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Resumo

MENDES, Tatiane Camacho Avaliacdo comparativa de dois sistemas de
classificacdo histolégica e da validade da quantificacdo da AgNOR para
adenomas e carcinomas mamarios caninos. 2006. 65f.. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Po6s-Graduagdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

O presente estudo teve como meta comparar dois métodos de classificagao
histolégica tradicionais, morfologia-descritiva revisada por Misdorp (2002) e
corroborada pela OSM/AFIP e graduacao histolégica aperfeigoada por Elston & Ellis
(1991). Isto foi aplicado em 87 carcinomas mamarios caninos, para evidenciar se
ambos se equivalem, se contrapdem ou se complementam, na determinagdo do
potencial maligno dos tumores. Objetivou-se ainda verificar a existéncia da relagao
destes dois métodos com os indices de AQNOR/nucleo em 45 deste carcinomas e
em 4 adenomas mamarios caninos. Todos os carcinomas complexos localizaram-se
nos graus | e Il. Ja os carcinomas simples distribuiram-se nos trés graus. A analise
de seus subtipos revelou que, os tubulopapilares distribuiram-se pelos trés graus e
os solidos apenas nos graus Il e lll. Ja a maioria dos anaplasicos eram grau lll. Ao
aplicar a técnica de AgNOR obteve-se uma média de 2,23 AgNORs/nucleo
(amplitude 1,39 - 3,2). Quando os 49 tumores foram avaliados utilizando morfologia-
descritiva, evidenciou-se que os valores médios de AgNOR eram menores em
adenomas e carcinomas complexos do que em carcinomas simples. Ja o subtipo
tubulopapilar apresentou valores médios inferiores aos subtipos solido e anaplasico.
Ao analisar os 45 carcinomas, considerando o sistema de graduagao histoldgica,
percebeu-se que os tumores classificados como grau | apresentavam média inferior,
aos classificados como grau |l e grau lll. Conclui-se que os dois sistemas de
classificagdo se complementam, mas a graduagdo histolégica fornece uma
informacdo mais detalhada sobre o possivel comportamento biolégico destas
neoplasias, e que a média de AgNORs/nucleo tende a elevar-se em tumores que
apresentem caracteristicas histoldgicas de malignidade.

PALAVRAS-CHAVE: neoplasmas mamarios, morfologia-descritiva, graduacgao.
AgNOR, comportamento bioldgico, caninos.



Abstract

MENDES, Tatiane Camacho. Comparative evaluation of two histological
classification systems and validity of AgNOR to adenomas and mammary
canine carcinomas. 2006. 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-
Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

This report compares 2 histological classification methods. One descriptive and a
graduation system. They were used to classify 87 for mammary adenomas and
carcinomas and test if they have equivalence, contraposition or complementarlly in
order to determine the malignant rate risk of these tumors. The relationship between
these systems and the AgNOR index was also studied in 49 tumors. All complex
carcinomas were grade | or Il. Simplex carcinomas were all grade 3. Subtypes
analysis revealed 3 grades of tubulopapilar carcinomas. Solid carcinomas were found
only with in Il and IIl grades. Anapastic tumors were preferentially grade Ill. It was
found an average of 2,23 AgNORs/nuclei (amplitude 1,39 - 3,2). In comparison with
descriptive morphology, it as inferred that adenomas presents smaller vales as
complex carcinomas and simple carcinomas. The tubulopapilar subtype presents
average values smaller than solid and anaplastic subtypes. Tumors classified as
grade | present AQNOR average lower than that of grades Il and Ill. It was possible to
conclude that the histological graduation system offers more information about the
biological behavior. The AgNOR rate tends to elevate in tumors that present
histological properties of malignity.

KEY-WORDS: mammary neoplasm. canine. morphlogical descriptive. graduation.
AgNOR. biological behavior.
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1. Introducéo Geral

A prevaléncia de cancer em caes vem aumentando consideravelmente. A
crescente incidéncia das afec¢des neoplasicas nessa espécie possui varias razoes.
Entre elas esta a maior longevidade observada nestes animais (De Nardi et al.,
2002). Os tumores mamarios sdo os neoplasmas mais comuns em caninos, logo
apos os tumores de pele (Moulton, 1990; De Nardi et al., 2002; Queiroga & Lopes,
2002; Misdorp, 2002). Nas fémeas s&o os mais frequentes e encontram-se descritos
em todo o mundo (Queiroga & Lopes, 2002).

Muitos esforgos estdo sendo direcionados para a adogédo de critérios que
permitam a padronizagdo do diagnéstico, o entendimento do comportamento e
evolugao tumoral e a avaliacao de fatores prognésticos como: morfologia, expressao
de oncogenes e alteragdes génicas. O conhecimento e adogao desses parametros,
na rotina diagnostica, sdo de fundamental importancia para a escolha e sucesso de
terapias que comprovam diminui¢gdo da recorréncia tumoral e aumento da sobrevida
(Hellmén et al., 1993).

A biologia dos tumores mamarios caninos interessa a comunidade cientifica
em geral, pelo fato destes tumores apresentarem similaridades epidemiologicas
(Hellmén et al., 1993), clinicas (Mulas et al., 2005) e biolégicas (Moulton, 1990) com
0s neoplasmas mamarios da mulher sendo por isso, considerados 6timos modelos
em estudos comparativos (Queiroga & Lopes, 2002).

Em medicina veterinaria é cada vez mais importante estabelecer o
prognoéstico de um animal com doenga oncoldgica. Desta forma podem-se iniciar
novas modalidades terapéuticas, se aconselhadas, ou n&o proceder a qualquer

tratamento, evitando assim custos desnecessarios (Queiroga & Lopes, 2002).
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Uma grande quantidade de trabalhos tem proposto numerosos fatores
prognoéstico putativos do céncer de mama primario com diferentes niveis de
significancia. Atualmente, técnicas de avaliagdo histoldégicas que envolvem alta
tecnologia tém sido desenvolvidas com o objetivo de melhorar o prognédstico dos
tumores mamarios. Como consequéncia ha uma diminuicdo no interesse, por parte
dos pesquisadores, na avaliagao histopatoldgica tradicional das amostras de cancer
de mama, a qual pode gerar uma grande quantidade de informacg&o sobre a biologia
tumoral, o que é util clinicamente (Pinder et al., 1995).

A classificacdo histolégica dos tumores mamarios, usada em medicina
veterinaria, ndo é consensual. Atualmente sao utilizados diferentes sistemas, para
classificar histologicamente as lesdes mamarias caninas, de forma a prever o seu
comportamento biolégico (Queiroga & Lopes, 2002). Dentre as mais usadas, a
classificagao revisada por Misdorp (2002) e corroborada pela Organizagao Mundial
da Saude/Instituto de Patologia das Forgcas Armadas Americanas (OMS/AFIP), é a
mais utilizada por sua facilidade de aplicacao.

Desde a década passada, a graduacgdo histolégica vem se tornando
amplamente aceita como um poderoso indicador de prognéstico em cancer
mamario. Um dos sistemas de graduagdao tumoral comumente utilizado, para o
cancer mamario humano, foi aperfeicoado por Elston & Ellis (1991). Este sistema
combina pleomorfismo nuclear, formagao tubular e taxa mitética, sendo os tumores
mamarios classificados em graus de malignidade histolégica visando o progndstico.

Varias tentativas tém sido realizadas para melhorar a exatiddo do progndstico
de tumores, e para minimizar a subjetividade das classificagdes histologicas
estabelecidas (Piffko et al., 1997a). Ha, portanto, uma grande necessidade de se
estudar novos marcadores de progndstico que possam orientar o clinico na escolha
da modalidade terapéutica a ser empregada. Além disso, esses marcadores sao
fundamentais para o melhor entendimento da biologia desses neoplasmas (Bryne,
1998).

Existe uma ampla variedade de métodos que foram descobertos por esta area
de pesquisa, mas somente poucos sao também aplicaveis em tecidos inclusos em
parafina, como € o caso da técnica de AQNOR (Munakata & Hendricks, 1994; Lohr et
al., 1997). Esta foi introduzida dentro da patologia tumoral por Ploton et al. (1986), os
quais notaram que as AgNORs eram mais abundantes em células neoplasicas

malignas do que em benignas (Derenzini, 2000; Sfacteria et al., 2003). Inicialmente
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esta técnica foi usada como um parametro para o diagnostico de malignidade, sendo
aplicada na analise do prognéstico da doenga neoplasica (Derenzini, 2000). A
atividade proliferativa celular é representada pelo aumento de Regides
Organizadoras Nucleolares por nucleo (NORs/nucleo), o que reflete seu estagio de
mitose (Crocker, 1996; Mello & Alves, 1999; Derenzini, 2000).

O presente estudo teve como meta aplicar dois métodos de classificacao
histologica tradicionais, para tumores mamarios caninos, comparando-os, com 0
objetivo de evidenciar se ambos se equivalem, se contrapdem ou se completam, na
comprovagao do potencial maligno dos tumores. Posteriormente, verifica-se a
existéncia da correlagcao destes dois métodos com os indices de AGNOR por nucleo,

objetivando também, a definicdo de parédmetros de progndstico.



2. Revisao de Literatura

As caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos tumores mamarios caninos
sdo extremamente variaveis (Pérez Alenza et al., 1997), podendo ocorrer como
nddulos solitarios ou multiplos. Tanto tumores benignos quanto malignos podem
evidenciar-se como nodulos pequenos, firmes, e bem demarcados, de modo que se
torna impossivel a diferenciagdo dos dois tipos apenas pelo exame fisico (O’keefe,
1997).

Para os clinicos, € importante predizer a evolugdo da doenga tumoral
mamaria canina. Atualmente, novos fatores progndsticos tém sido estudados, no
entanto, uma importante parte desta informagao prognédstica tem sido baseada em
dados clinicos e histopatoldgicos (Pérez Alenza et al., 1997), no qual o progndéstico é
frequentemente expressado como a porcentagem de animais que sobrevivem de 1 a
2 anos apos a mastectomia inicial. Em caes, a sobrevida de 2 anos alcanga de 25 a
40% dos casos, e este tempo ¢é influenciado por fatores nao relacionados ao tumor
mamario (Misdorp, 2002).

A diversidade de tipos histologicos dos tumores de mama caninos tem
produzido conceitos conflitantes relacionados a histogénese e classificacdo, o que
resulta em uma variedade de sistemas taxonémicos (Martins et al., 2002).
Atualmente existem muitas tentativas para otimizar sua classificacdo visando
determinar seu comportamento biolégico (Lohr et al., 1997; Benjamin et al., 1999),
pelo fato destes tumores serem muito comuns em caes (Moulton, 1990; Simon et al.,
2001; Misdorp, 2002; Okamura et al., 2004; Mulas et al., 2005).

Estes podem apresentar varios componentes histologicos, tais como, a

abundante proliferacao de células mioepiteliais € componentes mesenquimais como



18

cartilagem, osso, medula dssea ou varios (Monteiros et al., 2002, 2005; Akiyoshi et
al., 2004).

Os métodos de classificagdo de tumores mamarios caninos baseiam-se em 3
critérios: histogénese, histologia descritiva e prognéstico (Misdorp, 2002). As
classificagdes mais utilizadas sao fundamentadas principalmente na avaliacao
histopatolégica (descricdo morfolégica tumoral), e somente uma pequena parte é
baseada na histogénese. A classificagdo histogénica € dificultada pela falta de
capacidade em determinar que tipo celular especifico origina certos tipos de tumores
mamarios. Também, pelas idéias conflitantes quanto ao papel do mioepitélio na
génese de tumores complexos e mistos e, mais freqientemente, nos neoplasmas
benignos caninos (Gama et al., 2003).

Um destes métodos de classificagao foi recentemente revisado por Misdorp
(2002) e corroborado pela OMS/AFIP. Este, de uma certa forma, objetiva o
prognoéstico, baseando-se na descricdo morfologica e histogénica. Os tumores
malignos, por este método, sao classificados em ordem crescente de malignidade,
como: carcinoma n&o infiltrativo (in situ), carcinoma complexo (com envolvimento de
dois tipos celulares: epitélio e mioepitélio), carcinoma simples (com envolvimento de
um unico tipo celular: epitélio; subtipos tubulopapilar, sélido, e anaplasico),
carcinomas de tipos especiais (subtipos de células estreladas, com diferenciagcéo
escamosa, mucinoso e rico em lipideos), sarcomas (subtipos fibrossarcoma,
osteossarcoma, carcinossarcoma e outros sarcomas) e carcinoma ou sarcoma em
tumor benigno. Ja os tumores benignos sao classificados em adenoma (subtipos
simples, complexo e basaldide), fibroadenoma (subtipos baixa e alta celularidade),
tumor benigno misto, papiloma ductal, tumores nado classificados e
displasias/hiperplasias mamarias (subtipos hiperplasia ductal, hiperplasia lobular,
cistos, ectasia ductal, fibrose focal ou fibroesclerose e ginecomastia) (Misdorp,
2002).

Entre as variaveis progndsticas, o tipo tumoral tem sido apresentado como
um fator importante em quase todos os estudos, havendo aumento de malignidade
de carcinomas complexos para carcinomas simples e sarcomas (Monteiros et al.,
2005).

Pode ocorrer diferenga no prognéstico entre carcinomas mamarios complexos
e simples. Os tumores de padrdo simples sao descritos como lesdes que tendem a

ser localmente invasivas, e na maioria dos casos, infiltram os vasos linfaticos
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(Misdorp & Hart, 1979; Misdorp, 2002). Devido a estas particularidades, achados
similares foram encontrados em outros estudos progndsticos. Monlux et al. (1977),
Yamagami et al. (1996b) e Misdorp (2002), afirmaram que, animais que possuiam
carcinomas sem formacgao tubular ou proliferacdo de células mioepiteliais tinham
uma taxa de sobrevida menor que animais que possuiam carcinomas com estas
caracteristicas. Esta diferenca prognostica, porém, nado foi evidenciada em um
trabalho que estudou uma populagdo de caes Beagle expostos a radiagdo (Benjamin
et al., 1999).

A malignidade de um neoplasma € avaliado por varios itens subdivididos,
preenchendo e considerando determinados aspectos do prognéstico dos tumores
mamarios (Ferreira et al., 2003). Em pacientes humanos, o método mais comum
para graduacéao histolégica de carcinomas mamarios € o método de Elston & Ellis
(1991). A graduacéao por este método mostrou uma forte relagdo com o prognéstico
em um grande numero de pacientes com varios tipos de tumores acompanhados por
um longo periodo (Pinder et al., 1995; Karayannopoulou et al., 2005). Recentemente
ele também tem sido usado em estudos de tumores mamarios caninos (Dutra et al.,
2004; Karayannopoulou et al., 2005). O sistema € facilmente utilizado e com
experiéncia pode ser aplicado rapidamente (Pinder et al., 1995).

A graduagado histologica avaliada neste método € um forte indicador da
sobrevida dos pacientes. Em medicina humana, pacientes com carcinomas de grau |
tem uma chance de 85% de sobrevivéncia por um periodo de 10 anos, comparado
com menos que 45% para pacientes com tumores de grau lll (Pinder et al., 1995).
Independentemente do método utilizado para a graduagao tumoral, sempre ha um
elemento de subjetividade e, como consequéncia, ha uma reduzida reprodutibilidade
dos resultados. No entanto, a graduacao histologica, pelo método proposto por
Elston & Ellis (1991), foi relatada como um indicador progndstico objetivo de
malignidade, semelhante a avaliagdo da fragdo celular na fase S, por citometria de
fluxo, ou do indice de proliferagao celular pelo Ki-67, através da imunoistoquimica.
Sendo considerado um método seguro e amplamente utilizado em medicina humana
(Karayannopoulou et al., 2005).

O interesse na complementacao dos métodos tradicionais usados para avaliar
o prognostico do cancer tem levado ao desenvolvimento de diferentes tipos de
marcadores tumorais (Schmitt, 1999; Oshima & Forones, 2001). Na pratica

veterinaria estes ainda ndo sdo comumente utilizados, e existe a necessidade do
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desenvolvimento de novas estratégias para o diagnodstico e progndstico de tumores
mamarios caninos (Okamura et al., 2004).

A identificacdo destes marcadores, relacionados com recidiva, sobrevida e
resposta terapéutica, facilitaria a compreensdo do comportamento bioldgico tumoral
e, consequentemente, a identificacdo de pacientes que correm maiores riscos por
razao da doenca. Um marcador prognostico para neoplasmas pode ser definido
como qualquer molécula capaz de, no momento do diagnostico (ou cirurgia),
fornecer informacdes a respeito da evolugao clinica do tumor. Para tal, este deve
estar relacionado a determinadas caracteristicas biolégicas envolvidas na
transformacao celular neoplasica, no crescimento tumoral ou no processo da
cascata metastatica (Schmitt, 1999). A padronizagdo destes marcadores permitiria
discriminar, com maior clareza, pacientes que possam ser favorecidos com cirurgia,
cirurgia associada a quimioterapia, tratamentos mais agressivos ou protocolos
experimentais (Oshima & Forones, 2001).

A proliferagédo celular é o processo biolégico mais fundamental, em raz&o do
seu papel no crescimento e na manutencdo da homeostasia do tecido.
Especialmente em tumores, a proliferagdo celular tem tradicionalmente recebido
muita atencao, tornado-se popular em histopatologia como um meio de predizer o
comportamento dos tumores, ou seja, sua probabilidade de recorréncia no local, seu
potencial de metastizar e a capacidade de desenvolver esta metastase, e por meio
deste indica o tempo livre sem a doenga e o tempo de sobrevivéncia até a morte
(van Diest et al., 1998).

Nos ultimos anos, a técnica AQNOR vem se tornando um método amplamente
utilizado na patologia tumoral, principalmente para a avaliagdo da agressividade de
neoplasmas malignos e do progndstico (Mello & Alves, 1999; Korneyev et al., 2000).
Tal conceito indica que o uso das AgNORs tem um valor adicional, podendo ser
associado aos demais métodos que avaliam a velocidade de crescimento, para,
enfim, obter-se uma visdo mais precisa da atividade proliferativa do tumor (Mello &
Alves, 1999).

A técnica de AgNOR se baseia na ligacdo da prata coloidal as proteinas
acidas, nao-histbnicas, associadas as NORs (Tateishi et al., 1995; Rivero & Aguiar,
2002; Sfacteria et al., 2003), e s&o observadas como pontos intranucleares,

aglomerados, castanhos-escuros, isolados e grandes ou pequenos € numerosos
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(Crocker, 1996; Derenzini, 2000; Trereé, 2000; Oshima & Forones, 2001; Sfacteria et
al., 2003; Dzimira, 2005).

Varios estudos sugerem que a associagdo da quantidade de AQNORs com o
prognéstico do cancer, era consequéncia deste valor representar o tempo da
velocidade da proliferagao celular (Derenzini, 2000). Assim, um alto valor de AgNOR
caracteriza tumores com alta atividade metabdlica e rapida atividade proliferativa,
sendo que uma alta quantidade de AgNOR pode ser considerada como um
marcador de fendtipo maligno tumoral com pobre prognadstico (Pich et al., 2000).

Ja foi constatado que, as proteinas AQNOR tendem a estar em maior niumero
em células neoplasicas, indicando que uma maior velocidade de proliferagao celular
corresponderia a uma maior quantidade de proteinas AQNOR (Sfacteria et al., 2003).
Em uma dupla coloragdo com AgNOR e Ki-67, realizada em tumores mamarios
humanos, foi observado que, o numero de AgNORs variou de 1 a 3. Neste estudo os
nucleos Ki-67 positivos possuiam de 2 a 12 AgNORs. Como a positividade ao Ki-67
reflete células que estdo em ciclo, isto significou que as células que apresentavam
poucas quantidades de AgQNORs eram células em repouso, ao passo que células
com numeros elevados de AgQNORSs representavam células em ciclo (Mourad et al.,
1992).

Em outro estudo, que usou dupla marcagdo para o PCNA (antigeno de
proliferagdo celular) e AQNOR, em carcinomas adendides cisticos humanos, foram
encontrados valores médios de AgNORs/nucleo inferiores, para células negativas
para o PCNA, e superiores para células positivas. O PCNA é uma proteina nuclear
que possui importante papel na replicacdo do DNA. A imunomarcacgao para o PCNA
tem sido muito utilizada na avaliacdo da proliferagao celular de diversos tumores,
mostrando-se util na discriminagdo entre neoplasias benignas e malignas, e na

correlagao com o grau de malignidade (Rivero & Aguiar, 2002).



3. Capitulo 1

Avaliacdo comparativa dos sistemas de classificacdo de tumores mamarios em

cadelas por histomorfologia ou por graduacéao histolégica

3.1. Resumo

Tumores mamarios s&o muito comuns nas fémeas caninas. Sendo assim, fatores
progndsticos seguros sao de grande importancia para estimar o risco individual em
consequéncia de um curso clinico desfavoravel. A proposta do presente estudo foi
aplicar dois métodos de classificagao histolégica para tumores mamarios caninos,
histologia descritiva revisada por Misdorp (2002) e corroborada pela OSM/AFIP e
graduacgéao histolégica proposta por Elston & Ellis (1991). Isto foi aplicado em 87
casos diagnosticados como carcinomas mamarios caninos, comparando-os, com 0O
objetivo de evidenciar se ambos se equivalem, se contrapéem ou se completam, na
comprovacgao do potencial maligno dos tumores. Todos os carcinomas complexos
situaram-se nos graus | (75%; 24/32) e Il (25%; 8/32). Ja os carcinomas simples
distribuiram-se pelos trés graus (grau | 36,4% - 20/55; grau Il 32,7% - 18/55; grau Il
30,9% - 17/55). A andlise dos subtipos revelou que os carcinomas tubulopapilares
distribuiram-se pelos trés graus (grau | 54,1% - 20/37; grau Il 37,8% - 14/32; grau Il
8,1% - 3/37). Ja os carcinomas solidos apresentaram 33,3% (3/9) no grau Il, e 66,7%
(6/9) no grau lll. Nos carcinomas anaplasicos evidenciou-se 11,1% (1/9) no grau Il, e
88,9% (8/9) no grau lll. Conclui-se que os dois sistemas se complementam, mas a
graduacéao histologica fornece informagao mais adequada sobre o comportamento
bioldgico destes neoplasmas.

Palavras-chave: neoplasma mamario. canino. morfolégico-descritivo. graduagao.

comportamento bioldgico.
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3.2. Introducao

Tumores mamarios espontaneos sao vistos frequentemente em caes, gatos
e humanos. Sdo os neoplasmas mais comuns em fémeas caninas (Loar, 1992;
Simon et al., 2001; Pires et al., 2003; Mulas et al., 2005) com uma incidéncia de
105:100.000 (Hellmén et al., 2000). Todas as ragas de cades podem ser afetadas,
mas algumas possuem alta prevaléncia, como no caso das ragas Dachshund e
Pointer (Moulton, 1990; Yamagami et al., 1996a; Misdorp, 2002). Os neoplasmas
geralmente ocorrem em média a partir da idade de 6-7 anos (Hellmén et al., 1993,
2000; Queiroga & Lopes, 2002; Misdorp, 2002; Pires et al., 2003), com rara
ocorréncia em cdes com menos de 4 anos (De Nardi et al., 2002; Okamura et al.,
2004).

Tumores malignos e benignos sao freqientemente diagnosticados, sendo que
os malignos representam aproximadamente 50% de todos os tumores mamarios
caninos (Hellmén et al., 2000; Simon et al., 2001, Yazawa et al., 2001; Okamura et
al.,, 2004). Estes podem ser unicos ou multiplos, e variam tanto no seu tipo
histolégico, quanto na localizagdo do sitio tumoral. Eles possuem uma morfologia
histologica intricada, pois podem gerar tumores epiteliais, mesenquimais e/ou mistos
(Hellmén et al.,, 2000). Devido a sua heterogeneidade histomorfologica e
apresentagao clinica, a evidéncia histolégica de malignidade nao, invariavelmente,
implica em um curso clinico maligno (Misdorp, 2002; Okamura et al., 2004; Mulas et
al., 2005).

Sendo assim, fatores progndsticos seguros sdo de grande importancia para
estimar o risco individual em consequéncia de um curso clinico desfavoravel.
Existem muitos fatores progndsticos reconhecidos e bem aceitos para os tumores
mamarios caninos, tais como o tamanho do neoplasma, comprometimento dos
linfonodos regionais, presenga de metastases distantes, tipo histoldgico, grau de
malignidade histologica e grau de diferenciagao nuclear (Mulas et al., 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), propde uma classificacdo para
tumores, baseada na morfologia descritiva levando em consideragao o potencial de
malignidade destes neoplasmas. E sabido que, de acordo com a elevacdo deste
potencial de malignidade, ha uma redugao consideravel da taxa de sobrevida dos

animais (Misdorp et al., 1999).
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A proposta do presente estudo foi aplicar dois métodos de classificacao
histolégica para tumores mamarios caninos, comparando-os, com 0 objetivo de
evidenciar se ambos se equivalem, se contrapdem ou se completam, na

determinacao do potencial maligno dos tumores.
3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Amostras

Para a realizacao do presente trabalho foram resgatados 87 casos, oriundos
de bidpsias excisionais ou de necropsias, diagnosticados como carcinomas
mamarios caninos dos tipos simples e complexo. Destes 42 casos eram
provenientes do laminario do Departamento de Patologia Animal da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), e os outros 45 casos foram recuperados dos arquivos
do Laboratério Regional de Diagnéstico (LRD) da UFPel. Deste material incluso em
parafina foram confeccionadas laminas histologicas, coradas com hematoxilina-

eosina como de rotina, para analise por microscopia Optica de luz.

3.2.2. Morfologia descritiva

Os carcinomas foram classificados de acordo com a descri¢do histolégica
para tumores mamarios em caninos. Para isso utilizaram-se os critérios histolégico-
descritivos apresentados por Misdorp (2002) e apoiados pela Organizagao Mundial
de Saude/Instituto de Patologia das Forgas Armadas Americanas (OMS/AFIP), que
caracterizam os tumores com a seguinte ordem crescente de malignidade:
carcinoma nao infiltrativo (in situ), carcinoma complexo, carcinoma simples (subtipos
tubulopapilar, solido e anaplasico), carcinomas de tipos especiais (subtipos de
células estreladas, com diferenciagdo escamosa, mucinoso e rico em lipideos),
sarcomas (subtipos fibrossarcoma, osteossarcoma, carcinossarcoma e outros

sarcomas) e carcinoma ou sarcoma em tumor benigno.

3.2.3. Graduacao histolégica

A graduacéo histolégica foi estabelecida de acordo com o sistema proposto por
Elston & Ellis (1991) (Figura 1). Este sistema considera a formagao tubular, o
pleomorfismo nuclear e o indice mitotico. A graduagdo histolégica € obtida pelo
somatério dos pontos destes trés parametros, e resulta em neoplasmas que sao

classificados como de grau | quando os escores resultantes da somatéria ficam entre



25

3 e 5, de grau Il quando os escores ficam entre 6 ou 7, e de grau lll quando os
escores ficam entre 8 ou 9.

Figura 1 — Resumo do método semi-quantitativo para avaliagdo do grau histolégico
em carcinomas mamarios, proposto por Elston & Ellis (1991)

Aspecto Escore

Formacéo tubular
Boa formacgéao tubular (acima de 75%) 1
Moderada formagéo tubular (entre 10 e 75%) 2
Pouco ou nenhuma formagéao tubular (10% ou menos) 3
Pleomorfismo nuclear
Pequeno, células uniformes e regulares 1
Moderado aumento no tamanho e variabilidade celular 2
Marcada variacao 3

Contagem mitética

0-7 1

8-16 2

maior que 17 3
Total do escore Grau de malignidade

3-5 I

6-7 Il

8-9 11

Fonte: Elston & Ellis (1991)
3.3. Resultados

3.3.1. Estudo histoldgico-descritivo

Do total de 87 amostras tumorais, 36,8% (32/87) eram de carcinomas
complexos e 63,2% (55/87) carcinomas simples, de diferentes arranjos morfologicos.
Os tumores simples foram classificados de acordo com o seu padrao morfoldgico,
como tubulopapilar, solido ou anaplasico. Dentre os carcinomas simples, encontrou-
se 67,2% (37/55) carcinomas tubulopapilares, 16,4% (9/55) carcinomas sdlidos e
16,4% (9/55) anaplasicos (Fig. 2).

3.3.2. Graduacao dos tumores

Dos 87 casos selecionados, 50,6% (44/87) pertenciam ao grau |, 29,9% (26/87)
como grau Il e 19,5% (17/87) como grau lll (Tab. 1). Dos 44 tumores classificados
como grau |, nove possuiam escore 3, doze escore 4 e vinte e trés tumores foram
enquadrados no escore 5. Ja dos tumores classificados como grau Il, vinte
obtiveram escore 6 e seis 0 escore 7. Dos tumores classificados com grau lll, doze

tumores foram categorizados com escore 8 e cinco receberam escore 9 (Fig. 3).
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3.3.3. Descritivo morfoldgico x Graduacao

Dos 32 tumores complexos, 24 apresentaram grau | de malignidade, e oito grau
II. Chama-se a atencgao para o fato de que entre os tumores complexos, dados como
os de menor malignidade, ndo foram encontrados tumores grau lll.

Dentre os carcinomas simples (55), 37 eram carcinomas tubulopapilares. Vinte
destes foram classificados como grau I, 14 como grau Il e 3 como grau lll. Ja os
carcinomas sélidos totalizaram 9 casos, sendo 3 grau Il e 6 grau lll. Considerando os
9 tumores classificados como carcinomas anaplasicos, um foi classificado como grau
Il e oito grau lll (Tab. 2, Fig. 4 e 5).

Tabela 1 — Graduacao de 87 carcinomas mamarios caninos pelo método de Elston &

Ellis (1991)
Grau N° de casos (%)
I 44 (50,6%)
Il 26 (29,9%)
1 17 (19,5%)
Total 87 (100%)

3.4. Discusséao

O método de classificacdo morfoldgica revisado por Misdorp (2002), e
apoiado pela OSM/AFIP, foi aplicado as 87 amostras selecionadas para este estudo.
Destas, 63,2% (55/87) eram carcinomas simples e 36,8% (32/87) eram carcinomas
complexos. Isto reflete 0 que € citado por outros autores que afirmam que, o
carcinoma simples é o tumor mamario maligno mais comum no céo. Estes quando
comparados com todos os outros carcinomas mamarios combinados, possuem
prognostico desfavoravel (Misdorp, 2002).

Karayannopoulou et al. (2005), relataram que de um total de 85 neoplasmas
mamarios caninos, classificados em carcinoma simples, carcinoma complexo,
carcinoma de células estreladas e carcinoma em tumor benigno, 64,7% (55/85) eram
carcinomas simples e 9,4% (8/85) eram carcinomas complexos. No presente estudo
observou-se, porém, que houve uma distribuicdo mais uniforme entre os dois tipos
histolégicos diagnosticados. Isto, provavelmente, € explicado devido a diferencga
entre as quantidades de tumores simples (55) e complexos (32), comparadas com
as obtidas por Karayannopoulou et al. (2005) (55 carcinomas simples e 8

carcinomas complexos).



Tabela 2 — Resumo comparativo da distribuicdo dos carcinomas mamarios caninos, de acordo com parametros histolégicos
descritivos e graduacao pelos critérios de Elston & Ellis (1991)

Tipos Grau | Grau Il Grau Il Total (%)

ESCORE 3 4 5 6 7 8 9
Carcinoma complexo 5 6 13 6 2 - - 32 (36,8%)
Carcinoma simples Tubulopapilar 4 6 10 11 3 3 37 (42,4%)
Sélido - - - 3 - 5 1 9 (10,4%)
Anaplasico - - - - 1 4 4 9 (10,4%)
Total 9 12 23 20 6 12 5 87 (100%)

LC
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Figura 2 — Morfologia descritiva dos carcinomas mamarios caninos: (A)
carcinoma complexo, (B) carcinoma simples tubulopapilar, (C)
carcinoma simples solido, (D) carcinoma simples anaplasico
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Figura 3 — Graduagéao histolégica segundo o método de Elston & Ellis (1991)
dos carcinomas mamarios caninos: (A) carcinoma grau |, (B)
carcinoma grau ll, (C) carcinoma grau Il
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Figura 4 — Morfolégico descritivo e graduacgéo histologica dos carcinomas
mamarios: (A) carcinoma complexo grau Il, (B) carcinoma simples
tubulopapilar grau I, (C) carcinoma simples tubulopapilar grau II,
(D) carcinoma simples tubulopapilar grau Ill, (E) carcinoma
simples solido grau lll, (F) carcinoma simples anaplasico grau I
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Figura 5 — Representagao grafica da distribuicdo dos diferentes tipos de
carcinomas mamarios caninos e seus respectivos graus de
malignidade.
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Ao avaliar-se somente o0s carcinomas simples, levando em
consideragdo seus subtipos, observou-se que 67,2% (37/55) foram
classificados como tubulopapilares. Eles ocorrem freqientemente em caes
(Misdorp, 2002), o que explica o alto numero de casos encontrados, quando
comparados com os demais subtipos. Os subtipos sdélido e anaplasico, neste
estudo, expressaram porcentagens iguais de 16,4% (9/55) cada. Estes dois
subtipos de tumores simples sdo menos frequentes em caes. Num estudo
realizado por Pérez Alenza et al. (1997), o subtipo sélido foi o tumor que mais
frequentemente apresentou metastases. Ja o carcinoma anaplasico possui um
prognoéstico pobre, porque freqientemente recidiva e metastisa, sendo a
remogao cirurgica a unica forma de tratamento e ainda de carater questionavel
(Misdorp, 2002).

Todos os 87 tumores mamarios foram graduados de acordo com o
sistema proposto por Elston & Ellis (1991). A maioria destes, 50,6% (44/87),
foram classificados como grau |, 29,9% (26/87) como grau Il e apenas 19,5%
(17/87) como grau lll. Dutra et al. (2004), aplicaram em 42 tumores mamarios
caninos, graduacgao histolégica e expressdo imunoistoquimica de c-erbB-2.
Neste estudo 28,6% (12/42) dos tumores foram classificados como grau |,
42,8% (18/42) como grau I, e 28,6% (12/42) como grau lll. Do total de
tumores, 30,9% (13/42) foram também positivos para o c-erbB-2.

No cancer mamario humano a graduacéao histolégica e a expressao do
c-erbB-2 tem sido correlacionada com o prognostico. Estudos sobre o c-erbB-2
tem mostrado que este proto-oncogene, responsavel pela regulacdo da
proliferagdo celular, estd envolvido na carcinogénese dos tumores mamarios.
Ele também esta associado a um prognédstico pobre e ao decréscimo do tempo
de vida livre da doenca neoplasica (Dutra et al., 2004). Na espécie canina é
descrita uma super expressao do c-erbB-2 correlacionada como diagnostico
histopatolégico de malignidade, mas ndo com a presenga de invasao local ou
doenga metastatica regional (Cassali, 2000).

Karayannopoulou et al. (2005), ao aplicarem este sistema de
graduacgdo histologica, encontraram uma distribuicio homogénea entre os
graus. Do total de 85 carcinomas, 31,8% (27/85) foram classificados como grau
I, 32,9% (28/85) como grau Il e 35,3% (30/85) como grau lll. Estes resultados
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diferem dos encontrados pelo presente estudo, onde o grau | contemplou o
maior numero de casos, e o grau lll o menor.

O escore de um neoplasma é baseado no grau de diferenciagdo da
célula neoplasica, e no numero de figuras mitdticas do tumor, caracteristicas
correlacionadas com a agressividade do tumor. Critérios para o escore dos
tumores mamarios nédo sdo usados sistematicamente em patologia veterinaria,
o que dificulta muito a predigdo progndstica de certos tumores (Ferreira et al.,
2003). No presente estudo ao analisar-se os escores, foi observado que a
maioria dos tumores, 49,4% (43/87), encontrava-se concentrada entre os
escores 5 e 6, que sao os escores limitrofes entre os graus | e Il, e o restante
estava distribuido, de forma mais proporcional, entre os outros escores.

Quando se compararam os dois sistemas de classificagdo, histologia-
descritiva e grau de malignidade histolégica, observou-se que todos os
carcinomas complexos estavam localizados nos graus | (75%; 24/32) e Il (25%;
8/32). Os dados encontrados por Karayannopoulou et al. (2005), mostram uma
distribuicdo dos carcinomas complexos, semelhante a nossa, no qual 87,5%
(7/8) foram classificados como grau |, apenas 12,5% (1/8) como grau Il e
nenhum como grau lll. Foi entdo verificado que, os carcinomas complexos
realmente possuem baixo grau de malignidade (Misdorp, 2002).

Os carcinomas simples distribuiram-se de forma proporcional pelos trés
graus, com 36,4% (20/55) no grau |, 32,7% (18/55) no grau Il e 30,9% (17/55)
no grau lll. Esta distribuicdo diferiu da encontrada em Karayannopoulou et al.
(2005). Naquele estudo, numa amostra de 55 tumores, somente 18,2% (10/55)
foram classificados como grau |, 30,9% (17/55) como grau Il e 50,9% (28/55)
como grau lll.

Quando forram analisados os carcinomas simples, levando em
consideragdo seus subtipos juntamente com a graduagdo histoldgica,
evidenciou-se que os carcinomas tubulopapilares distribuiam-se pelos trés
graus. Ocorreram principalmente no grau | com 54,1% (20/37), seguida por
37,8% (14/32) no grau Il e 8,1% (3/37) no grau lll. Isto reforga o fato ja citado
que, dentre os carcinomas simples, o tubulopapilar € o tipo histolégico
considerado de menor malignidade (Misdorp, 2002). Tanto carcinomas
anaplasicos, como os solidos, nao classificaram dentro do grau I, mas a sua

distribuicdo nos outros graus diferiu. Os carcinomas solidos ficaram distribuidos
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nos graus Il (33,3%; 3/9), e lll (66,7%; 6/9). J& os carcinomas anaplasicos
foram observados nos graus Il com 11,1% (1/9), e no grau Ill com 88,9% (8/9).
Os resultados encontrados traduzem o que ja foi citado pela literatura, ou seja,
que estes dois ultimos subtipos histolégicos de carcinomas simples sao os de
maior potencial maligno (Misdorp, 2002).

Ao levar em conta somente o0s escores, observou-se que nos
carcinomas complexos os escores variaram de 3 a 7, contemplando os graus |
e Il, e o maior numero de casos encontravam-se dentro do escore 5 (13/32),
seguido pelos escores 4 (6/32) e 6 (6/32). Cabe aqui ressaltar que os escores 4
e 5 contemplam o grau |. Isto leva a crer que os tumores complexos tendem a
manifestar caracteristicas histomorfolégicas correspondentes a um grau de
malignidade que representaria um progndéstico mais favoravel ao paciente se
comparados com outros tumores mamarios malignos, como € o caso dos
carcinomas simples.

Quando foram avaliados os tumores simples, tendo como base os
escores obtidos, foi observado que este tipo de tumor expressou escores que
variavam de 3 a 9, contemplando os trés graus de malignidade. A maioria dos
casos concentrou-se, em ordem decrescente nos escores 6 (14/55), escore 8
(12/55) e escore 5 (10/55). Ressalta-se que o escore 6 é o primeiro escore
pertencente ao grau |l e o escore 8 o primeiro do grau lll. Verifica-se que os
carcinomas simples tendem a mostrar um alto grau de malignidade histoldgica,
conferindo a este tipo de tumor um progndstico desfavoravel.

Ao analisar os escores de acordo com os diferentes subtipos
histolégicos de carcinomas simples, evidenciou-se que os do tipo tubulopapilar
possuiam escores de 3 a 8, sendo que o escore 6 (11/37) ocorre no maior
namero de casos, seguido pelo escore 5 (10/37). Estes dois escores sao os
limitrofes dos graus | e Il, sugerindo que neste caso o valor do escore
transmitiria o potencial de malignidade do tumor de forma mais fidedigna, do
que quando se observa somente o grau de malignidade.

O subtipo solido revelou escores de 6 a 9, onde o escore 8 (5/9)
englobou o maior numero de casos, seguido pelo escore 6 (3/9). Isto reflete a
tendéncia deste tumor para um prognostico desfavoravel. Nos carcinomas
anaplasicos, os escores variaram de 7 a 9, sendo que os escores 8 e 9

expressaram um total de quatro casos cada. Estes dois escores pertencem ao
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grau lll, demonstrando que este tipo de carcinoma simples € o que possui 0
pior prognostico, quando comparado com os outros tipos de carcinomas
mamarios, tendo como base este sistema de classificagéo.

Karayannopoulou et al. (2005), em seu estudo, avaliaram os animais
durante um periodo de 2 anos apos a mastectomia inicial. Neste caso, a morte
pelo neoplasma ou por eutanasia devido a metastases, foi de 45,9% (39/85).
Destes animais, 94,9% (37/39) eram carcinomas simples, e nenhum era do tipo
complexo. Quando avaliada a graduagdo dos tumores e a taxa de
sobrevivéncia neste estudo, 46,4% (13/28) dos tumores eram classificados
como grau Il e 86,7% (26/30) eram grau Ill. Nenhum paciente de grau | morreu
no periodo do estudo. Isto revela que ha um aumento no risco de morte para
pacientes com graus Il e Ill, quando comparados com pacientes de grau |I.

Os dados obtidos neste estudo revelaram que, quando se classificam
tumores de mama caninos, a distingado entre os tipos complexo e simples é
importante, por esses dois tipos possuirem diferengas prognosticas relevantes
(Misdorp & Hart, 1979; Yamagami et al., 1996b; Benjamin et al., 1999; Misdorp,
2002). Isto fica evidente quando estes tumores sao submetidos aos sistemas
de graduacao histolégica, onde a maioria destes ficou distribuida pelo grau I, e
o carcinoma complexo foi seu maior representante. Mas, ao observarmos
somente os carcinomas simples nota-se que estes contemplaram os trés graus,
sendo que o grau lll foi representado principalmente pelos carcinomas sélido e
anaplasico. Ja os tubulopapilares, por terem demonstrado uma distribuicdo
mais homogénea pelos trés graus deste sistema, revelou que a analise de seu
escore mostra de forma mais clara, o potencial de malignidade das amostras
estudadas. Isto torna-se mais evidente quando nos deparamos com 0s escores
6 e 8, escores estes que englobam o maior nimero de casos, reforgcando que
este tumor é o menos maligno dos carcinomas simples (Misdorp, 2002).

Com os dados obtidos neste trabalho observa-se a necessidade deste
ser complementado com estudos prospectivos de avaliagdo da sobrevida dos
pacientes, frente ao tipo de tumor e grau que estes apresentam, para assim
poder-se realmente avaliar a importancia prognostica destes métodos de
classificagao histolégica para tumores mamarios caninos.

A maioria dos estudos prognédsticos tem sido baseados em grupos de

caes e seus tumores, embora a significancia progndstica das mesmas variaveis
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nao seriam necessariamente aplicadas para cada caso individual. Isto defende
que o relato do patologista deve incluir o diagnostico (tipo histolégico do tumor)
e outros fatores de significancia progndstica, tais como o grau de malignidade
histolégica (grau |, grau Il e grau lll), grau de infiltracdo e invasédo vascular
(Misdorp, 2002).

3.5. Conclusdes

Com este estudo conclui-se que estes dois sistemas se
complementam, sendo importante seu uso concomitante. Porém, a realizagao
isolada da graduacgdo histologica forneceu maiores informagdes sobre o
possivel comportamento biolégico destes neoplasmas. Isto principalmente
quando observamos a distribuicdo dos carcinomas simples, subtipo
tubulopapilar, neste sistema, pois este contemplou os trés graus de

malignidade, revelando uma grande variagao na sua apresentagao histolégica.
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4. Capitulo 2

Avaliacdo do uso da AgNOR como ferramenta progndéstica para tumores

mamarios caninos

4.1. Resumo

Atualmente existem muitas tentativas para otimizar a classificacdo de tumores
mamarios caninos visando determinar seu comportamento bioldgico, pelo fato
destes serem muito comuns em caes. Varios estudos tém revelado uma
correlagao significativa entre o valor de AQNOR e a taxa de sobrevida do
paciente. O presente trabalho teve como objetivo verificar se existe correlagao
entre os indices de AgNOR, e o potencial de malignidade dos tumores
mamarios caninos, definido por dois métodos tradicionais de classificacao,
histologia descritiva revisada por Misdorp (2002) e apoiada pela OSM/AFIP e
graduacéo histologica proposto por Elston & Ellis (1991). Para o estudo foram
selecionados 45 carcinomas, dos tipos simples e complexo e 4 adenomas
mamarios caninos. Ao aplicar a técnica de AgNOR obteve-se uma média de
2,23 AgNORs/nucleo (amplitude 1,39 - 3,2). Quando avaliados utilizando
morfologia-descritiva, evidenciou-se que os valores médios de AgNOR eram
menores em adenomas complexos (média 1,95; amplitude 1,39 — 2,26) e em
carcinomas complexos (média 1,97; amplitude 1,84 — 2,35) que em carcinomas
simples (média 2,35; amplitude 1,72 — 3,2). Ja o subtipo tubulopapilar
apresentou valores médios inferiores (media 2,19; amplitude 1,72 - 3,2) aos
subtipos solido (média 2,44; amplitude 1,96 — 2,86) e anaplasico (média 2,51;

amplitude 1,92 — 3,11). Ao analisar os 45 carcinomas, considerando o sistema
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de graduacao histolégica, percebeu-se que os tumores classificados como grau
| apresentavam média inferior de AQNOR/nucleo (média 1,99; amplitude 1,73 —
2,7), que os classificados como grau Il (média 2,25; amplitude 1,72 — 3,2) e
grau lll (média 2,51; amplitude 1,92 - 3,11). Os resultados foram
estatisticamente significativos. Com este estudo pode-se concluir que a média
de AgNOR/nucleo tende a elevar-se em tumores que apresentem
caracteristicas histologicas de malignidade.

Palavras-chave: neoplasia mamaria. canino. morfolégico-descritivo. graduacgao.

AgNOR. comportamento bioldgico.

4.2. Introducéo

Em medicina veterinaria os fatores preditivos para tumores, tais como,
comportamento bioldgico, avaliagdo anatomopatoldgica, comprometimento dos
linfonodos e tamanho tumoral ndo estdo ainda bem fundamentados (Hellmén et
al., 1993; Harvey et al., 1995; van Diest et al., 2004). As caracteristicas clinicas
e histopatolégicas dos tumores mamarios sdo extremamente variaveis,
observando-se desde nodulos de aparéncia benigna até grandes massas com
caracteristicas malignas (Pérez Alenza et al., 1997). A maior dificuldade clinica
estd no progndstico pds-cirurgico preciso, o qual deve-se basear em varias
caracteristicas relacionadas ao paciente e ao tumor (Karayannopoulou et al.,
2005).

Uma das caracteristicas mais importantes da transformacao neoplasica
€ o descontrole do ciclo celular, e esta alteragao esta também envolvida na
expansao clonal de uma populagdo tumoral maligna (Ceccarelli et al., 2000;
Korneyev et al., 2000). Este aspecto é considerado como uma das maiores e
mais poderosas ferramentas para se prever o comportamento neoplasico
(Ceccarelli et al., 2000).

Métodos que avaliam a proliferagdo celular tém sido desenvolvidos e
empregados. Eles incluem contagem mitética, quantificacdo da fragao celular
na fase S, por citometria de fluxo, e deteccdo imunoistoquimica de moléculas
relacionadas ao ciclo celular, tais como o Ki-67/MIB1 e o PCNA (Tateishi et al.,
1995; Ceccarelli et al., 2000; Derenzini, 2000; Lorenzato et al., 2000).

Além destes, a avaliagdo quantitativa das proteinas associadas as

regides organizadoras nucleolares (NORs) coradas pela prata (Ag) (Lohr et al.,
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1997; Ceccarelli et al., 2000; Derenzini, 2000; Treré, 2000; Yazdi & Taghauvi,
2005) foi introduzida como um indicador da atividade proliferativa da célula
neoplasica (Crocker et al., 1989; Ceccarelli et al., 2000; Oshima & Fonores,
2001). Este método vem sendo usado para identificar o estagio do ciclo celular
e para medir a atividade mitética da célula (Crocker et al., 1989; Piffiko et al.,
1997b; Sfacteria et al., 2003).

Varios estudos tém revelado uma correlagao significativa entre, o valor
da AgNOR e a sobrevida do paciente, em uma grande variedade de canceres
humanos. Foi observado que o maior valor da AQNOR corresponde a um pior
prognostico (Pich et al., 2000). Esta correlacéo é explicada com base na fungao
biolégica das AgNORs. Estudos in vitro e in vivo tem mostrado que, a
quantidade de AgNOR ¢é diretamente relacionada a velocidade de biogénese
ribossomal, a qual, em proliferagao celular, esta relacionada a duragao do ciclo
(Derenzini et al., 2004). Por ser a velocidade de crescimento da massa tumoral
o fator mais importante que influencia o curso clinico do céncer, o crescimento
mais rapido sugeriu a explicagdo de pior prognodstico de canceres com altos
valores de AgNOR, comparado com outros que possuam baixos valores
(Derenzini, 2000).

A técnica de AgNOR é simples, de facil interpretagdo, absorve pouco
tempo de trabalho, apresenta custos relativamente baixos e pode ser
padronizada com razoavel facilidade (Crocker & Skilbeck, 1987; Derenzini,
2000), sendo, entao, facilmente incorporada a rotina laboratorial.

O presente trabalho teve como objetivo verificar se existe correlagao
entre os indices de AgNOR e o potencial de malignidade dos tumores

mamarios caninos, definido pelos métodos tradicionais de classificagao.
4.3. Materiais e métodos

4.3.1. Amostras

Para o estudo 45 carcinomas, dos tipos simples e complexo, e 4
adenomas complexos mamarios caninos, provenientes de biopsias excisionais
ou de necropsias, foram recuperados dos arquivos do Laboratério Regional de
Diagndstico (LRD) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
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4.3.2. Avaliacdo histoldgica

4.3.2.1. Método de AgNOR

Utilizou-se material incluso em parafina, do qual foram confeccionadas
l&minas histoldgicas para analise por microscopia Optica de luz.

A partir do material incluso em parafina, foram obtidos cortes de 5 um
de espessura. Estes foram desparafinados e hidratados em agua deionizada.
Posteriormente foram colocados em uma solugdo de gelatina a 2% e acido
férmico a 1% em agua deionizada e solugdo de nitrato de prata a 50%, na
proporcdao de 1:2. As laminas ficaram imersas nessa solugdo durante 45
minutos em estufa a 37°C. Apos foram lavadas em agua deionizada por 1
minuto, desidratadas, clarificadas e montadas com resina sintética (Simdes et
al., 1994; Kravis et al., 1996; Valdovich et al., 2004) (Apendice).

Para definir a frequéncia de AgNOR, foram contados os pontos
marrom-acastanhados no interior dos nucleos em 100 células epiteliais
tumorais, distribuidas em 5 campos aleatdrios na periferia do tumor, em
objetiva de 100x com o auxilio do éleo de imersao. A frequéncia AQNOR/nucleo
de cada tumor mamario avaliado foi obtido dividindo-se o numero total de
AgNORs por 100 (Kravis et al., 1996).

4.3.2.2. Método Morfoldgico descritivo e graduacao dos tumores

Para a analise da morfolégica descritiva, foram confeccionadas Iaminas
histoldgicas, coradas com hematoxilina-eosina. Tomou-se como base o método
de classificagao, apresentado por Misdorp (2002) e apoiado pela Organizagéo
Mundial de Saude/Instituto de Patologia das Forgas Armadas Americanas
(OMS/AFIP). Este sistema classifica os tumores benignos em adenoma
(subtipos simples, complexo e basaldide), fibroadenoma (subtipos baixa e alta
celularidade), tumor benigno misto e papiloma ductal. E os tumores malignos
sdo classificados, seguindo a ordem crescente de malignidade: carcinoma néo
infiltrativo (in situ), carcinoma complexo, carcinoma simples (subtipos
tubulopapilar, solido e anaplasico), carcinomas de tipos especiais (subtipos de
células estreladas, com diferenciacdo escamosa, mucinoso e rico em lipideos),
sarcomas (subtipos fibrossarcoma, osteossarcoma, carcinossarcoma e outros

sarcomas) e carcinoma ou sarcoma em tumor benigno.
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A graduacado histolégica foi realizada em secgbes coradas com
hematoxilina-eosina considerando o método de Elston & Ellis (1991) (Figura 1).
Para cada caracteristica foi atribuida pontuacdo que variou de 1 a 3. Os
escores foram obtidos através do somatdrio destes pontos, onde os escores de
3 a 5 encontravam-se dentro do grau |, os escores de 6 a 7 dentro do grau Il e
os escores de 8 a 9 dentro do grau lll.

Figura 1 — Resumo do método semi-quantitativo para avaliagdo do grau
histolégico em carcinomas mamarios como proposto por Elston &
Ellis (1991)

Aspecto Escore

Formacéo tubular

Boa formacgéao tubular (acima de 75%) 1
Moderada formagéo tubular (entre 10 e 75%) 2
Pouca ou nenhuma formagao tubular (10% ou menos) 3
Pleomorfismo nuclear
Pequeno, células uniformes e regulares 1
Moderado aumento no tamanho e variabilidade celular 2
Marcada variacao 3
Contagem mitotica
0-7 1
8-16 2
maior que 17 3
Total do escore Grau de malignidade
3-5 I
6-7 Il
8-9 11

Fonte: Elston & Ellis (1991)

4.3.3. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o programa Statisticx (Statistix.
2003. Statistix 8 analitycal software. Tallahassee, FL). Foram realizadas
comparacgdes entre os valores de AQNOR/nucleo encontrados nos 49 tumores
e os meétodos de classificagdo histolégica utilizados no estudo. Para tal
escolheu-se o teste na&o-paramétrico de Kruskal-Wallis para amostras
independentes, pelo fato dos dados ndo apresentarem uma distribuicdo normal
(Fig. 1). Esta prova estatistica € usada para verificar se as amostras
independentes diferem entre si, e é valida para variaveis, no minimo, em escala
ordinal. O procedimento usado na prova de Kruskal-Wallis consiste,
basicamente, em substituir o valor da variavel original (média de
AgNORs/nucleo) pelo posto obtido na distribuigdo conjunta dos escores das

amostras.
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4.4. Resultados

4.4.1. Método de AgNOR

A contagem de AgNORs/nucleo, dos 49 tumores mamarios caninos
selecionados, variaram de 1,39 a 3,2, com a média geral de 2,23 (DP + 0,38).
Adenomas compreenderam um intervalo de 1,39 a 2,26 (média 1,95) e

carcinomas obtiveram média de 2,26 com amplitude de 1,72 a 3,2.

4.4.2. Histologico descritivo e graduacao dos tumores

Dos 49 tumores selecionados para o estudo, 8,2% (4/49) eram adenomas
complexos, 22,5% (11/49) eram carcinomas complexos e 69,3% (34/49) eram
carcinomas simples de diferentes arranjos morfolégicos. Os tumores simples
foram classificados seguindo o seu padrdo morfolégico, sendo 50% (17/34)
carcinomas tubulopapilares, 23,5% (8/34) carcinomas solidos e 26,5% (9/34)
carcinomas anaplasicos.

Do total de 45 carcinomas mamarios, treze foram classificados com grau |,

17 com grau Il e 15 com grau lll.

4.4.3. Método de AgNOR x histolégico-descritivo

Utilizando o método de classificacdo histolégico descritivo, as
contagens de AgNORs/nucleo revelaram uma distribuicdo crescente. Os 4
adenomas complexos mostraram uma amplitude de 1,39 a 2,26 (média 1,95;
DP + 0,39) AgNORs/nucleo. Ja os 11 casos de carcinomas complexos
apresentaram uma variagao de 1,85 a 2,35 (média 1,97; DP + 0, 16). Os 34
carcinomas simples revelaram uma distribuicdo de 1,72 a 3,2 (média 2,35; DP
+ 0,38) AgNORs/nucleo (Tab. 1).

Os carcinomas simples quando classificados de acordo com os seus
subtipos demonstraram diferentes disposigcdes em suas contagens. Os valores
de AgNORs/nucleo dos dezessete carcinomas simples tubulopapilares
variaram de 1,72 a 3,2 (média 2,19; DP + 0,41). Ja os oito carcinomas simples
sélidos apresentaram valores entre 1,96 a 2,86 (média 2,44; DP + 0,27), e os
valores dos nove carcinomas simples anaplasicos ficaram entre 2,31 a 3,11
(média 2,59; DP + 0,24) (Tab. 2).



Tabela 1 — Contagem de AgNORs/nucleo dos 49 tumores, de acordo com sua classificagcdo morfoldgica descritiva

TIPO N° de casos (%) Amplitude de AQNORs/nucleo (média + DP)
ADENOMA COMPLEXO 04 (8,2%) 1,39 — 2,26 (1,95 + 0,39)
CARCINOMA COMPLEXO 11 (22,5%) 1,84 — 2,35 (1,97 + 0,16)
CARCINOMA SIMPLES 34 (69,3%) 1,72 -3,2 (2,35 +0,38)

Total 49 (100%) 1,39 -3,2 (2,23 + 0,38)

Tabela 2 — Contagem de AgNORs/nucleo dos 49 tumores, de acordo com sua classificagdo morfolégica descritiva e respectivos
subtipos histologicos

TIPO N° de casos (%) Amplitude de AgNORs/nucleo (média £ DP)
ADENOMA COMPLEXO 04 (8,2%) 1,39 — 2,26 (1,95 + 0,39)
CARCINOMA COMPLEXO 11 (22,5%) 1,84 — 2,35 (1,97 + 0,16)
CARCINOMA SIMPLES Tubulopapilar 17 (34,7%) 1,72-3,2(2,19+0,41)
Sélido 08 (16,3%) 1,96 — 2,86 (2,44 £ 0,27)
Anaplasico 09 (18,3%) 2,31 -3,11 (2,59 + 0,24)
Total 49 (100%) 1,34 -3,2 (2,23 £0,38)

oy
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4.4.4. Método de AgNOR x graduacdo histolégica

As contagem de AgNORs também foram avaliadas de acordo com o
método de graduacgao histolégica. Os treze carcinomas classificados como de
grau | possuiam valores de AQNORs/nucleo que variaram de 1,73 a 2,7 (média
1,99; DP £ 0,27). Os dezessete carcinomas classificados com grau Il tiveram
uma variagao da contagem AgNORs/nucleo de 1,72 a 3,2 (média 2,25; DP +
0,39), e os valores dos quinze carcinomas classificados com grau Il variaram
de 1,92 a 3,11 (média 2,51; DP + 0,27) (Tab. 3).

Tabela 3 - Contagem de AgNORs/nucleo dos 45 carcinomas, de acordo com
sua graduacgao histoldgica

GRAU N° de casos Amplitude de AgNORs/nucleo (média + DP)
[ 23 1,73 -2,7 (1,99 DP + 0,27)
I 17 1,72-3,2(2,25DP £ 0,39)
i 15 1,92 - 3,11 (2,51 DP £ 0,27)

Total 45 1,72 — 3,2 (2,26)

4.4.5. Andlise estatistica

A andlise dos dados foram estatisticamente significativas. As
comparacgoes foram realizadas entre os tumores: adenomas complexos e os
carcinomas simples e complexos (P < 0,0028); entre os carcinomas complexos
e 0s subtipos de carcinomas simples tubulopapilar, sélido e anaplasico (P <

0,0001) e entre os carcinomas grau |, grau Il, grau lll (P < 0,0003).

4.5. Discussao

A anatomia patolégica desempenha um papel fundamental na pesquisa de
caracteristicas histolégicas. Estas, associadas as informagdes provenientes de
um exame clinico sistematico, poderao fornecer dados essenciais para o
estadiamento dos neoplasmas, estabelecimento do prognédstico e da
terapéutica dos tumores (Pires et al., 2003).

O interesse dos patologistas nas proteinas AQNORs aumentou muito por
volta do final dos anos 80 (Ploton et al., 1986; Treré, 2000). Alguns estudos
demonstram que, o numero de AgNORs € mais alto em células neoplasicas

malignas do que em células neoplasicas benignas ou em células normais
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(Ploton et al., 1986; Beer et al., 1992; Derenzini et al., 1993; Sfacteria et al.,
2003). Esta relagdo numero de NORs e atividade mitética € apresentada por
varios trabalhos, que verificaram a correlagdo positiva entre o aumento do
numero de NORs e outros parametros de avaliacdo da proliferagao celular,
como o Ki-67 e o PCNA (Crocker, 1996; Derenzini, 2000).

Por esta razdo a técnica de AgNOR tem sido usada para estimar o
comportamento biolégico de varios neoplasmas, ou seja, carcinomas que
apresentam NORs menores e multiplos, comportam-se com maior grau de
malignidade (Crocker, 1996; Derenzini, 2000).

Existem relatos de que a contagem das AgNORs possui significado
progndstico em varios tipos de tumores humanos e caninos, tais como: linfoma
nao-Hodgkin humano (Yazdi & Taghavi, 2005), carcinoma de eséfago humano
(Kuwano et al., 1995), mastocitoma canino (Simdes et al., 1994; Kravis et al.,
1996), adenocarcinoma gastrico humano (Oshima & Forones, 2001) e
adenocarcinoma pulmonar humano (Tateishi et al., 1995). Em outros estudos a
contagem das AgNORs se mostrou eficiente na distingdo entre lesdes benignas
e malignas, bem como foi correlacionado com o grau de malignidade destes
tumores (Bryan et al., 1990; Lohr et al., 1997; Serakides et al., 1999; Korneyev
et al., 2000; Rivero & Aguiar, 2002; Barwijuk-Machata et al., 2004; Dzimira et
al., 2005). Outros autores discordam, relatando que esta contagem n&o teria
significado progndstico, como visto no estudo de tumores do estroma do
estdmago e intestino delgado (Beer et al., 1992) e no mieloma multiplo em
humanos (Papadhimitriou et al., 2000), bem como no schwannoma canino e
neurofibroma canino e bovino (Viott, 2006).

Ao aplicar esta técnica a 49 tumores mamarios caninos, obteve-se uma
média de 2,23 (DP + 0,38) AgNORs/nucleo, com uma amplitude de 1,39 a 3,2.
Ja foi constatado que, as proteinas AgNOR tendem a estar em maior numero
em células neoplasicas, indicando que uma maior velocidade de proliferacéo
celular corresponderia a uma maior quantidade de proteinas AGNOR (Sfacteria
et al., 2003).

Resultados semelhantes aos destes estudos foram também encontrados
em mastocitomas caninos, sendo que os valores médios de AgNORs/nucleo
variaram de 2,2 em tumores que nao recidivaram, e de 2,3 em tumores que

nao apresentaram metastases. Porém os mastocitomas que apresentaram
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comportamento mais agressivo, com recidiva e metastase possuiam valores
médios de AgNORs/nucleo superiores de 2,9 (Simdes et al., 1994). Média
semelhante a esta também foi encontrada em um estudo com linfomas caninos
que expressaram meédias de 2,9 AgNORs/nucleo (Valdovich et al., 2004). Ja
em um estudo realizado com o linfoma nao-Hodgkin em humanos, os valores
médios de AQNORs/nucleo variaram de 1,04 para o tecido linféide normal, 1,66
para linfomas de baixo grau histologico, 2,52 para linfomas de grau histolégico
moderado e de 5,19 para linfomas de alto grau histolégico (Yazdi & Taghauvi,
2005). Resultados similares também foram encontrados por Rech et al. (2004),
ao estudarem 45 mastocitomas caninos, que apresentaram média de 1,9
AgNORs/nucleo. Sendo que os matocitomas classificados com grau |, Il e Il
apresentaram, respectivamente, médias de 1,5, 1,85 e 3,25 AgNORs/nucleo.
Estes dados levam a crer que, a variagdo dos valores médios de
AgNORs/nucleo s6 devem ser comparados respeitando-se cada tipo tumoral,
como também seus subtipos e variantes, por estes apresentarem
comportamentos proliferativos distintos.

Em medicina veterinaria existe uma classificagdo para tumores de mama
em caninos que se baseia na descricdo morfolégica. Esta tem sido empregada
em varios estudos investigativos clinicos, objetivando o progndstico mais
acurado (Misdorp, 2002). Quando avaliamos a distribuicado das AgNORs, frente
a esta classificagdo morfoldgica, pode-se evidenciar que os adenomas
complexos expressaram valores médios de 1,95 (amplitude 1,39 — 2,26; DP +
0,39) AgNORs/nucleo. Ja os carcinomas simples apresentaram valores de
AgNORs/nucleo superiores (média 2,35; amplitude 1,72 — 3,2; DP + 0,38), aos
carcinomas complexos (média 1,97; amplitude 1,84 — 2,35; DP + 0,16). Estes
dados quando comparados foram estatisticamente significativos (P < 0,0028),
sendo que os carcinomas simples e complexos diferiram entre si, porém ambos
nao foram estatisticamente diferentes dos adenomas complexos. Sabe-se que
existem diferengas prognosticas entre estes dois tipos histologicos de
carcinomas (Benjamin et al., 1999; Misdorp, 2002; Monteiros et al., 2005), pois
os do tipo simples possuem um prognostico reservado, quando comparados

com os carcinomas complexos (Yamagami et al., 1996b; Misdorp, 2002).
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Lohr et al. (1997), ao aplicarem esta técnica em tumores mamarios caninos,
encontraram valores inferiores aos encontrados no presente relato. Para os
adenomas complexos o valor médio foi de 1,37 AgNORs/nucleo, e para os
carcinomas complexos 1,42. Houve assim, diferenga significativa entre tumores
benignos e malignos, embora isto ndo tenha se mostrado como um valor
preditivo para o prognostico do tumor mamario canino. Isto foi concluido
através de uma analise de dados exploratérios, realizada com base na
avaliagcdo da porcdo de crescimento obtida pelo Ki-67 e PCNA, através de
imunoistoquimica, e pelo método de AQNOR. Estes dados né&o revelaram forte
impacto para o procedimento diagndstico e predicdo do prognostico nestes
tumores.

Quando somente os carcinomas simples foram avaliados, levando em
consideragcao seus subtipos histoldgicos, observou-se que os carcinomas
tubulopapilares revelaram uma média de 2,19 AgNORs/nucleo (amplitude 1,72
- 3,2; DP + 0,41). Ja os carcinomas solidos apresentaram uma média de 2,44
(amplitude 1,96 — 2,86; DP + 0,27), e os carcinomas anaplasicos foram os
tumores simples de maior contagem de AgNORs/nucleo, com média de 2,51
(amplitude 1,92 — 3,11; DP + 0,24). Ao analisar os subtipos de carcinomas
simples e o carcinoma complexo observou-se que estes eram estatisticamente
significativos (P < 0,0001), sendo que o carcinoma complexo diferiu dos
subtipos soélido e anaplasico, mas nao do subtipo tubulopapilar. Ja o subtipo
tubulopapilar diferiu somente do subtipo anaplasico e ndo do subtipo sélido e
do carcinoma complexo. Os tumores sélidos diferiram dos carcinomas
complexos, mas nao dos subtipos tubulopapilar e anaplasico. Ja o carcinoma
anaplasico diferiu do subtipo tubulopapilar e do carcinoma complexo, mas nao
do subtipo sodlido. Estes resultados reforcam a diferenca progndstica existente
entre estes trés subtipos de carcinomas simples, ja citada por outros autores,
sendo que os do subtipo sélido e anaplasico apresentam um pobre progndstico
(Benjamin et al., 1999; Misdorp, 2002). Isto € ainda reforgado através dos altos
valores de AgNORs encontrados nestes dois subtipos, quando comparados
com os valores encontrados nos tipo complexo e subtipo tubulopapilar.

Quando Lohr et al. (1997), estudaram os subtipos histolégicos de

carcinomas simples, encontraram valores médios de AgNORs/nucleo inferiores
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aos do presente relato. Isto ocorreu tanto nos carcinomas tubulopapilar, que
expressaram a menor media (1,37 AgNORs/nucleo), quanto nos carcinomas
sélido (1,67 AgNORs/nucleo) e anaplasico (2,05 AgNORs/nucleo), que foi o
tumor com maior média deste estudo.

Ao analisar a distribuicdo da contagem de AgNORs/nucleo,
considerando o sistema de graduacédo histolégica proposta por Elston & Ellis
(1991), percebeu-se que o aumento do grau de malignidade era acompanhado
pelo crescente aumento do valor médio das AgNORs. Sendo assim, os
tumores classificados como grau | apresentaram uma média de 1,99
AgNORs/nucleo (amplitude 1,73 — 2,7; DP + 0,27). Ja os classificados como
grau ll, revelaram uma média de 2,25 (amplitude 1,72 — 3,2; DP + 0,39), e os
classificados como grau Ill uma maior média de 2,51 (amplitude 1,92 — 3,11;
DP + 0,27). A analise estatistica destes dados também se mostrou
estatisticamente significativa (P < 0,0003), sendo que os carcinomas grau | e lll
diferiram entre si, mas n&o dos de grau Il.

A avaliacdo da quantidade de AgNOR nos nucleos das células € uma
ferramenta Unica para obter informagdes da velocidade de biogénese
ribossomal em preparagdes citohistopatoldgicas (Pich et al., 2004; Trere et al.,
2004). Dzimira et al. (2005), em seu trabalho concluiram que, a coloragdo com
prata das NORs é um método simples e barato, defendendo estimativas da
velocidade de proliferacdo celular e que o método confirma baixa ou alta
malignidade em exames histopatoldgicos da rotina para tumores.

No presente relato observou-se que o aumento dos valores meédios de
AgNORs/nucleo era acompanhado pelo aumento da malignidade de cada tipo
histoloégico. Isto pode ser evidenciado no adenoma complexo (média 1,95)
quando comparado com o carcinoma simples sélido (média 2,44) e anaplasico
(média 2,51). O mesmo foi observado na graduagédo histologica dos
carcinomas mamarios, pois os tumores classificados com grau | possuiam
médias inferiores (1,99), comparados com os carcinomas grau lll (2,51). Isto
revela que, os valores médios de AgNORs/nucleo tendem a ser superiores em
tumores que apresentam caracteristicas histolégicas de malignidade.

Porém ao analisar estes dados observa-se aqui a necessidade da

realizacao de estudos prospectivos de avaliagdo da sobrevida dos pacientes,
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contrapondo-os com os dados obtidos através da avaliagdo da morfologia
descritiva, graduagéao histologica e média de AgNORs/nucleo dos neoplasmas
mamarios, com o objetivo de evidenciar o seu real valor prognéstico na rotina

veterinaria.

4.6. Conclusodes

Com os dados apresentados neste estudo pode-se concluir que a média
de AgNOR/nucleo tende a elevar-se em tumores que apresentem
caracteristicas histologicas de malignidade. Isto é melhor observado no
carcinoma simples, subtipo anaplasico, e nos tumores classificados

histologicamente como grau lll.
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5. Conclusdes

Com os dados deste estudo conclui-se que, os dois sistemas de
classificagao histologica se complementam, sendo importante sua comparagéo
Porém a realizagdo isolada da graduacdo histologica forneceu maiores
informagdes sobre o possivel comportamento biolégico destes neoplasmas. E
que a média de AgNORs/nucleo tende a elevar-se em tumores que apresentem
caracteristicas histologicas de malignidade. Isto melhor observado nos
carcinomas simples, subtipo anaplasico, e nos tumores classificados

histologicamente como de grau lll.
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Método de AgNOR
Solucdes:
Nitrato de prata 50%
Nitrato de prata....50 g

Agua deionizada..100 ml

Solucdo de gelatina

Gelatina................. 29
Acido férmico......... 1 mi
Agua deionizada.....100 ml

# Misturar primeiro o acido formico e apos a gelatina.

Solucdo de trabalho

Nitrato de prata........ 8 ml (2 partes)
Solucéo de gelatina..4 ml (1 parte)

# usar 12 ml de Nitrato de Prata e 6 ml de gelatina.

Misture a solugdo acima imediatamente antes do uso. O volume da
solucdo de trabalho usada depende do numero de laminas a serem coradas.
Este volume é adequado para corar aproximadamente 5 laminas (em caixinha

plastica para guardar laminas).

Amarelo da Metanila

Amarelo de metanila......1 g
Agua desidratada........... 100 ml

Acido acético.................. 0,25 ml
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Procedimento

Tempo: 1 hora.

Desparafine (20 minutos em xilol na estufa & 60°C) e hidrate as laminas
em agua deionizada (somente para bidpsias)

Neste ponto comega o procedimento para esfregagos

Coloque as laminas na solucédo de trabalho em uma caixinha plastica
por 45 minutos em estufa a 37°C.

Lave as laminas em agua deionizada por 1 minuto

Opcional: contracorar com amarelo de metanila por 3 minutos (lavar
com agua deionizada)

Desidrate (30 segundos em cada alcool), clarifique e monte a lamina

usando redina sintética.

Para esfregacos:

Deixe as laminas em temperatura ambiente
Secar ao ar

Fixar em cetona por 10 minutos

Secar novamente

Comecar no passo 3 da técnica acima.

Resultados
Locais AQNOR — pontos pretos intranucleares

Fundo — amarelo palido



	UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
	PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM VETERINÁRIA
	DISSERTAÇÃO
	AVALIAÇÃO COMPARATIVA DE DOIS SISTEMAS DE CLASSIFICAÇÃO HIST
	TATIANE CAMACHO MENDES
	TATIANE CAMACHO MENDES
	AVALIAÇÃO COMPARATIVA DE DOIS SISTEMAS DE CLASSIFICAÇÃO HIST
	Dedicatória
	Agradecimentos
	Resumo
	Abstract
	Lista de Figuras
	Lista de Tabelas e Quadros
	Lista de Abreviaturas e Siglas
	Sumário
	1. Introdução Geral
	2. Revisão de Literatura
	3. Capítulo 1
	Avaliação comparativa dos sistemas de classificação de tumor
	3.1. Resumo
	3.2. Introdução
	3.2. Materiais e Métodos
	3.2.1. Amostras
	3.2.2. Morfologia descritiva
	3.2.3. Graduação histológica

	3.3. Resultados
	3.3.1. Estudo histológico-descritivo
	3.3.2. Graduação dos tumores
	3.3.3. Descritivo morfológico x Graduação

	3.4. Discussão
	Grau I

	3.5. Conclusões
	3.6. Referências

	4. Capítulo 2
	Avaliação do uso da AgNOR como ferramenta prognóstica para t
	4.1. Resumo
	4.2. Introdução
	4.3. Materiais e métodos
	4.3.1. Amostras
	4.3.2. Avaliação histológica
	4.3.2.1. Método de AgNOR
	4.3.2.2. Método Morfológico descritivo e graduação dos tumor

	4.3.3. Análise estatística

	4.4. Resultados
	4.4.1. Método de AgNOR
	4.4.2. Histológico descritivo e graduação dos tumores
	4.4.3. Método de AgNOR x histológico-descritivo
	4.4.4. Método de AgNOR x graduação histológica
	4.4.5. Análise estatística

	4.5. Discussão
	4.6. Conclusões
	4.7. Referências

	5. Conclusões
	6. Referências
	Apêndice

