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RESUMO 

 

 

Os carcinomas em tumores mistos (CMT) são comumente diagnosticados 

nas glândulas mamárias das cadelas, representando 44% dos casos. No 

entanto, devido à falta de áreas invasoras suficientes, nem sempre é 

viável realizar a graduação histológica. O objetivo deste trabalho foi 

mensurar as áreas e quantificar os focos de invasão no estroma dos 

carcinomas em tumores mistos e compreender melhor seu 

comportamento biológico. Foram avaliados 45 casos de carcinoma em 

tumor misto divididos em dois grupos, com metástase e sem metástase e 

foram mensurados o tamanho, perímetro, comprimento e contagem do 

número de áreas carcinomatosas invasoras. Os dados clinico patológicos 

foram obtidos das fichas de requisição e para a sobrevida houve 

acompanhamento das cadelas. Os casos com diagnóstico de carcinoma 

em tumor misto com metástase apresentaram maior número de focos 

(p=0,003) e maior tamanho de áreas de invasão em relação aos casos sem 

metástase (p=0,006). Além disso, foi possível observar que as pacientes 

com áreas de invasão maiores que 3mm² apresentaram menor tempo de 

sobrevida. Não foi verificada relação entre perímetro, comprimento das 

áreas invasoras e a expressão de Ki67, RE, RP, COX-2 e HER-2, e com o 

imunofenótipo. Foi demonstrado que o número de focos e tamanho das 

áreas de invasão estão associados ao status do linfonodo regional e que a 

histomorfometria é uma ferramenta importante na rotina da patologia 

veterinária podendo fornecer informações importantes sobre o 

comportamento biológico do carcinoma em tumor misto. 

Palavras-chaves: glândula mamária, área de invasão, linfonodo, metástase. 
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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 mm² 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 INTRODUÇÃO 

 

 

Na medicina veterinária, houve um despertar dos pesquisadores em relação 

ao estudo das neoplasias mamárias em cadelas, principalmente pela elevada 

incidência de tumores malignos na mama. De acordo com um estudo 

epidemiológico envolvendo 1539 casos, a taxa de malignidade foi de 85%, 

enquanto as lesões benignas corresponderam a 13%. O tipo histológico 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 mamárias são diagnosticadas tardiamente, a doença apresenta 

prognóstico desfavorável devido à presença de tumores maiores que 5,0cm 

de diâmetro, apresentando crescimento rápido, áreas de ulceração, estadio 

avançado e caráter infiltrativo com metástase à distância (Cavalcanti & 

Cassali, 2006; Ferreira et al., 2009; Toríbio, 2012). 

 

No carcinoma em tumor misto, observa-se histologicamente proliferação de 

células epiteliais malignas e células mesenquimais diferenciadas que 

formam cartilagem, osso e são combinadas com matriz mixoide. Em termos 

clínicos, geralmente apresenta um prognóstico favorável em comparação 

com outras neoplasias agressivas, como carcinoma micropapilar, carcinoma 

sólido e pleomórfico (Cassali et al., 2020). Durante a progressão do tumor 

misto para carcinoma em tumor misto, são observadas áreas de proliferação 

carcinomatosa in situ, seguidas por áreas invasoras (Dasmaceno, 2012). No 

entanto, devido à complexidade morfológica desse tipo histológico, muitas 

vezes não há áreas invasoras suficientes para graduar o tumor 

histologicamente. 

 

Portanto, o estudo do comportamento biológico e da evolução dos 

carcinomas em tumores mistos é fundamental devido as suas 

heterogeneidades histológicas e molecular (Misdorp et al., 1973; Cassali et 

al., 2012). Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo mensurar o 

tamanho, perímetro, comprimento e contagem do número de áreas 
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carcinomatosas invasoras no estroma e correlacionar com a ocorrência de 

metástases regionais, bem como com sobrevida dos pacientes. 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Incidência do câncer de mama em cadelas 

 

 

Nas cadelas as neoplasias mamárias são as mais frequentes, sendo cerca de 

50% a 90% malignas e, o motivo do óbito das pacientes é a progressão da 

doença e a metastização à distância (Sorenmo et al., 2013; Nunes. et al., 

2018). A incidência crescente de neoplasias mamárias 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 são 

histologicamente semelhantes às neoplasias localizadas nas glândulas 

salivares da espécie humana e são denominados adenomas pleomórficos, 

podendo progredir para carcinomas ex-adenomas pleomórficos. Com 

relação à faixa etária das cadelas acometidas pelo câncer de mama, a 

doença ocorre principalmente nas cadelas com idade mais avançada, em 

média entre os 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 variações nos tipos 

histológicos podem conferir diferenças no prognóstico e no correto 

tratamento dessas neoplasias (Cassali et al, 2020). Cadelas que 

apresentaram diagnóstico histopatológico de carcinoma em tumor misto 

apresentaram uma sobrevida maior, comparada a pacientes com 
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carcinossarcoma que demonstraram uma sobrevida curta. Entretanto, 

cadelas com carcinoma em tumor misto com áreas micropapilares e áreas 

sólidas, apresentaram na avaliação, um tempo de sobrevida menor (Nunes 

et al., 2019). A avaliação dos fatores prognósticos como estadiamento 

clínico, idade, tipo e grau histológico, tamanho do tumor, marcadores 

moleculares e metástase regional e à distância podem fornecer importantes 

informações sobre o comportamento biológico da doença e definir 

estratégias terapêuticas para os pacientes (Sorenmo, 2013; Man et al 2020; 

Cassali et al., 2020). 

2.2 Tumores mistos 

 

 

Tumores mistos são definidos pela presença histológica 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 óssea (Cassali et al., 2020; 

Saad et al, 2018). 

 

 

Nas cadelas, os tumores mistos são frequentes e geralmente estão 

associados a um bom prognóstico. Semelhanças morfológicas foram 

observadas entre tumor misto benigno, carcinoma em tumor misto, 

carcinossarcoma das glândulas mamárias nas cadelas e os adenomas 

pleomórficos e carcinomas ex adenoma pleomórficos da glândula salivar 

humana, visto que eles são derivados de glândulas exócrinas (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 pleomórfico e adenocarcinoma’, ‘tumor epitelial misto’ e outros 

(Saad et al., 2019). Na espécie humana, casos de tumores mistos foram 

relatados em vários órgãos: glândula salivar, útero, glândula mamária, 

pulmão, vesícula biliar e outros. Nas cadelas, foi diagnosticado 
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principalmente nas glândulas mamárias, tireoide, pulmão, pálpebra e 

glândula salivar. Raramente, os tumores mistos nas gatas foram relatados 

nas glândulas mamárias, pâncreas e glândulas salivares (Saad et al, 2019). 

 

2.3 Carcinoma em tumor misto 

 

O carcinoma em tumor misto se diferencia do tumor misto benigno pela 

presença de células epiteliais malignas. Além disso, esse tipo de carcinoma 

é caracterizado por outros componentes mesenquimais benignos formando 

cartilagem, osso, tecido adiposo associado eventualmente a matriz mixóide 

(ERDÉLYI et al., 2005; Cassali., 2012). 

 

O tecido cartilaginoso apresenta condrócitos e condroblastos com pouca 

alteração morfológica, com graus de diferenciação baixo a moderado. O 

tecido ósseo, quando presente, é formado por osteoclastos que produzem 

matriz osteóide e osso mineralizado. 

As células mioepiteliais podem exibir uma aparência fusiforme ou 

estrelada, e essas células estão envoltas por uma matriz mixóide (Auler et 

al., 2011; Cassali et al., 2020). 

 

O tumor misto benigno apresenta baixo índice mitótico e baixa atipia 

celular. Por fim, o carcinossarcoma se diferencia dos outros dois tipos 

histológicos por ser caracterizado pela presença de componentes 

epiteliais e mesenquimais malignos (Misdorp., 1999). As células 

mioepiteliais podem exibir uma aparência fusiforme ou estrelada, e essas 

células estão envoltas por uma matriz extracelular abundante (matriz 

mixóide) . 

 

O carcinoma em tumor misto da cadela apresenta elementos 

morfológicos similares ao carcinoma metaplásico da mama humana 

(Ribeiro et al., 2010). Entretanto, nas mulheres o carcinoma metaplásico 

é raro e com prognóstico desfavorável, sendo as metástases à distância 

comuns (Luini et al., 2007) 
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Segundo Misdorp e colaboradores (1999), o início do carcinoma em 

tumor misto ocorre pela transformação maligna das células epiteliais dos 

tumores misto benignos. No tumor misto observam-se áreas de 

proliferação carcinomatosas in situ e invasoras. A área in situ 

compreende a proliferação epitelial maligna ocupando o lúmen e camada 

de células mioepiteliais e a membrana basal íntegras. Em relação às áreas 

invasoras, o padrão é a perda da continuidade das camadas mioepitelial e 

basal, com infiltração de células epiteliais no estroma, podendo haver 

substituição da lesão benigna pré-existente (Cassali et al., 2020). 

 

As áreas de invasão dos carcinomas mamários são graduadas de acordo 

com sistema de Nottingham (modificado por Elston e Ellis 1991). 

Entretanto, nos carcinomas em tumores mistos essa classificação nem 

sempre é possível, por não haver 10 áreas 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 avaliação dos focos de invasão, associados às metástases regionais e à 

distância, permite prever o comportamento biológico do tumor e o 

prognóstico do paciente (Hoda et al, 1999; Cassali et al, 2020). Na 

medicina veterinária, assim como na medicina humana, a presença de 

metástases regionais e à distância estão associadas à menor tempo 

de 

sobrevida, sendo um dos principais fatores prognósticos (Carvalho et al., 

2016; Cassali et al., 2020). 

 

2.4 Progressão tumoral: áreas in situ e invasoras 

 

 

O estudo da progressão tumoral em neoplasias mamárias caninas teve 

início em 1970, quando surgiu a hipótese de que os tumores mistos 

tivessem tempo suficiente para crescer e sofrer transformação maligna 
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(Misdorp.,1999). Posteriormente, alguns autores conseguiram elucidar 

alguns mecanismos envolvidos na transformação maligna desses tumores 

mistos benignos, observando alterações nas proteínas presentes no 

microambiente tumoral, como a perda da expressão de p63, E-caderina, ÿ 

Np63, ÿ-catenina e EGFR (Genelhu et al., 2007; Bertagnolli et al., 2011). 

Além disso, estudos revelaram que a superexpressão do receptor do fator 

de crescimento epidérmico (EGFR) pode estar associada a um evento 

precoce na carcinogênese dos tumores mistos, decorrente de mudanças na 

expressão dessa molécula e iniciando o mecanismo de invasão celular 

(Bertagnolli et al., 2011). 

 

Em 2007, Genelhu et al. conduziu um estudo no qual observou uma 

diminuição da expressão de p63 nas células mioepiteliais em carcinomas 

em tumores mistos, sugerindo a ausência dessas células nessas áreas. A 

falta de células mioepiteliais ou a perda de integridade da camada 

basal/mioepitelial é considerada um dos pré-requisitos para a invasão 

tumoral e a formação de metástases (Cassali et al., 2020). No entanto, são 

necessários mais estudos para compreender e elucidar os mecanismos que 

levam à ruptura da camada basal e a invasão no estroma. 

 

Em 2012, Damasceno e colaboradores realizaram a avaliação do versican, 

um proteoglicano produzido por tecidos maduros (células estromais) como 

músculo liso, cartilagem e pele, que é um componente da matriz 

extracelular (MEC). A MEC desempenha um papel crucial ao criar um 

microambiente propício para a migração das células neoplásicas. As 

células neoplásicas, ao passarem por alterações, modificam o estroma, 

resultando na perda da expressão das moléculas de adesão e na indução da 

degradação e migração através do componente extracelular. Nesse estudo, 

foi analisada a expressão do proteoglicano nas áreas in situ e invasoras do 

carcinoma em tumor misto, juntamente com a avaliação de outros 

fatores prognósticos e da sobrevida global. Os estudos sugeriram que a 

expressão do versican difere significativamente entre as áreas in situ e as 

áreas invasoras, indicando uma relação dessa molécula com o 

desenvolvimento e a progressão tumoral. No entanto, os estudos também 
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indicaram que isoladamente o proteoglicano não era um fator prognóstico 

independente. 

 

2.5 Graduação histológica dos carcinomas 

Em 1957 foi criado o primeiro sistema de graduação utilizado para os 

carcinomas mamários nas mulheres proposto por Bloom & Richardson, 

posteriormente modificado por Elston e Ellis (1991). A graduação 

histológica dos carcinomas mamários só é realizada nas áreas invasoras, 

estes autores introduziram a importância do campo microscópico na 

avaliação do índice mitótico, e tanto nas mulheres quanto nas cadelas tem 

sido usado para associar a aspectos clinicopatológicos e agressividade 

(Cassali,. 2023). Avalia-se a formação tubular, pleomorfismo nuclear e 

contagem de mitoses. A contagem de mitoses em 10 campos é realizada 

considerando a área do microscópio em campos em maior aumento (HPF-

High-power field) e deve ser realizada na periferia do tumor onde a 

proliferação celular é maior, evitando áreas de necrose, inflamação, sendo 

atribuido um escore de pontos de 1 a 3. Em relação a formação tubular, a 

avaliação ocorre também na determinação dos escores: escore 1: quando 

mais de 75 % da área tumoral for composta de túbulos; Escore 2: tumores 

exibindo entre 10 a 75% de túbulos; Escore 3: túbulos ocupando 10 % ou 

menos da área do tumor. O pleomorfismo nuclear é analisado o tamanho e 

forma dos núcleos das células epiteliais; Escore 1: células apresentando 

baixo pleomorfismo; Escore 2: moderado pleomorfismo; Escore 3: células 

apresentando alto pleomorfismo. Assim, somando os escores, e valores 

entre 3 a 5, 6 a 7 e 8 a 9 pontos, a neoplasia recebe a graduação I, II ou III. 

 

 

Um estudo realizado com neoplasias mamárias caninas, ao longo de dois 

anos aplicou o método de graduação de Bloom-Richardson modificado por 

Elston e Ellis (1991), acompanhando pacientes e correlacionando o grau 

histológico com metástase regional, sobrevida e prognóstico. Os resultados 

desse estudo confirmaram que esse sistema de graduação foi considerado 

um fator prognóstico válido e pode ser aplicado com sucesso na medicina 

veterinária (Karayannpoulou et al., 2005). No entanto, a aplicação da 
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graduação histológica em tumores mistos, que apresentam uma variedade 

de componentes epiteliais, mioepiteliais e mesenquimais, torna-se 

impraticável devido à sua heterogeneidade e complexidade (Cassali et al., 

2020). 

 

3 HIPÓTESE 

 

O tamanho e o número de focos de invasão no carcinoma em tumor 

misto têm correlação com a sobrevida das pacientes. 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

● Avaliar as áreas de invasão no estroma do carcinoma em tumor misto e 

correlacionar estes dados com a sobrevida geral específica das 

pacientes. 

3.2 Objetivos Específicos 

 

● Realizar o estudo morfométrico das áreas de invasão nos carcinomas em tumores 

mistos. 

● Quantificar as áreas de invasão nos carcinomas em tumores mistos. 

● Correlacionar o tamanho e o número das áreas de invasão nos 

carcinomas em tumores mistos com a sobrevida das pacientes. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos Éticos 

O trabalho foi realizado conforme os princípios éticos para uso de animais em 

experimentação e após aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal- CETEA da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o protocolo 

CEUA: 333/2023. 

 

    4.2 Amostras 
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Foi realizada uma revisão retrospectiva, independente da raça ou idade, dos 

dados clínicos e patológicos de 45 casos de carcinomas em tumores mistos da 

glândula mamária canina e seus respectivos linfonodos regionais, distribuídos da 

seguinte forma: 25 casos sem metástase (CMT) e 19 casos com metástase 

(CMTM). As amostras foram provenientes de dois laboratórios: Laboratório de 

Patologia Comparada - ICB/UFMG e Laboratório de Patologia Veterinária - 

UVV. Maioria das lesões mamárias foram obtidas a partir de cadelas que 

passaram por exérese cirúrgica no Hospital da Escola de Veterinária da 

Universidade Federal de Minas Gerais (HV- UFMG) no período de 2010 a 2023, 

cujo material foi encaminhado pelos cirurgiões para diagnóstico histopatológico 

no Laboratório de Patologia Comparada - ICB/UFMG. 

4.2 Histologia 

Secções histológicas de 4µm foram obtidas dos fragmentos mamários fixados 

em formol neutro tamponado a 10%, processados pela técnica rotineira de 

inclusão em parafina e coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina. Os tumores 

primários foram avaliados por três patologistas conforme as características 

celulares, arranjo celular, presença de células epiteliais, mioepiteliais e células 

mesenquimais com cartilagem e/ou formação óssea, ou com tecido mixóide 

fibroso e áreas in situ e invasoras. Os linfonodos regionais foram avaliados para 

a identificação da presença ou ausência de metástases. A identificação do subtipo 

histológico seguiu a classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS) e a 

padronização conforme o Consenso para o Diagnóstico, Prognóstico e 

Tratamento de Tumores Mamários Caninos e Felinos-20195-11 . 

 

4.3 Histomorfometria das áreas de invasão 

 

Os critérios considerados pelos três patologistas (GCD, EV, FM) para as áreas 

(focos) de invasão dentro do CMT e CMTM, foram a presença de grupos de 

células epiteliais atípicas com crescimento infiltrativo dentro do estroma, nessas 

áreas havia ausência de células mioepiteliais e não possuíam membrana basal. 

As áreas de microinvasão foram identificadas pela presença de áreas 

carcinomatosas in situ com focos periféricos microscópicos de diâmetro menor 

ou igual a 1 mm de células neoplásicas localizadas além da membrana basal. Foi 

realizado captura das fotomicrografias de lâminas por microscópio Olympus 
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BX41 usando o software Spot Insight Color Capture System Advanced com 

diferentes objetivas de todas as áreas invasoras presentes nas secções 

histológicas coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina, e realizou-se um 

estudo histomorfométrico com a ferramenta ImageJ versão 2.3.0, no qual foi 

realizado a mensuração do tamanho da área de focos de invasão , perímetro, 

comprimento (maior diâmetro), e quantificação do número de focos de invasão 

por campo, microinvasão e células isoladas. Para as fotomicrografias serem 

usadas no programa ImageJ realizamos a calibração conforme as objetivas do 

microscópio do LPC/UFMG, no programa as imagens são informadas em pixels 

e calibramos para micrômetro (μm). Na interface gráfica do software foram 

utilizadas ferramentas para mensurar o tamanho, perímetro e comprimento dos 

focos de invasão no estroma do tumor primário (Polygon selections e Straight), 

posteriormente os valores foram transformados em milímetros (mm). A 

quantificação das regiões de microinvasão foi realizada manualmente. 

4.4 Imuno-histoquímica 

 

Foi realizada a técnica de imuno-histoquímica das amostras selecionadas com 

secções de 4 μm de espessura dos tumores primários, sendo preparadas e 

montadas em lâminas gelatinizadas. As lâminas com os cortes histológicos 

foram incubadas com o anticorpo primário apropriado por 16 horas em câmara 

úmida a 4◦C, receptor de estrógeno (ER; clone 1D5, Dako; 1:50), receptor de 

progesterona (PR; hPRa2; Neomarkers, Fremont, CA, EUA; diluição 1:50), 

receptor fator de crescimento epidérmico 2 (HER-2; 1:200, policlonal, Dako), 

cicloxigenase 2 (COX-2; 1:50, clone SP1, Invitrogen) e proliferação celular 

(Ki67; 1:50, clone MIB-1, Dako). Amostras de fragmentos de glândula mamária 

de cadelas positivas para ER, PR, COX-2, HER-2 e Ki67 foram utilizadas como 

controles de reação positiva. Os reagentes foram aplicados manualmente e a 

imunorreatividade foi visualizada incubando as lâminas com o diluente 

cromógeno 3,3'- diaminobenzidina tetracloreto (DAB) (Novolink Polymer 

Detection System; Leica Biosystems, Newcastle, Reino Unido). As amostras 

foram lavadas com água destilada por 5 minutos e, em 

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

primário foi omitido das amostras. Cromógeno foi adicionado a ambos. 
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A análise das lâminas, quantificação das imunorreações e classificação dos 

imunofenótipos Luminal A, Luminal B HER-2(+), Luminal B HER-2 (-), HER-2 

superexpresso, foram realizadas conforme critérios estabelecidos por Nunes et 

al15. A análise semiquantitativa final de COX-2 foi realizada e estimada 

multiplicando-se uma distribuição de valor da marcação por um valor de 

intensidade de coloração, 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 9. Os anticorpos utilizados foram padronizados em nossa 

rotina laboratorial e a especificidade antigênica foi testada de acordo com 

trabalhos publicados pelo nosso grupo 1-11. 

 

Os carcinomas em tumores mistos foram classificados conforme os 

imunofenótipos 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 positivo6-15. 

 

 

4.6 Análise Estatística 

 

Para testar a normalidade foi realizado o teste Shapiro-Wilk. Foi realizado o 

Teste T não pareado para as comparações entre os grupos com amostras que 

seguem a distribuição normal e o Teste Kolmogorov-Smirnov para a 

comparação entre os grupos de amostras que não seguem a distribuição normal. 

Foi utilizado o Coeficiente de Correlação de Spearman e testes estatísticos de 

regressão linear para estabelecer correlações entre os dados clinicopatológicos 

das pacientes e os parâmetros das áreas de invasão. Para a correlação entre os 

dados clinicopatológicos e os parâmetros das áreas de invasão agrupadas, foi 

realizado o teste qui-quadrado e os dados foram representados no gráfico de 

contingência. A taxa de sobrevivência específica foi estimada usando a curva de 

Kaplan-Meier e as comparações entre os grupos foram realizadas usando o teste 

log rank de Mantel-Cox. Essas análises foram realizadas utilizando o software 

Microsoft Windows, Prism (versão 7.0, GraphPad, San Diego, CA, Estados 

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

 

4.5 Sobrevida Específica 

O acompanhamento da sobrevida das pacientes foi obtido entrando em contato 

por telefone com os médicos veterinários e tutores dos animais. A sobrevida 

específica foi calculada a partir da data do diagnóstico da doença até a data da 

morte/ eutanásia do animal pela doença neoplásica. Os animais que morreram ou 

que foram eutanasiados por outras doenças foram censurados. 

5. RESULTADOS 

5.1 Caracterização 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 raças mais comuns no 

estudo incluíram cães sem raça 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 raças não foram informadas. As glândulas mamárias mais afetadas 

foram mama abdominal caudal 36,17% e as inguinais, com 23,40%. Os casos 

sem ulceração foram de 71,05% (27/38) dos casos e 10,53% (4/38) apresentaram 

ulceração, e em 18,42% (7/38) dos casos estes dados não foram informados. No 

que diz respeito ao tamanho das massas primárias 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 

metástases nos linfonodos regionais, observou-se que 13,16% (5/38) 

apresentaram macrometástases e os casos com micrometástases foram 36,84% 

(14/38).Em relação à caracterização dos subtipos moleculares, no CMTM, a 

frequência 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 não houve casos 

de HER-2 superexpresso (0%). 
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5.2 Avaliação do tamanho, perímetro e número dos focos de invasão 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto com metástase. a. Linfonodo 

com proliferação de células epiteliais atípicas com presença de matriz mixoide 

substituindo parte do parênquima linfóide (H&E) 20x. b. Área de invasão (seta) com a 

presença de células epiteliais atípicas infiltrando o estroma do CMT. Coloração por 

hematoxilina e eosina (H&E), 60x. c. Mensuração do tamanho da área invasão, perímetro 

e contagem dos focos de invasão e medida do comprimento (maior diâmetro) de no 

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

A comparação entre o número dos focos de invasão no CMT e no CMTM está 

demonstrada na Figura 2a. Foi observado que o número de focos de invasão no 

CMTM é maior em comparação ao número de focos de invasão no CMT. A figura 

2b mostra a comparação entre o tamanho dos focos de invasão no CMT e no 

CMTM. Entretanto, o tamanho dos focos de invasão é maior nos CMTM em 

comparação ao tamanho dos focos de invasão do CMT. Também foi demonstrado 

que o perímetro das áreas de invasão é maior no CMTM quando comparado com 

o perímetro do CMT (figura 2c). Além disso, foi observada uma correlação direta 

moderada entre o tamanho das áreas de invasão e a presença de metástase em 

linfonodo (figura 2d). Foi possível verificar que CMTM (em que foi atribuído o 

número 1) apresentaram maior tamanho das áreas de invasão, quando comparado 

com aos CMT (em que foi atribuído o número 0). 

A Figura 2e mostra uma associação entre o número de focos de invasão e a 

presença de metástase nos carcinomas. Os CMT apresentaram maior percentual 

de casos com menos de 3 focos de invasão em relação ao percentual de casos com 

mais de 3 focos de invasão. Em contrapartida, os CMTM apresentaram maior 
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percentual de casos com mais de 3 focos de invasão em relação ao percentual de 

casos com menos de 3 focos de invasão. A Figura 2f apresenta a associação entre 

o tamanho dos focos de invasão e a presença de metástase nos carcinomas. 

Demonstrando que a maioria dos casos de CMT apresentam focos de invasão 

menor que 3mm². Em contrapartida, a maioria dos casos de CMTM apresentaram 

focos de invasão maior que 3mm². 
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Figura 2. Avaliação do tamanho, perímetro e número dos focos de invasão no carcinoma 

em tumor misto sem metástase (CMT) e no carcinoma em tumor misto com metástase 

(CMTM). a) Comparação entre o número dos focos de invasão no CMT e no CMTM 

(Teste T não pareado). b) Comparação entre o tamanho dos focos de invasão no CMT e 

no CMTM (Kolmogorov-Smirnov). c) Comparação entre o perímetro dos focos de 

invasão no CMT e no carcinoma em tumor com metástase (Kolmogorov-Smirnov). d) 

Correlação entre a presença de metástase nos carcinomas (0 foi atribuído para o CMT e 1 

para o CMTM). e Associação entre o número de focos de invasão e a presença de 

metástase nos carcinomas. f) Associação entre o tamanho dos focos de invasão e a 



Folha de Aprovação 3160130 SEI 23072.219581/2024-99 / pg. 
30 

30  

 

presença de metástase nos carcinomas. 

 

 

Foram realizadas comparações, correlações e associações entre áreas de 

microinvasão, comprimento das áreas invasoras, imunomarcadores e subtipo 

molecular e CMTM e CMT, porém não foram observadas diferenças estatísticas. 

 

5.3 Avaliação da influência da presença de metástase regional, tamanho e número dos 

focos de invasão sobre a sobrevida específica 

Para a avaliação da influência da presença de metástase regional sobre a sobrevida 

específica 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 específica 

(1015 dias) quando comparadas com cadelas diagnosticadas com CMTM (502 

dias) (figura 3a). 

Para a avaliação da influência do tamanho e do número dos focos de invasão 

sobre a sobrevida específica das cadelas as informações foram ordenadas em 

ordem crescente para definição dos pontos de corte para cada parâmetro avaliado. 

Para o tamanho da área de invasão o ponto de corte definido foi 2mm². As 

pacientes diagnosticadas com carcinomas com áreas de invasão menor que 2mm² 

alcançaram a mediana de sobrevida 1052º dia. Em contrapartida, as pacientes 

diagnosticadas com carcinomas com áreas de invasão maiores que 2mm² 

alcançaram a mediana de sobrevida no 703º dia (figura 3b). Para a avaliação da 

quantidade de focos de invasão definimos o número 14 como ponte de corte. 

Pacientes diagnosticadas com carcinomas com menos de 14 focos de invasão 

alcançaram a mediana de sobrevida no 1015º dia. Em contrapartida, as pacientes 

diagnosticadas com carcinomas com mais de 14 focos de invasão alcançaram a 

mediana de sobrevida no 245º dia (fig 3c). 
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Figura 3. Curva de sobrevida específica derivada da análise de Kaplan-Meier das pacientes 

diagnosticadas com carcinoma: (a) o grupo CMTM alcançou a mediana no 1015° dia e o 

grupo CMT foi no 502° dia. (b) Pacientes com tamanhos de áreas de invasão < 2mm² 

alcançaram a mediana no 1052° dia e as que apresentaram tamanhos de áreas de invasão > 

2mm² a mediana no 703° dia. (c) Pacientes que o número de focos de invasão foi > 14, a 

mediana alcançada foi no 245° dia, e as que os números de focos de invasão foi < 14 

alcançou mediana no 1015°. 
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O tamanho do perímetro, comprimento dos focos de invasão, imunofenótipo e 

áreas de microinvasão dos casos não apresentaram influência estatisticamente 

significativa sobre a sobrevida das pacientes. 

6 DISCUSSÃO 

O carcinoma em tumor misto é o tipo histológico mais frequente de tumor de 

mama em cadelas que apresenta na maioria das vezes prognóstico favorável em 

relação a outros tipos histológicos2- 

8. Entretanto, este tipo histológico, eventualmente, pode progredir para metástase 

regional. Para avaliar o componente epitelial maligno invasor das neoplasias 

mamárias caninas, é recomendado usar o sistema de Nottingham, que é uma 

classificação histopatológica extremamente empregada em carcinomas 

mamários12. Nesse sistema, o componente epitelial maligno é graduado com base 

em critérios que incluem a formação tubular, o pleomorfismo nuclear e a 

contagem mitótica. A contagem de mitoses é realizada em 10 campos de maior 

aumento de HPFs (High-power field). Entretanto, nos carcinomas em tumores 

mistos, nem sempre há áreas de invasão suficientes, portanto, nem sempre é 

possível avaliar 10 campos de maior aumento (HPF), como é recomendado pelo 

sistema de Nottingham e as áreas de microinvasão são desafiadoras devido ao 

seu tamanho limitado que impede a contagem mitótica8-15. Isso pode dificultar a 

graduação histológica dos carcinomas em tumores mistos, associado ao fato de 

tentar distinguir as áreas malignas invasoras associadas a áreas benignas e áreas 

carcinomatosas in situ. Essa heterogeneidade da proliferação epitelial pode 

representar um grande desafio na determinação precisa do grau histológico, por 

extensão, no estabelecimento do prognóstico e na tomada de decisões clínicas2-8. 

Dessa forma, este é o primeiro estudo que buscou avaliar cadelas com 

diagnóstico de carcinoma em tumor misto, com dois grupos distintos, um com a 

presença e outro com ausência de metástases nos linfonodos regionais e foi 

avaliada a contagem e mensuração das áreas carcinomatosas invasoras. A 

pesquisa investigou se o tamanho, perímetro, comprimento, número de focos das 

áreas de invasão no estroma dos carcinomas em tumores mistos estava 

relacionada ao prognóstico, especificamente se estava associado à presença de 
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metástases regionais e à sobrevida. 

Os resultados principais do estudo indicaram que o número de focos e o tamanho 

da área de invasão no estroma do carcinoma em tumor misto está associado a 

uma maior probabilidade de desenvolver metástases regionais, resultando em 

uma menor sobrevida para as cadelas. Nos grupos de pacientes com carcinoma 

em tumor misto com metástase apresentou maior número de 

focos e maior tamanho das áreas de invasão quando comparada ao grupo sem 

metástase (CMT). No entanto, estudos envolvendo carcinoma de mama 

microinvasivo, especialmente com diagnóstico de carcinoma ductal in situ com 

áreas de microinvasão, revelou que o número dos focos de microinvasão não 

parece influenciar o prognóstico e o significado clinicopatológico permanece 

incerto. São necessários mais estudos para esclarecer a importância dessas áreas 

no comportamento biológico do tumor 8-15. 

Em relação ao perímetro da área de invasão, os carcinomas em tumores mistos 

com metástases possuem maior perímetro comparado com o grupo carcinoma 

em tumor misto sem metástase, entretanto não houve relação direta com a 

sobrevida. Esses resultados podem ser atribuídos às características dos tumores 

mistos e à sua progressão tumoral. Nas regiões invasivas, é observado um maior 

número de células que invadem o estroma, possivelmente devido ao menor 

comprimento das fibras colágenas, que podem estimular a invasão. Isso ocorre 

porque as fibras colágenas desempenham um papel crucial no direcionamento da 

invasão, associada ao remodelamento do microambiente tumoral20. 

Na análise de imunohistoquímica do nosso estudo foi observado entre os grupos, 

que o tipo Luminal A e Luminal B HER-2 positivo, foram os mais frequentes. 

Em um trabalho realizado com carcinoma mamários em cadelas, pacientes com 

metástases os tempos de sobrevida mais curtos foram associados ao 

imunofenótipo Luminal B HER- positivo16. 

Adicionalmente, evidenciamos uma correlação direta moderada entre o tamanho 

da área de invasão e presença de metástase em linfonodo. O grupo CMTM, em 

comparação com o grupo CMT, apresentou maior tamanho de área de invasão. 

As associações entre o número de focos, tamanho da invasão e presença de 
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metástase dos carcinomas foram observadas. O Grupo CMT exibiu um 

percentual maior de casos com menos de 3 focos de invasão e áreas menores que 

3 mm², enquanto os CMTM mostraram uma predominância de casos com mais 

de 3 focos de invasão e áreas maiores que 3 mm². 

Esses resultados destacam a importância do status dos linfonodos no prognóstico 

das neoplasias mamárias em cadelas. A detecção de metástases nos linfonodos 

regionais é um fator crítico que pode influenciar significativamente o 

prognóstico e determinar a abordagem terapêutica para esses tumores. Na 

literatura, tanto em cadelas quanto em mulheres, está bem estabelecido que a 

presença de metástases nos linfonodos está associada a uma redução na 

sobrevida em comparação com pacientes que não apresentam metástases1-25. 

Cavalcanti et al. (2006) observaram que em carcinoma em tumores mistos, o 

tamanho da área epitelial maligna invasora influenciou na sobrevida das cadelas. 

Aquelas que apresentaram maior tamanho da área carcinomatosa invasora 

tiveram um tempo de sobrevida menor. Em nosso estudo, encontramos 

resultados semelhantes ao observar a influência do número de focos e do 

tamanho da área de invasão na sobrevida; pacientes com mais focos de invasão e 

áreas de invasão maiores tiveram menor tempo de sobrevida. Além disso, 

cadelas diagnosticadas com CMT apresentaram maior tempo de sobrevida 

específica (mediana de 1015 dias) em comparação 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 histológicos, mostraram uma sobrevida maior, porém a mediana não foi 

atingida. 

Estes resultados sugerem que o número de focos de invasão e o tamanho dessas 

áreas no estroma do carcinoma em tumor misto pode ser um fator importante na 

determinação do prognóstico das cadelas com tumores de mama, o que pode 

sugerir um pior prognóstico em termos de metástases e sobrevida. Os resultados 

apresentados são importantes e poderão ser utilizados para ajudar a orientar a 

abordagem clínica e o tratamento dos casos de CMT. Este achado confere aos 

CMT um potencial de malignidade, no qual o paciente pode evoluir a óbito 

devido a metástase. 
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7 CONCLUSÕES FINAIS 

 

A partir da realização do estudo morfométrico das áreas de invasão dos 

carcinomas em tumores mistos em mamas de cadelas podemos concluir: 

- O Grupo de carcinoma em tumor misto com metástase mostrou 

predominância de mais de 3 focos de invasão e áreas invasoras maiores que 3 

mm². 

- O tamanho dos focos de invasão é maior nos carcinomas em 

tumores mistos com metástases. 

- Pacientes com carcinomas em tumores mistos com mais de 14 

focos de invasão apresentaram menor tempo de sobrevida especifica. 

- Pacientes diagnosticadas com carcinomas em tumores mistos com áreas de 

invasão maiores que 2mm², tiveram menor tempo de sobrevida específica. 

 

 

 

8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O diagnóstico de carcinoma em tumor misto é o mais frequente dentro da 

nossa rotina e são descritos como tumores de bom prognóstico. Entretanto, 

já é relatado que pacientes com este diagnóstico podem evoluir para 

metástases e a óbito. 

O maior desafio para o patologista na rotina com os tumores mistos, é 

realizar a sua graduação, a heterogeneidade da proliferação epitelial pode 

representar um grande desafio na determinação precisa do grau histológico, 

e nem sempre é possível realizar em 10 campos maior aumento de HPFs 

(High-Power Field). 
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Na realização deste trabalho, assim como todo patologista iniciante, tivemos 

dificuldades na identificação das áreas in situ e de microinvasão. Mesmo as 

áreas invasoras, quando estão circundadas por proliferação mioepitelial 

suscitam duvidas e muitas vezes o processamento e coloração do material 

de rotina comprometem a avaliação. O treinamento e avaliação e 

reavaliação das amostras permitiu uma maior segurança na identificação das 

lesões. Entretanto, sabemos que por maior que seja a experiencia haverá 

sempre dúvidas. 

No presente trabalho, conseguimos estabelecer critérios para definir as áreas 

de invasão, além de quantificar essas áreas nos carcinomas em tumores 

mistos. Também buscamos correlacionar o tamanho e o número das áreas de 

invasão com a sobrevida das pacientes. 
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10 ANEXO 1- APROVAÇÃO DO PROJETO NO CEUA-UFMG 

 
 

 

 

 

 

 

 

11 ANEXO 2- ARTIGO PUBLICADO 
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