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RESUMO

Os carcinomas em tumores mistos (CMT) sdo comumente diagnosticados
nas glandulas mamérias das cadelas, representando 44% dos casos. No
entanto, devido a falta de &reas invasoras suficientes, nem sempre é
viavel realizar a graduacdo histoldgica. O objetivo deste trabalho foi
mensurar as areas e quantificar os focos de invasdo no estroma dos
carcinomas em tumores mistos e compreender melhor seu
comportamento bioldgico. Foram avaliados 45 casos de carcinoma em
tumor misto divididos em dois grupos, com metastase e sem metastase e
foram mensurados o tamanho, perimetro, comprimento e contagem do
namero de areas carcinomatosas invasoras. Os dados clinico patologicos
foram obtidos das fichas de requisicdo e para a sobrevida houve
acompanhamento das cadelas. Os casos com diagnostico de carcinoma
em tumor misto com metastase apresentaram maior nimero de focos
(p=0,003) e maior tamanho de areas de invasao em relacdo aos casos sem
metéstase (p=0,006). Além disso, foi possivel observar que as pacientes
com areas de invasdao maiores que 3mm?2 apresentaram menor tempo de
sobrevida. Ndo foi verificada relacdo entre perimetro, comprimento das
areas invasoras e a expressdo de Ki67, RE, RP, COX-2 e HER-2, e com o
imunofenotipo. Foi demonstrado que o nimero de focos e tamanho das
areas de invasao estdo associados ao status do linfonodo regional e que a
histomorfometria é uma ferramenta importante na rotina da patologia
veterinaria podendo fornecer informagcbes importantes sobre o

comportamento bioldgico do carcinoma em tumor misto.

Palavras-chaves: glandula mamaria, area de invasdo, linfonodo, metastase.



ABSTRACT

Carcinomas in mixed tumors (CMT) are commonly diagnosed in the
mammary glands of female dogs, representing 44 % of cases. However,
due to the lack of sufficient invasive areas, histological grading is not
always viable. This study aimed to measure the areas and quantify the
foci of invasion in the stroma of mixed tumor carcinomas and to better
understand their biological behavior. Forty-five cases of carcinomas with
mixed tumors were evaluated and divided into two groups (with and
without metastasis), and the size, perimeter, length, and number of
invasive carcinomatous areas were measured. Clinicopathological data
were obtained from the requisition forms and the dogs were monitored
for survival. Cases diagnosed with carcinoma in mixed tumors with
metastasis presented a greater number of foci (p=0.003) and larger
invasion areas than cases without metastasis (p=0.006). Furthermore,
patients with invasion areas > 3 mm?2 had shorter survival rates. No
relationship was found between the perimeter, length of invasive areas,
expression of Ki67, ER, PR, COX-2, and HER-2, and the
immunophenotype. It was demonstrated that the number of foci and size
of areas of invasion are associated with the status of the regional lymph
node, and that histomorphometry is an important tool in veterinary
pathology routine, providing valuable information about the biological

behavior of carcinomas in mixed tumors.

Keywords: mammary gland, area of invasion, lymph node, metastasis.
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1

INTRODUCAO

Na medicina veterinaria, houve um despertar dos pesquisadores em relacdo
ao estudo das neoplasias mamarias em cadelas, principalmente pela elevada
incidéncia de tumores malignos na mama. De acordo com um estudo
epidemioldgico envolvendo 1539 casos, a taxa de malignidade foi de 85%,
enquanto as lesbes benignas corresponderam a 13%. O tipo histolégico mais
prevalente foi o carcinoma em tumor misto, que ocorreu em 44% das
neoplasias analisadas (Nunes et al., 2019). Na maioria dos casos, quando as
neoplasias mamarias sdo diagnosticadas tardiamente, a doenca apresenta
prognostico desfavoravel devido a presenca de tumores maiores que 5,0cm
de diametro, apresentando crescimento rapido, areas de ulceracédo, estadio
avancado e carater infiltrativo com metastase a distancia (Cavalcanti &
Cassali, 2006; Ferreira et al., 2009; Toribio, 2012).

No carcinoma em tumor misto, observa-se histologicamente proliferacao de
células epiteliais malignas e células mesenquimais diferenciadas que
formam cartilagem, 0sso e sdo combinadas com matriz mixoide. Em termos
clinicos, geralmente apresenta um prognostico favoravel em comparacéo
com outras neoplasias agressivas, como carcinoma micropapilar, carcinoma
solido e pleomorfico (Cassali et al., 2020). Durante a progressdo do tumor
misto para carcinoma em tumor misto, sdo observadas areas de proliferacao
carcinomatosa in situ, seguidas por areas invasoras (Dasmaceno, 2012). No
entanto, devido a complexidade morfoldgica desse tipo histologico, muitas
vezes ndo ha areas invasoras suficientes para graduar 0 tumor

histologicamente.

Portanto, o estudo do comportamento bioldégico e da evolucdo dos
carcinomas em tumores mistos € fundamental devido as suas
heterogeneidades histologicas e molecular (Misdorp et al., 1973; Cassali et
al., 2012). Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo mensurar o

tamanho, perimetro, comprimento e contagem do ndmero de areas
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carcinomatosas invasoras no estroma e correlacionar com a ocorréncia de

metastases regionais, bem como com sobrevida dos pacientes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Incidéncia do cancer de mama em cadelas

Nas cadelas as neoplasias mamarias sdo as mais frequentes, sendo cerca de
50% a 90% malignas e, 0 motivo do Gbito das pacientes é a progressdo da
doenca e a metastizacdo a distancia (Sorenmo et al., 2013; Nunes. et al.,
2018). A incidéncia crescente de neoplasias mamarias é multifatorial,
influenciada por diversos fatores, tais como aspectos hormonais, genéticos,
nutricionais e ambientais, além do aumento na expectativa de vida das
cadelas (LANA et al., 2007; CLEARY et al., 2010).

De acordo com Cassali e colaboradores (2012) os tumores mistos séo
histologicamente semelhantes as neoplasias localizadas nas glandulas
salivares da espécie humana e sdo denominados adenomas pleomorficos,
podendo progredir para carcinomas ex-adenomas pleomdrficos. Com
relacdo a faixa etaria das cadelas acometidas pelo cancer de mama, a
doenca ocorre principalmente nas cadelas com idade mais avancada, em
média entre 0s 9 a 11 anos de idade e é rara em animais com menos de 5
anos de idade (Perez- Alenza, 2000; Sorenmo, 2013).

Um estudo realizado por Nunes e colaboradores (2019) com 904 tumores
mistos, demonstrou que o carcinoma em tumor misto é o tipo mais
frequente, correspondendo a um total de 75% dos casos pesquisados,
seguido pelo tumor misto benigno com 18% casos, e, em terceiro lugar,
pelo carcinossarcoma com 7% dos casos. As variacdes nos tipos
histolégicos podem conferir diferencas no prognostico e no correto
tratamento dessas neoplasias (Cassali et al, 2020). Cadelas que
apresentaram diagnostico histopatoldgico de carcinoma em tumor misto

apresentaram uma sobrevida maior, comparada a pacientes com



carcinossarcoma que demonstraram uma sobrevida curta. Entretanto,
cadelas com carcinoma em tumor misto com areas micropapilares e areas
solidas, apresentaram na avaliacdo, um tempo de sobrevida menor (Nunes
et al., 2019). A avaliacdo dos fatores prognosticos como estadiamento
clinico, idade, tipo e grau histoldgico, tamanho do tumor, marcadores
moleculares e metéstase regional e a distancia podem fornecer importantes
informacBes sobre o comportamento bioldgico da doenca e definir
estratégias terapéuticas para os pacientes (Sorenmo, 2013; Man et al 2020;
Cassali et al., 2020).

2.2 Tumores mistos

Tumores mistos sdo definidos pela presenca histologica de dois ou mais
tipos celulares, compostos por células epiteliais, mesenquimais e
mioepiteliais, envolvidos em um estroma abundante, que pode ser
composto por matriz mixoide, condroide ou 0Ossea (Cassali et al., 2020;
Saad et al, 2018).

Nas cadelas, os tumores mistos sdo frequentes e geralmente estdo
associados a um bom progndstico. Semelhancas morfoldgicas foram
observadas entre tumor misto benigno, carcinoma em tumor misto,
carcinossarcoma das glandulas mamarias nas cadelas e os adenomas
pleomdrficos e carcinomas ex adenoma pleomdrficos da glandula salivar
humana, visto que eles sdo derivados de glandulas exdcrinas (Cassali,
2007).

Em 1874, o termo tumor misto foi descrito por Minssen, no qual a
neoplasia tinha origem epitelial e estromal. Posteriormente, Eneroth
designou outros nomes para tumores mistos como ‘adenoma complexo’,
adenoma pleomorfico e adenocarcinoma’, ‘tumor epitelial misto’ e outros
(Saad et al., 2019). Na espécie humana, casos de tumores mistos foram
relatados em varios 6rgdos: glandula salivar, utero, glandula mamaria,

pulmdo, wvesicula biliar e outros. Nas cadelas, foi diagnosticado
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principalmente nas glandulas mamarias, tireoide, pulmdo, palpebra e
glandula salivar. Raramente, os tumores mistos nas gatas foram relatados

nas glandulas mamarias, pancreas e glandulas salivares (Saad et al, 2019).

2.3 Carcinoma em tumor misto

O carcinoma em tumor misto se diferencia do tumor misto benigno pela
presenca de células epiteliais malignas. Além disso, esse tipo de carcinoma
é caracterizado por outros componentes mesenquimais benignos formando
cartilagem, 0sso, tecido adiposo associado eventualmente a matriz mixoide
(ERDELYI et al., 2005; Cassali., 2012).

O tecido cartilaginoso apresenta condrocitos e condroblastos com pouca
alteracdo morfologica, com graus de diferenciacdo baixo a moderado. O
tecido d6sseo, quando presente, é formado por osteoclastos que produzem

matriz ostedide e 0osso mineralizado.

As células mioepiteliais podem exibir uma aparéncia fusiforme ou
estrelada, e essas celulas estdo envoltas por uma matriz mixoide (Auler et
al., 2011, Cassali et al., 2020).

O tumor misto benigno apresenta baixo indice mitotico e baixa atipia
celular. Por fim, o carcinossarcoma se diferencia dos outros dois tipos
histoldégicos por ser caracterizado pela presenca de componentes
epiteliais e mesenquimais malignos (Misdorp., 1999). As células
mioepiteliais podem exibir uma aparéncia fusiforme ou estrelada, e essas
células estdo envoltas por uma matriz extracelular abundante (matriz

mixoide) .

O carcinoma em tumor misto da cadela apresenta elementos
morfologicos similares ao carcinoma metaplasico da mama humana
(Ribeiro et al., 2010). Entretanto, nas mulheres o carcinoma metaplasico
é raro e com progndéstico desfavoravel, sendo as metastases a distancia

comuns (Luini et al., 2007)



Segundo Misdorp e colaboradores (1999), o inicio do carcinoma em
tumor misto ocorre pela transformacdo maligna das células epiteliais dos
tumores misto benignos. No tumor misto observam-se &reas de
proliferacdo carcinomatosas in situ e invasoras. A é&rea in situ
compreende a proliferacéo epitelial maligna ocupando o limen e camada
de células mioepiteliais e a membrana basal integras. Em relacéo as areas
invasoras, o padrdo é a perda da continuidade das camadas mioepitelial e
basal, com infiltracdo de células epiteliais no estroma, podendo haver
substituicdo da lesdo benigna pré-existente (Cassali et al., 2020).

As éareas de invasdo dos carcinomas mamarios sdo graduadas de acordo
com sistema de Nottingham (modificado por Elston e Ellis 1991).
Entretanto, nos carcinomas em tumores mistos essa classificacdo nem
sempre € possivel, por ndo haver 10 areas invasoras em campos de maior
aumento (HPF-High-Power-Field) para avaliar. Um estudo realizado por
Nunes (2019), demonstrou que dos 682 casos diagnosticados como

carcinomas em tumores mistos, apenas 12% (82/682) foram graduados.

A avaliacdo dos focos de invaséo, associados as metastases regionais e a
distancia, permite prever o comportamento bioldgico do tumor e o
prognostico do paciente (Hoda et al, 1999; Cassali et al, 2020). Na
medicina veterinaria, assim como na medicina humana, a presenca de
metastases regionais e a distancia estdo associadas a menor tempo
de

sobrevida, sendo um dos principais fatores progndsticos (Carvalho et al.,
2016; Cassali et al., 2020).

2.4 Progressdo tumoral: areas in situ e invasoras

O estudo da progressdao tumoral em neoplasias mamarias caninas teve
inicio em 1970, quando surgiu a hip6tese de que 0s tumores mistos

tivessem tempo suficiente para crescer e sofrer transformacdo maligna
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(Misdorp.,1999). Posteriormente, alguns autores conseguiram elucidar
alguns mecanismos envolvidos na transformagdo maligna desses tumores
mistos benignos, observando alteracbes nas proteinas presentes no
microambiente tumoral, como a perda da expressédo de p63, E-caderina, y
Np63, y-catenina e EGFR (Genelhu et al., 2007; Bertagnolli et al., 2011).
Além disso, estudos revelaram que a superexpressdo do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR) pode estar associada a um evento
precoce na carcinogénese dos tumores mistos, decorrente de mudancas na
expressao dessa molécula e iniciando o mecanismo de invasdo celular
(Bertagnolli et al., 2011).

Em 2007, Genelhu et al. conduziu um estudo no qual observou uma
diminuicdo da expressdo de p63 nas células mioepiteliais em carcinomas
em tumores mistos, sugerindo a auséncia dessas células nessas areas. A
falta de células mioepiteliais ou a perda de integridade da camada
basal/mioepitelial é considerada um dos pré-requisitos para a invasdo
tumoral e a formacdo de metastases (Cassali et al., 2020). No entanto, séo
necessarios mais estudos para compreender e elucidar 0s mecanismos que

levam a ruptura da camada basal e a invasao no estroma.

Em 2012, Damasceno e colaboradores realizaram a avaliacdo do versican,
um proteoglicano produzido por tecidos maduros (células estromais) como
musculo liso, cartilagem e pele, que é um componente da matriz
extracelular (MEC). A MEC desempenha um papel crucial ao criar um
microambiente propicio para a migracdo das células neoplasicas. As
células neoplasicas, ao passarem por alteracdes, modificam o estroma,
resultando na perda da expressdo das moléculas de adesdo e na inducdo da
degradacdo e migracdo através do componente extracelular. Nesse estudo,
foi analisada a expressdo do proteoglicano nas areas in situ e invasoras do
carcinoma em tumor misto, juntamente com a avaliacdo de outros
fatores progndsticos e da sobrevida global. Os estudos sugeriram que a
expressdo do versican difere significativamente entre as areas in situ e as
areas invasoras, indicando uma relacdo dessa molécula com o

desenvolvimento e a progressdo tumoral. No entanto, os estudos também
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indicaram que isoladamente o proteoglicano ndo era um fator progndstico

independente.

2.5 Graduacao histoldgica dos carcinomas

Em 1957 foi criado o primeiro sistema de graduacdo utilizado para os
carcinomas mamarios nas mulheres proposto por Bloom & Richardson,
posteriormente modificado por Elston e Ellis (1991). A graduacao
histolégica dos carcinomas mamarios so é realizada nas areas invasoras,
estes autores introduziram a importancia do campo microscopico na
avaliacdo do indice mit6tico, e tanto nas mulheres quanto nas cadelas tem
sido usado para associar a aspectos clinicopatologicos e agressividade
(Cassali,. 2023). Avalia-se a formacéo tubular, pleomorfismo nuclear e
contagem de mitoses. A contagem de mitoses em 10 campos é realizada
considerando a area do microscopio em campos em maior aumento (HPF-
High-power field) e deve ser realizada na periferia do tumor onde a
proliferacdo celular € maior, evitando areas de necrose, inflamacéo, sendo
atribuido um escore de pontos de 1 a 3. Em relagdo a formacéo tubular, a
avaliacdo ocorre também na determinacdo dos escores: escore 1. quando
mais de 75 % da area tumoral for composta de tdbulos; Escore 2: tumores
exibindo entre 10 a 75% de tdbulos; Escore 3: tabulos ocupando 10 % ou
menos da area do tumor. O pleomorfismo nuclear é analisado o tamanho e
forma dos nacleos das células epiteliais; Escore 1: células apresentando
baixo pleomorfismo; Escore 2: moderado pleomorfismo; Escore 3: células
apresentando alto pleomorfismo. Assim, somando 0s escores, e valores

entre3a 5,6a7e8a9 pontos, a neoplasia recebe a graduacao I, 11 ou Ill.

Um estudo realizado com neoplasias mamarias caninas, ao longo de dois
anos aplicou o método de graduacdo de Bloom-Richardson modificado por
Elston e Ellis (1991), acompanhando pacientes e correlacionando o grau
histoldégico com metéstase regional, sobrevida e progndstico. Os resultados
desse estudo confirmaram que esse sistema de graduacdo foi considerado
um fator prognostico valido e pode ser aplicado com sucesso na medicina

veterinaria (Karayannpoulou et al., 2005). No entanto, a aplicacdo da
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graduacdo histologica em tumores mistos, que apresentam uma variedade
de componentes epiteliais, mioepiteliais e mesenquimais, torna-se
impraticavel devido a sua heterogeneidade e complexidade (Cassali et al.,
2020).

3 HIPOTESE

O tamanho e o nimero de focos de invasdo no carcinoma em tumor

misto tém correlacdo com a sobrevida das pacientes.

3.1  Objetivo Geral

e Auvaliar as areas de invasdo no estroma do carcinoma em tumor misto e
correlacionar estes dados com a sobrevida geral especifica das

pacientes.

3.2  Objetivos Especificos

e Realizar o estudo morfométrico das areas de invasao nos carcinomas em tumores
mistos.

e Quantificar as areas de invasdo nos carcinomas em tumores mistos.
e Correlacionar o tamanho e o nimero das areas de invasao nos

carcinomas em tumores mistos com a sobrevida das pacientes.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos
O trabalho foi realizado conforme os principios éticos para uso de animais em
experimentacdo e apds aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal- CETEA da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o protocolo
CEUA: 333/2023.

4.2 Amostras



Foi realizada uma revisdo retrospectiva, independente da raca ou idade, dos
dados clinicos e patoldgicos de 45 casos de carcinomas em tumores mistos da
glandula maméria canina e seus respectivos linfonodos regionais, distribuidos da
seguinte forma: 25 casos sem metéastase (CMT) e 19 casos com metéstase
(CMTM). As amostras foram provenientes de dois laboratérios: Laboratorio de
Patologia Comparada - ICB/UFMG e Laboratério de Patologia Veterinaria -
UVV. Maioria das lesdes mamarias foram obtidas a partir de cadelas que
passaram por exerese cirdrgica no Hospital da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (HV- UFMG) no periodo de 2010 a 2023,
cujo material foi encaminhado pelos cirurgifes para diagndstico histopatoldgico
no Laboratorio de Patologia Comparada - ICB/UFMG.
4.2 Histologia

SeccgOes histologicas de 4um foram obtidas dos fragmentos mamarios fixados
em formol neutro tamponado a 10%, processados pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina e coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina. Os tumores
primarios foram avaliados por trés patologistas conforme as caracteristicas
celulares, arranjo celular, presenca de células epiteliais, mioepiteliais e células
mesenquimais com cartilagem e/ou formacdo Ossea, ou com tecido mixdide
fibroso e areas in situ e invasoras. Os linfonodos regionais foram avaliados para
a identificacdo da presenca ou auséncia de metastases. A identificacdo do subtipo
histoldgico seguiu a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a
padronizacdo conforme o Consenso para o0 Diagndstico, Prognostico e

Tratamento de Tumores Mamarios Caninos e Felinos-2019s+ .

4.3 Histomorfometria das areas de invasdo

Os critérios considerados pelos trés patologistas (GCD, EV, FM) para as areas
(focos) de invasdo dentro do CMT e CMTM, foram a presenca de grupos de
células epiteliais atipicas com crescimento infiltrativo dentro do estroma, nessas
areas havia auséncia de células mioepiteliais e ndo possuiam membrana basal.
As éareas de microinvasdo foram identificadas pela presenca de areas
carcinomatosas in situ com focos periféricos microscépicos de diametro menor
ou igual a 1 mm de células neoplasicas localizadas além da membrana basal. Foi

realizado captura das fotomicrografias de laminas por microscopio Olympus
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BX41 usando o software Spot Insight Color Capture System Advanced com
diferentes objetivas de todas as 4&reas invasoras presentes nas secgdes
histoldgicas coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina, e realizou-se um
estudo histomorfométrico com a ferramenta ImageJ versdo 2.3.0, no qual foi
realizado a mensuracdo do tamanho da area de focos de invasdo , perimetro,
comprimento (maior diametro), e quantificacdo do nimero de focos de invasdo
por campo, microinvasdo e células isoladas. Para as fotomicrografias serem
usadas no programa ImagelJ realizamos a calibragdo conforme as objetivas do
microscépio do LPC/UFMG, no programa as imagens sdo informadas em pixels
e calibramos para micrometro (um). Na interface grafica do software foram
utilizadas ferramentas para mensurar o tamanho, perimetro e comprimento dos
focos de invasdo no estroma do tumor primario (Polygon selections e Straight),
posteriormente os valores foram transformados em milimetros (mm). A

quantificacdo das regides de microinvasdo foi realizada manualmente.
4.4 Imuno-histoquimica

Foi realizada a técnica de imuno-histoquimica das amostras selecionadas com
seccoes de 4 um de espessura dos tumores primarios, sendo preparadas e
montadas em laminas gelatinizadas. As laminas com os cortes histologicos
foram incubadas com o anticorpo primario apropriado por 16 horas em camara
umida a 4°C, receptor de estrégeno (ER; clone 1D5, Dako; 1:50), receptor de
progesterona (PR; hPRa2; Neomarkers, Fremont, CA, EUA; diluicdo 1:50),
receptor fator de crescimento epidérmico 2 (HER-2; 1:200, policlonal, Dako),
cicloxigenase 2 (COX-2; 1:50, clone SP1, Invitrogen) e proliferacdo celular
(Ki67; 1:50, clone MIB-1, Dako). Amostras de fragmentos de glandula mamaria
de cadelas positivas para ER, PR, COX-2, HER-2 e Ki67 foram utilizadas como
controles de reacdo positiva. Os reagentes foram aplicados manualmente e a
imunorreatividade foi visualizada incubando as laminas com o diluente
cromogeno 3,3'- diaminobenzidina tetracloreto (DAB) (Novolink Polymer
Detection System; Leica Biosystems, Newcastle, Reino Unido). As amostras

foram lavadas com agua destilada por 5 minutos e, em

seguida, contra coradas com hematoxilina. Para controles negativos, o anticorpo

primario foi omitido das amostras. Cromégeno foi adicionado a ambos.
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A andlise das laminas, quantificacdo das imunorreacfes e classificagdo dos
imunofendtipos Luminal A, Luminal B HER-2(+), Luminal B HER-2 (-), HER-2
superexpresso, foram realizadas conforme critérios estabelecidos por Nunes et
als. A andlise semiquantitativa final de COX-2 foi realizada e estimada
multiplicando-se uma distribuicdo de valor da marcacdo por um valor de
intensidade de coloracdo, que varia de 0 a 12. Escores de 0 a 5 foram
considerados baixos e escores de 6 a 12 considerados altos, sendo positivo
escore maior que 6 °. Os anticorpos utilizados foram padronizados em nossa
rotina laboratorial e a especificidade antigénica foi testada de acordo com
trabalhos publicados pelo nosso grupo .

Os carcinomas em tumores mistos foram classificados conforme os
imunofenotipos em Luminal A: ER e/ou RP- positivo, HER-2- negativo, Ki67
baixo (< 20%), Luminal B HER-2 positivo: ER e/ou RP +, HER-2 positivo, e
qualquer Ki67 e Luminal B HER-2 negativo: ER e/ou RP +, HER-2 negativo,
(Ki67 > 20%), HER-2 superexpresso: ER e/ou RP -, HER-2 positivos:,

4.6 Analise Estatistica

Para testar a normalidade foi realizado o teste Shapiro-Wilk. Foi realizado o
Teste T ndo pareado para as comparages entre 0S grupos com amostras que
seguem a distribuicdo normal e o Teste Kolmogorov-Smirnov para a
comparacgdo entre os grupos de amostras que ndo seguem a distribuicdo normal.
Foi utilizado o Coeficiente de Correlacdo de Spearman e testes estatisticos de
regressdo linear para estabelecer correlacdes entre os dados clinicopatologicos
das pacientes e 0s parametros das areas de invasdo. Para a correlagdo entre os
dados clinicopatologicos e os parametros das areas de invasdo agrupadas, foi
realizado o teste qui-quadrado e os dados foram representados no grafico de
contingéncia. A taxa de sobrevivéncia especifica foi estimada usando a curva de
Kaplan-Meier e as comparacdes entre os grupos foram realizadas usando o teste
log rank de Mantel-Cox. Essas analises foram realizadas utilizando o software
Microsoft Windows, Prism (versdo 7.0, GraphPad, San Diego, CA, Estados

Unidos). Para todas as analises, um valor de p < 0,05 foi considerado
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estatisticamente significativo.

4.5 Sobrevida Especifica

O acompanhamento da sobrevida das pacientes foi obtido entrando em contato
por telefone com os médicos veterinarios e tutores dos animais. A sobrevida
especifica foi calculada a partir da data do diagnostico da doenca até a data da
morte/ eutanésia do animal pela doencga neoplasica. Os animais que morreram ou

que foram eutanasiados por outras doengas foram censurados.

5. RESULTADOS
5.1 Caracterizagdo das amostras

Dos 45 casos de cadelas diagnosticadas com carcinoma em tumor misto, a idade
variou de 7 a 16 anos, com uma média de 11,5 anos. As ragas mais comuns no
estudo incluiram cées sem raca definida representando 18,42% (7/38) dos casos,
Poodles 10,53% (4/38) e Beagles 7,89% (3/38), enquanto em 26,32% (10/38)
dos casos as racas ndo foram informadas. As glandulas mamarias mais afetadas
foram mama abdominal caudal 36,17% e as inguinais, com 23,40%. Os casos
sem ulceracao foram de 71,05% (27/38) dos casos e 10,53% (4/38) apresentaram
ulceracdo, e em 18,42% (7/38) dos casos estes dados ndo foram informados. No
que diz respeito ao tamanho das massas primarias avaliadas macroscopicamente,
constatou-se que 42,11% (16/38) foram classificadas como T1 (< 3 cm), 26,32%
(10/38) com T2 (3 a 5cm) e 31,58% (12 /38) como T3 (> 5 cm). Ao avaliar as
metéstases nos linfonodos regionais, observou-se que 13,16% (5/38)
apresentaram macrometastases e 0s casos com micrometastases foram 36,84%
(14/38).Em relacdo a caracterizacdo dos subtipos moleculares, no CMTM, a
frequéncia do Luminal A foi de 9 casos (47,4%), do Luminal B HER-2 positivo
foi de 8 casos (42,1%), do Luminal B HER-2 negativo foi de 1 caso (5,3%), e
HER-2 superexpresso foi de 1 caso (5,3%). Nos CMT, o Luminal A representou
9 casos (47,4%), o Luminal B HER-2 positivo foi observado em 6 casos
(31,6%), o Luminal B HER-2 negativo em 2 casos (10,5%), e ndo houve casos

de HER-2 superexpresso (0%).

26



27

5.2 Avaliacao do tamanho, perimetro e niumero dos focos de invasdo
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Figura 1. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto com metastase. a. Linfonodo
com proliferacdo de células epiteliais atipicas com presenca de matriz mixoide
substituindo parte do parénquima linféide (H&E) 20x. b. Area de invasdo (seta) com a
presenca de células epiteliais atipicas infiltrando o estroma do CMT. Coloracdo por
hematoxilina e eosina (H&E), 60x. ¢. Mensuracdo do tamanho da area invasdo, perimetro
e contagem dos focos de invasdo e medida do comprimento (maior didmetro) de no

estroma do CMT (marcacdo em preto) (H&E) 60x.

A comparacdo entre o numero dos focos de invasdo no CMT e no CMTM esta
demonstrada na Figura 2a. Foi observado que o numero de focos de invasdo no
CMTM é maior em comparacdo ao nimero de focos de invasdo no CMT. A figura
2b mostra a comparacdo entre o tamanho dos focos de invasdo no CMT e no
CMTM. Entretanto, o tamanho dos focos de invasdo é maior nos CMTM em
comparacgdo ao tamanho dos focos de invasdo do CMT. Também foi demonstrado
que o perimetro das areas de invasdo € maior no CMTM quando comparado com
o perimetro do CMT (figura 2c). Além disso, foi observada uma correlacdo direta
moderada entre o tamanho das areas de invasdo e a presenca de metastase em
linfonodo (figura 2d). Foi possivel verificar que CMTM (em que foi atribuido o
namero 1) apresentaram maior tamanho das areas de invasao, quando comparado

com aos CMT (em que foi atribuido o nimero 0).

A Figura 2e mostra uma associagdo entre o nimero de focos de invasdo e a
presenca de metastase nos carcinomas. Os CMT apresentaram maior percentual
de casos com menos de 3 focos de invasdo em relagdo ao percentual de casos com

mais de 3 focos de invasdo. Em contrapartida, os CMTM apresentaram maior



percentual de casos com mais de 3 focos de invasdo em relacdo ao percentual de
casos com menos de 3 focos de invasdo. A Figura 2f apresenta a associacao entre
0 tamanho dos focos de invasdo e a presenca de metéstase nos carcinomas.
Demonstrando que a maioria dos casos de CMT apresentam focos de invasdo
menor que 3mm?2. Em contrapartida, a maioria dos casos de CMTM apresentaram

focos de invaséo maior que 3mm3.
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Figura 2. Avaliagdo do tamanho, perimetro e nimero dos focos de invasdo no carcinoma
em tumor misto sem metéstase (CMT) e no carcinoma em tumor misto com metastase
(CMTM). a) Comparacdo entre o numero dos focos de invasdo no CMT e no CMTM
(Teste T ndo pareado). b) Comparacéo entre o tamanho dos focos de invasdo no CMT e
no CMTM (Kolmogorov-Smirnov). c) Comparacdo entre o perimetro dos focos de
invasdo no CMT e no carcinoma em tumor com metastase (Kolmogorov-Smirnov). d)
Correlagdo entre a presenca de metastase nos carcinomas (0 foi atribuido para o CMT e 1
para 0 CMTM). e Associacdo entre o nimero de focos de invasdo e a presenca de

metéstase nos carcinomas. f) Associacdo entre o tamanho dos focos de invasdo e a



presenca de metastase nos carcinomas.

Foram realizadas comparagdes, correlacbes e associagcbes entre 4areas de
microinvasdo, comprimento das &reas invasoras, imunomarcadores e subtipo

molecular e CMTM e CMT, porém ndo foram observadas diferengas estatisticas.

5.3 Avaliacao da influéncia da presenca de metastase regional, tamanho e nimero dos

focos de invasdo sobre a sobrevida especifica

Para a avaliacdo da influéncia da presenca de metastase regional sobre a sobrevida
especifica das pacientes, o tempo de sobrevida das cadelas diagnosticadas com
CMT e daquelas diagnosticadas com CMTM foi comparado. As cadelas
diagnosticadas com CMT apresentaram maior tempo de sobrevida especifica
(1015 dias) quando comparadas com cadelas diagnosticadas com CMTM (502
dias) (figura 3a).

Para a avaliacdo da influéncia do tamanho e do nimero dos focos de invasao
sobre a sobrevida especifica das cadelas as informacdes foram ordenadas em
ordem crescente para definicdo dos pontos de corte para cada parametro avaliado.
Para o tamanho da area de invasdo o ponto de corte definido foi 2mmz2. As
pacientes diagnosticadas com carcinomas com areas de invasao menor que 2mm?2
alcancaram a mediana de sobrevida 1052° dia. Em contrapartida, as pacientes
diagnosticadas com carcinomas com areas de invasdo maiores que 2mm?
alcancaram a mediana de sobrevida no 703° dia (figura 3b). Para a avaliacdo da
quantidade de focos de invasdo definimos o numero 14 como ponte de corte.
Pacientes diagnosticadas com carcinomas com menos de 14 focos de invasdo
alcancaram a mediana de sobrevida no 1015° dia. Em contrapartida, as pacientes
diagnosticadas com carcinomas com mais de 14 focos de invasdo alcancaram a

mediana de sobrevida no 245° dia (fig 3c).
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Figura 3. Curva de sobrevida especifica derivada da analise de Kaplan-Meier das pacientes
diagnosticadas com carcinoma: (a) o grupo CMTM alcangou a mediana no 1015° dia e o
grupo CMT foi no 502° dia. (b) Pacientes com tamanhos de &reas de invasdo < 2mm?
alcancaram a mediana no 1052° dia e as que apresentaram tamanhos de areas de invaséo >
2mm?2 a mediana no 703° dia. (c) Pacientes que o numero de focos de invasdo foi > 14, a

mediana alcangada foi no 245° dia, e as que os nimeros de focos de invasdo foi < 14
alcancou mediana no 1015°.
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O tamanho do perimetro, comprimento dos focos de invasdo, imunofendétipo e
areas de microinvasdo dos casos nao apresentaram influéncia estatisticamente

significativa sobre a sobrevida das pacientes.

6 DISCUSSAO

O carcinoma em tumor misto € o tipo histolégico mais frequente de tumor de
mama em cadelas que apresenta na maioria das vezes prognéstico favoravel em
relagdo a outros tipos histoldgicos-

.. Entretanto, este tipo histolégico, eventualmente, pode progredir para metéstase
regional. Para avaliar o componente epitelial maligno invasor das neoplasias
mamarias caninas, é recomendado usar o sistema de Nottingham, que é uma
classificagdo histopatologica extremamente empregada em carcinomas
mamarios=. Nesse sistema, 0 componente epitelial maligno € graduado com base
em critérios que incluem a formacdo tubular, o pleomorfismo nuclear e a
contagem mitotica. A contagem de mitoses € realizada em 10 campos de maior
aumento de HPFs (High-power field). Entretanto, nos carcinomas em tumores
mistos, nem sempre ha areas de invasdo suficientes, portanto, nem sempre é
possivel avaliar 10 campos de maior aumento (HPF), como é recomendado pelo
sistema de Nottingham e as areas de microinvasdo sdo desafiadoras devido ao
seu tamanho limitado que impede a contagem mitoticas. Isso pode dificultar a
graduacéo histoldgica dos carcinomas em tumores mistos, associado ao fato de
tentar distinguir as areas malignas invasoras associadas a areas benignas e areas
carcinomatosas in situ. Essa heterogeneidade da proliferacdo epitelial pode
representar um grande desafio na determinacdo precisa do grau histolégico, por

extensao, no estabelecimento do prognostico e na tomada de decis6es clinicas:-.

Dessa forma, este é o primeiro estudo que buscou avaliar cadelas com
diagndstico de carcinoma em tumor misto, com dois grupos distintos, um com a
presenca e outro com auséncia de metastases nos linfonodos regionais e foi
avaliada a contagem e mensuracdo das areas carcinomatosas invasoras. A
pesquisa investigou se o tamanho, perimetro, comprimento, nimero de focos das
areas de invasdo no estroma dos carcinomas em tumores mistos estava

relacionada ao prognostico, especificamente se estava associado a presenca de



metastases regionais e a sobrevida.

Os resultados principais do estudo indicaram que o nimero de focos e o tamanho
da éarea de invasdo no estroma do carcinoma em tumor misto esta associado a
uma maior probabilidade de desenvolver metéstases regionais, resultando em
uma menor sobrevida para as cadelas. Nos grupos de pacientes com carcinoma

em tumor misto com metastase apresentou maior nimero de

focos e maior tamanho das areas de invasdo quando comparada ao grupo sem
metastase (CMT). No entanto, estudos envolvendo carcinoma de mama
microinvasivo, especialmente com diagnostico de carcinoma ductal in situ com
areas de microinvasdo, revelou que o nimero dos focos de microinvasao nédo
parece influenciar o prognostico e o significado clinicopatoldégico permanece
incerto. S80 necessarios mais estudos para esclarecer a importancia dessas areas

no comportamento bioloégico do tumor s,

Em relacdo ao perimetro da area de invasdo, 0s carcinomas em tumores mistos
com metastases possuem maior perimetro comparado com 0 grupo carcinoma
em tumor misto sem metéstase, entretanto ndo houve relacdo direta com a
sobrevida. Esses resultados podem ser atribuidos as caracteristicas dos tumores
mistos e a sua progressao tumoral. Nas regides invasivas, € observado um maior
namero de células que invadem o estroma, possivelmente devido ao menor
comprimento das fibras colagenas, que podem estimular a invasdo. 1sso ocorre
porque as fibras colagenas desempenham um papel crucial no direcionamento da

invasdo, associada ao remodelamento do microambiente tumoral.

Na analise de imunohistoquimica do nosso estudo foi observado entre 0s grupos,
que o tipo Luminal A e Luminal B HER-2 positivo, foram os mais frequentes.
Em um trabalho realizado com carcinoma mamarios em cadelas, pacientes com
metastases o0s tempos de sobrevida mais curtos foram associados ao

imunofenotipo Luminal B HER- positivo:.

Adicionalmente, evidenciamos uma correlacdo direta moderada entre o tamanho
da area de invasdo e presenga de metastase em linfonodo. O grupo CMTM, em
comparagdo com o grupo CMT, apresentou maior tamanho de &rea de invasao.

As associacOes entre o nimero de focos, tamanho da invasdo e presenca de
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metéastase dos carcinomas foram observadas. O Grupo CMT exibiu um
percentual maior de casos com menos de 3 focos de invasdo e areas menores que
3 mm?, enquanto os CMTM mostraram uma predominéncia de casos com mais

de 3 focos de invasdo e areas maiores que 3 mm2.

Esses resultados destacam a importancia do status dos linfonodos no progndéstico
das neoplasias mamarias em cadelas. A deteccdo de metastases nos linfonodos
regionais € um fator critico que pode influenciar significativamente o
prognéstico e determinar a abordagem terapéutica para esses tumores. Na
literatura, tanto em cadelas quanto em mulheres, esta bem estabelecido que a
presenca de metastases nos linfonodos estd associada a uma reducdo na

sobrevida em comparacdo com pacientes que ndo apresentam metastases:=.

Cavalcanti et al. (2006) observaram que em carcinoma em tumores mistos, o
tamanho da area epitelial maligna invasora influenciou na sobrevida das cadelas.
Aquelas que apresentaram maior tamanho da &rea carcinomatosa invasora
tiveram um tempo de sobrevida menor. Em nosso estudo, encontramos
resultados semelhantes ao observar a influéncia do numero de focos e do
tamanho da area de invasao na sobrevida; pacientes com mais focos de invasao e
areas de invasdo maiores tiveram menor tempo de sobrevida. Além disso,
cadelas diagnosticadas com CMT apresentaram maior tempo de sobrevida
especifica (mediana de 1015 dias) em comparacdo com aquelas diagnosticadas
com CMTM (mediana de 502 dias). Segundo Nunes et al. (2019), que
conduziram um estudo com tumores mistos, incluindo CMT junto com outros
tipos histoldgicos, mostraram uma sobrevida maior, porém a mediana nao foi

atingida.

Estes resultados sugerem que o numero de focos de invaséo e o tamanho dessas
areas no estroma do carcinoma em tumor misto pode ser um fator importante na
determinacdo do prognostico das cadelas com tumores de mama, o que pode
sugerir um pior progndstico em termos de metastases e sobrevida. Os resultados
apresentados sdo importantes e poderdo ser utilizados para ajudar a orientar a
abordagem clinica e o tratamento dos casos de CMT. Este achado confere aos
CMT um potencial de malignidade, no qual o paciente pode evoluir a Obito

devido a metéstase.
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7 CONCLUSOES FINAIS

A partir da realizagdo do estudo morfométrico das areas de invasdo dos

carcinomas em tumores mistos em mamas de cadelas podemos concluir:

- O Grupo de carcinoma em tumor misto com metastase mostrou
predominancia de mais de 3 focos de invaséo e areas invasoras maiores que 3

mm2.

- O tamanho dos focos de invasdo & maior nos carcinomas em

tumores mistos com metéastases.

- Pacientes com carcinomas em tumores mistos com mais de 14

focos de invasdo apresentaram menor tempo de sobrevida especifica.

- Pacientes diagnosticadas com carcinomas em tumores mistos com areas de

invasdo maiores que 2mmg2, tiveram menor tempo de sobrevida especifica.

8 CONSIDERACOES FINAIS

O diagndstico de carcinoma em tumor misto é o mais frequente dentro da
nossa rotina e sdo descritos como tumores de bom prognostico. Entretanto,
ja é relatado que pacientes com este diagnostico podem evoluir para

metastases e a 6bito.

O maior desafio para o patologista na rotina com o0s tumores mistos, €
realizar a sua graduacdo, a heterogeneidade da proliferacdo epitelial pode
representar um grande desafio na determinacdo precisa do grau histologico,
e nem sempre € possivel realizar em 10 campos maior aumento de HPFs
(High-Power Field).



Na realizacdo deste trabalho, assim como todo patologista iniciante, tivemos
dificuldades na identificacdo das areas in situ e de microinvasdo. Mesmo as
areas invasoras, quando estdo circundadas por proliferacdo mioepitelial
suscitam duvidas e muitas vezes o processamento e coloracdo do material
de rotina comprometem a avaliagdo. O treinamento e avaliagéo e
reavaliacdo das amostras permitiu uma maior seguranca na identificacdo das
lesbes. Entretanto, sabemos que por maior que seja a experiencia havera

sempre davidas.

No presente trabalho, conseguimos estabelecer critérios para definir as areas
de invasdo, além de quantificar essas areas nos carcinomas em tumores
mistos. Também buscamos correlacionar o tamanho e o nimero das areas de

invasdo com a sobrevida das pacientes.
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Simple Summary: Mammary tumors in female dogs can be heterogeneous and difficult to
classify. This study looked at specific features of cancer spread in these tumors Lo see if they
could predict how aggressive the cancer would be. By measuring the size and number of
cancer invasion areas, researchers found that tumors with more and larger invasion areas
were more likely to spread to lymph nodes and were linked o shorter survival limes in
dogs. These findings suggest that measuring these features could help veterinarians better
understand and predict the behavior of these heterogeneous mammary tbumors.

Abstrack Mixed-type carcinoma (MTC) accounts for 4% of mammary neoplasms in bitches
and poses challenges in histological grading due to the heterogeneity of invasive areas.
The present study aimed to measure and characterize invasive areas in the stroma of MTC

ek i and investigate the association of those parameters with lymph node status and survival.
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. i M Ty evaluating the biological behavior of mixed-type carcinoma.
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1. Introduction

This articks i an open acoss arbichs Mixed tumors are among the most frequently diagnesed neoplasms in the marm-
distibuted umder ghe e amd mary gland of bitches, with a predominance of mixed-type carcinoma (MTC) [1], also
of e Covalivie 0 referred to as carcinomas in mixed tumors [2]. A comprehensive epidemiological study
R involving 1539 cases of canine mammary tumors revealed that 35% of the lesions were
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