcri¢ao
nuclear e o ciclo celular (Rb, p53, BRCA-1, BRCA-2), os que regulam a transducdo de
sinais (NF-1, APC) e os receptores de superficie celular (receptores do TGF-f e
caderinas)®®. O gene p53 é um dos agentes supressores e inibidores de crescimento melhor
caracterizados®®. Produz uma proteina que controla a replicagio do DNA, a proliferagio

celular e a apoptose®. Um estudo verificou a presenca de uma mutacio neste gene em 17%
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dos 69 carcinomas mamarios caninos analisados, estando este fato associado ao aumento
do risco de recidivas®.

Os genes BRCA desempenham um papel importante na preservacao da
estabilidade gendmica, atuando na inducdo de genes reparadores de DNA. Apesar da
mutagdo nestes genes influenciar o prognoéstico dos tumores da mama na mulher, nenhum
dos estudos realizados em cadelas revelou qualquer associagdo entre o pleomorfismo
genomico do BRCA-1 e BRCA-2 e o desenvolvimento ou presenca de tumores mamarios
caninos’*,

Virios tipos de moléculas expressas na superficie das células controlam o
crescimento e comportamento celular, tais como os receptores do TGF-$ que entre outras
funcgdes regulam a adesdo celular por parte das caderinas. Foi demonstrada a correlagdo
positiva entre a agressividade do tumor e a muta¢do nos genes CDHI1, que codifica as
caderinas®®. Os genes que impedem (Bcl 2, Bcl-XL) ou que induzem (Bax, Bad) a
apoptose desempenham um importante papel na carcinogénese. A morte celular induzida
pelo Bcl 2 pode ocorrer em qualquer fase do ciclo celular, desta forma, uma alteragdo
ocorrida neste gene aumentard o tempo de sobrevida das células favorecendo a acdo de
oncogenes sobre estas>>.

Niveis anormais de expressao dos genes mediadores de apoptose, de genes
reparadores do DNA, de proto-oncogenes e de genes supressores tumorais entre outros,

estdo claramente envolvidos na génese tumoral da mama>*,

2.3.2. Fatores Hormonais

Os fatores hormonais sdo os mais amplamente estudados e tém um papel
fundamental na carcinogénese mamaria na cadela®. Sabe-se que o desenvolvimento destes
tumores na cadela ¢ hormonio-dependente e como tal verificam-se diferencas significativas
entre cadelas castradas e ndo castradas, relativamente ao risco de ocorréncia de tumores
mamarios®>*. As fémeas ovariohisterectomizadas antes das primeiras manifestagdes de cio
apresentam um risco minimo, comparativamente as que sdo esterilizadas depois do

segundo ciclo estral®’.
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A progesterona, os estrogenos, os androgenos, a prolactina (PRL) e o hormonio
do crescimento (GH) sdo os hormonios que estdo envolvidos, com maior frequéncia, no
desenvolvimento tumoral®. Assim como ocorre na mulher, a glandula mamaria normal da
cadela apresenta receptores de estrogénios (ERs) e de progesterona (PRs). Estes receptores
sdo encontrados tanto na mama normal, como em neoplasias benignas e malignas>>.
Misdorp?® relata que cerca de 40 a 60% dos tumores benignos e malignos apresentam
positividade para ERs, PRs e para receptores de prolactina, bem como para receptores de
andrégenos. Outro estudo verificou a presenca de ERs em 100% dos tecidos mamarios
normais e displdsicos estudados e em 95% dos tecidos benignos. Relativamente aos
carcinomas analisados, apenas 62% evidenciaram a presenca destes receptores>”.

Outro estudo analisou sete casos de metastases ganglionares, sendo o tumor
primdrio e o ganglio linfatico testados para a presenga de ERs e PRs. Ambos foram
considerados negativos, o que sugere perda de dependéncia hormonal por parte dos
tumores malignos*>®. A propor¢do de tumores benignos positivos para ERs e PRs é
elevada, no entanto, no que se refere aos tumores malignos, apenas uma parte apresenta
estes receptores e em menor concentragio’’. Este fato verifica-se particularmente nas
neoplasias de maior grau de malignidade ou nas fases mais avancadas da doenca. Desta
forma, os carcinomas com menor grau de diferenciagdo apresentam um menor numero de
receptores. Observou-se também que carcinomas complexos, com melhor progndstico,
possuem mais receptores hormonais dos que os carcinomas simples®*#!-%8,

O envolvimento da glandula hipofisaria na génese tumoral também tem sido
alvo de estudos, visto que esta controla a secre¢do de PRL e da GH, necessarias ao
desenvolvimento e funcionamento normais, da glandula mamaria. A PRL esta envolvida
na atividade secretdria, ndo tendo influéncia direta na proliferagdo celular da glandula
mamadria, no entanto facilita a acdo mitdtica influenciada pelo estrogeno, promovendo o
aumento do nimero de ER.***1>¥ Foram detectados niveis sanguineos e teciduais de PRL
significativamente elevados em cadelas com neoplasias malignas, comparativamente ao de
glandulas mamadrias normais®’. Sugere-se, portanto, que os desequilibrios entre as
concentragdes de PRL e de GH estariam implicados na génese tumoral®336:41:37:38

Os progestagenos sintéticos usados para inibicdo do estro na cadela t€ém sido

alvo de alguns estudos, de forma a avaliar a sua possivel relagdo com o desenvolvimento
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de tumores mamarios*?. Verificou-se que o uso prolongado de progestinas aumenta o risco
de desenvolvimento de tumores benignos na cadela, enquanto, tratamentos combinados de
progestinas e estrogenos ou altas doses de progesterona estdo relacionado com o
aparecimento de tumores malignos*.

A progesterona exdgena estimula a sintese de GH por parte da glandula
mamaria canina com proliferacdo l6bulo-alveolar e consequente hiperplasia dos elementos
mioepiteliais e secretorios, induzindo assim a formagao de lesdes benignas, ao passo que o
estrogénio estimula o crescimento ductal*>*-°, Nio est4 totalmente esclarecido se a GH
induzida pelos progestdgenos tem algum efeito no desenvolvimento tumoral da mama.
Contudo, paralelamente a producdo de GH, verificou-se o aumento dos niveis sanguineos
de fator I de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e fator II de crescimento
semelhante a insulina (IGF-II), capazes de estimular a proliferacdo celular da glandula

mamaria*>*3-°,

2.4. Diagnéstico

2.4.1.Diagnéstico Clinico

O atendimento clinico tem como base a obtengcdo de um histérico completo,
incluindo informagao acerca do sexo, raca e idade do animal, bem como a data de inicio
das lesdes, tamanho, numero e velocidade de crescimento das massas®. E também
importante observar a localizagdo e consisténcia das lesdes, presenga ou auséncia de
ulceragio e fixagdo ou ndo a pele e tecidos adjacentes®. As manifestagdes de prurido e a
eliminagdo de secrecao sao informagdes dignas de registo, bem como os dados relativos ao
estado reprodutivo do animal, tais como castrag¢do, regularidade dos cios, existéncia de
pseudo-gestagdo, ocorréncia de partos e lactagdes e a administragdo de progestagenos®.

Seguidamente deve-se proceder a realizacdo de um exame fisico minucioso
com palpacao de todas as glandulas mamarias e linfonodos regionais. Embora, em alguns
casos, a palpagdo da glandula mamaria ndo permita a detec¢do de nddulos inferiores a 0,5
cm de didmetro. Os mamilos devem ser comprimidos para avaliar a presenca de secre¢ao®.

E recomendada a realizagdo sistemdtica de radiografias toracicas e ultrassonografias
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abdominais para pesquisas de metdstases. Porém, um exame de imagem negativo nao
garante a sua inexisténcia, pois as metastases podem ter dimensdes reduzidas (inferiores a
0,5 cm) ou estarem sobrepostas por outros 6rgios ou estruturas®.

O estado geral do animal deve ser avaliado por meio de andlises
hematologicas, bioquimicas sanguineas e da urindlise, fornecendo informagdes relativas a
possibilidade de existéncia de sindrome paraneoplasica®!. A anélise clinica das neoplasias,

ainda, deve conduzir a determinacdo do estadiamento ou fase de evolugio do processo?°.

2.4.2. Diagnostico Citopatologico

A citopatologia estuda as alteragdes relacionadas com as células enquanto
entidades integradoras de processos patoldgicos e tem como principal objetivo o
diagnodstico diferencial entre processos inflamatorios, hiperplasicos e neopldsicos. A
puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) ¢ um método largamente utilizado na obtengao
de amostras para diagndstico citologico em vdrios orgdos 2. Quando aplicada em lesdes da
glandula mamadria, o método apresenta boa precisdo diagnostica, além de ser um método de
baixo custo, rapido e sem grandes riscos para o paciente 2262,

Na medicina veterinaria, a utilizagdo da citologia como método de diagndstico
¢ crescente nos ultimos vinte anos e os resultados correlacionam-se bem com o diagnodstico
histopatoldgico de varios tipos de tumores ®. A maior parte dos estudos, que analisam a
acuracia do exame citopatoldgico, classifica as neoplasias mamarias apenas de acordo com
a origem e malignidade das células 6. Porém, diagnosticos citoldgicos satisfatorios também
sao dependentes da qualidade do material coletado, pois amostras com nimero insuficiente
de células, contaminagdo excessiva de sangue, gota espessa, manchas ou artefatos, bem
como coleta realizada de maneira errobnea podem comprometer significativamente o
diagnéstico ou levar a resultados inconclusivos '%%2,

Os tumores mamarios malignos podem ser diagnosticados com base no aspecto
citologico dos tipos celulares presentes e devem ser observados mais que trés

caracteristicas de malignidade. Dentre esses critérios estdo anisocitose, anisocariose,

macrocariose, vacuolos intracitoplasmaticos, basofilia e eosinofilia citoplasmaticas, célula
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em fuso, célula em girino, fagocitose e projecdes citoplasmaticas, bem como
hipercromasia, binuclea¢o, multinucleacio, pseudoinclusio e figuras de mitose !!-2262:64,
Em geral, os carcinomas sao citologicamente caracterizados pela presenca de
alta celularidade, grupos celulares tridimensionais, isolados ou em grupos celulares pouco
coesos, anisocariose e nucléolos proeminentes . Aspirados de tumores mamarios mistos
malignos podem revelar células epiteliais e fusiformes, células individualizadas de origem
mesenquimal com uma destas populacdes exibindo caracteristicas de malignidade.
Comumente também sdo vistos elementos cartilaginosos ou 0sseos. Tumores complexos
malignos se diferenciam, citologicamente, de tumores mistos pela presenca de células

mioepiteliais que ndo apresentam critérios de malignidade °¢

, sendo apenas a populagdo
epitelial maligna.

Nos casos dos carcinossarcomas, ambas as populagdes, epitelial e
mesenquimal, devem exibir padrdes de malignidade. J4 os sarcomas mamarios, como
osteossarcoma, fibrossarcoma e lipossarcoma apresentam aspecto citologico semelhante
aquele verificado em outros 6rgdos. O sarcoma tende a esfoliar pouco, resultando em
amostras de baixa celularidade e, em geral, caracteriza-se por apresentar células irregulares
a fusiformes dispostas individualmente e em pequenos aglomerados %668,

A sensibilidade e especificidade do exame citologico para o diagndstico de
malignidade, utilizando-se a histopatologia como o método de referéncia sdo
consideravelmente altas, na maioria dos estudos 7'!12226° Contudo, ¢ importante ressaltar
que tanto na medicina humana, quanto na medicina veterinaria, a citologia aspirativa ¢ um
exame de triagem, pois, ainda que esporadicamente, podem ocorrer resultados nao
compativeis com o resultado final da bidpsia. Portanto, o exame histopatologico continua

sendo o mais fidedigno e adequado para diagndsticos de neoplasias mamarias '12,

2.4.3. Diagnéstico Histopatoldgico

A analise histopatologica ¢ a técnica de eleicdo no diagnostico, devendo ser
realizado em todas as circunstancias, pois permite o estabelecimento do prognostico com

elevada precisdo®. Pode ser realizada por meio de bidpsia incisional (fragmento de bidpsia
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cirirgica) ou excisional (apdés a remogdo cirirgica do tumor)'!. De modo geral, a
histopatologia ¢ realizada sobre a totalidade do tumor, visto que em medicina veterindria a
excisdo cirargica € o tratamento de elei¢ao. Porém, a biopsia ¢ 1til para diferenciar tumores
de outras lesdes nao neoplasicas e que nao necessitem da realizagdo de um procedimento
cirargico®.

Além da sua importancia na classificagdo das lesdes, o exame histopatologico
permite avaliar a arquitetura tecidual, a infiltracdo dos tecidos adjacentes e de vasos
sanguineos e linfaticos, pelas células neopléasicas, bem como fornece informacao
histomorfologica detalhada sobre o grau de diferenciagdo, presenca ou auséncia de
pleomorfismo, indice mitdtico e presenca ou auséncia de necrose. E ainda possivel avaliar
se as margens cirrgicas de seguranca foram satisfatorias'!.

Para que a andlise histopatologica seja fidvel, € necessario colher amostras de
varios pontos do tumor, procurando abranger zonas de transicao entre as lesdes e os tecidos
aparentemente saudaveis. Assim, ¢ possivel avaliar o grau de invasdo local, a reagdo
inflamatoria adjunta e a existéncia de lesdes displasicas'!.

Atualmente, varias classificacdes tem sido propostas, porém a mais utilizada

ainda é o método preconizado pela Organizacdo Mundial da Satde 7°.

a. Neoplasias Malignas

O carcinoma nao-infiltrativo ou in situ ¢ formado por nodulos bem demarcados
de tecido neoplésico que ndo invade a membrana basal dos ductos?®.

O carcinoma simples ¢ o tipo mais comum de tumores mamarios na cadela,
sendo constituido apenas por um tipo celular, células epiteliais luminais ou mioepiteliais.
Apresenta uma elevada tendéncia para invadir tecidos adjacentes e vasos sanguineos €
linfaticos, cerca de 50% dos casos®*. De acordo com a sua diferenciacdo e comportamento
bioldgico, este tipo de tumor subdivide-se em trés tipos, ordenados por grau crescente de
malignidade: carcinoma tabulo-papilar, carcinoma sélido e carcinoma anaplasico*. O
carcinoma tubulo-papilar € frequente na espécie canina e caracteriza-se pela formagao de
tibulos com proje¢des papiliferas®*. O carcinoma solido caracteriza-se pelo fato das células

tumorais se organizarem em densos lengdis, corddes ou ninhos**. O carcinoma anaplésico ¢
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o carcinoma com maior grau de malignidade da glandula mamaria®®, trata-se de um tumor
difuso e infiltrativo, constituido por células epiteliais de grandes dimensoes, geralmente
com nucleo bizarro e rico em cromatina, podendo ser multinucleadas. O progndstico deste
tipo de lesdao ¢ ruim pois as recidivas sdo frequentes e tem grande tendéncia a formagao de
metastases’*.

O carcinoma micropapilar ¢ um tipo de neoplasia mamadria bastante invasiva e

71 por isso ndo estd relatada na classificacdo

que foi descrita recentemente em caes
histologica da OMS 7, mas foi inserida na classificagio mais recente de Goldschmidt et.
al?, publicada em 2011. Este tipo de carcinoma mamario forma pequenas papilas
intraluminais que ndo tem apoio fibrovascular e infiltram-se no estroma colagenoso

12°. A anisocariose e anisocitose s3o de moderada a acentuada e, o indice mitotico

periducta
¢ alto. Este tumor apresenta frequentemente invasao vascular e tem um elevado potencial
metastatico .

O carcinoma complexo ¢ um tipo de neoplasia formada tanto pelo componente
epitelial luminal como mioepitelial, em que as células epiteliais luminais se organizam
segundo um padrdo tibulo-papilifero ou solido. As células mioepiteliais, por sua vez,
dispdem-se de acordo com um padrao reticulado. Apesar do crescimento infiltrativo ser
comum, o grau de invasio linfatica é bastante baixo, cerca de 10%°°.

O carcinoma de células fusiformes, carcinoma de células escamosas (CCE),
carcinoma mucinoso € carcinoma rico em lipideos s@o considerados tipos especiais de
carcinomas. O carcinoma de células fusiformes é um tumor relativamente raro no cdo,
sendo constituido por células fusiformes organizadas em um padrao epitelial e envolvidas
por fibras de reticulina, provavelmente alguns tumores deste tipo terdo origem
mioepitelial®*. O CCE ¢é constituido por sélidos corddes celulares com zonas de
cornificacdo. A zona central do tumor € composta por queratina lamelar com células
tumorais necrosadas, enquanto que na periferia encontram-se células basaloides®. E um
tumor altamente infiltrativo que geralmente invade a circulagdo linfatica**. O carcinoma
mucinoso ¢ uma neoplasia rara na espécie canina, caracterizada pela presenca de grande
quantidade de material mucinoso, produzido pelas células epiteliais**. E o carcinoma rico

em lipideos apresenta-se com células arredondadas, de citoplasma abundante e grandes

vactolos, contendo grande quantidade de lipideos neutros*.
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O carcinossarcoma ¢ uma neoplasia pouco comum no cdo, constituida por
cé¢lulas morfologicamente semelhantes as células epiteliais malignas e ao tecido
conjuntivo®*. O tempo de sobrevivéncia apds extirpagdo cirargica ¢ relativamente longo,
cerca de 18 meses. As metastases sio de tipo carcinomatoso, sarcomatoso ou misto>*.

Outros tipos de sarcomas também podem ser observados na glandula mamaria,
0s mais comuns s3o 0s osteossarcomas e os fibrossarcomas?®. O fibrossarcoma caracteriza-
se pela proliferagao de células fusiformes, os fibroblastos, e pela presenca de fibras de
colageno®*. Os osteossarcomas sio marcados pela formagio de ostedides produzidos pelas
células neoplésicas. Nesta categoria tumoral encontram-se 0s osteosarcomas puros ou
combinagdes de tecido 6sseo, fibroso e cartilagenoso®*. Este tumor tem a via hematogena
como via preferencial para formar focos de metastase no organismo, sendo os pulmdes os

6rgios mais acometidos?®.

b. Neoplasias Benignas

O adenoma simples surge muito raramente na cadela. Apresenta-se como
lesdes nodulares, bem delimitadas, constituidas por células epiteliais luminais ou
mioepiteliais®*. O adenoma complexo ¢ a neoplasia benigna mais comum na cadela e, é
constituido tanto por células epiteliais luminais quanto por células morfologicamente
semelhantes a mioepiteliais®*. E por vezes dificil, a distingio entre esta neoplasia e os
tumores benignos mistos, fibroadenomas e hiperplasia lobular, porém, o fato de ser
encapsulado e apresentar um baixo indice mitotico, bem como auséncia de necrose e
células atipicas, permite diferencia-lo dos outros tipos tumorais®®. J& o papiloma ductal é
raro e surge no interior de um ducto distendido, apresentando crescimento papilar ou
arborescente, sendo constituido por células epiteliais e/ou mioepiteliais, com rara a

presenca de mitoses?S.

c. Lesdes Nao Neoplasicas

A hiperplasia ductal ¢ uma lesdo caracterizada pela proliferacao intraductal de

células epiteliais normais ou atipicas, podendo levar a obliteracdo total ou parcial do



18

ducto®*. Estas lesdes podem ser difusas ou multifocais e quando o grau de atipia é elevado,
passa a designar-se hiperplasia ductal atipica®*.
Quanto & hiperplasia lobular existem dois tipos, a adenose e a epiteliose®*. A
adenose consiste no aumento do numero de ductos e acinos por lobulo, enquanto a
epiteliose caracteriza-se pela proliferagio de células epiteliais nos ductos intralobulares?®.
Em relagdo as ectasias ductais, estas sdo o resultado da dilatagdo progressiva
dos ductos, por vezes secundarias a oclusdao luminal devido a lesdes intraductais, com

acumulo de secrecdo lipidica®.

2.4.4. Graduacao Histologica

A classificagdo ou gradacdo histopatoldgica tem o objetivo de avaliar a
arquitetura da neoplasia e as variagdes morfoldgicas celulares e nucleares. De acordo com

o método sugerido por Elston e Ellis 7

, 0 grau histologico permite uma correlagao
significativa com a agressividade do tumor. Esse sistema de classificagdo ¢ amplamente
utilizado na medicina humana. Na medicina veterindria, por sua vez, estudos recentes ja
adotaram os mesmos critérios, baseados na combinagdo de caracteristicas celulares e
nucleares, para avaliar carcinomas mamarios em cies >2>3%73-76,

De acordo com este sistema, a determinagdo do grau histologico baseia-se na
avaliagdo do indice de formagdo de tubulos considerando-se um ponto quando mais de
75% do tumor € constituido por tibulos, dois pontos quando o tumor possui entre 10% a
75% de formagdes tubulares, e trés pontos quando os 10% ou menos, do fragmento de
tumor avaliado, for composto por tibulos. Também ¢ levado em consideracdo o
pleomorfismo nuclear, sendo um ponto para nucleos pequenos e regulares, dois pontos
para moderado aumento de tamanho e variacdo morfologica e trés pontos para grande
variagdo em tamanho e forma nucleares. Para contagem mitotica, em objetiva 40, utiliza-
se um ponto quando forem observadas de zero a uma mitose, dois pontos para trés mitoses

e, trés pontos, acima de trés mitoses. Entdo, o grau histolégico do tumor ¢ obtido pela da

soma das pontuagdes, o que resulta em um valor total que varia de trés a nove, a obtencao
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de pontuacdo final entre trés e cinco classifica-se como grau I; seis e sete pontos como grau
11 e, oito e nove pontos determina-se grau 111 323527376,

O grau histologico ¢ considerado como um indicador progndstico independente
para o cancer de mama primério em mulheres *?>>2. Em medicina veterindria, revela uma
correlacdo significativa entre a classificacdo histopatoldgica e outros fatores prognésticos

como o tipo histologico e tempo de sobrevida 737%77,
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OBJETIVOS E METAS

Objetivo Geral

Comparar os resultados encontrados no exame citoldogico com o exame

histopatologico de tumores mamarios malignos com indicagdes de mastectomia.

3.2

3.3.

Objetivos Especificos

Verificar a frequéncia de distribui¢do das diferentes neoplasias mamarias malignas
em cadelas.

Identificar o linfonodo sentinela correspondente as massas tumorais localizadas nas
diferentes mamas das cadelas.

Identificar focos de metéastases regionais e em Orgdos distantes em cadelas com
neoplasias mamarias malignas.

Classificar por meio de histopatologia as neoplasias mamadrias malignas em cadelas.

Determinar a gradacao histoldgica das neoplasias mamarias malignas em cadelas.

Metas

Realizar exame histopatologico de neoplasias mamarias de quarenta e trés cadelas.
Realizar exame citologico de neoplasias mamarias de quarenta e trés cadelas.
Analisar informagdes sobre raga e idade de quarenta e trés cadelas com neoplasias
mamarias.

Determinar a gradacdo histologica das neoplasias mamadrias de quarenta e trés
cadelas.

Verificar a eficacia da utilizagdo de azul de metileno 1% na identificagcdo do
linfonodo sentinela das neoplasias mamarias malignas de quarenta e trés cadelas.
Diagnosticar focos de metastases regionais e em Orgdos distantes em quarenta e trés

cadelas com neoplasias mamarias malignas.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em uma clinica veterindria localizada na cidade
de Goiania, GO, e no Setor de Patologia Animal (SPA) da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG), no periodo margo de 2014 a
fevereiro de 2015. Foram avaliadas e acompanhadas 43 cadelas adultas, ndo castradas,
diagnosticadas com neoplasia mamaria maligna e encaminhadas a mastectomia. O
universo de animais utilizados no estudo, baseou-se na busca ativa desses pacientes junto a
uma clinica veterinaria particular da cidade de Goiania — GO, estabelecendo-se assim uma
quantidade adequada de animais que permitisse as analises estatisticas.

Primeiramente, os animais foram avaliados clinicamente quanto ao estado geral
de saude, tamanho e localizagdo ¢ aspectos macroscopicos gerais da neoplasia mamaria. Os
proprietarios foram instruidos a responderam a um questionario informando a idade do
animal, tempo de evolugao do tumor, historico familiar e satide da cadela.

Os tamanhos dos tumores foram medidos em centimetros e separados em trés
categorias: aqueles com didmetros menores que 3 c¢cm foram classificados como T1, as
massas que mediram de 3 a 5 cm foram classificadas como T2 e as maiores que 5 cm,
classificadas como T3. A evolugdo dos casos também foi dividida em trés categorias,
sendo considerada rapida, para aqueles tumores que tiveram evolugdo menor que 12
meses; intermedidria, com evolugdo de 12 a 24 meses; e lenta, para neoplasias com
evolucdo em tempo maior que 24 meses.

Ap0s a consulta, estas eram encaminhadas para a realizacdo de ultrassonografia
abdominal e radiografia tordcica, a fim de detectar-se possiveis metastases em 0rgaos
distantes. Para a analise ultrassonografica foi utilizado um aparelho modelo 4900, da marca
Mindray®, equipado com dois transdutores multifrequenciais de 5 a 10 MHz, sendo uma
probe microconvexa e uma linear. Os exames radiograficos foram realizados em trés
projecdes: decubito lateral direito e esquerdo nas projecdes latero-laterais e decubito dorsal
na projecao ventro-dorsal. As técnicas radiograficas basearam-se no método que relaciona
a quilovoltagem e miliamperagem, segundo a espessura da regido a ser radiografada.

Em seguida, colheu-se material para andlise citopatologica das massas pelo

método de puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF). Nos casos em que animal
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apresentava tumores multiplos a colheita foi realizada apenas na maior das massas
neoplasicas. Para a colheita foram utilizadas agulhas hipodérmicas descartaveis com
tamanho 0,70 x 25 mm, seringas descartaveis de 5 ml e laminas de vidro para microscopia.
O material colhido foi imediatamente fixado com metanol por cinco minutos e corado pelo
método Giemsa por trinta minutos. A avaliagdo citomorfologica a microscopia de luz foi
realizada de acordo com os critérios preconizados em 2010 por Raskin et al. ®%. Os
tumores foram classificados quanto ao tipo celular como epitelial, mesenquimal e misto,
sendo que tanto os tumores mistos quanto os complexos foram considerados mistos nesta
analise.

No estudo citolégico, os critérios de malignidade ponderados foram
anisocitose, anisocariose, macrocariose, sendo observada também a presenga de vactiolos
intracitoplasmaticos, basofilia e eosinofilia citoplasmaticas, assim como, a existéncia de
célula em fuso e célula em girino. Observou-se ainda fagocitose, projegdes citoplasmaticas,
hipercromasia, binuclea¢do, multinucleacio, pseudoinclusio e mitose '?26%% Todas as
amostras foram analisadas e classificadas, por dois patologistas que ndo tinham
conhecimento dos resultados histopatologicos e informagdes clinicas sobre as pacientes.

Durante a mastectomia, os animais foram submetidos & anestesia geral
seguindo o protocolo anestésico adotado pelo servigo de anestesiologia da clinica
veterinaria aonde ocorreu o procedimento. Como medicacdo pré-anestésica (MPA) foi
utilizada uma associagdo de 0,3 mg/kg de metadona com 0,03 mg/kg de acepromazina
aplicados via intramuscular. Na indugdo utilizou-se propofol de 3-4 mg/kg com cetamina
na dose de Img/kg, por via endovenosa. Para a manutencao foi escolhido como protocolo o
1sofluorano, por via inalatoria, com infusdo de fentanil. Com a fémea em dectbito dorsal
foi realizada a aplicacdo intradérmica peritumoral de 0,5 ml/animal de azul de metileno a
1%, para a localizacdo e identificacio do linfonodo sentinela. Apds dez minutos da
aplicacdo deu-se inicio ao procedimento cirurgico de mastectomia e excisdo do linfonodo
corado pelo azul de metileno. Nos casos, em que o animal apresentava tumores mamarios
multiplos, foi colhido para andlise histopatoldgica, apenas a maior das massas neoplasicas
e seu respectivo LS.

Apos a exérese tumoral e do LS correspondente, as amostras foram

acondicionadas em recipientes de boca larga, devidamente identificados, contendo solucao
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fixadora aquosa de formolina a 10%, neutro e tamponado. O material colhido permaneceu
48 horas submerso no fixador para adequada preservacdo das amostras e posteriormente
era mantido em alcool 70% até o momento do processamento e da inclusdo em parafina.
Os fragmentos, com espessura de Sum, foram seccionados em micrétomo automatico
(Modelo RM 2255, Leica®, Alemanha) distendidos sobre laminas histoldgicas e coradas
pela técnica de hematoxilina-eosina (HE). As laminas foram montadas com resina sintética
(Entellan, Merck®, Alemanha) e laminulas histologicas.

A andlise histopatoldgica foi realizada em microscopio optico de campo claro,
sendo que as neoplasias mamarias foram classificadas de acordo com o proposto pela
Organizacio Mundial da Saade (OMS) " e graduadas segundo o método proposto por
Elston e Ellis 2. Para a determinacio do carcinoma micropapilar, que nio esti
comtemplado pela classificagio histologica da OMS 7°, utilizou-se a classificacdo mais
recente de Goldschmidt et. al 2 publicada em 2011, que inclui este ultimo tipo de
carcinoma.

A gradagdo histologica foi realizada apenas nos tumores de origem epitelial,
sendo esta baseada na avaliagdo de formacdo de tibulos, pleomorfismo nuclear e
contagens mitoticas. Cada um desses parametros foi classificado em trés categorias, a qual
uma pontuagao de um a trés foi atribuida. Para a formagao de tibulos, os tumores contendo
mais de 75% da sua extensdo formada por tibulos receberam um ponto, aqueles com 10 a
75% do tumor com formagdo tubular receberam dois pontos e, para os que apresentavam
menos de 10% de tubulos atribuiu-se trés pontos. Quanto ao pleomorfismo nuclear,
adotou-se o seguinte critério, para células pequenas com nucleos regulares atribuiu-se um
ponto; aquelas com tamanho e variacdo nuclear moderados receberam dois pontos e as que
apresentavam variacao nuclear acentuada, trés pontos. De acordo com o nimero de mitoses
por campo, utilizando-se uma objetiva de 40x, considerou-se de zero a uma mitose, um
ponto; duas a trés mitoses somaram dois pontos, € campos com mais de trés mitoses
tiveram pontuagao igual a trés.

As pontuagdes dos trés parametros foram entdo somadas para a obten¢do do grau
do tumor. Tumores que receberam pontuagdo de trés a cinco pontos foram considerados
tumores bem diferenciados e classificados como Grau I. Aqueles que somaram de seis a

sete pontos foram considerados moderadamente diferenciados e classificados como Grau
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II. Por ultimo, os tumores que tiveram pontuacdo de oito a nove foram classificados como
Grau II1.

Posteriormente foi realizada a tabulagdo de todos os dados, as variaveis de
distribuicao das neoplasias mamarias e seus respectivos linfonodos sentinelas, assim como
as caracteristicas macro e microscopicas observadas foram analisadas segundo estatistica
descritiva, empregando distribui¢do de frequéncia.

Ao restante da analise estatistica foi realizada pelo método de regressao linear
multipla por meio de uma matriz de correlagao das variaveis. Para validar tal correlagdo foi
feito o Teste de Pearson para cada uma das variaveis analisadas. Os resultados encontrados
nos exames citoldgico e histopatologico foram distribuidos em tabelas de contingéncia e as
hipoteses foram comparadas e analisadas por correlagdio nao paramétrica, visando
estabelecer padroes de distribui¢do de resultados nas variaveis estudadas, com nivel de
significancia de 5%.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA-
PRPI-UFG, sob Protocolo n°. 120/2014. Os proprietarios dos animais foram previamente
informados sobre o procedimento e assinaram termo compulsério de autorizagdo para a

participacao dos animais no estudo.
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5.  RESULTADOS
5.1. Anamnese e aspectos clinicos

Neste estudo, predominaram cdes sem raga definida (SRD) (33%), seguidos
pelas racas Poodle (21%), Pitbull (16%) e das racas Daschund (9%) e Fila Brasileiro (9%),
Cocker Spaniel Inglés (5%), Boxer (5%) e Shih Tzu (2%).

Quanto a faixa etaria das cadelas com tumores de mama, 7% (n=3)
apresentaram idade entre cinco a seis anos, 17% (n=8) variaram entre sete e oito anos, 23%
(n=10) entre nove e dez anos e 53% (n=22) tinham idade superior a dez anos.

Dos 43 casos estudados neste experimento, 25 animais (58%) apresentavam a
maior massa neoplasica localizada no par mamario inguinal, 11 no par mamario abdominal
caudal (25%), cinco em par mamario abdominal cranial (12%) e, apenas duas situavam-se
em pares mamarios toracicos (5%).

No que se refere aos tamanhos das massas tumorais, oito (18,60%) animais
avaliados foram classificados como T1; 15 (34,90%) como T2 e 20 (46,50%), T3. Nao
houve diferenca estatistica entre os diferentes tipos de neoplasias diagnosticadas em
relacdo ao tamanho do tumor. A relacdo entre o tamanho do tumor e o tipo histologico ¢

demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1. Diagnostico histopatologico e tamanho de tumores mamarios
de 43 cadelas submetidas a mastectomia no periodo de julho de
2014 a agosto de 2015, Goiania, Goiés.

TIPO HISTOLOGICO T1 T2 T3
Carcinoma Complexo 3 6 1
Carcinoma Solido 2 2 3
Carcinossarcoma 1 2 3
Carcinoma Anaplasico - 1 5
Carcinoma Tubulo-papilar - 1 4
Sarcoma 1 2 1
Carcinoma Micropapilar 1 1 1
Tipos especiais de - - 2
carcinomas

TOTAL 8 (18,60%) | 15 (34,90%) | 20 (46,50%)
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A evolucdo dos casos também foi dividida em trés categorias, sendo elas
rapida, para aqueles tumores que tiveram evolucdo menor que 12 meses; intermedidria,
com evolucao de 12 a 24 meses; ¢ lenta, para neoplasias com evolugdo em tempo maior
que 24 meses. Um total de 17 animais (39,53%) apresentaram evolugdo rapida, 15
(34,88%) tiveram evolugdo intermedidria e 11 (25,59%) evoluiram de maneira lenta
(Quadro 2). Nao houve diferenga estatistica entre os tipos histoldégicos em relagdo ao

tempo de evolugao clinica do tumores.

Quadro 2. Diagnéstico histopatoldgico e evolugdo clinica de tumores mamarios de
43 cadelas submetidas a mastectomia no periodo de julho de 2014 a
agosto de 2015, Goiania, Goids.

TIPO HISTOLOGICO RAPIDA | INTERMEDIARIA LENTA
Carcinoma Complexo 1 6 3
Carcinoma Solido 3 2 2
Carcinossarcoma 3 3
Carcinoma Anaplasico 4 2 -
Carcinoma Tubulo-papilar 2 1 2
Sarcoma 3 1 -
Carcinoma Micropapilar 1 2 -
Tipos especiais de - 1 1
carcinomas

TOTAL 17 (39,53%) 15 (34,88%) 11 (25,59%)

5.2. Identificacdo do Linfonodo com Azul de Metileno

No presente estudo, o azul de metileno marcou o LS em todos os casos, sem
causar alteragdes de cor nos tecidos adjacentes e também nao foram notados sinais de
alergia ou intoxica¢do em nenhuma das 43 pacientes (Figura 1). Observou-se, também, que
a quantidade de 0,5mL foi1 suficiente para a marcacao e identificacdo do LS com azul de
metileno a 1%.

Todos os tumores localizados em pares inguinais e abdominais tiveram como
LS, o linfonodo inguinal superficial. E aqueles com localizacdo toracica, drenaram para o

linfonodo axilar.
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Figura 1 - Cadela posicionada em decubito dorsal para realizacdo de
mastectomia bilateral total. (A) Observa-se a presenca de nddulos
em mama inguinal esquerda, mama toracica esquerda e mama
toracica direita. Nota-se ainda marcacao de coloracao azul, da via
linfatica, indicando a drenagem do nodulo tumoral até o
linfonodo sentinela. (B) Procedimento cirtargico, apos incisao das
camadas epitelial e subcutanea, observando-se a marcagdao dos
vasos linfaticos pelo corante, sem impregnacdo dos tecidos
adjacentes, possibilitando a identificado do linfonodo sentinela.

5.3. Resultados dos Exames Citolégicos

Citologicamente, os carcinomas, em geral, apresentaram alta celularidade,
grupos celulares pouco coesos ou células isoladas, anisocariose e nucléolos proeminentes.
Apresentaram tipicamente camadas e agregados de células epiteliais pleomorficas com alta
relagdo nucleo-citoplasma, além de nucleos basais arredondados e em geral, exibiram mais
que trés caracteristicas de malignidade (Figura 2). Estruturas acinares, produto secretorio e

vacuolos citoplasmaticos também foram observados. J&4 o carcinoma de células escamosas
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mostrou-se em grupos de células dispostas segundo um padrio sincicial, viu-se a
queratinizagdo de células malignas, que no tecido ocasionaram a formag¢ao de pérolas de

queratina.

. s
LN

Figura 2. Fotomicrografia da citologia de glandula mamaria, em
cadela com carcinoma mamario. Observa-se agregados de
células epiteliais de aspecto neoplédsico, com acentuados
pleomorfismo, anisocitose e anisocariose. Giemsa, 40x.
(Fonte: SPA/EVZ/UFQG)

Os aspirados de tumores mamadrios mistos malignos revelaram células
epiteliais e fusiformes, de origem mesenquimal ou mioepitelial, sendo que uma ou ambas
destas populagdes exibiram caracteristicas de malignidade (Figura 3). Comumente também
sdo vistos elementos cartilaginosos ou 0sseos.

Os tumores mesenquimais observados neste estudo foram hemangiossarcomas
e osteossarcomas, € apresentaram aspecto citologico semelhante aquele verificado em
outros tecidos. Os sarcomas, em geral, esfoliaram pouco resultando em amostras de baixa
celularidade e caracterizaram-se por apresentarem células irregulares a fusiformes

dispostas individualmente e em pequenos aglomerados.
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Figura 3. Fotomicrografia da citologia de glandula mamaria, em
cadela com tumor misto benigno. Observa-se células
epiteliais e mioepiteliais bem diferenciadas apresentando
discreta anisocitose e anisocariose. Giemsa, 10x. (Fonte:
SPA/EVZ/UFG)

5.4. Diagnostico Histopatologico

O diagnostico histopatoldgico € considerado a andlise padrdo ouro para o
diagndstico de neoplasias mamarias. Pelo exame histopatologico, os tipos de neoplasias
mais observadas, neste estudo, foram carcinoma complexo (22%), carcinoma sélido (16%),
carcinossarcoma (14%), carcinoma anapléasico (14%), carcinoma tibulo-papilar (12%),
sarcomas (hemangiossarcoma e osteossarcoma) (10%); carcinoma micropapilar (7%) e
tipos especiais de carcinomas (carcinoma de células escamosas e carcinoma de células
fusiformes) (5%).

Foram classificados como carcinomas tibulo-papilares os tumores nos quais a
arquitetura tecidual se organizava em tubulos e papilas. Estas papilas se estendiam para o
limen tubular, em formas sésseis ou papilares pedunculadas, e eram suportadas por um

estroma fibrovascular de tecido conjuntivo (Figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografia de Carcinoma tibulo-papilar, com
proliferagdo de células epiteliais de aspecto neoplasico,
acompanhada por fina sustentacio de estroma,
apresentando arranjo tibulo-papilar. HE, 10x.

Nos carcinomas so6lidos notou-se que as células eram predominantemente
dispostas em folhas continuas, corddes, ou massas bem densas, sem limen. Neste,
verificou-se anisocariose e anisocitose de moderada a acentuada, e o numero de mitoses
variou de duas a trés por campo (Figura 5). Em alguns casos também se observou
infiltragdo de células neoplasicas em vasos linfaticos na periferia da neoplasia, e
consequentemente com metastases nos respectivos linfonodos regionais. Em todos os casos

de carcinomas solidos viu-se areas de necrose no interior das massas.



31

W : A y e o 2 0 -
|| e - . X 4 - ¥ F ¥ -

[ - =

Figura 5: Fotomicrografia de Carcinoma Soélido de glandula mamaria,

em cadela. Verificando-se intensa proliferacdo de células
epiteliais com distribuicdo e aspecto solido, células
neoplasicas com acentuado pleomorfismo, anisocitose,
anisocariose, elevada relacdo nucleo citoplasma e com um
ou mais nucléolos evidentes (cabeca de seta). Além de
figuras de mitose (setas). HE. 40x.

O carcinoma anaplésico apresentou, neste estudo, invasdo difusa de células
neoplésicas no tecido conjuntivo intralobular, tecidos linfaticos e vasos sanguineos. As
células neoplésicas foram vistas individualizadas ou agrupadas em formato espacial de
pequenos cachos. O pleomorfismo, a anisocitose € a anisocariose foram acentuados,
verificando-se também nucléolos evidentes, variando de uma a trés por ntcleo. O indice
mitético foi elevado, assim como a presenca de células multinucleadas.

No carcinoma micropapilar mamario notou-se a formac¢ao de pequenas papilas
intraluminais sem apoio fibrovascular e que infiltravam no estroma periductal. Observou-
se moderado a acentuado pleomorfismo, anisocitose e anisocariose e, o indice mitdtico foi

elevado. Este tumor apresentou intensa invasdo vascular e linfatica, mostrando um

potencial metastatico elevado (Figura 6).
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Figura 6. Fotomicrografia de tecido mamario, de uma cadela, SRD,
apresentando proliferacdo de células epiteliais intraductais,
que se apresentam em aglomerados, separadas por espacos
lacunares vazios. Nao hé estroma evidente. HE 40X.

O unico caso de CCE mostrou-se composto por células epiteliais da camada
escamosa. As caracteristicas histopatologicas deste tumor foram idénticas as que ocorrem
na pele, com a presenca de ilhas e corddes de células epiteliais frequentemente associados
a pérolas de queratina. As células e os nucleos observados eram grandes e produziam
filamentos de queratina intracitoplasmatico.

Nos carcinomas complexos notou-se a presenca de componente epitelial
maligno associado a elementos mioepiteliais benignos apoiados por um estroma
fibrovascular. A populacdo de células epiteliais era arranjada em tubulos irregulares e
exibiam moderada a acentuada anisocitose e anisocariose €, 0 numero de mitoses variou de
zero a dois. A populacdo mioepitelial era constituida por células fusiformes ou
mioepiteliais dentro do intersticio, dispostas em feixes dentro de uma matriz mixoéide,

basofilica e irregular. Estas células apresentavam bordos indistintos, com anisocariose e
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anisocitose foram discretas (Figura 7). Na maioria dos casos estudados, na periferia da

neoplasia puderam ser notados alguns focos inflamatorios.
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Figura 7. Fotomicrografia de Carcinoma Complexo verificando-se a
proliferacdo de células epiteliais (estrelas  vermelhas)
apresentando moderado pleomorfismo, anisocitose € anicariose,
relacdo nucleo citoplasma elevada e baixo indice mitdtico. As
células mioepiteliais apesar de estarem proliferadas, sdo bem
diferenciadas, com aspecto semelhante aqueles observados no
tecido normal (estrelas pretas). HE. 40x.

Os carcinossarcomas, por sua vez, eram compostos por um componente
epitelial, apresentando de moderado a acentuado pleomorfismo, anisocitose e anisocariose,
com nucléolos evidentes e indice mitdtico variando de discreto a acentuado. Também era
constituido por uma por¢do de tecido analogo a tecido cartilaginoso ou 6sseo, no entanto
também com aspectos de malignidade (Figura 8).

Entre os sarcomas mamarios, o osteossarcoma exibiu proliferacdo celular que
variou morfologicamente entre fusiforme, estrelada e ovoides, associadas a ilhas de
osteoide tumoral ou a formagao 6ssea. Apresentava elevados indices mitoticos, anisocitose
e anisocariose acentuadas. J& o hemangiossarcoma exibia areas de hemorragia difusas e
proliferacdo de células mesenquimais, com anisocitose e anisocariose variando de
moderada a acentuada. Figuras de mitoses e infiltrados de polimorfonucleares estavam

presentes na maioria dos casos analisados.



34

Figura 8. Fotomicrografia de Carcinossarcoma de glandula mamaria, em

cadela, observando-se caracteristicas de malignidade tanto nas
células epiteliais como no tecido cartilaginoso, oriundo de

diferenciagdo mesenquimal (estrelas). HE. 10x.

Os graus histoldgicos foram avaliados nos 39 casos de carcinomas. Destes 39
casos, seis (15,38%) foram classificados como Grau I; 16 (41,02%) foram Grau Il e 17

(43,60%), Grau III (Quadro 3).

Quadro 3. Diagnostico e gradacao histologica de tumores mamarios de
39 cadelas submetidas a mastectomia no periodo de julho de
2014 a agosto de 2015, Goiania, Goias.

TIPO HISTOLOGICO GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3
Carcinoma Complexo 2 6 2
Carcinoma Solido - 3 4
Carcinossarcoma 1 2 3
Carcinoma Anaplasico - 2 4
Carcinoma Tubulo-papilar 3 2 -
Carcinoma Micropapilar - 1 2

Tipos especiais de - - 2
carcinomas

TOTAL 6 (15,38%) | 17 (41,02%) 20 43,60%)

5.5. [Exame citolégico X Exame histopatolégico
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Ao sc realizar a analise estatistica, utilizando-se- uma correlagdo nao
paramétrica com nivel de significancia de 99%, verificou-se que a avalia¢do citopatologica

apresentou 95% de acerto quando comparada aos resultados histopatologicos.

5.6. Metastases

As variaveis diametro do tumor e tempo de evolugdo apresentaram baixa
correlacdo (12,9%), quando comparadas conjuntamente, com o aparecimento de
metastases, sejam elas regionais ou distantes. Avaliadas individualmente, o tamanho do
tumor e a evolucdo da doenga ndo apresentaram correlagdo estatistica com a presenca de
metastases, neste modelo experimental. Quanto a faixa etaria, o indice de correlagdo com a
presenga de metastase foi de 36,1%, porém esse valor ainda é considerado baixo.

A classificacdo histopatologica apresentou alta correlacdo com a presenca de
metastases, sendo em torno de 73% com 99% de confianga, tanto para metastases em LS
quanto para orgdos distantes. A partir desses dados, a Unica varidvel que apresentou
correlacdo positiva com a formagdo de metastase foi a classificagdo histologica do
carcinoma.

Dentre os casos de metastases regionais, os tipos histopatoldgicos mais
frequentemente encontrados foram carcinoma micropapilar, carcinossarcoma e carcinoma
anaplasico, nos quais 67% desses casos apresentaram metdstase no momento do
diagnostico. Em relagdo as demais neoplasias, estatisticamente, 50% dos sarcomas
analisados, neste estudo, apresentaram metdstases regionais, os carcinomas soélidos
metastatizaram, para o LS, em 43% dos casos, os carcinomas tubulo-papilares em 40% e
os carcinomas complexos em apenas 10% dos casos observados.

Dos vinte animais, em que se observou metastases nos linfonodos sentinelas,
oito ja apresentavam massas tumorais em Orgdos distantes. Os tipos histologicos
envolvidos nessas metdstases foram carcinoma anaplasico (37,5%), carcinossarcoma
(25%), carcinoma micropapilar (12,5%), carcinoma so6lido (12,5%) e sarcoma (12,5%).
Todas as metastases distantes estavam localizadas preferencialmente nos pulmoes, sendo

que em apenas duas cadelas os nddulos também estavam presentes no figado e no bago.
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6. DISCUSSAO

6.1. Anamnese e aspectos clinicos

Quanto a raca, um estudo realizado no Ird mostrou que os animais mais
acometidos também foram os SRD e posteriormente as ragas Pastor Alemao, Dachshund e
Pequinés ®. No nordeste da Italia notou-se que as racas Samoieda, Doberman, Schnauzer e
Yorkshire Terrier foram de maior ocorréncia®. No sul do Brasil, os SRD também foram os
mais prevalentes, seguidos da raca Poodle, Cocker Spaniel, Dachshund, Pastor Alemao e
Pinscher °!. Apesar de alguns estudos ndo contabilizarem os cies SRD em sua estatistica,
nota-se que a prevaléncia de ragas acometidas por neoplasias mamarias muda bastante de
acordo com a localizagdo geografica de cada estudo, bem como as caracteristicas sécio
econdmicas da regido em que o estudo foi desenvolvido. Apesar de no Brasil existir uma
grande quantidade de cdes SRD, o maior nimero de animais SRD encontrados neste
trabalho, bem como as racas mais acometidas, retrata somente uma realidade pontual da
populacao amostral deste experimento.

No presente estudo, a frequéncia de tumores mamarios malignos apresentou
resultados significativos quando associada com a idade, sendo menos frequente em cadelas
com idade inferior a seis anos e, aumentando até 70% para os animais com idades acima de
sete anos. Estes resultados sdo compativeis com os observados por outros autores que
relataram que a idade média de ocorréncia de tumores mamarios em cadelas varia entre
oito e dez anos, sendo que o desenvolvimento de neoplasias malignas antes dos cinco anos

de idade é fato bastante raro ®'3750

878 Visto que nenhuma das cadelas deste estudo era
castrada, os resultados observados podem ser explicados pela hormonio-dependéncia da
neoplasia mamaria. Sabe-se que o cancer de mama esta diretamente ligado a estimulacao
hormonal ovariana, entdo, quanto mais avancada for a idade da fémea, mais ciclos estrais
terdo ocorrido ao longo de sua vida e, portanto terd havido maior estimulagdo realizada
pelo progesterona, estrogeno, androgeno, prolactina e hormodnio do crescimento,
favorecendo o surgimento tumoral’-*3.

Assim como o observado neste estudo, Shafiee et al.® relataram de forma

semelhante a localizagdo preferencial de neoplasias mamarias em cadelas, onde os tumores
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nas mamas inguinais totalizaram 60%, seguidos dos pares abdominais com 27% e, por
ultimo, os pares toracicos com 13%, mostrando compatibilidade de dados entre ambos os
estudos. O motivo do maior nimero de massas afetarem o lobo inguinal, provavelmente se
da em decorréncia do maior volume de tecido mamario presente nestes ultimos pares.

Em relagdo ao tamanho da massa tumoral, a maioria dos casos (46,50%) foi
classificado como T3, ou seja, tinham didmetros maiores que 5 cm, fato ja esperado pois o
estudo incluiu apenas tumores malignos e a literatura disponivel confirma que tumores
benignos tem tamanhos menores que tumores malignos?>"**°, Acredita-se que esse elevado
indice de tumores de grande didmetro esteja relacionado com o tempo entre o
aparecimento do tumor e o diagnéstico definitivo, pois proprietarios e, as vezes, até mesmo
médicos veterindrios tendem a negligenciar pequenas nodulacdes, ¢ ja ¢ sabido que o
tempo prolongado possibilita a progressdo de tumores benignos para malignos 1271,

Observou-se ainda que o tipo histologico que apresentou maior tamanho foi o
carcinoma anaplasico, com mais de 83% dos casos classificados como T3. Sabe-se que o
carcinoma anaplasico ¢ considerado a neoplasia mamaria com maior grau de malignidade,
quando comparada aos demais tipos histolégicos, com elevado indice mitético e alta
capacidade de crescimento tanto expansivo, quanto infiltrativo®!.

Apesar de ndo ter tido diferenga estatistica entre os tempos de evoluciao da
doenga, os valores absolutos mostraram que a maioria dos animais tiveram evolugao
rapida. Tumores mais agressivos tendem a evoluir mais rapidamente*’ e, mais uma vez,
observou-se que o carcinoma anapldsico abrange a maioria de casos (67%) classificados

como evolugao rapida.

6.2. Diagnostico Histopatologico e Citopatologico

Estudo realizado no Ira, em 2014, com 37 animais, utilizando a mesma
classificagdo do presente trabalho, sem considerar o diagnostico de carcinoma micropapilar
invasivo, mostrou elevada frequéncia de carcinomas simples (tubulo-papilares, solidos e
anaplasicos), seguido de carcinomas complexos, quando comparados aos demais tipos
histolégicos de neoplasias mamérias %2. No presente estudo verificou-se também alta

prevaléncia de carcinomas simples e tumores complexos, assim como observado em outros
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estudos, mesmo naqueles que utilizaram métodos diferentes de classificagdo
histopatologica 6273431,

Os carcinomas tubulo-papilares sao carcinomas simples, e € o tipo histologico
que mais se assemelha a estrutura tecidual fisiologica, devido a formagao de tubulos e
papilas. Nos carcinomas so6lidos, devido ao crescimento rapido e ao tamanho do tumor, os
vasos sanguineos ndo chegam até o centro da massa e este tecido, por ndo receber suporte
nutricional adequado, forma areas de necrose. Este fato pode ser notado em todos os casos
de carcinomas solidos analisados neste estudo.

O carcinoma anaplasico ¢ o mais maligno dos carcinomas mamadrios, muitas
vezes mostrando invasdo difusa de células neoplésicas no tecido conjuntivo intralobular,
tecidos linfaticos e vasos sanguineos 3, por este motivo é tio comum o elevado indice
mitdtico e a intensa anisocitose, anisocariose, pleomorfismo celular e presenga de
nucléolos evidentes e células multinucleadas. O carcinoma micropapilar ¢ um tipo de
neoplasia mamaria bastante invasiva e que foi recentemente descrita em cdes '!, por isso
nfo esta relatada na classifica¢io histolégica da OMS 7, mas foi inserida na classificagio
mais recente de Goldschmidt et. al 2® publicada em 2011.

O unico caso de CCE mostrou-se composto unicamente por epitélio escamoso,
que provavelmente tenha se originado de células epiteliais ductais que sofreram metaplasia
escamosa ¢ posterior transformacdo neopldsica. Normalmente ¢ dificil diferenciar
carcinomas de células escamosas que tem a sua origem na glandula mamaria daqueles que
se originaram na epiderme e invadem a glandula subjacente. Histologicamente, o tumor
visto foi idéntico aos que ocorrem na pele, com a presenga de ilhas e corddes de células
epiteliais frequentemente associados a pérolas de queratina.

Entre os sarcomas mamarios, o osteossarcoma ¢ a neoplasia mesenquimal mais
comumente observada na glandula mamaria canina, e revela muitas vezes um historico
recente de crescimento rapido de uma massa mamadria que esteve presente durante alguns
anos exibiu proliferacdo celular que variou morfologicamente entre fusiforme, estrelada e
ovoides, associadas a ilhas de ostedide tumoral ou a formagao Ossea.

No presente estudo ficou evidente a relagdo entre o tipo de carcinoma mamario
e sua gradagdo histologica. Carcinomas anaplésicos, considerados pela literatura tumores

70,71

que apresentam alta malignidade™’', foram todos classificados como grau III. Os
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carcinomas complexos receberam, na sua maioria classificacdo em graus I e II, pois
segundo alguns autores, os tumores que apresentam tecidos epiteliais e mioepiteliais tém
comportamento bioldgico menos agressivo quando comparado aos carcinomas simples
8485 Descrigdes similares foram relatadas em pacientes humanos por Elston e Ellis %. Ja

Tavasoly et al. %

mencionam que os carcinomas tubulo papilares foram em sua maioria
graduados como I e II, e os carcinomas anaplasicos classificados como grau II e III, e por
ultimo, os carcinomas solidos, notadamente mais malignos e com pior prognostico,
classificados como grau III. Para os tipos especiais de carcinomas, todos foram
classificados como grau III, tanto no presente estudo, quanto nos demais trabalhos
consultados %742,

Estudos que correlacionaram o tempo de sobrevida com o grau histoldgico
mostram que cdes com carcinomas mamadrios de grau I tem melhor prognostico do que
aqueles classificados como grau II e III, porém ndo existe diferenca prognostica

74

significativa entre os dois ultimos graus '“, no entanto devido ao periodo exiguo deste

experimento nao foi possivel analisar este tipo de dado.

6.3. Exame citologico X Exame histopatologico

A elevada correlagdo dos resultados citologicos com o diagnostico
histopatologico descrito nestes estudo, foi igualmente mencionado em trabalhos mais
recentes que mostraram concordancias de 93% ©, 81% 2 € 96,5% %7, entre estes exames..
Por outro lado, Cassali et al.!' encontrou valores menores de correlacdo positiva, pouco
mais de 67% dos casos.

Embora ndo tenha ocorrido nenhum tipo de problema na colheita,
processamento ou analise das amostras citologicas, deste estudo, ¢ importante ressaltar que
o sucesso da citologia aspirativa depende das diversas fases de conducao da técnica, desde
a obten¢do da amostra, da prepara¢do da lamina e sua coloracao, até o exame microscopico
do material aspirado. As dificuldades impostas a um ou mais passos da técnica poderdo

afetar os resultados 2.

Porém, a maior dificuldade na obtencdo de um diagnostico
citolégico acurado em neoplasias mamadrias de cadelas, ocorre devido a elevada

heterogeneidade do tecido, no qual a morfologia das células ¢ varidvel em diferentes areas
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do tumor, assim como a presenca de inflamacdo e necrose que podem mascarar ou
impossibilitar diagndsticos 129,

A importancia de se validar o exame citoldgico se da por se tratar de um exame
minimamente invasivo, de facil execugdo, sem riscos ao paciente e de baixo custo, que por
ser realizado antes da cirurgia pode predizer melhor prognostico e indicar o protocolo
terapéutico adequado para cada caso.. Contudo, ¢ importante ressaltar que tanto na
medicina humana, quanto na medicina veterinaria, a citologia aspirativa ¢ um exame de
triagem, pois, ainda que esporadicamente, podem ocorrer resultados ndo compativeis com

o resultado final da biopsia''!2.

6.4. Identificacao do Linfonodo

A técnica de marcagao pelo Azul de metileno a 1% demonstrou ser eficiente na
localizag@o dos linfonodos no momento da cirurgia, facilitando a extirpagdo e permitindo
identificar com precisdo o LS correspondente a cada massa neoplasica. Campos et al. *®
também obtiveram bons resultados com a utilizagdo do azul de metileno, na detec¢do do
LS em caes. Na medicina humana, o uso deste mesmo corante mostrou-se seguro para
identificacdo do LS, no cancer de mama®’.

No presente estudo, o azul de metileno marcou o LS em todos os casos, sem
causar alteracdes de cor nos tecidos adjacentes e também nao foram observados sinais de
alergia ou intoxicagdo em nenhuma das 43 pacientes. Estudos recentes mencionam
resultados semelhantes em relagdo a coloracao exclusiva do LS, sem ocorréncia de dano
aparente ao animal '>°, Entretanto, em humanos foi descrito o desenvolvimento de
toxicidade relacionada a dose, causando anemia hemolitica, arritmias cardiacas,
descamacio de pele, dor abdominal, pele e urina azuladas, além de hiperbilirrubinemia®!,
também foram mencionadas reacdes localizadas, como necrose da pele, de tecidos
subcutineos e presenca de abscessos necrdticos, bem como edema pulmonar em uma
mulher adulta *. Em casos de alergia aos marcadores azuis, a utilizacido de hemossiderina
é recomendada °2.

Observou-se neste estudo que a quantidade de 0,5mL foi suficiente para a
marcagdo e identificagdo do LS com azul de metileno a 1%, quantidade bem inferior a

recomendada pela literatura consultada que recomendam a utilizacdo de 1 a 2mL '*°. Esta
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diminuicdo na dose permite a redugdo das chances de complicagdes, principalmente
alérgicas, bem como do custo com material utilizado. Tratando-se, portanto, de
procedimento que pode ser prontamente adotado por cirurgides veterinarios e que ainda
ndo havia sido relatado na literatura consultada.

Reafirmando os resultados apresentados, neste experimento, estudo conduzido
por Khatib et al. ', em cadelas higidas, demonstrou que a vascularizagdo linfatica
proveniente dos trés primeiros pares de mama drena para os linfonodos axilares e que os
trés ultimos pares de mamas drenam para os linfonodos inguinais superficiais. Outro

estudo !

analisou 132 casos de necropsia em cadelas com neoplasia mamaria observou
também a presenca de metdstase nos linfonodos, indicando assim a drenagem linfatica para
o LS, que ocorreu principalmente nos linfonodos inguinais superficiais e intratoracicos

seguidos pelos axilares (30,77%).

6.5. Metastases

E consenso entre a maioria dos autores que o tamanho das neoplasias mamarias
apresentam-se diretamente relacionadas com o prognéstico, assim tumores maiores que
trés centimetros tem relagdo direta com indices de recorréncia da doenga °°, enquanto que
as massas menores estdo correlacionadas com maior tempo de sobrevida em cdes .
Embora o tamanho do tumor ndo tenha apresentado correlagdo estatistica significativa com
a presenca de metastases, neste modelo experimental, foi possivel observar que todas as
massas classificadas como Tl ndo apresentaram metastases regionais, conferindo
prognostico mais favoravel.

A classificagao histopatoldgica, como esperado, apresentou alta correlagdo com
a formacdo de metéstases, resultado que se encontra embasado no grau de malignidade
referente aos diferentes tipos de carcinomas. Sendo que o0s que mais apresentaram
metastase foram justamente os carcinomas micropapilares, carcinomas anaplasicos e
carcinossarcomas, que sao considerados na literatura como neoplasias mamarias de alta
malignidade e consequentemente apresentam prognostico desfavoravel.

Desta forma, os carcinomas complexos tém melhor prognostico quando
comparado aos carcinomas simples pois apresentam crescimento expansivo e as células

raramente se desprendem uma das outras, caracteristica que dificulta a formagdo de
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metéstases **. Os carcinomas simples, por sua vez, apresentam comportamento biologico
mais agressivo. Os carcinomas anaplasicos e os carcinomas micropapilares sao neoplasias
altamente malignas com capacidade infiltrativa, indice mitotico alto e elevado potencial
metastatico /%3

Sendo assim apesar de somente o tipo histoldgico ter apresentado relagdo
significativa com o desenvolvimento de metéstase, pode-se verificar que a maioria dos
carcinomas anaplasicos apresentaram grandes massas, evolugdo rapida e elevado indice
mestastatico. Caracteristicas semelhantes foram observadas nos casos de carcinossarcoma,
sendo estes dois tipos de carcinomas considerados altamente agressivos por varios
autores’>$93% J4 o carcinoma micropapilar que se manifestou em alguns casos sob a
forma de nédulos de tamanho pequeno a médio (T1-T2) e tempo de evolucao considerado,
na sua maioria intermediario, levou ao desenvolvimento metastase em muitas fémeas deste
estudo, provavelmente estas caracteristicas do carcinoma micropapilar deve-se a perda de
adesdo evidente neste tipo de tumor, que sendo assim, mesmo em curto tempo e com
tamanho reduzido permite a disseminagdo de células neoplasicas por vasos sanguineos e
linfaticos.

Os sarcomas mostraram-se, no presente estudo, como altamente capazes de
disseminar-se pelo organismo. Sabe-se que nesse tipo de neoplasia as mitoses estdo
frequentemente presentes, € 0 comportamento biologico € sempre agressivo com metéstase
preferencialmente por via hematica %°. Porém, observou-se claramente, neste trabalho, que
as metastases de glandulas mamadrias ocorreram, concomitantemente ou ndo, por via
linfatica, devido a sua localizagdo no LS.

Todas as metastases distantes estavam localizadas preferencialmente nos
pulmdes, sendo que em apenas duas cadelas os nodulos também estavam presentes no
figado. Os achados reafirmam a ideia corrente, na literatura pertinente, de que o
mecanismo preferencial de metastase distante das células neoplésicas de tumores de mama,

é a invasdo do tecido pulmonar, seguido de érgdos como figado e bago 3.
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7. CONCLUSOES

A comparagdo entre o diagndstico citoldgico e histopatolégico mostrou que a
citologia ¢ uma técnica confiavel para determinagdo dos tipos celulares presentes nos
tumores mamarios de cadelas, possibilitando a determinagdo de malignidade nos diferentes
tecidos envolvidos e permitindo direcionar de forma mais acertada o protocolo de
tratamento a ser utilizado.

A maioria dos casos observados foram classificados como carcinomas simples
e complexos verificando-se reduzido nimero de sarcomas. Sendo os carcinomas mais
frequentemente identificados, o carcinoma complexo, s6lido, carcinossarcoma e carcinoma
anaplasico.

A maioria dos casos foram graduados histologicamente em Grau III, indicando a
importancia do diagndstico precoce da enfermidade e a necessidade de conscientizacdo dos
proprietarios, evitando que os animais cheguem ao veterinario com a doenga ja em estado
avancado e, consequentemente com prognoéstico desfavoravel.

O corante azul de metileno a 1% foi eficaz na localizagdo dos linfonodos no
momento da cirurgia, facilitando a extirpacdo e identificando com precisdo o LS de cada
massa neoplasica.

Este estudo ainda demonstrou que a utilizagdo de uma dose menor de corante azul
de metileno a 1%, foi igualmente eficiente na identificagdo do LS, podendo assim
promover redu¢do no custo do tratamento e diminuir a possibilidade de reagdes
indesejadas, as quais ja foram observadas em mulheres.

A localizacdo dos linfonodos sentinelas encontrou-se de acordo com o padrdo
determinado em animais higidos. E a presenca de metastase neste ou em oOrgaos distantes
apresentou estreita relacdo com os tipos neopldsicos mais malignos, como carcinoma

anapldsico, carcinossarcoma, € carcinoma micropapilar.
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