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Resumo

SPADER, Melissa Borba, Estudo epidemioldgico, classificagcdo histologica, e
fatores prognosticos pela técnica de quantificacdo das AgNORs em tumores
mamarios felinos. 2009, 57p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pés
Graduacao em Veterinéria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Com o objetivo de estudar os tumores mamarios felinos e de buscar métodos que
permitam uma classificagdo mais objetiva e fidedigna, foi realizada uma analise
retrospectiva dos neoplasmas em felinos, provenientes de biopsias e necropsias
enviadas ao Laboratério Regional de Diagnéstico (LRD) da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), no periodo de 1979 a 2007. A partir desta revisao realizou-se um
estudo epidemioldgico baseada nos dados de 55 neoplasmas mamarios
diagnosticados nesse periodo. Os tumores foram classificados de acordo com a
descricéo histolégica para tumores mamarios felinos. Para isso utilizaram-se critérios
apresentado por Misdorp (2002) apoiado pela OMS/AFIP. Pela classificagéo
histol6gica descritiva proposta foram encontradas as seguintes alteracdes: Trés
adenomas simples, sete alteraces fibroadenomatosas e quarenta e cinco tumores
malignos. Ja a graduacao histologica foi estabelecida de acordo com o sistema de
Elston & Ellis (1991). A graduacédo foi realizada nos carcinomas mamarios felinos
que totalizaram 45 amostras recuperadas. Sendo 26 classificados como grau I,
seguido por 13 de grau | e por ultimo 6 de grau lll. Os objetivos do presente estudo
foram comparar a eficiéncia de dois métodos de classificacdo histolégica para estes
tumores: a histologia descritiva e a graduacdo histoldgica, e ainda verificar fatores
prognosticos de carcinomas felinos pela técnica de quantificacdo de AgNORs em
tumores mamarios felinos. Observando-se uma média de 5,34 AgNORs/nucleo
(amplitude de 2,06 a 7,88). As contagem de AgNORs foram avaliadas considerando
o sistema de graduacdao histolégica. Foram realizadas comparacdes entre os valores
de AgNOR/nucleo através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para amostras
independentes. Conclui-se que os dois sistemas de classificacdo se complementam,
mas a graduacgdo histologica 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
histol6gicas de malignidade.

Palavras-chave: Estudo Retrospectivo. Classificacdo histologica. AQNOR. Fatores
prognosticos. Felinos.



Abstract

SPADER, Melissa Borba, Epidemiological study, histological classification, and
prognostic factors of quantification of AQNORs breast tumors in cats. 2009,
57p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PoOs Graduagdo em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

In order to study the feline mammary tumors and to seek methods that allow a more
objective and reliable, we performed a retrospective analysis of neoplasms in cats
from biopsies and autopsies sent to the Regional Diagnostic Laboratory (LRD) of the
Federal University of Pelotas (UFPel) in the period 1979 to 2007. From this review
there was an epidemiological study based on data from 55 breast neoplasms
diagnosed in this period. The tumors were classified according to the histological
description for feline mammary tumors. Were used for this criteria presented by
Misdorp (2002) supported by WHO/AFIP. For the descriptive histological
classification were the following: Three simple adenomas, seven amendments
fibroadenomatous and forty-five malignant tumors. Already the histological grading
was established according to the system of Elston & Ellis (1991). The graduation was
held in feline mammary carcinomas which totaled 45 samples recovered. Being 26
classified | eat degree Il , followed for 13 of degree | & for last 6 of degree Ill. The
targets of the present | study have been comparing the efficiency of two methods of
classification histological about to these tumors : the histology descriptive and the
gradation histological, and again verify factors prognosis of carcinomas feline by
technique of quantification of AQNORs breast tumors in cat. Most of these were
classified as grade I, followed by grade | and grade Il finally. The objective was to
further investigate the relationship of these two methods of classification with the
AgNOR indices. There was an average of 5.34 AgNOR/nucleus (range 2.06 to 7.88).
The counting of AQNOR was evaluated considering the histological grading system.
Comparisons were made between the values of AQNOR/nucleus by non-parametric
test of Kruskal-Wallis for independent samples. It is concluded that the two
classification systems are complementary, but the histological grading provides more
detailed information on the possible biological behavior of these neoplasms, and that
the mean AgNOR/nucleus tends to increase in tumors that show histological features
of malignancy.

Key words: Retrospective study. Histological classification. AgNOR. Prognostic
factors. Cats.
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1. Introducéo Geral

O diagnostico e o tratamento do céncer representam um dos maiores
desafios com que se depara o veterinario moderno de pequenos animais. A
incidéncia percebida do cancer em animais aumentou devido aos avangos nas
técnicas diagndsticas e ao uso crescente da citologia e da histopatologia (DOBSON;
GORMAN, 1988).

Existe na literatura internacional varios trabalhos de estudos epidemiolégicos
em pequenos animais que fornecem dados estatisticos importantes em relacao a
idade, sexo, raca, tipos de neoplasmas mais prevalentes e outros (DORN et al.,
1968; PATNAIK et al.,, 1975). No Brasil, poucas informacfes se tém a respeito
destes dados, principalmente no que diz respeito a espécie felina, colocando em
davida se a casuistica nacional se assemelha ou ndo a casuistica estrangeira. As
doencas neoplasicas ocorrem menos comumente em felinos do que em caninos,
entretanto a forma maligna é a mais prevalente nos gatos, o que contribui por
maiores taxas de mortalidade dos animais acometidos (SHIMIDT; LANGHAM, 1967).

No estudo da oncologia, o conhecimento do diagndstico, do comportamento
bioldgico e da evolucdo tumoral € muito importante para a escolha de terapias que
auxiliem para aumentar a sobrevida no animal (SILVA; SERAKIDES; CASSALI,
2004). O aumento na casuistica e a complexidade na evolucéo clinica dos tumores
de mama nas gatas tém despertado interesse especial no estudo dos fatores de
prognostico. Mas determinar o prognéstico do paciente felino com neoplasia
mamaria pode ser dificil, ja que o comportamento biolégico desses tumores varia
consideravelmente (KURZMAN; GILBERTSON, 1986).

Os fatores prognosticos podem ser definidos como sendo uma ou mais
caracteristicas clinicas, patoldgicas e biolégicas dos individuos e de seus
neoplasmas que permitem prever a evolugdo clinica e o tempo de sobrevida do
paciente, sem que 0 mesmo tenha sido submetido a terapias adicionais e
adjuvantes, apos a cirurgia (CAVALCANTI; CASSALI, 2006).

Existe uma ampla variedade de métodos para avaliar fatores prognosticos.
Estes foram descobertos pela pesquisa, mas somente poucos sao também
aplicaveis em tecidos inclusos em parafina. Nos ultimos anos, a técnica AgNOR

(Regides Nucleolares Organizadas coradas pela Prata [Ag]) vem se tornando um
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método amplamente utilizado na patologia tumoral, principalmente para a avaliagdo
da agressividade de neoplasmas malignos e do seu prognéstico (MELLO; ALVES,
1999; FONSECA; DALECK, 2000; KORNEYEV et al., 2000; MENDES, 2006). Outros
métodos tém sido desenvolvidos no estabelecimento do progndéstico, como a
utiizacdo de marcadores imuno-histoquimicos, técnicas para avaliacdo de
neovascularizacdo e potencial proliferativo dos neoplasmas mamarios que
acometem as cadelas (QUEIROGA; LOPES, 2002).

Em relacdo ao método de classificacdo morfologica revisado por Misdorp
(2002) e apoiado pela OMS/AFIP, Castagnaro et al. (1998), afirmam que a avaliacao
morfolégica do grau de diferenciacdo fornece uma informagdo progndstica util no
cancer de mama humano. Uma modificacdo do método original de Bloom &
Richardson por Elston (1982), foi aplicada com sucesso em Varios estudos em
animais como um fator prognéstico independente (ELSTON; ELLIS, 1991).

Deve-se salientar que o importante ndo € a sofisticagdo do modelo adotado
para a obtencdo do progndstico, mas sim a qualidade dos dados obtidos para
construi-los e valida-los (DERENZINI, 2000).

Os objetivos do presente estudo foram comparar a eficiéncia de dois métodos
de classificacdo histolégica para estes tumores: 1) a histologia descritiva da
Organizacdo Mundial da Saude/lnstituto de Patologia das Forcas Armadas
Americana (OSM/AFIP), revisada por Misdorp (2002) e 2) a graduacdo histolégica
proposta por Elston & Ellis (1991) e ainda verificar fatores progndsticos de

carcinomas felinos pela técnica de quantificacdo de AQNORs.



2. Revisao de Literatura

Introducéo

As neoplasias tém surgido em grande quantidade, ndo s6 em humanos,
como também em animais, sendo indicada como uma das maiores causas de
Obito em cades e gatos (BALDIN et al., 2005). Neoplasmas sao problemas
comuns na clinica veterinaria de pequenos animais, e com a melhoria das
praticas e métodos investigativos, doencas neoplasicas em caes e gatos sao
cada vez mais diagnosticadas. Embora dados sobre incidéncia de tumores em
cées e gatos sejam escassos, estimativas conservadoras sugerem que 1 entre
cada 10 gatos ou cées ira desenvolvé-los durante sua vida natural (COTRAN;
KUMAR; COLLINS, 1999).

Os tumores de glandula mamaria de cdes e gatos tém um interesse
especial para os oncologistas em funcéo das suas similaridades com o cancer
de mama humano. Muitos trabalhos demonstram a importancia do estudo
destas lesdes neoplasicas na espécie canina e felina como modelo
comparativo para a espécie humana (CASSALI, 2000).

No estudo da oncologia o conhecimento do diagnéstico, do comportamento
biolégico e da evolugdo tumoral é muito importante para a escolha de terapias
gue auxiliem para aumentar a sobrevida no animal (SILVA; SERAKIDES;
CASSALL, 2004).

Histologia e Fisiologia

Nas gatas, as glandulas mamarias apresentam-se sob a forma de linhas
mamarias subepidermais (DYCE; SACK; WENSING, 1996). S&do consideradas
glandulas secretoras especializadas resultantes da invaginagdo da epiderme
durante a embriogénese, a qual gera uma seérie de ductos que se conectam ao
ambiente externo (KNUDSEN; WHEELOCK, 2005). Seu desenvolvimento inicia
na fase embriondria e continua lentamente até o periodo da pré-puberdade
(CAVALCANTI; CASSALLI, 2006). O desenvolvimento da glandula mamaria s6 €
efetivado na presenca dos hormonios da gestacéo e da lactacdo, que induzirdo
a ramificacdo e estimulardo a proliferacdo de células germinativas finais e a

diferenciacdo em alvéolos glandulares que produzirdo o leite. ApGs o
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desmame, o alvéolo regride por apoptose e as estruturas ductais sdo mantidas
(KNUDSEN; WHEELOCK, 2005; BERTAGNOLI, 2006).

Quando ativa, a glandula maméria € uma grande glandula tubulo
alveolar composta que atua na secrecdo do leite e este, por sua vez, é
constituido por uma mistura de nutrientes como: lactose, lipidios, proteinas,
minerais, vitaminas adicionadas a anticorpos, linfocitos e mondcitos
necessarios para a sustentacdo e protecdo do neonato. Sdo secretados de
forma apocrina e merocrina pelos adendmeros tubulos-alveolares que sao
organizados em um numero variavel de lobos, dependendo da espécie
(SAMUELSON, 2007).

Na mama em lactacdo, os abundantes alvéolos tornam-se preenchidos
com secrecdo e o tecido conjuntivo interlobular é reduzido a septos
relativamente finos. Varios alvéolos se mantém distendidos, enquanto outros
aparecem quase vazios. Esta distensdo varia com a frequéncia de
amamentacao e a quantidade de leite removido (CORMACK, 1991).

Entretanto, quando inativa apés um periodo de lactacdo, a glandula
mamaria passa por um processo de involucdo. A extensédo do parénquima €&
reduzida especialmente as unidades secretoras que consistem de epitélio
cubico simples e células mioepiteliais comparativamente pronunciadas. Como
resultado de um periodo anterior de lactacdo pode haver corpos de coloracao
escura nos ductos e no tecido intersticial que representam condensacoes de
caseina e sdo conhecidos como corpos amilaceos (SAMUELSON, 2007).
Epidemiologia

O tumor mamario é o terceiro tumor mais comum na gata, depois dos
neoplasmas hematopoiéticos e dos cutadneos. A incidéncia de tumores
mamarios no gato € menos da metade observada em humanos e cées.
Também tém sido relatados em machos 1-5% dos tumores felinos, embora
menos freqientemente, e ao menos 85% dos tumores que acometem todos 0s
felinos sdo malignos (WITHROW; MaCEWEN, 1996).

Alguns trabalhos indicam a associacdo da raga como fator
predisponente para tumores mamarios, em gatos siameses e domeésticos de

pélo curto, parece ter alta taxa de incidéncia, podendo ter duas vezes 0 risco
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de outras racas a desenvolverem o tumor mamario (QUEIROGA; LOPES,
2002).

Neoplasmas mamarios tém sido relatados em gatos com idade de nove
meses a 23 anos de idade, com média de idade de 10 a 12 anos. Um estudo
sugeriu que a doenca ocorre mais precocemente em siameses e que a
incidéncia nesta raca alcanca um platd aos 9 anos de idade (NELSON;
COUTO, 1992; WITHROW; MaCEWEN, 1996; BELLA, 1998; HEDLUND,
2002).

Apresentacdao clinica

Os gatos com tumores mamarios sao apresentados freqientemente ao
veterinario com uma massa notavel na cadeia mamaria. As massas Sao
geralmente firmes, nodulares e invasivas. Freqientemente h4 uma aderéncia a
pele e a parede abdominal subjacente. Ao menos 25% dos pacientes tém
massas ulceradas. Mais de 50% de gatos afetados tém mais de uma glandula
envolvida, prejudicada pela extensdo direta ou pela presenca de tumores
multiplos (JUNIOR, 2001).

O tamanho dos tumores pode variar, desde pequenos ndédulos com
0,5cm de diametro, até tumores com mais de 15cm no seu maior eixo
(QUEIROGA; LOPES, 2002). O padrdo histologico varia consideravelmente
entre tumores diferentes e areas dentro de um mesmo tumor (MISDORP,
2002).

Efeitos sistémicos de neoplasmas surgem em estagios mais avancados
da doenca. E comum aos animais desenvolverem anorexia, perda de peso e se
tornarem letargicos. A caquexia ocorre como resultado do estado avancado da
neoplasia. A pressao de 6rgdos ocasionada pelo tumor, e a dor, que acontece
na maioria das vezes, fazem com que o animal figue o mais quieto possivel,
sem se deslocar e até mesmo sem se alimentar. Em estagios avancados
podem ocorrer infeccbes bacterianas secundarias agravadas por tratamentos
imunossupressores. A febre pode ser originada em fungdo da liberacdo de
pirogénios por algumas células tumorais (JUNIOR, 2001).

Avaliacao clinica
Durante o exame fisico devem-se explorar as duas cadeias mamarias e

os ganglios linfaticos regionais. Avaliacao radiologica deve ser realizada a fim
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de avaliar a existéncia de metastases em pulmdes e nodulos linfaticos
esternais. Por vezes é aconselhavel avaliar a regido sublombar, realizando
radiografias abdominais caudais e ecografia abdominal (QUEIROGA; LOPES,
2002).

A avaliacao clinica das neoplasias mamarias requer a determinacdo dos
seguintes fatores no animal: condi¢cdes gerais; sinais clinicos; duracdes dos
sinais; velocidade de crescimento; localizagdo; tamanho; consisténcia;
glandulas envolvidas; crescimento; ulceracdo; aderéncia; aumento dos
linfonodos; linfedema de extremidades; deformidade da mama; recorréncia e
presenca de metastase (PIEKARZ, 2007).

Fatores Prognosticos

O aumento na casuistica e a complexidade na evolug¢do clinica dos
tumores de mama nas cadelas e gatas tém despertado interesse especial no
estudo dos fatores de progndéstico. Mas determinar o prognostico do paciente
canino e felino com neoplasia mamaria pode ser dificil, ja que o comportamento
biol6gico desses tumores varia consideravelmente (KURZMAN; GILBERTSON,
1986).

O conhecimento dos fatores prognésticos € de fundamental importancia
na determinacdo dos programas terapéuticos. Uma terapia baseada em uma
avaliagdo prognostica possibilita a aplicacdo das diferentes modalidades
terapéuticas utilizadas no tratamento do cancer com a intensidade e a
efetividade adequadas e individualizadas para aquele paciente especifico
(VITASEK; DENDISOVA, 2006).

Os fatores prognosticos podem ser definidos como sendo uma ou mais
caracteristicas clinicas, patolégicas e bioldgicas dos individuos e de seus
neoplasmas que permitem prever a evolugao clinica e o tempo de sobrevida do
paciente, sem que 0 mesmo tenha sido submetido a terapias adicionais e
adjuvantes apos a cirurgia (CAVALCANTI; CASSALI, 2006).

Fatores epidemioldgicos, como a idade avancada do animal no momento
do diagndstico de um neoplasma mamario, podem interferir negativamente no
prognostico, diminuindo o tempo de sobrevida livre de doenca neoplasica apés
a cirurgia (PEREZ ALENZA et al., 1998). Numero de gestacdes, idade na

primeira gestagcédo, duracdo e regularidade do ciclo estral, castracdo e uso de
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contraceptivos sao fatores que revelam o estado reprodutivo das fémeas. Estes
fatores podem produzir resultados controversos e, na grande maioria das
vezes, nao demonstram ter valor significativo como bons indicadores
prognosticos (HELMMEN et. al., 1993; PEREZ ALENZA et al., 1998). Em
gatas, ainda néo foi estabelecida a idade em que a castracao confere protecdo
contra o surgimento de neoplasmas de mama (NELSON; COUTO, 1992).
Segundo HEDLUND (2002), as gatas ovariohisterectomizadas antes de um ano
de idade tém um risco de 0,6% de desenvolvimento de carcinomas mamarios
em comparacdo com gatas intactas. A ovariohisterectomia adjuvante a
mastectomia também néo influencia no tempo de sobrevida do paciente
portador de neoplasma; sua finalidade consiste na eliminagdo da possibilidade
de ocorréncia de afeccéo de todo o trato reprodutivo.

O tamanho do tumor € considerado como um fator de progndstico
independente, pois tumores menores que 3cm de diametro estdo associados
com um prognéstico significativamente melhor que os acima desta medida
(SORENMO, 2003). Sabe-se que o risco de desenvolvimento de metéstase
aumenta com a presenca de células neoplasicas em linfonodos, com o maior
tamanho do tumor primario e com a perda da diferenciacdo histopatolégica
(PIEKARZ, 2007).

A aplicagdo da imuno-histoquimica tem trazido informagfes Uteis
(MISDORP, 2002), pois permite determinar, com maior preciséo, a presenca de
marcadores hormonais, a taxa de proliferacdo celular, a angiogénese e a
presenca de produtos de proto-oncogenes e de genes supressores tumorais
(BERTAGNOLI, 2006).

Existe uma ampla variedade de métodos que foram descobertos pela
pesquisa, mas somente poucos sao também aplicaveis em tecidos inclusos em
parafina. A atividade proliferativa celular € representada pelo aumento de
Regides Organizadoras Nucleolares por nucleo (NORs/nacleo). Nos ultimos
anos, a técnica AQNOR (Regifes Nucleolares Organizadas coradas pela Prata
[Ag]) vem se tornando um método amplamente utilizado na patologia tumoral,
principalmente para a avaliacdo da agressividade de neoplasmas malignos e
do seu prognostico (MELLO; ALVES, 1999; FONSECA; DALECK, 2000;
KORNEYEV et al., 2000; MENDES, 2006).
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E importante, no entanto, definir qual ou quais fatores prognosticos,
entre 0os muitos descritos até agora, merecem ser considerados Uteis na pratica
diaria. Deve-se salientar que o importante ndo é a sofisticacdo do modelo
adotado para a obtencdo do prognostico, mas sim a qualidade dos dados
obtidos para construi-los e valida-los (DERENZINI, 2000).

Diagndostico Definitivo

O intervalo entre a identificacdo do tumor pelo proprietario e a
apresentacdo do paciente ao veterinario para o diagnostico e tratamento,
geralmente é grande. Varios proprietarios relatam ter observado o tumor ha
meses ou anos e buscam atendimento apdOs crescimento excessivo ou
ulceracdo. O diagndstico e tratamento precoce dos tumores de mama
proporcionariam um melhor progndstico para os pacientes, além da reducao de
custos com o tratamento (JUNIOR, 2001).

O diagnostico inicial de neoplasma mamario baseia-se nos sinais
particulares da fémea (idade e idade por ocasido da ovariectomia, e se esta
cirurgia foi realizada), historia clinica (dos ciclos reprodutivos, lactacdo ou
terapia a base de estrégenos), exame fisico, hemograma, perfil bioquimico
sérico, urinalise e radiografias toracicas e abdominais (projecdes lateral direita
e esquerda e ventro-dorsal) (MACAW, 1996; BELLA, 1998, HEDLUND, 2002).

Em medicina veterindria, o diagndstico histopatolégico deve ser
realizado em todos os casos de neoplasmas mamarios submetido a exérese
cirirgica (BERTAGNOLI, 2006). O melhor meio de se obter um diagnostico
definitivo € por meio do exame histologico da biopsia excisional (RUTTEMAN,;
WHITHROW; MACEWEN, 2001; BERTAGNOLI, 2006). O exame citolégico de
amostras € obtido por biopsia pelo método de Puncéo Aspirativa com Agulha
Fina (PAAF), de secre¢des dos mamilos ou rapados das superficies ulceradas
das massas mamarias. Devera ser efetuado em todos os casos devido a
facilidade e ao baixo custo destes procedimentos (BELLA, 1998). O sucesso da
CAAF depende das diversas fases de conducdo da técnica, desde a obtencéo
da amostra, da preparacao da lamina e sua coloracao, até o exame citoscopico
do material aspirado. Por outro lado, WITHROW e MaCEWEN (1996) né&o
consideram a bidpsia aspirativa com agulha fina a técnica diagndstica mais

indicada, pois a maioria dos tumores da cadela sdo mistos, havendo
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necessidade de varios pontos de coleta, e a distincdo entre material benigno ou
maligno nao implicaria mudancas na conduta operatéria. Esta técnica é
considerada muito Gtil nos linfonodos suspeitos de metastase (ZUCCARI;
SANTANA; ROCHA, 2001).

O risco de disseminacdo esta correlacionado ao tipo tumoral,
diferenciacéo histoldgica e varios fatores clinicos de prognostico. Em geral, os
tumores epiteliais provocam metastases, pela circulagdo linfatica, para
linfonodos regionais e pulmbes, enquanto 0s tumores mesenguimais se
disseminam pela via hematégena diretamente para os pulmdes (SORENMO,
2003). Portanto, os principais 6rgaos acometidos pelas lesbes metastaticas sao
os linfonodos regionais (inguinais e axilares) e pulmbdes e, com menor
frequéncia, rins, figado, baco, pele, adrenais, encéfalo, olhos e esqueleto
(CAVALCANTI; CASSALI, 2006; PIEKARZ, 2007).

Devido a elevada incidéncia de tumores de mama em cadelas, seu
estudo vem crescendo em relacdo a outras afec¢cdes. Todo aumento de tecido
mamario deve ser avaliado para possiveis neoplasias. Aumentos generalizados
gue ndo estejam relacionados com pseudociese, lactacdo ou mastite devem
receber atencdo especial. De forma semelhante, tumores de origem diversa
daquele do tecido mamario podem aparecer com frequéncia na regido das
glandulas mamaérias, sendo este fato de grande importancia, pois diferentes
tratamentos podem ser indicados para tumores como linfossarcomas, lipomas
e mastocitomas (ZUCCARI; SANTANA; ROCHA, 2001).

Lesdes Inflamatérias como a mastite aguda estdo habitualmente
associadas a uma lactacdo. Ha hipertermia e dor local, confinados ao tecido
mamario. A glandula se apresenta inflamada, com consisténcia variavel, até
flutuante sem abscesso, ha supuracdo por pressdo. Pode haver
comprometimento geral, manifestado como apatia e febre. A abscedagao
requer limpeza cirirgica, e em qualquer fase é preciso antibioticoterapia,
antiinflamatdérios e analgésicos. No entanto, na hiperplasia mamaria, uma
afeccdo especifica da gata, o aumento de volume ndo inflamatério néo
neoplasico € frequente e tem grande significado prognéstico o0 seu

reconhecimento, como diagndstico diferencial de neoplasia (JUNIOR, 2001)
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A avaliacdo histopatolégica de neoplasmas mamarios e da rede linfatica
fornecem informacfes importantes sobre a sua natureza, tipo histolégico e a
extensdo microscoépica da lesdo, auxiliando na determinacdo do progndstico
(CAVALCANTI; CASSALL, 2006).

Classificacao dos tumores

A metodologia para a classificacdo dos tumores varia
consideravelmente, porém ha um consenso geral para as seguintes categorias:
adenomas, carcinomas e tumores mistos benignos e malignos (MOULTON,
1990). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica os tumores de mama
da gata em tumores malignos, benignos, ndo classificados e hiperplasias ou
displasia mamaria. As neoplasias malignas sao: o carcinoma in situ, carcinoma
complexo, carcinoma simples com os subtipos tubulopapilar, sélido, e
cribiforme; tipos especiais de carcinoma, que agrupam o carcinoma de células
fusiformes; tumores de células escamosas, 0 mucinoso; sarcomas tais como
fibrossarcoma, osteossarcoma e outros sarcomas (MISDORP et al., 1999). Nos
tumores benignos estdo agrupados os adenomas simples, complexo e
basaldide, os fibroadenomas de baixas e altas celularidade, o tumor misto
benigno e o papiloma ductal (BERTAGNOLI, 2006).

A hiperplasia fibroepitelial também conhecida como hipertrofia mamaria
felina, alteracdo fibroadenomatosa total ou parcial, adenomatose mamaria
felina ou fibroadenoma juvenil € uma condicdo ndo neoplasica, responsiva a
progesterona, caracterizada por uma rapida hipertrofia e hiperplasia ou
proliferacdo do estroma e epitélio ductal das glandulas maméarias. Embora os
autores concordem que se trata de uma leséo clinicamente benigna, alguns
consideram este super crescimento fibroepitelial uma forma de displasia
mamaria, enquanto outros a tratam como neoplasia mamaria. Sao bem
delimitados, mas n&o encapsulados, variando de tamanho (FONSECA;
DALECK, 2000).

Freglentemente, mais de uma glandula sédo afetadas, apresentando
edema, ulceragéo, areas de necrose e infeccdo bacteriana secundaria. Neste
caso, o0 diagnostico definitivo sO pode ser realizado através de bidpsia com
analise histopatoldgica subsequente. Existe uma proliferacdo dos ductos

lactiferos, assim como do estroma adjacente, que contém grande quantidade
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de fibroblastos. Os ductos mamarios sdo formados por varias camadas de
células epiteliais cubicas, com nucléolo proeminente. As células mioepiteliais
contendo nucleo ovoide circundam os ductos. O tamanho dos nucleos e das
células é variavel e as camadas de células sdo desorganizadas. E comum
encontrar figuras de mitose e atividade secretéria aumentada. O estroma
consiste de tecido conectivo frouxo com abundante matriz extracelular e
coldgeno. Os capilares sanguineos sdo mais humerosos e mais préximos dos
ductos mamarios (HOFFMANN, 2000). A terapia comum da hiperplasia
fibroepitelial mamaria felina é ovariohisterectomia ou mastectomia. Assim, até
recentemente, o ovariectomia foi considerado o tratamento da escolha,
conduzindo a regresséo do tecido mamario dentro de trés a quatro semanas.
Como um tratamento alternativo, a administragdo dos anti progestagenos foi
introduzida por VITASEK; DENDISOVA (2006).

Os adenomas podem ser simples ou complexos, dependendo do padréo
de crescimento predominante. S&o neoplasias epiteliais benignas, com origem
nos acinos mamarios, ou nos pequenos ductos intralobulares.
Macroscopicamente, esses tumores sdo bem circunscritos e solidos, mas
podem conter cistos disseminados. Ao microscopio Optico, observamos que as
células neoplasicas sdo cubdides e estdo dispostas em acinos compactados e
bem diferenciados, com dimensdes variaveis, ou em tdbulos alongados,
ocasionalmente apresentando ramificacdes. Os lumens dos acinos ou tubulos
neoplasicos podem conter uma secrecao rica em proteina. As margens da
neoplasia sdo bem definidas e os tecidos adjacentes podem ser comprimidos,
indicando um crescimento por expanséo e nao por invasao (MISDORP, 2002)

Os carcinomas sao neoplasias malignas podendo originar-se de células
epiteliais dos ductos mamarios, ductos interlobulares, ductos intralobulares e
do epitélio secretério dos acinos (alvéolos). Cada tipo também pode estar
acompanhado por uma proliferacdo concomitante de células mioepiteliais,
circundadas por uma matriz condromucinosa. Na auséncia dessa
caracteristica, a neoplasia é chamada carcinoma simples, mas quando ela esta
presente, a neoplasia passa a receber a denominacdo de carcinoma complexo
(JONES; HUNT; KING, 1997).
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RESUMO

Realizou-se um estudo retrospectivo da casuistica de tumores mamarios de felinos
enviados ao Laboratdrio Regional de Diagndsticos da Universidade Federal de Pelotas
(LRD/UFPel) no periodo de 1979 a 2007. Os casos foram selecionados, a partir de
arquivos de dados e protocolos, e reclassificados aplicando-se dois métodos de
classificacdo histologica para tumores: 1) a histologia descritiva da Organizacao
Mundial da Saude/Instituto de Patologia das Forcas Armadas Americana (OSM/AFIP) e
0 2) sistema de graduacdo histologica proposto por Elston & Ellis (1991). Estas duas
classificacbes foram aplicadas em 45 casos diagnosticados como carcinomas mamarios
felinos, com o objetivo de evidenciar equivaléncia nos métodos, ou Se estes se
contrapem ou se complementam na determinacdo do potencial de malignidade de
tumores mamarios felinos. A partir desse estudo verificou-se que a maioria dos
carcinomas pertencia ao grau Il 57,8% (26/45), seguido pelo grau | 28,9% (13/45) e por
ultimo grau 111 13,3% (6/45). Ao analisarmos os escores, foi observado que a maioria
dos tumores, 37,8% (17/45), encontrava-se concentrada no escore 6, que é limitrofe do

grau I, e o restante estava distribuido entre os outros escores. Podemos concluir que 0s
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dois sistemas sdo importantes e se complementam sendo que a graduacdo histoldgica
fornece informagdo mais completa sobre o comportamento bioldgico destes neoplasmas.
Descritores: neoplasma mamaério, classificacdo histoldgico-descritiva, felinos.
ABSTRACT

Was a retrospective study of case series of breast tumors in cats submitted to the
Regional Diagnostic Laboratory, Federal University of Pelotas (LRD / UFPel) in the
period 1979 to 2007. The cases were selected from data files and protocols, and
reclassified according to two methods of histological classification for tumors: 1) the
descriptive histology of the World Health Organization / Institute of Pathology Armed
Forces American (OSM / AFIP) and 2) histological grading system proposed by Elston
& Ellis (1991). These two classifications were applied in 45 cases diagnosed as breast
cancer cats, comparing them with the objective of demonstrating that both methods are
equivalent, compared with or complement in determining the potential for malignancy
of breast tumors cats. From this study it was found that most carcinomas belonged to
grade 11 57.8% (26/45), followed by grade | 28.9% (13/45) and finally level 111 13.3%
(6 / 45). When analyzing the scores, it was observed that most tumors, 37.8% (17/45),
was concentrated in the score 6, which is adjacent to the degree I, and the remainder
was distributed among the other scores. We conclude that both systems are important
and are complementary, and histological grading provides more complete information
on the biological behavior of these neoplasms.

Key words: breast neoplasm, histological classification descriptive, cats

INTRODUCAO
Com excecdo dos tumores de pele e do tecido linfo-hematopoiético, 0s

neoplasmas mamarios sdo os mais comuns em felinos domeésticos, ocupando o terceiro
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lugar em importancia, sendo que 80 a 90% deles sdo malignos e manifestam-se de
forma mais agressiva que nos cdes [12,16]. Esses tumores podem ter tanto origem
epitelial, mesenquimal e/ou de ambos [6]. Fatores progndsticos fidedignos sdo de
grande importancia para estimar o prognoéstico da doenca [13].

O objetivo do presente estudo foi de comparar a eficiéncia de dois métodos de
classificacdo histoldgica para estes tumores: 1) a histologia descritiva da Organizacéao
Mundial da Saude/Instituto de Patologia das Forgas Armadas Americana (OMS/AFIP),
revisada por Misdorp (2002) [10] e 2) a graduacdo histolgica proposta por Elston &
Ellis (1991) [5].

MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo deste estudo, primeiramente foram obtidos dos arquivos do
LRD/UFPel dados de protocolos de todas as afec¢es que acometeram felinos. Do total
de amostras recebidas para diagnostico histopatoldgico, entre o periodo de junho de
1979 a dezembro de 2007, foram selecionados 0s casos de neoplasmas mamarios em
fémeas felinas.

Os tumores mamarios foram avaliados por microscopia de luz e classificados por
dois diferentes métodos. O primeiro trata-se do sistema histolégico descritivo
preconizado pela OMS/AFIP [10, 11], em neoplasmas malignos, neoplasmas benignos,
hiperplasias e alteracbes fibroadenomatosas da glandula mamaria. Os neoplasmas
malignos foram, por sua vez, classificados na seguinte ordem crescente de malignidade:
carcinoma nao infiltrativo (in situ), carcinoma complexo, carcinoma simples (subtipos
tubulopapilar, sélido, cribriforme e anaplasico), sarcomas (subtipos fibrossarcoma,
osteossarcoma, carcinossarcoma e outros sarcomas), carcinoma de tipos especiais
(subtipos fusiforme, com diferenciacdo escamosa e mucinoso) e carcinoma ou sarcoma

em tumor benigno. J& o segundo sistema de classificacdo consiste no método proposto
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por Elston & Ellis (1991) [5], que se baseia numa andlise histologica semi-quantitativa e
considera essencialmente trés parametros (Figura 1) totalizando escores que permite
graduar o nivel de malignidade. De acordo com esse método os neoplasmas sdo
classificados como de grau I, grau Il ou grau Ill, os quais se referem a graus crescentes
de malignidade.

RESULTADOS

De um total de 834 casos de diagndésticos em felinos 172 (20,6%) eram amostras
de neoplasmas, dentre as quais foram encontrados 77 casos diagnosticados como
tumores mamarios.

Dentre estes 77 casos, foram recuperados dos arquivos do LRD/UFPel 55
amostras inclusas em parafina. A partir destas, foram confeccionadas novas laminas
histoldgicas, coradas com hematoxilina-eosina [2].

Posteriormente estas 55 amostras recuperadas foram avaliadas para obter-se a
classificacdo histolégica descritiva as quais pertenciam. Verificou-se, entdo, que desses
55 (100%) neoplasmas, 45 (81,8%) eram neoplasmas malignos, 3 (5,5%) eram
neoplasmas benignos e 7 (12,7%) alteragdes fibroadenomatosas pela classificacdo
histoldgica descritiva.

A partir da classificacdo pelo critério histolégico descritivo, observou-se que o
tipo de tumor mais encontrado foram os tumores malignos (45): sendo que 37,8%
(17/45) eram carcinomas tubulopapilares, 24,5% (11/45) carcinomas solidos, 24,5%
(11/45) carcinomas cribriformes, 4,4% (2/45), carcinomas fusiformes, 4,4% (2/45),
carcinomas com diferenciagdo escamosa, 2,2% (1/45) carcinomas mucinosos e 2,2%
(1/45) carcinossarcomas.

Realizou-se entdo a graduagdo dos 45 neoplasmas malignos pelo sistema de

Elston & Ellis (1991) [5]. Verificou-se que 28,9% (13/45) pertenciam ao grau I, 57,8%
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(26/45) ao grau Il e 13,3% (6/45) ao grau Ill. Dos 13 neoplasmas grau | dois possuiam
escore 3, trés escore 4 e oito escore 5. J& os neoplasmas grau Il, dezessete obtiveram
escore 6 e nove escore 7. Dos neoplasmas grau Ill cinco foram categorizados com
escore 8 e um com escore 9 (Figura 2).

Ao comparar 0s achados da classificagédo pela morfologia descritiva com os da
graduacdo histoldgica, observou-se que dos 17 carcinomas tubulopapilares, 11
apresentaram grau Il, sendo que a maioria destes (9) encontrou-se concentrada no
escore 6, que é limitrofe do grau | de malignidade. Ja 6 tumores apresentaram grau |,
com maior nimero concentrado no escore 4. Ndo foi observado nenhum carcinoma
tubulopapilar com grau Ill. Entre os carcinomas sélidos, o grau Il de malignidade foi o
mais observado, seguido do grau Ill e um caso de grau I, com escore 3. Os carcinomas
cribriformes que tiveram uma boa representagdo (11) apresentaram ndmeros
equivalentes no grau | e Il de malignidade e somente um caso apresentou grau Il
concentrado no escore 8. J& os carcinomas fusiformes e os carcinomas com
diferenciacdo escamosa apresentaram grau Il, concentrados no escore 6, e grau Ill, com
escore 8. Ainda, observou-se que o Unico carcinossarcoma apresentou grau Il de
malignidade, concentrado no escore 7 e o carcinoma mucinoso (1) classificou-se no
grau I, com concentragdo no escore 5 (Tabela 1).

DISCUSSAO

No presente estudo os neoplasmas mamarios foram comuns em felinos, sendo
20,6% de todas as afeccOes por eles apresentadas. Estes dados sdo suficientes para
demonstrar que ainda existem poucos estudos epidemiolégicos abordando estes topicos.
Misdorp (2002) [10] relata uma incidéncia de tumores mamarios no gato em torno de

17%.
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A partir da classificacdo histolégica descritiva dos casos recuperados nesse
trabalho, foi demonstrado a maior ocorréncia de neoplasmas malignos, corroborando
com os achados j& citados na literatura. Carcinomas mamérios felinos (CMF) sédo
comuns em gatas, e representam uma causa importante de mortalidade nesta espécie [3].
CMF ocorrem em maior nimero que tumores benignos numa proporcéo de 4:1 a 9:1 e
s&o conhecidos por seu progndstico desfavoravel e forte tendéncia para recorréncia local
[9,10,15]. A incidéncia dos CFM ¢ elevada e exibem um comportamento bioldgico
caracterizado por crescimento celular rapido, com alta taxa de proliferacdo celular [8].

Estes resultados s&o similares aos encontrados no presente estudo, onde o grau Il
ocorreu no maior nimero de casos. A avaliacdo histolégica do grau de diferenciacéo
fornece informacgdo progndstica util. Seu valor como um fator prognoéstico foi
demonstrado por um estudo em um grande nimero de pacientes humanos, com
acompanhamento durante um periodo de 10 anos [4]. Castagnaro (1998) [3] realizou um
trabalho semelhante para investigar se o grau de diferenciacdo do CMF poderia sugerir
0 tempo de sobrevida poés-cirirgico (TSP). Este autor avaliou tumores mamarios
retirados de gatas, os quais foram graduados de acordo com o método proposto por
Elston & Ellis (1991) [5] e concluiu que o sistema de graduacdo pareceu ter um bom
valor preditivo e progndéstico para os graus | e 1l porém foram desfavoravel para o grau
Il de CMF [3]. Outros estudos similares foram realizados em caninos, como Mendes
(2006) [8] que em seu trabalho avaliou 87 tumores mamarios de cées e observou que a
maioria desses animais encontrava-se na faixa do grau | e Il, onde o prognostico é
reservado.

Os resultados deste trabalho, ao analisar a classificagdo histologica descritiva
dos CMF, juntamente com a graduacdo histoldgica, evidenciaram que 0s carcinomas

tubulopapilares distribuiram-se somente pelos graus | e 11 sendo 35,3% (6/17) no grau |
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e 64,7% (11/17) no grau Il. Considerando que nenhuma amostra de carcinoma
tubulopapilar foi classificada no grau 11, foi possivel concluir que esse é um subtipo de
menor malignidade. Mais de 80% dos tumores mamarios felinos correspondem a
carcinoma simples [14], sendo que as apresentacfes histoldgicas mais freqiientes sdo o0s
carcinomas tubulopapilar, sélidos e cribriforme [17].

Por outro lado os carcinomas sélidos se distribuiam nos graus | em 9,1% dos
casos (1/11), nos graus 11, 63,6% (7/11) e 11l 27,3% (3/11), indicando um progndstico
mais desfavoravel, concordando com Misdorp (2002) [10], que afirma que, dentre os
carcinomas simples, o sélido é o subtipo histoldgico considerado de malignidade mais
elevada.

No que tange aos carcinomas cribriformes, por sua vez, foram observados graus
| em 45,4% (5/11) dos tumores, grau Il em 45,4% (5/11) e grau Ill apenas em 9,2%
(1/11) das amostras classificadas. Estes resultados atestam o que ja foi citado por
Misdorp (2002) [10], isto é, o alto potencial maligno desse subtipo.

No presente trabalho, os carcinomas fusiformes juntamente com os carcinomas
com diferenciacdo escamosa compreenderam graus Il e Ill. Mesmo levando-se em
consideracdo o numero de amostras relativamente pequeno, ou seja, duas amostras de
cada subtipo, estes também foram considerados de malignidade elevada, j& que em
ambos nenhuma amostra foi graduada como grau I. A d(nica amostra de
carcinossarcoma foi classificada como grau Il, e o carcinoma mucinoso, também com
uma unica amostra, como grau |, porém de escore 5. Esses neoplasmas séo
extremamente raros e no estudo foram considerados de malignidade intermediaria.
Além disso, é importante considerar que sarcomas, carcinomas de células escamosas e

carcinomas mucinoso sdo menos comuns [17].
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Estudos relatam que a sobrevida maior estd relacionada com a graduagdo
histolégica sendo que quanto maior o grau, menor a sobrevida. Esta classificacdo
também relaciona o grau com a diferenciacdo celular: grau | (carcinoma bem
diferenciado); grau Il (moderadamente diferenciado) e grau 11l (pouco diferenciado) [7].

Como jé foi dito anteriormente, a graduacao histolégica também é importante na
avaliacéo progndstica, pois influencia na escolha das modalidades terapéuticas (cirurgia,
quimioterapia, e radioterapia, entre outras), bem como na intensidade destes
tratamentos, proporcionando uma terapia mais adequada e individualizada para o
paciente especifico [1].

CONCLUSOES

Quando utilizamos a graduacao histoldgica, observamos que ela fornece maiores
informacgBes sobre o possivel comportamento bioldgico dos neoplasmas. Isto é
evidenciado principalmente nos subtipos solidos e cribriforme, onde eles foram
classificados dentro dos trés graus, 0 que representa uma grande variagdo na
apresentacdo histolégica.

Com este estudo foi possivel concluir que os dois sistemas de classificacdo (o
sistema histolégico descritivo e o sistema de graduacdo) sdo de grande importancia
prognostica e sdo complementares quando usados concomitantemente, aumentando a

eficacia do diagnastico.
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Aspecto Escore
Formacdao tubular

Boa formacao tubular (+ 75%) 1
Moderada formacéo tubular (+ 75%) 2
Pouca formacao tubular (+ 75%) 3
Pleomorfismo nuclear

Pequeno, uniforme e regular 1
Moderado aumento de tamanho 2
Marcada variagdo 3
Contagem mitotica

0-7 1

8-10 2

+ 17 3
Total do escore Grau de malignidade
3-5 I

6-7 I

8-9 Il

Figura 1. Critérios semi-quantitativo para a avaliacdo do grau histolégico em

carcinomas mamarios proposto por Elston e Ellis (1991)
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Figura 2. NUimero de carcinomas mamarios felinos classificados de acordo com 0s

sistemas de histologia descritiva e graduacdo histoldgica dentre as amostras recuperadas
dos arquivos do LRD/UFPel no periodo de junho de 1979 a dezembro de 2007



34

Tabela 2. Numero de carcinomas mamarios felinos classificados de acordo com os
sistemas de histologia descritiva e graduacédo histologica dentre as amostras recuperadas
dos arquivos do LRD/UFPel no periodo de junho de 1979 a dezembro de 2007

Tipos Grau l Grau Il Grau 111

Total (%)
Escore 3 4 5 6 7 8 9
Neoplasmas Malignos
Ca tubulopapilar 1 3 2 9 2 - - 17(37,98)
Casdlido 1 - - 3 4 2 1 11(245)
Ca cribiforme - -5 3 2 1 - 11(24)55)
Ca mucinoso - -1 - - - - 122
Ca fusiforme - - - 1 - 1 - 23449
Ca diferenciacdo escamosa - - - 1 - 1 - 23449
Carcinossarcoma - - - -1 - - 122
Total 2 3 8 17 9 5 1 45(100)

Ca = Carcinoma
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RESUMO

As neoplasias sdo problemas comuns na clinica veterindria e a melhoria de
praticas e investigacGes dessas doencas fazem com que sejam cada vez mais
diagnosticadas. O presente trabalho teve como objetivo verificar uma possivel
correlacdo entre os indices de AGNOR (Regides Nucleolares Organizadas coradas pela
Prata [Ag]) e o potencial de malignidade dos neoplasmas mamarios felinos, classificado
em dois métodos: a histologia descritiva Misdorp (2002), e a graduacdo histolégica e
respectivos escores proposto por Elston e Ellis (1991). Nesse estudo foram selecionados
55 tumores entre eles carcinomas, adenomas e alteracGes fibroadenomatosas. Quando
avaliados pela morfologia descritiva foi observado que os tumores com maiores indices
de AgNOR foram os carcinossarcomas e os carcinomas fusiformes. A contagem de
AgNORs/nucleo dos tumores mamarios felinos selecionados variou de 2,06 a 7,88, com
média geral de 5,34. Os adenomas simples apresentaram uma média de 2,66
AgNORs/nucleo, inferior a média dos carcinomas (5,73 AgNORs/nucleo). Utilizando o
método de classificacdo histoldgico descritivo, as contagens de AgNORs/ndcleo foram
distintas para cada subtipo. Foi possivel observar que tumores classificados como grau
I11 possuiam as maiores médias de AQNOR/nucleo. A técnica AQNOR é um método que
pode ser utilizado para uma possivel avaliacdo da agressividade e do prognostico de
neoplasias.

Descritores: felino, graduacéo, histoldgico-descritivo, neoplasma mamario
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ABSTRACT

As cancers are common in clinical veterinary and improvement of practice and
research of these diseases are such that each time more diagnosed. This study aimed to
verify whether this correlation between the rate of AQNOR technique (Regions stained
nucleolar organized by Silver [Ag]), and the potential for malignancy of breast
neoplasms cats, classified into two methods: a descriptive histology Misdorp (2002) and
histological grading and respective score proposed by Elston and Ellis (1991). In this
study we selected 55 tumors including carcinomas, adenomas and fibroadenomatous
changes. When evaluated by descriptive morphology was observed that tumors with
higher rates were carcinosarcoma, and spindle carcinomas. The number of
AgNOR/nucleus of cats selected breast tumors, ranged from 2.06 to 7.88 with the
overall average of 5.34. The simple adenomas showed an average 2.66
AgNOR/nucleus, below the average of the carcinomas that had an average of 5.73
AgNOR/nucleus. Using the method of histological classification description, the counts
of AgNOR/nucleus were different for each subtype. Can be observed that tumors
classified as grade 11l had the highest mean AgNOR/nucleon. The AgNOR technique is

a method that can be used for a possible assessment of aggression and its prognosis.

Key words: breast neoplasm, cat, graduation histological-descriptive

INTRODUCAO

Ao longo dos anos, dados epidemiolégicos, clinicos e patolégicos tém sido
utilizados como pardmetros para avaliacdo prognostica de animais portadores de
neoplasmas mamarios (Hellmén et al.1993; Misdorp; 2002). As caracteristicas dos
tumores mamaérios sdo extremamente variaveis, observando-se desde nodulos de
aparéncia benigna até grandes massas com caracteristicas malignas (Pérez Alenza et al.,
1998). A maior dificuldade clinica esta no prognéstico pos-cirargico preciso, o qual
deve se basear em varias caracteristicas relacionadas ao paciente e ao tumor
(Karayannopoulou et al., 2005). Pesquisas histopatoldgicas em tecidos neoplasicos
envolvem, direta ou indiretamente, a avaliacdo da proliferacdo celular, diferenciagédo

celular e a regulacéo destes mecanismos (Oshima & Forones, 2001).
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Uma das caracteristicas mais importantes da transformacdo neoplasica é o
descontrole do ciclo celular, e esta alteracdo estd também envolvida na expanséo clonal
de uma populacdo tumoral maligna (Ceccarelli et al., 2000; Korneyev et al., 2000). Este
aspecto € considerado como uma das maiores e mais poderosas ferramentas para se
prever o comportamento neoplasico (Ceccarelli et al., 2000).

Crocker et al. 1989, sugeriram que a técnica de AgNOR teria utilidade pratica em
patologia, para estimativa do potencial de agressividade e para avaliacdo de prognostico
de neoplasias malignas. Em vista disso, a quantificacdo das AgNORs foi introduzida na
histopatologia como um marcador da atividade celular e nucleolar (Oshima & Forones,
2001).

Este trabalho teve como objetivo verificar uma possivel correlacdo entre os indices
de AgNOR e o potencial de malignidade dos tumores mamarios felinos, definido por
dois métodos tradicionais de classificacdo, a histologia descritiva revisada por Misdorp
(2002) e apoiada pela Organizacdo Mundial de Saude/Instituto de Patologia das Forcas
Armadas Americanas (OMS/AFIP), e a graduacdo histolégica proposta por Elston e
Ellis (1991).

MATERIAIS E METODOS

Amostras de tumores mamarios felinos foram recuperadas dos arquivos do
Laboratério Regional de Diagnéstico (LRD) da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel). Estas se encontravam incluidas em blocos de parafina e a partir destas
realizaram-se cortes histoldgicos, os quais foram corados por hematoxilina-eosina (HE).
As laminas histologicas foram avaliadas através de microscopia de luz e classificadas de
acordo com o sistema histologico-descritivo, proposto por Misdorp (2002) e apoiado
pela OMS/AFIP. Apo6s a classificacdo histolégico-descritiva, foram selecionados 0s
casos de carcinomas e estes foram graduados de acordo com o sistema de Elston & Ellis
(1991) (Figural).
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Figura 1. Sistema de avaliacdo do grau histoldgico em carcinomas mamarios (Elston &
Ellis, 1991)

Aspecto Escore

Formacéo tubular

Boa formacao tubular (+ 75%) 1
Moderada formacéo tubular (+ 75%) 2
Pouca formacao tubular (+ 75%) 3
Pleomorfismo nuclear

Pequeno, uniforme e regular 1
Moderado aumento de tamanho 2
Marcada variagao 3
Contagem mitdtica

0-7 1
8-10 2
+17 3
Total Grau de Malignidade
3-5 I
6-7 I
8-9 "I

A contagem de AgNOR foi realizada em cortes histoldgicos (5um) corados de
acordo com as técnicas preconizadas por Simdes et al. (1994), Kravis et al. (1996) e
Valdovich et al. (2004)

Para determinar a fregiiéncia de AgQNOR, os granulos argentafins no interior dos
nucleos foram contados através do método de contagem direta a microscopia de luz com
objetiva de imersdo. Foram selecionados cinco campos representativos e aleatérios em
aumento de 1000x, procedendo-se a contagem dos granulos em 100 células neoplésicas
(20 ceélulas/campo em 5 campos distintos). A freqiiéncia individual de cada neoplasma
foi obtida dividindo-se o nimero total de granulos contados por 100. A contagem foi
realizada por trés observadores, em diferentes momentos, sem que nenhum deles tivesse
conhecimento prévio do tipo histoldgico da amostra avaliada ou da contagem do outro
observador. Para andlise estatistica foi utilizado o programa Statistix8 (Statistix 8
Analytical Software, 2008).

RESULTADOS
A partir do levantamento da casuistica foram obtidas 55 amostras de tumores
mamarios, recebidos no periodo de 1979 a 2007. Obteve-se 12,7% (7/55) amostras de
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alteracdes fibroadenomatosas, 5,6% (3/55) de adenomas simples 20,0% (11/55) de
carcinomas cribriformes, 3,6% (2/55) de carcinomas com diferenciacdo escamosa, 3,6%
(2/55) de carcinomas fusiformes, 1,8% (1/55) de carcinoma mucinoso, 20,0% (11/55)
de carcinomas sélidos, 30,9% (17/55) de carcinomas tubulopapilares, 1,8% (1/55)
carcinossarcoma.

A contagem de AgNORs/ndcleo, dos tumores mamarios felinos selecionados,
variou de 2,06 a 7,88 com a média geral de 5,34. Os adenomas simples apresentaram
uma média 2,66 AgNORs/nucleo, inferior significativamente a média dos carcinomas

que obtiveram média de 5,73 AgNORs/nucleo (Figura 2).

Média AgNOR

57 5,73

5,29

2 2,66

Adenomas Carcinomas Alt. Fibroadenomatosas

Figura 2 — Média de AgNORs/nucleo das 55 amostras de tumores mamarios felinos
obtidos dos arquivos do LRD/UFPel no periodo de 1979 a 2007

Utilizando o método de classificacdo histolégico descritivo, as contagens de
AgNORs/nucleo foram distintas para cada subtipo (Tabela 1). Quando foram
comparados os indices de AgNOR entre os adenomas e carcinomas esses dados foram

estatisticamente significativos (P < 0,0075), sendo este indice maior nos carcinomas.
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Tabela 1 - Contagem de AgNORs/nlcleo dos 45 carcinomas, de acordo com sua

graduacdo histologica

Grau  N°casos Amplitude/AgNOR/ nucleo Média (Desvio padrdo)

| 13 3,23- 5,93 4,07 (+0,65)*
I 26 2,21- 8,88 5,67 (+1,40)*
1l 6 6,31- 7,47 6,72 (+0,37)°
Total 45 2,21- 7,88 5,60 (+0,17)

Utilizando o método de classificacdo histologico descritivo, as contagens de
AgNOR/nlcleo revelaram uma distribuicdo crescente. Os trés adenomas simples
mostraram uma amplitude de 2,06 a 3,57 com média de 2,66 AgNOR/ndlcleo. Os
carcinomas simples tubulopapilares variaram de 3,88 a 6,57 (média de 5,2
AgNOR/nlcleo. E os 11 carcinomas sélidos apresentaram valores entre 3,23 a 7,64
(média 5,97). O carcinoma mucinoso obteve a menor média (3,81 AgNORs/nlcleo),
dentre os carcinomas, e o carcinoma cribriforme 4,38 AgNORs/nucleo. Por outro lado,
0 carcinossarcoma apresentou a maior média de AgNOR/nucleo (7,88).

As contagem de AgNORs foram avaliadas considerando o sistema de graduacéo
histoldgica. Dos 45 carcinomas, treze (28,9%) foram classificados com grau |, vinte seis
(57,8%) classificados com grau Il e seis (13,3%) classificados com grau Il (Tabela 2).
Foram realizadas comparacdes entre os valores de AQNOR/nucleo através do teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis para amostras independentes. Na avaliacdo estatistica €
possivel observar que entre os tipos tumorais malignos e benignos os resultados
diferiram significativamente entre si (p< 0,05). Como fica a “alteragdo
fibroadenomatosa”. Entretanto, quando comparados os subtipos dos carcinomas néo

houve diferenca estatistica significativa.
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Tabela 2 - Contagem de AgNORs/nlcleo dos 55 tumores de acordo com sua

classificacdo histologica descritiva

Tipo histologico N° Amplitude Media AgNOR
de AQNOR  (Desvio Padrao)

Neoplasmas Malignos

Carcinoma Tubulopapilar 17 3,88-6,57 5,2 (+0,81)
Carcinoma Sélido 11 3,23-7,64 5,97 (+1,36)*
Carcinoma Cribiforme 11 2,21-6,89 4,38 (+1,53)%
Carcinoma Fusiforme 2 6,31-7,09 6,70 (+0,39)
Carcinoma Mucinoso 1 3,81 3,81 (x0) a
Carcinoma Célula Escamosa 2 5,84-6,50 6,17 (+0,33)*
Carcinossarcoma 1 7,88 7,88 (x0)°
Neoplasmas Benignos
Adenoma Simples 3 2,06-3,57 2,66 (£0,65)"
Alteracdo Fibroadenomatosa 7 3,60-6,85 5,29 (+1,20)
Total 55 5,34 2,06-7,88 (+0,57)

DISCUSSAO

Em medicina veterinaria varios trabalhos similares com contagem de
AgNORs/nucleo foram realizados. Para mastocitomas, Dias (2006) verificou média de
2,8 AgNORs/nucleo e em linfomas Valdovich et al. (2004) encontraram média geral de
2,9 AgNORs/nicleo. Em humanos um estudo realizado com o linfoma ndo-Hodgkin,
demonstrou valores medios de AgNORs/nucleo variando 1,66 a 5,19 (Yazdi & Taghavi,
2005). Mendes (2006), por sua vez, relatou em seu trabalho que em 49 tumores
mamarios caninos, foi verificada uma média de 2,23 AgNORs/nucleo, com amplitude
de 1,39 a3,2.

No presente trabalho, ao se aplicar a técnica de contagem de AgNORs/nlcleo
em 55 tumores mamarios felinos, obteve-se uma média geral de 5,34 AgNORs/nlcleo,
com uma amplitude de 2,06 a 7,88. Trata-se de uma média alta, quando comparada com
as relatadas por outros autores em diferentes tumores.

Quando a distribuicdo das AgNORs foi avaliada frente a classificagdo
histologica, foi possivel evidenciar que os adenomas simples felinos expressaram
valores médios de 2,66 AgNORs/nlcleo. Esta foi uma média baixa, especialmente
guando comparada com a média nos tumores malignos, que foi de 5,73
AgNORs/nucleo. Bostock, Moriart e Crocker (1992), Destexhe, Vanmanshoven e
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Coignoul (1995) em estudo dirigido a tumores mamarios caninos, também observaram
que a media de contagem AgNORs/nucleo dos grupos de tumores malignos foi maior
em relacédo aos benignos.

Ainda no presente trabalho foram analisados os subtipos dos carcinomas em
relacdo a sua contagem de AgNOR sendo estes comparados entre si. O carcinoma
mucinoso obteve de todos os carcinomas avaliados neste estudo menor indice
contagem, porém tinhamos apenas uma caso. Misdorp, 2002 relata que esse subtipo é
muito raro e tem progndstico favorével a reservado, com baixo indice de recidiva e
metastase.

Considerando o carcinoma cribriforme Misdorp (2002) salienta que este é o
subtipo mais comum em glandulas mamarias de felinos, sendo altamente invasivo, com
prognostico reservado. J& as amostras incluidas nesse estudo apresentaram a segunda
menor média: 4,38 AgNORs/nucleo.

Por outro lado, Benjamin et al. (1999) afirmaram que quando observaram 0s
carcinossarcomas notaram que estes sdo muito malignos por serem metastaticos e com
alto indice de proliferacdo. Corroborando com estes autores, no presente estudo foi
verificado que o carcinossarcoma avaliado apresentou o maior indice de AGQNOR/nucleo
(7,88) dentre os tumores.

Proteinas AgNORs tendem a estar em maior nimero em células neoplasicas,
indicando que uma maior velocidade de proliferacdo celular corresponderia a uma
maior quantidade de AgNOR (Mendes, 2006). Misdorp (2002) relata que a alteracao
fibroadenomatosa, lesdo exclusiva de felinos (Hayden et al., 1983), é uma condicdo nao
neoplésica, e se trata de uma lesdo clinicamente benigna considerada um crescimento
fibroepitelial o qual é uma forma de displasia mamaéria. A respeito da alteracdo
fibroadenomatosa percebeu-se neste trabalho que a taxa de 5,29 AgNOR/n(cleo foi alta.
Vaérios autores relatam a alta proliferacdo da alteragdo fibroadenomatosa (Hayden et al.
1983; Amorim, 2007), o que justifica a alta contagem de AgNOR.

No presente estudo, quando foram comparados os indices de AGNOR entre 0s
adenomas e carcinomas esses dados foram estatisticamente significativos (P < 0,0075),
sendo este indice maior nos carcinomas. Porém quando foram comparados os diferentes
subtipos de carcinomas ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas.

Derenzini (2000) ao analisar a distribuicdo da contagem de AgNORs/nucleo,

considerando o sistema de graduacdo histolégica proposta por Elston & Ellis (1991),
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percebeu que o aumento do grau de malignidade era acompanhado pelo crescente
aumento do valor médio das AgNORs. Concordando com essa afirmacdo, no presente
estudo foi demonstrado que os carcinomas classificados como de grau | possuiam média
4,07 AgNORs/nucleo, os classificados com grau Il apresentaram média de 5,67 e 0s
classificados com grau Ill, com média 6,72. Este trabalho observou que somente o grau
I e grau Il diferiam significantemente entre si.

Crocker, Boldy e Egan (1989), entendem que a contagem direta é um método
mais acurado e ressaltam que a analise da imagem computadorizada ndo teria habilidade
para considerar AgNORs muito pequenas ou discretas. No presente estudo ndo foi
observada diferenca significativa (p>0,05) entre as médias obtidas nos diferentes tipos
histolégicos quando comparadas entre os trés observadores, em acordo com 0s
principios de Bostock, Moriart e Crocker (1992).

Em veterinaria, ainda sdo poucos os trabalhos publicados em relacdo ao emprego
desta técnica em tumores mamarios em felinos, e inumeros esforgos tém sido realizados
na padronizacdo da técnica de AgGNOR para que sua utilizagdo se torne um parametro
prognastico fidedigno (L&hr et al., 1997).

CONCLUSAO

Com os dados apresentados neste estudo foi possivel concluir que existe
correlacdo entre os indices de AgNOR/nucleo e o potencial de malignidade dos tumores
mamarios felinos. Observando-se que a média de AgNOR/nucleo tende a elevar-se em
tumores que apresentam caracteristicas histologicas de malignidade. Isto pode ser
evidenciado quando comparados especialmente os adenomas e carcinomas. O mesmo
foi observado na graduacdo histoldgica dos carcinomas mamarios, pois 0s tumores

classificados com grau Il possuiam altas médias de AgNORs/n(cleo.
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5. CONCLUSOES

Quando utilizamos a graduacao histologica, observamos que ela fornece
maiores informacdes sobre o possivel comportamento biolégico dos
neoplasmas. Isto é evidenciado principalmente nos subtipos soélidos e
cribiforme, onde eles foram classificados dentro dos trés graus, que representa
uma grande variacdo na apresentacao histologica.

Com este estudo conclui-se que os dois sistemas de classificacdo: o
sistema histolégico descritivo e o sistema de graduacdo sdo de grande
importancia prognostica e quando usados concomitantemente aumentam a
eficacia do diagndstico.

Com os dados apresentados neste estudo foi possivel também concluir
que a média de AgNOR/nucleo tende a elevar-se em tumores que apresentam
caracteristicas histol6gicas de malignidade. Isto pode ser evidenciado quando
comparados especialmente os adenomas e carcinomas. O mesmo foi
observado na graduacdo histoldgica dos carcinomas mamarios, pois 0S

tumores classificados com grau Il possuiam altas médias de AQNORs/nucleo.
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Apéndice



Método de AQNOR
Solucdes:
Nitrato de prata 50%

Nitrato de prata....50 g
Agua deionizada..100 ml

Solucdo de gelatina

Gelatina................. 29
Acido férmico......... 1 ml

Agua deionizada.....100 ml

# Misturar primeiro o acido férmico e apdés a gelatina.

Solucao 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.

56

Misture a solug&o acima imediatamente antes do uso. O volume da solugéo de

trabalho usada depende do numero de laminas a serem coradas. Este volume

€ adequado para corar aproximadamente 5 laminas (em caixinha plastica para

guardar laminas).

Amarelo de Metanila

Amarelo de metanila......1 g
Agua desidratada........... 100 ml
Acido acético.................. 0,25 ml 65



57

Procedimento

Tempo: 1 hora.

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

Neste ponto comeca o procedimento para esfregacos

Coloque as laminas na solucdo 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), clarifigue e monte a lamina usando
resina 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



