UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - “JULIO DE MESQUITA
FILHO” FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS - CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO DA FIBROSE TECIDUAL E SUA
CORRELACAO COM A MALIGNIDADE EM
NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS

Gabriela Noronha de Toledo

Médica Veterinaria

Jaboticabal — Sdo Paulo — Brasil
2017



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - “JULIO DE MESQUITA
FILHO” FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS - CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO DA FIBROSE TECIDUAL E SUA
CORRELACAO COM A MALIGNIDADE EM
NEOPLASIAS MAMARIAS CANINA

Gabriela Noronha de Toledo
Orientador: Prof. Dr. Marcus Antdnio Rossi Feliciano
Coorientador: Profa. Dra. Gedrgia Modé Magalhaes

Prof. Dr. Ricardo Andres Ramirez Uscategui

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias — Unesp, campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Doutor em Medicina

Veterinaria (area de Clinica Médica).

Jaboticabal — Sao Paulo — Brasil
2017



T649a

Toledo, Gabriela Noronha

Avaliagao da fibrose tecidual e correlagdo com a malignidade em
neoplasias mamarias caninas / Gabriela Noronha de Toledo. — —
Jaboticabal, 2017

Ixiii, 63 p. :il. ; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2017

Orientador: Marcus Antdnio Rossi Feliciano

Banca examinadora: Paola de Castro Moraes, Pamela Reina
Rogrigues Moreira, Thiago Demarchi Munhoz, Adriana Coelho de
Souza

Bibliografia

1. Glandula mamaria. 2. Histopatologia. 3. Oncologia veterinaria.
I. Titulo. 1l. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:616-006:636.7

Ficha catalogrifica elaborada pela Segdo Técnica de Aquisigio e Tratamento da Informagio —
Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagio - UNESP, Ciimpus de Jaboticabal.



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
v

u n e S p - Céampus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DATESE: AVALIAGAO DA FIBROSE TECIDUAL E SUA CORRELAGCAO COM A
MALIGNIDADE EM NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS

AUTORA: GABRIELA NORONHA DE TOLEDO
ORIENTADOR: MARCUS ANTONIO ROSSI FELICIANO
COORIENTADORA: GEORGIA MODE MAGALHAES
COORIENTADOR: RICARDO ANDRES RAMIREZ USCATEGUI

Aprovada como parte das exigéncias para obtengédo do Titulo de Doutora em MEDICINA
VETERINARIA, area: CLINICA MEDICA VETERINARIA pela Comissédo Examinadora:

AN

Prof. Dr. MARCUS ANTONIO ROSSI FELICIANO
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia / BA

Prof. Dr. TH]AG@DEMARCHI MUNHM

Departamento de Clinica Veterinaria / Centro Universitario Bardo de Maua - Ribeirdo Preto,SP

y

O~ t '
Pés-doutoranda PAMELA RODRIGUES REINA MOREIRA
Departamento de Patologia Veterinaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Sobortonnalolelo g —
Profa<Dra. ADRIANA COELHO DE SOUZA
Centro Universitario Bardo de Maua / Ribeirdo Preto, SP

Jaboticabal, 07 de margo de 2017

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Cmpus de Jabolicabal -
Via Acesso Prof. Paulo Danato Castellane, Km 05, 14870000, Jaboticabal - S&o Paulo
unesp. phpCNPJ: 48.031.918/0012-87.




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Gabriela Noronha de Toledo — Filha de Rommel Ricardo Alves de Toledo e
Maria Teresinha de Noronha Toledo nasceu em 16 de dezembro de 1980, em
Franca, Sado Paulo, onde cursou ensino fundamental e médio, concluido em
dezembro de 1998. Em 2000, apds aprovagao no vestibular, ingressou no curso
de Medicina Veterinaria da Universidade de Franca - UNIFRAN, onde se graduou
Médica Veterinaria em dezembro de 2004. No ano de 2006, apOs selecéo,
ingressou no Programa de Residéncia em Medicina Veterinaria, area de Clinica
Médica de Pequenos Animais, da Universidade de Marilia — UNIMAR, sob
orientacdo da Profa. Dra. Claudia Bonini Abreu dos Santos. Obteve o titulo de
especialista em Clinica Médica de Pequenos Animais em fevereiro de 2008. Em
agosto de 2010, ingressou no Programa de PoOs-graduacdo em Medicina
Veterinaria (mestrado), area de concentracdo Patologia Animal no Departamento
de Patologia Veterinaria da FCAV/UNESP - Jaboticabal, sob orientacdo da
Profa. Dra. Julieta Rodini Engracia de Moraes. Em marc¢o de 2013, ingressou no
Programa de Poés-graduacdo em Medicina Veterinaria (doutorado), area de
concentracéo Clinica Médica no Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria
da FCAV/UNESP - Jaboticabal, sob orientacdo do Prof. Dr. Marcus Antonio
Rossi Feliciano. Em setembro de 2013, ingressou no curso de pés-graduacao
latu sensu em Oncologia Veterinaria. Obteve o titulo de especialista em

Oncologia Veterinaria em setembro de 2015.



DEDICATORIA

A Deus que me guiou, iluminou e me deu forgas para que continuasse a busca
naquilo que almejei.

A minha familia, meus queridos pais, Rommel e Teresinha e meu irm&o Daniel,
pelo amor constante, pela intensa dedicagéo, pelo apoio e por caminharem ao
meu lado, sempre.

A minha avé, Maria Clara (in memorian), pelo exemplo de vida. Obrigada por
todos os ensinamentos, por ter cuidado de mim e por sempre me inspirar. E
inevitavel que a saudade passe, mas vocé jamais saird do meu coracao.

Ao meu amado e estimado cdo Pluto (in memorian), amigo fiel e companheiro
por toda vida. Inspirador e motivador desta especialidade fantastica que € a
Oncologia Veterinaria.

Aos pacientes do Servigo de Oncologia Veterinaria (SOV) que me ensinaram a

cada dia um pouco mais sobre amor e vida.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Marcus Antonio Rossi Feliciano, pela oportunidade e confianca
ao aceitar esta orientacdo e possibilitar a concretizacdo deste trabalho, meu
sincero agradecimento.

Aos professores Georgia Modé Magalhdes e Ricardo Andres Ramirez
Uscategui que gentilmente aceitaram a coorientagéo deste trabalho.

A guerida amiga Pamela Rodrigues Reina Moreira que vem caminhando
junto comigo desde a residéncia em Marilia. Obrigada por todo o auxilio nos anos
de pés graduacgédo, pela amizade e por todos 0s outros momentos em que me
ajudou. Minha eterna gratidéo.

Especialmente ao colega Giovanni Vargas Hernandez, pela cumplicidade,
ajuda e dedicacdo sempre que precisei.

Aos queridos amigos de Franca, sempre presentes na minha vida e que
vem acompanhando minha trajetéria desde a adolescéncia.

Aos queridos amigos que fiz em Jaboticabal: as minhas amigas e
companheiras da republica Casa da Bia: Gabriella Marcondes Dobashi Hirata,
Gabriela Cristina Zoccal Volpato, Bruna Piva Maria. Aos meninos da republica
Nazarena: Gustavo Oda, Fabio Nelson Gava, Bruno Watanabe Minto, Thiago
Demarchi Munhoz, Marcelo Augusto Koury, Mauricio Durante Christofoletti e
Sandra Oliveira, pessoas com as quais passei muitos momentos especiais da
minha vida. Obrigada pela amizade, pelo companheirismo, pelo apoio em
momentos dificeis e também pelos momentos divertidos que estardo para
sempre na minha memoria.

Aos colegas da pos-graduacdo do SOV, as residentes do Setor de
Diagnostico por Imagem pela participagdo direta ou indireta no atendimento de
pacientes oncoldgicos, nos diversos momentos em que me ajudaram, em que
trocamos informacdes e conhecimento, esclarecemos davidas sempre buscando
o0 bem-estar dos nossos pacientes oncoldgicos, pelas sugestdes feitas ou
simplesmente quando conversamos pelo Departamento.

Aos amigos que ndo foram mencionados, mas que participaram

indiretamente na realizacdo deste projeto e tiveram grande importancia.



Aos professores responsaveis do SOV: Profa. Dra. Mirela Tinucci Costa e
Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi pela oportunidade de aprendizado e
crescimento profissional no atendimento de pacientes oncologicos.

A Profa. Dra. Laura Satiko Okada Nakaghi pela oportunidade de realizar
0 estagio de docéncia na disciplina de Histologia Basica.

A banca examinadora que esteve presente no Exame Geral de
Qualificacao: Profa. Dra. Sabryna Gouveia Calazans, Prof. Dr. Fabricio Singaretti
de Oliveira, Profa. Dra. Marcia Rita Fernandes Machado e Prof. Dr. Fabio Nelson
Gava.

A banca examinadora que esteve presente na Defesa de Tese De
Doutorado: Prof. Dr. Thiago Demarchi Munhoz, Profa. Dra. Pamela Rodrigues
Reina Moreira, Profa. Dra. Paola de Castro Moraes e Profa. Dra. Adriana Coelho.

Aos demais professores do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria pela ajuda e aprendizado e momentos agradaveis proporcionados
durante a realiza¢do do Doutorado.

Aos funcionarios do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, pelo
acolhimento e auxilio durante o doutorado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concesséao da bolsa de estudos.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista — Campus de Jaboticabal, em especial ao programa de Pds-
Graduacgdo em Medicina Veterinaria (Clinica Médica) por ter me acolhido.

A todos aqueles que contribuiram para a realizagéo deste estudo.

OBRIGADA!



Campus de Jaboticabal

\/
A%fg UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA y-
u n es p «JULIO DE MESQUITA FILHO” G

obolicabal

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 023705/12 do trabalho de pesquisa
intitulado “Elastografia, ultrassossonografia com contraste por microbolhas e
Doppler como métodos de diagnéstico das neoplasias mamarias, afecgoes
prostaticas e testiculares em caes”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Wilter
Ricardo Russiano Vicente estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
(COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

(CEUA), em reunigo ordinaria de 08 de novembro de 2012.

Jaboticabal, 08 de novembro de 2012.

Prof. Dr. Andrigo B%\:l;}:z: De Nardi
Coordenador - CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel. 16 3209 2600 - fax 16 3202 4275 - www.fcav.unesp.br



SUMARIO

Pagina
LISTADE TABELAS E QUADROS ......cooiiiiiiieee et I
LISTADE FIGURAS. ...t e e et e e e e eeas I
LISTADE ABREVIATURAS ...t e v
RESUMO ...ttt e e e e e et e e e e e st e e e e eeeeeanneeees VI
ABSTRACT ittt e e e e e e e e st e e e e e s anrareee s Vil
1. INTRODUGAO ...ttt 01
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 02
2.1 Neoplasias Mamarias em Cadelas............cccvvvvviiiiiiiiiii e, 02
2.2 Classificacdo das Neoplasias Mamarias...........ccccceeeeieieiieieeeeeeeeeeeeeeenens 04
2.3 Neoplasias Mamarias Benignas.............eeeeeeiiiiiiiiieee e 04
2.4 Neoplasias Mamarias Malignas. .........cooocueeeeieiiiiiiiiiee e 07
2.5 Grau HistopatOlOQICO. ..........ccvviieieeiiiiie e e e e e e e e 11
2.6 Interacdes Entre 0 Tumor e 0 EStroma.........ccooeeevvviiiii e 12
2.7 FIDroSe TeCIAUAL.....cccciiieee e e e e e 14
B HIPOTESE ...ttt sttt et 18
4. OBJIETIVOS ...ttt e e e e e e e ennbaen e e e 18
.1 GRIAI .t a e e 18
4.2 ESPECITICOS. ..eiiiiiiiieieie et 18
5. MATERIAL E METODOS ...ttt 18
5.1 Grup0os EXPEriMENtaAIS .........cuuuuuuiiiiiiieie e eeeeeee e e e e e e e e e e 19
5.2 Diagnastico Histopatoldgico das Neoplasias Mamarias........................ 19
5.3 Avaliacdo da Fibrose Tecidual................eeiiiiiiiiiiiiiiiieec e 20
5.4. ANAliSe EStatiStiCa ....vvvvvieieieeeie i 21
6. RESULTADOS E DISCUSSAO........cooieeeieeeeceeeeee e 21
7. CONCLUSAD. .....co ittt e 36
8. REFERENCIAS.......coootiieeeeee ettt aate e es st neens 37

APENDICE A ..o 45



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Quadro 1: Resumo da graduacéo histopatolégica nas neoplasias mamarias proposto
POr EIStON € ElliS 1998).....coeeiieiiiiiiiii e 12
Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa (%) da idade de cadelas acometidas por
neoplasias mamarias nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.................. 21
Tabela 2: Frequéncia absoluta e relativa (%) das racas de cadelas acometidas por
neoplasias mamarias nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.................. 22
Tabela 3: Frequéncia absoluta e relativa (%) da localizacdo dos nédulos nas cadeias
mama@rias direita e esquerda de cadelas acometidas por neoplasias mamarias nos
grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016................cccooiiiiiiiiiiiicic e, 23
Tabela 4: Frequéncia absoluta e relativa (%) do tamanho dos nédulos de cadelas

acometidas por neoplasias mamarias nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP,

Tabela 5: Frequéncia absoluta e relativa (%) de neoplasias mamarias em cadelas de
com acordo o diagnostico histopatolégico segundo a classificacdo de Misdorp et al.
(1999) nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.............cccccccciiiiiiieee e, 26
Tabela 6: Frequéncia absoluta e relativa (%) do grau histopatolégico das neoplasias
mamarias em cadelas de com acordo o diagnéstico histopatoldgico segundo a

classificacdo de Elston e Ellis (1998) nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP,

Tabela 7: Frequéncia absoluta e relativa (%) da classificacdo de fibrose das
neoplasias mamarias em cadelas nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP,

Tabela 8: Mediana + IQR dos valores de fibrose tecidual (%) encontrados nas
neoplasias mamarias em cadelas em relacdo ao diagndstico histopatolégico,
JADOLICADAIISP, 2016... ...t a e 33



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Interagbes entre o tumor e o estroma durante os diferentes estagios
de progressdo do carcinoma mamario ductal. A: tecido mamario normal, o
epitélio ductal e a camada de células mioepiteliais estdo separadas pela
membrana basal do tecido conectivo circundante, MEC, capilares e fibroblastos.
B: Carcinoma ductal in situ, o lamen contém células displasicas. A parede do
ducto torna-se irregular, camada de células mioepiteliais indistintas, podem ser
observadas areas da membrana basal intactas e alteradas. O tecido conectivo
ao redor é caracterizado por deposicao de MEC fibrilar e acimulo de fibroblastos
(KALIURI € ZEISBERG, 2006)........ccctitiiiiiiiiiiiiiieaaee e eee e e e e e e e e e e e 13
Figura 2: Interacfes entre o tumor e o estroma durante os diferentes estagios
de progressao do carcinoma mamario ductal. C: Carcinoma ductal invasivo a
membrana basal estd rompida e as células tumorais formam areas semelhantes
ao ducto normal sem a definigdo da membrana basal. O estroma que circunda
as células tumorais contém miofibroblastos, infiltrado inflamatorio e formacéo de
novos capilares sanguineos. D: Carcinoma ductal avancado. As células tumorais
formam arranjos em forma de corddes e ha invasdo do estroma fibroso (KALIURI
LA S 1Y =] = {2 010 ) 14
Figura 3: A: Fibroblasto normal que sao circundados pela MEC do tecido
conjuntivo que consiste em grande quantidade de colageno tipo | e fibronectina.
Os fibroblasto interagem com o microambiente adjacente através das integrinas
(a1B1). Tipicamente, sao células fusiformes com proeminente citoesqueleto de
actina e filamentos intermediarios de vimentina. Embora a deteccdo de
fibroblastos seja desafiadora, os biomarcadores mais utilizados ndo sé&o
especificos para fibroblastos, a proteina 1 fibroblasto especifica (FSP1) é
especifica para fibroblastos nos tecidos normais. B: fibroblasto que adquiriu
fendtipo ativado e que esta associado com o aumento da atividade proliferativa
e da secrecdo de proteinas da MEC como colageno tipo I, tenascina C,
fibronectina que contém o dominio EDA e SPARC (proteina acida secretora e
rica em cisteina). Fibroblastos ativados s&o caracterizados por expressarem
actina de musculo liso-a. Diversos fatores de crescimento, como TGFB e

guimiocinas como a proteina quimiotactica de mondcitos 1 (MCP1) e proteases



de degradacdo de MEC mediam a ativacdo de fibroblastos. (KALLIURI e
ZEISBERG, 2006)......00cciiiiiiiitiiiiiieee e s s iiitie e e e e et e e e s et e e e e e e aaa e e e nnanaraaeaas 16
Figura 4: Fotomicrografia de preparacao histopatolégica em glandula mamaria
de cadela. A: Carcinoma em tumor misto (*), HE, barra 100 pm. B: Area de
fibrose em carcinoma em tumor misto (*), TM, barra 100 um. C: Carcinoma
complexo (*), HE, barra 100 um. D: Area de fibrose em carcinoma complexo (*),
LI o =T = U0t 00 I o S SSSPPPPUPRP 27
Figura 5: Fotomicrografia de preparacao histopatolégica em glandula mamaria
de cadela. A: Carcinoma sélido (*), TM, barra 100 um. B: Fotografia de
preparacao histopatoldgica em glandula mamaéaria de cadela através do programa
Image-Pro Plus16. Area de fibrose marcada através do programa de imagem
Image-Pro Plus 16 (*). C Analise da area de fibrose marcada (vermelho). D:
Célculo da éarea de fibrose moderada marcada (vermelho) e da coloracdo de
fundo (amarelo). E: Resultado do calculo automético da area de fibrose em

CArCINOMA SOIIO. ..o e 32



LISTA DE ABREVIATURAS

CEUA: Comisséo de Etica no Uso de Animais
CGA: campo de grande aumento

FCAV: Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias

FAPESP: Fundacgédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo

FSP1: proteina 1 fibroblasto especifica

Gl:grupol

G2: grupo 2

HE: hematoxilina eosina

IFN: interferon

IENY: interferon Y

IL-2: interleucina-2

IL-6: interleucina-6

IL-8: interleucina-8

IQR: faixa interquartil

M1D, M1E: mama toracica cranial direita e esquerda
M2D, M2E: mama toracica caudal direita e esquerda
M3D, M3E: mama abdominal cranial direita e esquerda
M4D, M4E: mama abdominal caudal direita e esquerda
M5D, M5E: mama inguinal direita e esquerda
MCPL1: proteina quimiotactica de mondcitos 1

MEC: matriz extracelular

MMPs: metaloproteinases

pm: micrémetro

mm: milimetro

NK: células Natural Killer

NMU: N-Metil-N-Nitrosureia

OMS: Organizacado Mundial da Saude

PAS: acido periédico de Schiff

SOV: Servigo de Oncologia Veterinaria

SPARC: proteina acida secretora rica em cisteina
SRD: sem raca definida

TM: tricobmico de Masson



TGF: fator de crescimento transformante-3
TNFa: fator de necrose tumoral a
VPP: valor preditivo positivo

VPN: valor preditivo negativo



Vi

AVALIACAO DA FIBROSE TECIDUAL E CORRELACAO COM A
MALIGNIDADE EM NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS

RESUMO - As neoplasias maméarias em cadelas sdo as neoplasias mais
comuns e metade dos tumores apresentam classificacéo histopatolégica maligna
no momento do diagnostico. Objetivou-se neste estudo avaliar a fibrose tecidual
e correlagcdo com a malignidade nas neoplasias mamarias em cadelas. Foram
selecionadas 85 amostras de ndédulos mamarios que foram divididos em Grupo
1. neoplasias mamarias benignas (n = 21); Grupo 2: neoplasias mamarias
malignas (n = 64). Foram preparados cortes histopatolégicos com hematoxilina
e eosina e tricomio de Masson para vizibilizacdo de tecido conjuntivo e avaliacao
de fibrose tecidual por meio da andlise do programa Image ProPlus verséo 4.5.
Foi realizada andlise estatistica pelo teste de Kruskal Wallis, correlacéo pelo
teste de Pearson e com o valor da mediana da porcentagem de fibrose nos
tumores malignos foi testada a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e negativo, acuracia do teste para diagnostico de malignidade e relacao
entre a porcentagem de fibrose e probabilidade do diagndstico ser maligno pela
regressao logistica binaria com nivel de significancia de 5% para todos os testes.
A idade mais frequente foi 10 anos e diversas racas foram encontradas com
predominio de fémeas mesticas. As lesdes mamarias ndo neoplasicas foram
hiperplasia ductal (4) e lobular (6) e as neoplasias benignas foram: adenoma
cistico (1), complexo (4) e tubular (2) e tumor misto benigno (4). As neoplasias
malignas foram carcinoma complexo (7), de células escamosas (2),
tubulopapilifero (18), solido (13) in situ (3) e tumor misto maligno (21). O grau
histopatolégico mais frequente foi grau | (29) seguido do grau Il (28) e lll (7). A
fibrose nas neoplasias mamarias malignas foi classificada como severa (45),
moderada (14) e discreta (5). A analise estatistica revelou diferenca significativa
(p = 0.0284) na porcentagem de fibrose em relacdo ao diagnostico
histopatolégico das neoplasias mamarias. A mediana da porcentagem de fibrose
nas neoplasias malignas foi de 58%. A prevaléncia foi de 75%, sensibilidade de
45%, especificidade de 86%, VPP de 90% e VPN de 34%. A verossimilidade
positiva foi de 94%, a negativa foi de 24% e a acuracia do teste foi de 38%. Por
meio da regressao logistica binaria estimou-se que a porcentagem de fibrose &
preditiva da malignidade das neoplasias mamarias em 46% (p = 0,074).
Concluiu-se que embora os dados revelados neste estudo ndo tenham
certificado que a fibrose tecidual adjacente indica malignidade das neoplasias
mamarias por si so, a presenca de fibrose pode ser considerada notavel como
parametro de progndstico histoldgico para as neoplasias mamarias em cadelas.

Palavras-chave: glandula mamaéria, histopatologia, oncologia veterinéria.
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EVALUATION OF TISSUE FIBROSIS AND ITS CORRELATION WITH
MALIGNANT BREAST NEOPLASMS IN BITCHES

ABSTRACT - Breast neoplasms in bitches are the most common neoplasms
and half of the tumors present malignant histopathological classification at the
time of diagnosis. The objective of this study was to evaluate tissue fibrosis and
the correlation with malignancy in mammary neoplasms in bitches. It was
selected 85 samples of mammary nodules that were divided into Group 1: benign
mammary neoplasms (n = 21); Group 2: malignant breast neoplasms (n = 64).
Histopathological sections were prepared with hematoxylin and eosin and
Masson's trichrome for the visualization of connective tissue and assessment of
tissue fibrosis through the analysis of the Image ProPlus version 4.5 program.
Statistical analysis was performed using the Kruskal-Wallis test, Pearson test
correlation and the median percentage of fibrosis in malignant tumors. Sensitivity,
specificity, positive and negative predictive value, test accuracy for malignancy
diagnosis and relation between the percentage of fibrosis and the probability of
diagnosis being malignant were tested by binary logistic regression with
significance level of 5% for all tests. The most frequent age was 10 years and
several races were found with predominance of mixed females. Non-neoplastic
mammary lesions were ductal (4) and lobular hyperplasia (6) and benign
neoplasms were: cystic (1), complex (4) and tubular (2) adenoma and benign
mixed tumor (4). Malignant neoplasms were complex (7), squamous (2),
tubulopapillary (18), solid (13) in situ carcinoma (3) and malignant mixed tumor
(21). The most frequent histopathological grade was grade | (29) followed by
grade Il (28) and Il (7). Fibrosis in malignant breast neoplasms was classified as
severe (45), moderate (14), and discrete (5). Statistical analysis revealed a
significant difference (p = 0.0284) in the percentage of fibrosis in relation to the
histopathological diagnosis of breast neoplasms. The median percentage of
fibrosis in malignant neoplasms was 58%. Prevalence was 75%, sensitivity 45%,
specificity 86%, PPV 90% and NPV 34%. The positive verossimity was 94%, the
negative was 24% and the accuracy of the test was 38%. By means of binary
logistic regression it was estimated that the percentage of fibrosis is predictive of
the malignancy of mammary neoplasms in 46% (p = 0.074). It was concluded that
although the data revealed in this study did not certify that adjacent tissue fibrosis
indicates malignancy of mammary neoplasms by itself, the presence of fibrosis
can be considered as a parameter of histological prognosis for breast neoplasms
in bitches.



1. INTRODUCAO

As neoplasias mamarias correspondem as neoplasias mais prevalentes em
cadelas intactas e aproximadamente 40 a 50% dos tumores apresentam
classificacdes histopatoldégicas malignas (SOREMO, 2003; CASSALLI et al., 2014;
VISAN et al., 2016). Tais neoplasias possuem comportamento biolégico variavel e as
metastases em locais distantes sdo causas comuns de morte dos pacientes
(KLOPFLEISCH et al., 2010; SANTOS et al., 2013). Assim, estas lesbes mamarias
caninas tém sido foco de intensa investigacdo por oncologistas e patologistas
veterinarios nas Gltimas décadas (PENA et al., 2014).

Ademais, as neoplasias mamarias na espécie canina servem como modelo
animal relevante para estudo dos tumores mamarios em mulheres (JENSEN-
JAROLIM et al., 2015) e as semelhancas e diferencas nas alteracdes moleculares,
quando comparadas as espécie canina e humana, adquirem interesse crescente
(KLOPFLEISCH et al., 2011; VISAN et al., 2016).

Durante o ciclo do desenvolvimento, a glandula mamaria exibe diversas
propriedades associadas as neoplasias mamarias e varios fatores de crescimento
relacionados ao estroma. Estes fatores, além de necessérios para o desenvolvimento
mamario, podem tanto promover quanto evitar a evolu¢gao do processo neoplasico.
Deste modo, as células do estroma mamario desempenham papel importante na
oncogénese e tal fato deve ser reconhecido (BRYONY et al., 2002).

Estudos realizados nas areas de genética e biologia celular indicam que o
crescimento neoplasico ndo € determinado apenas pelas células neoplasicas
malignas em si, mas também pelo estroma tumoral. As células que estdo presentes
na resposta a lesdo inflamatdria crénica e na angiogénese, tais como células
endoteliais e fibroblastos, também estdo presentes nas neoplasias exercendo
atividade relevante na progresséao, crescimento e propagacdo de tumores, porém, a
contribuicdo estrutural e funcional dos fibroblastos associados as células tumorais,
gue esta presente em todas as fases da progressdo neoplasica, ainda esta sendo
investigada. A producéo de fatores de crescimento, quimiocinas e matriz extracelular

(MEC) facilitam o recrutamento de células endoteliais. Os fibroblastos e a sua



respectiva funcao séo, portanto, fatores determinantes para a progresséo neoplésica
maligna e representam importante alvo terapéutico (KALLIURI e ZEISBERG, 2006).

As interacOes entre os miofibroblastos e o seu microambiente devem ser
exploradas, ndo s6 para caracterizar novos alvos terapéuticos e drogas capazes de
prevenir ou tratar a evolugdo patolégica, mas também para interferir nas alteragdes
observadas durante este processo (KALLIURI e ZEISBERG, 2006).

A presente pesquisa objetivou dar continuidade aos estudos com
biomarcadores prognésticos nas neoplasias mamarias em cadelas. Esta proposta fez
parte do trabalho continuo do grupo de pesquisa (processos Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo - FAPESP: bolsa de doutorado e auxilio pesquisa
n°® 2008/08180-0 e 2009/51195-0; e auxilio e bolsa Jovem Pesquisador n°
2012/16635-2 e 2013/06443-1) com producdo cientifica pertinente gracas ao apoio
recebido por esta Instituicdo de Pesquisa.

Deste modo, o presente estudo teve como propdsito avaliar a presenca de
fibrose nas neoplasias mamarias caninas, com a finalidade de proporcionar elementos
gue contribuam para o melhor entendimento do desenvolvimento neoplasico e com
isso seja possivel aperfeicoar o progndéstico das neoplasias mamarias na espécie
canina. Concomitantemente, estes resultados poderdo ser comparados com 0sS
descritos em tumores mamarios da mulher, quando se considera a fémea canina

como modelo animal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias Mamérias em Cadelas

Os estudos sobre neoplasias espontaneas em animais domésticos séo
considerados promissores para esclarecer importantes questées da oncologia, com
provavel repercussao no estudo das neoplasias de seres humanos (ROWEL et al.,
2011; PINHO et al., 2012, VISAN et al., 2016). A neoplasia mamaria espontanea é
considerada a mais prevalente nas fémeas caninas e na mulher (MISDORP, 2002;
ESTRELA-LIMA et al., 2010; KLOPFLEISCH et al., 2010; KLOPFLEISCH et al., 2011;
SLEECKX et al., 2011; RANIERI et al., 2013; IM et al., 2014; BURRAI et al., 2015;



MELIN et al., 2016; VISAN et al., 2016). As caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
biolégicas dos tumores maméarios em cadelas sdo semelhantes aos da espécie
humana e por isso vém sendo utilizados como modelo para o conhecimento de alguns
aspectos da carcinogénese mamaria em mulheres (RASOTTO et al., 2014; MELIN et
al., 2016; VISAN et al., 2016).

A localizacdo e incidéncia de diferentes tipos tumorais dependem de varios
fatores, entre eles, idade, raca, sexo e localizacdo geografica (VISAN et al., 2016).
Estima-se que no Brasil a ocorréncia de tumores malignos varia entre 74,24% no
estado de Sao Paulo (FIRMO, 2016), 68,4% no estado do Parana (DE NARDI et al.,
2002) e 73,4% no estado do Rio Grande do Sul (OLIVEIRA - FILHO et al., 2010). A
incidéncia na cadela é trés vezes maior do que na mulher e existem algumas
semelhancas moleculares e biologicas nas duas espécies (SHAFIEE et al., 2013;
MELIN et al., 2016). Na espécie canina, a ocorréncia aumenta em torno de 6 anos de
idade, com picos em cadelas com idade de nove a 11 anos (GAMA et al., 2008;
ESTRELA-LIMA et al., 2010; SHAFIEE et al., 2013; RANIERI et al., 2013,
MAGALHAES et al., 2014; FIRMO, 2016; MELIN et al., 2016; VISAN et al., 2016).

Em ambas as espécies, 0 tumor surge espontaneamente ao longo de alguns
anos, como resultado de mdultiplas alteragcbes genéticas e € frequentemente
caracterizado por metastases microscopicas nos pulmdées e em outros 6rgaos no
momento do diagndéstico (SORENMO, 2003; KLOPFLEISCH et al., 2011; SHAFIEE et
al., 2013; VISAN et al., 2016).

N&o existe predisposicdo racial evidente, embora no Brasil ocorram mais
frequentemente em cadelas sem raca definida (SRD), devido a predominancia de
caes mesticos no pais (RUTTEMAN et al., 2001; CASSALI, 2006). O tamanho dos
nodulos pode variar, desde pequenos nédulos com 0,5 cm de diametro até massas
com mais de 15 cm no seu maior diametro. Geralmente, as neoplasias mamarias
apresentam-se como nodulos circunscritos e de dimensdes variaveis (RUTTEMAN et
al., 2001).

O diagndstico inicial de uma neoplasia mamaria em cadelas é baseado na
idade, histérico reprodutivo e sinais clinicos, incluindo a presenca de edema mamario
e aumento de linfonodos regionais (CASSALI et al.,, 2006). Para se atribuir o

diagnéstico e estimar o progndstico da cadela acometida por neoplasia mamaria, é



necessario a remocao cirurgica da mesma (CHANG et al., 2005; MATOS et al., 2012),
seguindo-se da caracterizacdo do tipo histopatolégico, grau de malignidade,
estadiamento clinico, determinacdo do tamanho do nédulo, existéncia de metastase
em linfonodos regionais e presenca de metastases distantes. Também devem ser
avaliados fatores que interferem na proliferacdo e diferenciagao celular desregulada e
apoptose das células neoplasicas ou linfocitos T (PHILIBERT et al., 2003; CHANG et
al., 2005; LAS MULAS et al., 2005; KUMARAGURUPARAN et al., 2006; MATOS et
al., 2012).

O exame histopatolégico é o método de eleicdo para identificar as
caracteristicas de uma neoplasia e a classificacdo é importante para indicar o
comportamento biolégico (PINHO et al., 2012). Assim, é considerado o método mais
confiavel no diagnostico de neoplasias mamarias caninas, ja que permite a avaliacdo
de fatores como infiltracdo vascular, cutanea e de tecidos moles, fornecendo dados
como grau de diferenciacéo, indice mitético e presenca de necrose (MISDORP et al.,
1999). O diagnostico microscopico considera o padrao tecidual classificado como
ductal, papilar, tubular e sélido (PINHO et al., 2012).

2.2 Classificacdo das Neoplasias Mamarias

Os tumores mamarios caninos tanto benignos quanto malignos, podem ser
classificados em simples e complexos. Os tumores simples sdo aqueles compostos
por células epiteliais e os complexos sdo aqueles formados por células epiteliais e
mioepiteliais. Os tumores mamarios podem ainda ser classificados como mistos,

guando héa a presenca de metaplasia (MISDORP et al., 1999).

2.3 Neoplasias Mamérias Benignas

As lesdes mamarias epiteliais ndo neoplasicas e as neoplasias mamarias
benignas incluem: hiperplasia ductal, hiperplasia lobular, adenose, cisto, ectasia,
fiborose focal, adenoma simples, adenoma complexo, adenoma basaloide,
fiboroadenoma de baixa celularidade, fibroadenoma de alta celularidade, tumor misto
benigno e papiloma ductal (MISDORP et al., 1999).



A hiperplasia ductal refere-se as proliferagbes caracterizadas por projecoes
supranumerarias das células epiteliais que sdo morfologicamente semelhantes as
células do ducto e apresentam pleomorfismo nuclear discreto. Histologicamente, a
atipia celular é determinada por pequenas células com nucleo uniforme. Estas células
formam pontes sdlidas no limen do ducto e séo delimitadas pela camada de células
mioepiteliais adjacentes (FERREIRA et al., 2012; CASSALI, 2013).

A hiperplasia lobular ocorre nas unidades lobulares terminais da glandula
mamaria. Neste tipo de lesdo, as células epiteliais possuem comportamento
morfolégico distinto. As células apresentam distribuicdo uniforme e ocupam as
unidades acinares levando ao crescimento do mesmo. Nao mais do que quatro
unidades devem estar comprometidas na hiperplasia lobular tipica. Quando cinco ou
mais unidades séo afetadas, a lesé@o é classificada como hiperplasia lobular atipica
(FERREIRA et al., 2012; CASSALI et al., 2013).

Os cistos mamarios podem ser papilares ou ndo papilares. Os cistos papilares,
como a maioria das lesGes proliferativas na cadela, sdo os tipos complexos
frequentemente encontrados. A diferenciacdo entre lesdo mamaria intracistica,
intraductal, papiloma ou papilomatose torna-se dificil, geralmente. Os cistos néo
papilares apresentam dupla camada de epitélio que pode estar ausente muitas vezes.
Na maioria dos casos existem multiplos cistos em uma ou mais glandulas mamarias
e a diferenciacao de ectasia ductal pode ser dificil (MISDORP et al., 1973).

A ectasia de ductos mamarios € um achado comum em cadelas e gatas e que
muitas vezes leva a transformacéo total da glandula mamaria em uma massa
esponjosa. Inflamacgéo com alteracdes epiteliais secundarias podem ocorrer. A ectasia
afeta os ductos terminais, intralobulares e acinos. A hiperplasia lobular, incluindo o
tipo inflamatério também pode ocorrer juntamente com ectasia (MISDORP et al.,
1999).

A adenose é uma lesdo caracterizada por aumento no niamero de acinos e
dilatacdo do ducto intralobular, aumentando assim, o diametro das unidades lobulares.
AlteracOes discretas do tecido epitelial, mioepitelial e fibrose periductal podem ocorrer.
Em cées ndo é uma lesdo comum e parece nao estar relacionada a progressao
neoplasica (FERREIRA et al., 2012; CASSALI, 2013).



As neoplasias mamarias benignas constituem cerca de 50% das neoplasias
mamadarias caninas, dentre 0s quais adenomas complexos, fiboroadenomas e tumores
mistos benignos constituem 0s grupos mais representativos. Adenomas simples,
adenomas basaldides e papilomas ductais sdo neoplasias benignas incomuns na
espécie canina (MISDORP et al., 1999).

Os adenomas sao definidos como neoplasias benignas de células epiteliais ou
mioepiteliais bem diferenciadas. O adenoma simples € composto por células epiteliais
bem diferenciadas e classificado como tubular simples com epitélio secretor
(CASSALLI, 2002). No entanto, alguns casos foram relatados e apresentaram nodulos
de crescimento sélido de células fusiformes com estroma escasso que foi denominado
adenoma mioepitelial sélido. Este tipo € muito comum nas mulheres, mas em cadelas
e gatas é extremamente raro (MISDORP et al., 1973).

O adenoma complexo é frequentemente reportado em cadelas e gatas, mas
nas mulheres ndo. Esta neoplasia benigna é composta por proliferacdo de células
epiteliais e mioepiteliais. Concomitantemente, pode haver o desenvolvimento de
fibroadenoma, tumor misto benigno e hiperplasia lobular (MISDORP et al.,1973).

O adenoma basaldide consiste em corddes uniformes e arranjos de células
epiteliais monomorficas e as células periféricas estéo orientadas no sentido contrario
ao da lamina basal (CASSALI, 2002).

O fibroadenoma origina-se da proliferacdo de elementos do estroma e células
epiteliais. Dois tipos sédo relatados: fibroadenoma pericanicular onde o epitélio esta em
volta do estroma e fibroadenoma intracanalicular, onde o epitélio estd comprimido e
deformado pelo estroma. A classificagcao de fiboroadenoma de baixa celularidade e de
alta celularidade também ¢é descrita (CASSALI, 2002).

O tumor misto benigno é a neoplasia benigna mais comum em cadelas
(CASSALLI, 2013), sendo caracterizado pela proliferacdo benigna de células que séo
morfologicamente semelhante ao componente epitelial (luminal ou mioepitelial) e
células mesenquimais que produzem cartilagem, 0sso ou tecido adiposo e em
combinacdo com tecido fibroso (MISDORP et al., 1999). A proliferacdo de células
mioepiteliais possui aspecto fusiforme ou estrelado com abundante MEC ao redor
(AULER et al., 2011). Pleomorfismo e atipia celular podem estar presentes e dificultam



o diagndstico principalmente nos casos de tumor misto maligno ou carcinoma em
tumor misto maligno (CASSALLI, 2013).

O papiloma ductal é definido como neoplasia benigna ramificada no ducto
distendido com proliferacdo organizada do epitélio ductal no eixo fibrovascular bem
definido. O epitélio é distribuido numa Unica camada, com atipia celular e atividade
mitotica minima (CASSALI, 2002).

2.4 Neoplasias Mamérias Malignas

As neoplasias mamarias malignas podem ser classificadas em carcinoma néo
infiltrativo (in situ), complexo, ou simples que incluem os subtipos tubular, papilifero,
tubulopapilifero, sélido ou anaplasico. Os tipos especiais de carcinoma incluem o
carcinoma escamoso mamario, mucinoso e o rico em lipideos. As neoplasias
mamarias de origem mesenquimal que ocorrem na glandula maméaria sdo os
fibrossarcomas, osteossarcomas, condrossarcomas e lipossarcomas. Além disso, sao
descritos os tumores mistos malignos, carcinosarcomas e sarcoma em tumor misto
(MISDORP et al., 1999).

As neoplasias mamarias mais comuns das cadelas s&o os carcinomas (tumores
de origem epitelial), mais especificamente os carcinomas simples, que dividem-se por
ordem crescente de malignidade em tubulopapiliferos, sélidos e anaplasicos. Os
carcinomas complexos distinguem-se dos simples por possuirem tanto componente
epitelial quanto mioepitelial (MISDORP et al., 1999).

O carcinoma in situ € considerado precursor da transformacédo maligna de
lesbes na glandula mamaria (MOUSER et al., 2010). Este tipo é caracterizado por
proliferacdo maligna de células epiteliais na unidade ductal extralobular ou unidade
terminal lobular. As células neoplasicas malignas ocupam o limen do ducto sem a
descontinuidade da membrana basal. O carcinoma in situ com microinvasao € definido
guando a membrana basal perde a continuidade e arranjos de células epiteliais
menores que um mm estao presentes (HANBY e HUGHES, 2008).

O carcinoma complexo possui componente epitelial maligno e componente
mioepitelial benigno. A neoplasia caracteriza-se pela presenca de duas populacdes

de células sustentadas pelo estroma fibrovascular. A primeira populacdo de células



epiteliais esta arranjada em tubulos irregulares revestidos por uma ou véarias camadas
de células cubdides a colunares com escassa ou moderada quantidade de citoplasma
eosinofilico. Estas células apresentam moderada ou intensa anisocariose e
anisocitose, além de numerosas figuras de mitoses. Necrose das células epiteliais
pode ser focal ou multifocal e focos ocasionais de diferenciacdo escamosa podem
estar presentes. A segunda populacdo € composta por células fusiformes (células
mioepiteliais) dentro do intersticio, dispostos em feixes irregulares dentro de uma
matriz (mixoéide) fibrilar basofilica. Estas células tém limites mal demarcados,
citoplasma homogéneo eosinofilico escasso a moderado, nucleo ovdéide central com
cromatina finamente pontilhada e pequeno nucléolo central. Anisocariose e
anisocitose sdo minimas. Na periferia da neoplasia, pode haver focos inflamatorios
gue consiste principalmente de linfocitos e células plasmaticas. O carcinoma
complexo deve ser diferenciado do adenoma complexo por sua maior celularidade,
além do pleomorfismo significativamente presente no componente epitelial, aumento
do indice mitético, focos de necrose e padrdo de crescimento infiltrativo
(GOLDSCHMIDT et al., 2011).

O carcinoma tubulopapilifero é caracterizado pela formacdo de projecdes
tubulares e papilares. Em cées, este tipo de carcinoma pode ser acompanhado por
marcada proliferacdo de fibroblastos (MISDORP et al, 1999). O carcinoma
tubulopapilifero é classificado por tubulos neoplasicos que estdo predominantemente
arranjados em papilas sésseis ou pedunculadas. O carcinoma tubulopapilifero
mamario difere do tipo tubular por apresentar papilas que se estendem no limen
tubular e pela quantidade de arranjos ou projecdes formadas. As papilas séao
sustentadas pelo estroma fibrovascular do tecido conjuntivo (GOLDSCHMIDT et al.,
2011).

O carcinoma sélido também é considerado comum na espécie canina e sao
observados quando se desenvolvem por longo periodo de tempo sem intervencao
cirrgica (CASSALI, 2013). Microscopicamente ocorre proliferacdo de células
epiteliais organizadas em arranjo soélido com formagdo de cordBes, ninhos ou
aglomerados de células. As células neoplasicas sao indiferenciadas, exibem nucleos

pequenos e hipercromaticos, indice mitético alto e algumas células possuem vacuolos



no citoplasma. A quantidade de estroma é variavel e areas de necrose sdo comuns
(CASSALLI, 2002).

O carcinoma anaplasico reportado em caes possui prognoéstico desfavoravel,
pois as cadelas apresentam recidiva precoce e metastase, confirmando o
comportamento agressivo. Este tipo histopatologico é caracterizado por infiltracao
difusa, proliferacéo epitelial atipica, sem arranjos delimitados e células individuais que
invadem o estroma. Estas células sédo grandes, algumas multinucleadas, anaplasicas,
com nucleos bizarros, nucléolo proeminente e indice mitético alto. Além disso, podem
ser observadas células neoplasicas nos vasos sanguineos e linfaticos. A presenca de
processo inflamatoério € uma caracteristica deste tipo de neoplasia (MISDORP et al.,
1999).

Os tumores mistos sdo frequentes na glandula maméaria de cadelas e exibem
padrdo histopatoldégico complexo, pois possuem origem do componente epitelial e
mioepitelial. Alguns sofrem transformagéo maligna levando ao desenvolvimento de
tumor misto maligno. Os tumores mistos contém focos de células epiteliais com
elevado pleomorfismo e mitoses atipicas. As células epiteliais malighas geralmente
possuem crescimento infiltrativo que pode ser identificado pela perda de continuidade
da membrana basal e formacao de aglomerados de células neoplésicas que penetram
o estroma (RIBEIRO et al., 2012).

Na espécie canina, o carcinoma de células fusiformes é relativamente raro e
apresenta crescimento expansivo ou infiltrativo que pode ser acompanhado de
invasdo de vasos linfaticos. Esse tipo de carcinoma apresenta caracteristicas
histopatologicas semelhantes ao fibrossarcoma e por isso a diferenciacéo entre eles
pode ser dificil, mas a presenca de fibras de reticulina pode ajudar na elucidacdo do
diagnéstico (MISDORP et al.,1973).

O carcinoma de células escamosas é composto por arranjos sélidos que
formam corddes e areas de diferenciacdo escamosa. Células basalbides estdo
presentes na periferia do tumor e o centro da neoplasia € diferenciado formando
camadas de queratina conhecidas como pérolas corneas. Além disso, a maioria deste
tipo de carcinoma é infiltrativo e a invasao linfatica € comum (CASSALI, 2002).

O carcinoma mucinoso ndo é bem descrito em literatura veterinaria e é

caracterizado pela presenca abundante de material extracelular mucinoso (MISDORP
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et al., 2002). E conhecido como carcinoma gelatinoso, coldide, mucoso ou mucoide.
A proliferacdo de células epiteliais compdem arranjos no padrdo solido, tubular ou
papilar com o espaco intersticial preenchido em abundancia com secrec¢éo eosinofilica
mucinosa reativas a coloracdo de Acido Periodico de Schiff (PAS) e azul de Alcian
(MISDORP et al., 1999).

O carcinoma rico em lipideos € considerado uma variante rara do carcinoma
invasivo ductal na espécie humana e é extremamente raro na espécie canina. Possui
crescimento expansivo, as células neoplasicas estdo arranjadas em corddes
separados por quantidade moderada de estroma e vacuolos no citoplasma. O
diagnostico € confirmado quando 80% das células neoplasicas sdo células que
produzem lipideos (PEREZ-MARTINEZ et al., 2005). Quando o material é congelado,
o diagndstico pode ser confirmado pela coloracdo especial de Sudam Il ou 1V, sendo
positivo para as células produtoras de lipideos (CASSALI et al., 2011).

O fibrossarcoma é definido como neoplasia maligna composta por fibroblastos
pleomdrficos, com quantidade variavel de colageno, arranjados em fibras reticulares
paralelas ou ndo (MISDORP et al., 1999).

O osteossarcoma € definido como tumor mesenquimal maligno de células
0sseas primitivas que se caracteriza pela formacao ostedide de células neoplésicas
(WITTIG et al., 2002; MISDORP et al., 1999). Devido a natureza multipotencial das
células mesenquimais primitivas, a matriz envolvida nestes tumores pode conter
variadas quantidades de tecido cartilaginoso, colageno e ostedide (WITTIG et al.,
2002). Este tipo de neoplasia pode ser composto por tecido 6ésseo e cartilaginoso ou
ambos. Quando observa- se apenas formacédo de tecido cartilaginoso, a neoplasia é
classificada como condrossarcoma. Ambas apresentam pleomorfismo e indice
mitético alto estdo presentes (MISDORP et al., 1999).

Os carcinosarcomas sao neoplasias raras na espécie humana e possuem
prognostico pobre quando comparados a outros tipos de carcinomas (MELE et al.,
2015). As caracteristicas histologicas sdo extremamente variaveis. O crescimento é
rapido e possuem diversos tipos de diferenciagdo. Possuem duas linhas celulares
malignas distintas envolvendo o componente epitelial (carcinomatoso) e mesenquimal
(sarcomatoso) (MISDORP et al., 1973; MELE et al., 2015).
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O sarcoma em tumor misto é uma neoplasia de origem mesenquimal com focos
ou nodulos de células neoplésicas em tumor misto maligno. O critério para avaliacdo
da malignidade do componente mesenquimal de tumores mistos S840 0s mesmos para
0S sarcomas, padrdo de alto crescimento celular, presenca de necrose, atipia celular
e indice mitético (EVANS et al., 1977).

2.5 Grau Histopatologico

A graduacdo histopatolégica das neoplasias mamérias tem como objetivo
avaliar a arquitetura do tecido e varia¢cdes morfologicas, além de correlacionar com o
comportamento biolégico (ELSTON e ELLIS, 1991; CASSALI et al., 2014). Na
medicina humana e na veterinaria, o sistema de graduacao mais utilizado é o sistema
de Nottingham modificado por Elston e Ellis (1998) (Quadro 1). Este método permite
avaliar os fatores de forma mais sistematica e com mais critérios objetivos (CASSALI
et al., 2014).

Na medicina veterinaria, o nimero de pesquisadores que adotaram o sistema
de classificacao para graduacdao histopatoldgica proposta por Nottingham, para avaliar
0s carcinomas mamarios na espécie canina vem crescendo e representam ferramenta
sensivel que pode ser incorporada na medicina veterinaria assim como foi na medicina
humana (CASSALI et al., 2014).

De acordo com essa classificacdo, a determinacdo do grau histopatolégico é
baseada no indice de formacao tubular, pleomorfismo nuclear e indice mitético. O grau
histopatologico do tumor é obtido a partir da soma dos escores no qual o resultado
pode variar de 3 a 9 pontos. O grau | é composto de 3 a 5 pontos, grau |l de 6 a 7
pontos e grau lll de 8 a 9 pontos. De maneira adicional, a anaplasia eleva a graduacao
histopatoldégica em um grau (ELSTON e ELLIS, 1998). A graduacéao histopatolégica é
considerada um indicador de prognoéstico independente para neoplasias mamarias
primarias nas mulheres (ELSTON e ELLIS, 1998; CASSALI et al., 2014).
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Quadro 1: Resumo da graduacéo histopatoldgica nas neoplasias mamarias, proposto
por Elston e Ellis (1998).

INDICES ESCORE
Formacéo Tubular
75% da neoplasia 1
Entre 10 - 75% da neoplasia
< 10% da neoplasia 3
Pleomorfismo nuclear
Tamanho nuclear semelhante ao normal (2-3 x o tamanho da hemécia) 1

Aumento moderado no tamanho e variacao do nucleo

Variacdo acentuada 3
indice mitético (CGA)*

0 - 8 mitoses / 10 CGA 1

9 - 16 mitoses / 10 CGA

> 17 mitoses / 10 CGA 3

*CGA: campo de grande aumento.

2.6 Interagdes Entre o Tumor e Estroma

Nos estagios iniciais do desenvolvimento tumoral, as células neoplésicas estéao
incorporadas no microambiente por meio do epitélio, mas estdo separados do tecido
conjuntivo adjacente pelo limite da membrana basal (HANAHAN e WEINBERG, 2000).
A membrana basal, as células do sistema imunologico, capilares, fibroblastos e a MEC
adjacente constituem o estroma tumoral (RONNOV-JESSEN et al.,, 1996). O
carcinoma in situ esta associado a um estroma semelhante ao observado durante o
processo de cicatrizacao e € comumente chamado de “estroma reativo”. A influéncia
do estroma reativo nas células neoplésicas e vice versa ainda é um tema bastante
debatido (RONNOV-JESSEN et al., 1996). Ainda ndo esta totalmente esclarecida a
maneira pela qual o carcinoma in situ permanece localizado contido pela membrana
basal ou torna-se invasivo por meio da degradacédo da membrana basal (Figuras 1 e
2) (HANAHAN e WEINBERG, 2000; KALLIURI, 2003).
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Existe interesse constante em entender as diferencas entre o estroma normal
e o reativo. O estroma normal na maioria dos érgaos contém um nimero minimo de
fibroblastos associados a MEC fisiol6gica (RONNOV-JESSEN et al., 1996). O estroma
reativo estd associado ao aumento do numero de fibroblastos, maior densidade
capilar, coladgeno do tipo Il e deposicdo de fibrina. Isso demonstra que o estroma
reativo promove sinalizag&o para facilitar a oncogénese (DOLBERG et al., 1985).

Além de influenciar a migracdo de células neoplasicas, a MEC também atua
em diversas vias por meio da modulacéo da liberacao de fatores de crescimento e de
interacdes diretas entre células e integrinas (HYNES, 1992). Estes estudos indicam
que os fibroblastos podem afetar a progressdo neoplasica pela secrecdo e
organizacdo da MEC alterada dentro do estroma tumoral. Entretanto, os efeitos da
MEC alterada nos tumores e os fibroblastos associados ao tumor na angiogénese
durante a progressao neoplésica ainda é pobremente compreendido (KALIURI e
ZEISBERG, 2006).

a Normal breast tissue

o— Capillaries
@

Myoepithelium

Dysplastic
cell

ECM
_I

Fibroblast

Ducral
epithelium

FIGURA 1: llustracao das interacdes entre o tumor e o estroma durante os diferentes estagios
de progressédo do carcinoma mamario ductal. A: Tecido maméario normal. O epitélio
ductal e a camada de células mioepiteliais estdo separadas pela membrana basal
do tecido conectivo circundante, MEC, capilares e fibroblastos. B: Carcinoma ductal
in situ. O limen contém células displasicas, parede do ducto torna-se irregular,
camada de células mioepiteliais indistintas, podem ser observadas areas da
membrana basal intactas e alteradas. O tecido conectivo ao redor é caracterizado
por deposicdo de MEC fibrilar, acimulo de fibroblastos e aumento da densidade de
capilares sanguineos (KALIURI e ZEISBERG, 2006).
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FIGURA 2: llustracdo das interacdes entre o tumor e 0 estroma durante os diferentes estagios
de progressdo do carcinoma mamario ductal. C: Carcinoma ductal invasivo. A
membrana basal esta rompida e as células tumorais formam areas semelhantes ao
ducto normal sem a definicdo da membrana basal. O estroma que circunda as células
tumorais contém miofibroblastos, infiltrado inflamatério e formacé&o de novos capilares
sanguineos. D: Carcinoma ductal avancado. As células tumorais formam arranjos em
forma de cordBes e héa invaséo do estroma fibroso (KALIURI e ZEISBERG, 2006).

2.7 Fibrose Tecidual

A rigidez dos tecidos associada ao tumor é uma caracteristica do
microambiente tumoral. Estudos recentes ja indicaram que a rigidez do tumor pode
influenciar na progressdo neoplésica envolvendo a MEC. A rigidez tecidual é
clinicamente conhecida como fator de risco oncogénico quando correlacionada ao
tecido mamario denso e cirrose hepatica, por exemplo. Além disso, a rigidez do tumor
€ uma das caracteristicas clinicas examinadas durante a palpacdo de nddulos
mamarios (LIU et al., 2016). O tecido mamario neoplasico é mais rigido do que o tecido
normal e pensa-se que o0 processo de enrijecimento comece na fase precoce do
desenvolvimento do mesmo (BARR et al., 2015).

De modo geral, a fibrose é um processo ativo biossintético marcado por
acumulo desregulado de MEC em lesdes crbnicas por isquemia, agentes quimicos e
toxinas, infeccbes virais e ndo virais, danos fisicos e reacdo imunoldgica
(THANNICKAL, 2004; WYNN, 2008; GUARINO et al., 2009). A fibrose do parénquima

de orgaos epiteliais e faléncia de 6rgdos em doencas terminais representam a fase
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final e via comum de muitas doengas crbnicas, tornando-se um dos principais
determinantes para morbidade e mortalidade dos animais (GUARINO et al., 2009).

Em muitos aspectos, o processo fibrotico € comparavel ao de reparagdo normal
e consiste em uma resposta ao tecido induzida por lesdo com inflamacao, liberacéao
local de citocinas, ativagao e proliferacao de fibroblastos/miofibroblastos e deposicao
do esqueleto da matriz (WYNN, 2008).

A fibrose é uma resposta complexa e iniciada para proteger o organismo de um
evento prejudicial, no entanto, leva a lesbes graves em 0Orgaos quando se torna
independente do evento estimulante inicial. Trata-se da deposi¢cdo macica de matriz
pelas células fibrogénicas que interrompem a arquitetura normal do tecido e
promovem a destruicdo do parénquima (GUARINO et al., 2009).

O processo de fibrose nos 6rgdos parenquimatosos e epiteliais pode ser
resumido em trés etapas: (1) células epiteliais danificadas liberam citocinas
ativadoras, principalmente de TGFB (fator de crescimento transformante-B) que
atraem células inflamatorias para o local da injaria primaria; (2) infiltracdo de células
inflamatorias que secretam citocinas adicionais e, posteriormente, causam danos ao
parénquima epitelial, estimulando os fibroblastos/miofibroblastos a proliferar e
produzir mais proteinas da matriz; e (3) fiborogénese que depende de um mecanismo
de auto estimulacdo continua mesmo depois que o principal estimulo nocivo e a
inflamacéo tenha cessado (GUARINO et al., 2009).

Os fibroblastos foram descritos pela primeira vez no final do século XVI, com
base em sua localizacdo e aparéncia microscépica (KALLIURI e ZEISBERG, 2006).
Sao células ndo vasculares, ndo epiteliais e ndo inflamatérias e sdo o principal
componente celular do tecido conjuntivo (Figura 3). Estdo incorporados dentro da
matriz celular do tecido conectivo que, em grande parte, é responsavel pela sua
sintese. As funcbes importantes dos fibroblastos incluem a deposicdo de MEC,
regulacdo da diferenciacdo epitelial e da inflamacédo, além da participacdo na
cicatrizacdo e reparacdo de feridas. Os fibroblastos sintetizam muitos dos
componentes da MEC, tais como colageno tipo |, tipo lll, tipo V e fibronectina, além
de contribuir para a formacado de membranas basais pela secrecdo de colageno do
tipo IV e laminina. Ademais, séo importante fonte de proteases que degradam a MEC,

tais como metaloproteinases de matriz (MMPs), o que evidencia seu papel


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guarino%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19695676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guarino%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19695676
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fundamental na manuteng&o da homeostase da MEC. Além disso, os fibroblastos sé&o
importantes na manutencdo da homeostase do epitélio adjacente pela secrecdo de
fatores de crescimento e interacfes mesenguimais-epiteliais diretamente nas células
(Figura 3) (BRYONY et al., 2002; KALLIURI e ZEISBERG, 2006).

a Fibroblast b Activated fibroblast
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Figura 3: A: Fibroblasto normal circundado pela MEC do tecido conjuntivo que consiste em
grande quantidade de colageno tipo | e fibronectina. Os fibroblasto interagem com o
microambiente adjacente através das integrinas (a1B1). Tipicamente, sdo células
fusiformes com proeminente citoesqueleto de actina e filamentos intermediarios de
vimentina. Embora a deteccdo de fibroblastos seja desafiadora, os biomarcadores
mais utilizados ndo sdo especificos para fibroblastos, a proteina 1 fibroblasto
especifica (FSP1) é especifica para fibroblastos nos tecidos normais. B: Fibroblasto
que adquiriu fenétipo ativado e que esta associado com o aumento da atividade
proliferativa e da secre¢éo de proteinas da MEC como colageno tipo I, tenascina C,
fibronectina que contém o dominio EDA e SPARC (proteina acida secretora e rica em
cisteina). Fibroblastos ativados sdo caracterizados por expressarem actina de
musculo liso-a. Diversos fatores de crescimento, como TGF e quimiocinas como a
proteina quimiotactica de monécitos 1 (MCP1) e proteases de degradacdo de MEC
mediam a ativacdo de fibroblastos. (KALLIURI e ZEISBERG, 2006)
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Quando as lesdes sédo invadidas por fibroblastos, a geragdo de MEC ocorre
para sustentar outras células e fazer com que os elementos do citoesqueleto facilitem
a contracao e cicatrizacdo de feridas. Como principal fonte de componentes da MEC,
os fibroblastos sdo considerados os principais mediadores da formacé&o de cicatriz e
fibrose. Estas células que séo isoladas a partir do local de uma ferida ou do tecido
fibrético secretam niveis elevados de componentes da MEC. Uma vez que a ferida é
reparada, o numero de fibroblastos ativados diminui significativamente. Ainda ndo se
sabe se os fibroblastos ativados sao revertidos para um fenotipo de repouso ou se
sofrem apoptose seguido pelo repovoamento da regido especifica do tecido por
fibroblastos em repouso a partir do tecido adjacente (KALLIURI e ZEISBERG, 2006).

Nos ultimos anos, a compreensdo do mecanismo de fibrose tem se
aprofundado e a fibrose cronica tem sido associada as neoplasias mamarias,
configurando mau prognéstico aos pacientes. Estudos demonstraram claramente que
a medida que a fibrose progride, aumenta gradualmente a sinalizacdo das células pré-
neoplasicas em conjunto com citocinas pré-inflamatérias como IL-6, interleucina-8 (IL-
8), interleucina-2 (IL-2), TNF-a e interferons (IFN). Assim, atualizaces constantes da
fibrose patoldgica sdo importantes para compreender os mecanismos subjacentes das
neoplasias mamarias (KALLIURI e ZEISBERG, 2006).

Neste contexto, estudos investigando os mecanismos envolvidos no processo
de fibrose vém adquirindo interesse crescente. A fibrose possui participacdo em
diversas situacdes patoldgicas e ainda tem sido descrita funcéo adicional associada
ao desenvolvimento das neoplasias mamarias caninas. Porém, a fibrose continua a
ser um desafio e um dos principais objetivos consiste em encontrar caminhos que
proporcionem elucidacdo da regulacdo e atividade deste processo para melhor
compreender o papel da fibrose na evolucdo de inUmeras neoplasias, incluindo as

neoplasias mamarias em cadelas.
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3. HIPOTESE

As neoplasias mamarias malignas consideradas agressivas, com alto grau
histopatoldgico e com curto periodo de evolucao apresentaram maior intensidade de
fibrose associada ao tecido neoplasico quando comparadas com as neoplasias
mamarias benignas em cadelas. Além disso, as neoplasias maméarias malinas
exibiriam maior intensidade de fibrose quando submetidas a analise quantitativa deste

processo patolégico.

4. OBJETIVOS
4.1 Geral

Objetivou-se com este estudo correlacionar a presenca de fibrose em amostras
de diferentes tipos histologicos de neoplasias mamarias malignas e benignas de

cadelas.

4.2 Especificos

1 - Mensurar a porcentagem de fibrose dos tecidos neoplasicos, avaliada por
meio de programa de imagens Image-Pro Plus16 versao 4.5.

2 — Classificar os diferentes tipos histopatoldégicos das neoplasias mamarias
caninas correlacionando de acordo com a porcentagem de fibrose encontrada.

3 — Correlacionar a porcentagem de fibrose com o grau histopatoldgico, tempo

de evolucéo e malignidade das neoplasias mamarias.

5. MATERIAL E METODOS

O projeto deste estudo foi avaliado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
UNESP/Jaboticabal, processo n°® 023705/12.

Foi realizado um estudo retrospectivo com amostras de tumores mamarios de
animais oriundos da rotina do Servico de Obstetricia Veterinaria da FCAV,
UNESP/Jaboticabal, Brasil, janeiro de 2013 a fevereiro de 2014.
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Os prontuérios de todos os animais incluidos neste estudo foram revisados e
dos dados referentes a idade, tamanho e localizacdo dos ndédulos, diagndstico
histopatolégico foram coletados para posterior analise descritiva e estatistica dos

resultados obtidos.

5.1 Grupos experimentais

Foram selecionadas neste experimento 85 amostras de tumores mamarios de
cadelas, de diferentes idades e racas. Selecionou-se apenas uma amostra por animal,
sendo que para 0s animais que apresentaram dois ou mais tipos histopatolégicos
diferentes foram selecionados apenas uma amostra com o tipo histopatolégico
considerado mais agressivo. ApGOs a realizacdo da classificacao histopatolégica das
neoplasias mamarias, os tumores foram estabelecidos em dois grupos experimentais

de acordo com as caracteristicas observadas.

Grupo 1 (G1): neoplasias mamarias com caracteristicas benignas (n = 21);

Grupo 2 (G2): neoplasias mamarias com caracteristicas malignas (n = 64).

5.2 Diagnéstico Histopatologico das Neoplasias Mamaérias

O didmetro dos nddulos mamarios foi mensurado por meio de paquimetro e,
em seguida, realizada a classificacdo do tamanho de nédulos maméarios em caes (T),
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (OWEN, 1980). Os nddulos foram
classificados em T1 (diametro até 3 cm), T2 (diametro entre 3 a 5 cm) e T3 (diametro
maior que 5 cm).

Os fragmentos das neoplasias mamarias foram colhidos e encaminhados para
processamento ao Departamento de Patologia Veterinaria da UNESP/Jaboticabal,
para diagnoéstico histopatolégico e analise em microscopia de luz. Os fragmentos
colhidos foram fixados em solucdo de formol a 10%, tamponado com fosfato (pH 7,4)
por 24 horas. Apos a fixacdo foram desidratados em solugcbes de concentragéo
decrescente de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina de acordo com a

técnica histolégica de rotina. Os cortes foram feitos em 5 ym (micrétomo) e
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posteriormente corados por hematoxilina e eosina (HE) para posterior identificacao
das principais alteragdes morfoldgicas.

Em analise microscopica de luz, foi efetuada a classificacdo da neoplasia,
segundo os critérios de Misdorp et al. (1999) (Apéndice A). A graduacédo
histopatolégica foi realizada segundo a metodologia descrita por Elston e Ellis (1998).

5.3 Avaliacédo da Fibrose Tecidual

Em relacdo a avaliacdo da fibrose tecidual, o presente estudo analisou a
guantidade e grau de intensidade da fibrose nas cadelas acometidas por neoplasias
mamarias benignas e malignas. Assim, foi escolhida uma abordagem pratica
utilizando a técnica de coloracéo histolégica e a andlise da mesma foi baseada em
dois grupos experimentais.

Utilizando os mesmos fragmentos de nddulos mamarios incluidos em parafina,
realizou-se novos cortes de 5 um os quais foram corados com a coloracéo Tricbmico
de Masson (TM) para vizibilizacdo de tecido conjuntivo e determinacdo da fibrose.
Neste caso, determinou-se escore para as areas de fibrose tecidual observadas nas
amostras de neoplasias mamarias caninas. A quantificacdo da fibrose foi realizada
por meio da Classificacdo de Banff (SOLEZ et al., 1993), da seguinte maneira: grau
1: fibrose discreta (6 - 25% da amostra); grau 2: fibrose moderada (25,01 - 50% da
amostra); e grau 3: fibrose severa (= 50,01% da amostra).

Para a avaliacdo da area de fibrose tecidual, todas as laminas foram fotografadas em
cinco campos aleatérios (objetiva de 20 x). Posteriormente, as imagens foram
submetidas ao programa de processamento, medida e analise de imagem (Image-Pro
Plus16 versédo 4.5) para célculo automatico da porcentagem da area marcada. O
resultado de cada lamina foi obtido a partir do calculo da média das porcentagens de

areas marcadas nas cinco imagens.

5.4 Andlise Estatistica

A porcentagem de fibrose foi comparada entre as neoplasias benignas e

malignas em relagcdo ao diagndstico histopatolégico, idade, tempo de evolugéo
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tumoral e grau histopatologico dos tumores por meio do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis.

A relacéo entre o grau histopatolégico, malignidade, idade e tempo de evolucéo
foi realizada pelo teste de correlacéo de Pearson.

Apés o calculo da mediana da porcentagem de fibrose nas neoplasias
malignas, foram testadas a sensibilidade, a especificidade, valor preditivo positivo
(VPP) e negativo (VPN) e acuracia do teste para diagnostico de malignidade. A
relacdo entre a porcentagem de fibrose e probabilidade do diagnostico ser maligno
também foi testada por meio de regressao logistica binaria.

A significancia para todos os testes foi definida em 95% (p < 0,05).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
Ao avaliar a idade das cadelas acometidas por neoplasias mamarias nos
grupos experimentais, verificou-se que a idade média foi de 10,04 anos, prevalecendo

as de 10 anos, conforme observado na Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncia absoluta e relativa (%) da idade de cadelas acometidas por
neoplasias mamarias nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.

IDADE
Frequéncia absoluta %
7 anos 19 22,35%
8 anos 06 7,06%
9 anos 09 10,58%
10 anos 21 24,70%
11 anos 5 5,88%
12 anos 07 8,23%
13 anos 10 11,76%
14 anos 07 8,23%
15 anos 01 1,21%
Total 85 100%

De acordo com os resultados desse estudo retrospectivo, verificou-se que a

média da idade das fémeas acometidas (dez anos, com variacdo entre sete e quinze
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anos) foi semelhante ao descrito por Sanches et al. (2000), Rutteman et al. (2001), De
Nardi (2002) e Firmo (2016), os quais descreveram que as neoplasias mamarias
caninas acometeram fémeas entre sete e doze anos.

Em relacdo as racas mais frequentes encontradas neste estudo, constatou-se

maior incidéncia em fémeas sem raca definida (SRD), conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Frequéncia absoluta e relativa (%) das racas de cadelas acometidas por

neoplasias mamarias nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.

RACAS
Frequéncia %
absoluta

SRD 39 45,91
Poodle 20 23,52
Pinscher Miniatura 06 7,06
Akita Inu 04 4,70
American Pit Bull Terrier 03 3,53
Labrador Retriever 03 3,53
Boxer 02 2,35
Cocker Spaniel 02 2,35
Rottweiller 02 2,35
Shih-Tzu 02 2,35
Pointer 02 2,35

Total 85 100

As racas mais frequentemente encontradas descritas acima corroboraram aos
dados descritos por Cassali et al. (2006) e Ribeiro et al. (2009), que relataram
assiduidade das racas Poodle, Dachshund, Pointers e Retrievers no desenvolvimento
de neoplasias mamérias, além de fémeas SRD. Sanches et al. (2000), Rutteman et
al. (2001) e De Nardi et al. (2002), explicaram que a maior incidéncia de fémeas SRD
sao predominantes na regido estudada e que apenas refletem a populacdo do local

onde foi realizado o estudo.
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Em relagéo a localiza¢do dos nédulos mamarios estudados, constatou-se maior
frequéncia em mama inguinal esquerda (M5E) e abdominal caudal direita (M4D),

como pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3: Frequéncia absoluta e relativa (%) da localizacdo dos nédulos nas cadeias
mamadrias direita e esquerda de cadelas acometidas por neoplasias mamarias nos

grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.

Localizagdo Frequéncia %

M1D 0 0

M2D 4 4,70
M3D 13 15,29
M4D 20 23,53
M5D 13 15,29
M1E 1 1,19
M2E 2 2,35
M3E 3 3,53
M4E 09 10,59
M5E 20 23,53
Total 85 100

Quando se observou a localizacdo dos nédulos mamarios do presente estudo,
verificou-se semelhanca ao relatado por Oliveira Filho et al. (2010), Shaffie et al.
(2013), Cintra et al. (2014) e Feliciano et al. (2012) que afirmaram que as mamas
inguinais foram as que apresentaram maior incidéncia de nédulos mamarios. O maior
namero de ndédulos nas mamas inguinais pode ser atribuido a maior quantidade de
parénquima nessas mamas (QUEIROGA e LOPES, 2002). Contudo, a explicacao
mais provavel seja de que existam receptores hormonais em maior nimero nessas
mamas, favorecendo assim a ocorréncia de neoplasias nesta localizagdo (DONNAY
et al., 1995).

Em relagdo ao tamanho dos n6dulos mamarios analisados no presente estudo,

constatou-se maior frequéncia de nodulos que variaram de 3 a 5 cm de diametro (T2),
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seguido de nédulos menores de 3 cm (T1) e nddulos maiores de 5 cm de diametro
(T3), como pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4: Frequéncia absoluta e relativa (%) do tamanho dos ndédulos em cadelas
acometidas por neoplasias mamarias nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP,
2016.

Frequéncia absoluta %

T1* 36 42,36
T2* 39 45,88
T3* 10 11,76
Total 85 100

T1*:<03cm.T2*:3,01-05cm. T3*: >05cm

Informagfes quanto ao tamanho dos nédulos mamarios foram fornecidas por
Oliveira Filho et al. (2010) que observaram o tamanho de 1.380 nodulos. Destes,
49,4% (n=682) eram nodulos T1, 19,1% (n=263) eram T2 e 31,4% (n=434) eram T3.
Em estudo semelhante no Brasil, verificou-se que tumores T3 eram 0s mais
prevalentes (OLIVEIRA et al., 2003, FERREIRA et al., 2012). No entanto, tumores T1
representaram 77,6% (ITOH et al., 2005) e 80,6% dos casos (HASHIMOTO et al.,
2002) em estudos realizados no Japédo. No presente estudo, a frequéncia foi maior em
nédulos T2 (45,88%), porém, os nddulos T1 apresentaram porcentagem semelhante
(42,36%), discordando dos resultados descritos por Hashimoto et al. (2002), Oliveira
et al., 2003, Itoh et al. (2005) e Ferreira et al. (2012).

Nos ultimos anos, os tutores de cdes e gatos vem demonstrando maior cuidado
em relacdo aos animais de estimacdo. Desta maneira, cada vez mais, 0s tutores
procuram atendimento médico veterinario ja no inicio dos sintomas de diversas
patologias, incluindo o desenvolvimento ou presenca de tumores mamarios.
Atualmente, j4 existem diversas especialidades médicas de pequenos animais e a
oncologia veterinaria € também responsavel pelo atendimento de neoplasias
mamarias. Além disso, nos dias atuais, as campanhas de prevencdo e

conscientizacdo vém ganhando espaco, aumentando assim o cuidados dos tutores de
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pequenos animais. Portanto, todos estes fatores somados ou associados podem
explicar a maior frequéncia de nddulos T1 e T2 em nosso estudo, revelando
possivelmente maior preocupacao com a remocao precoce de nédulos mamarios.

N&o foi observada correlacéo entre o tamanho dos nédulos como fator preditivo
de malignidade, assim como no estudo realizado por Agra (2011) que relatou
resultados semelhantes. Entretanto, ja foram relatados em outros estudos que existe
forte associacéo entre tamanho tumoral e malignidade (SORENMO et al., 2009) e que
enfatizam a importadncia do tamanho do tumor como indicador progndéstico de
neoplasias mamarias em cadelas, mas ha outros parametros mais confiaveis para
essa predicado, como os marcadores moleculares (FERREIRA et al., 2012).

Apos andlise histopatoldgica, diagnosticaram-se 21 massas apresentando
caracteristicas benignas e 64 apresentando caracteristicas malignas. Entre as
neoplasias benignas encontraram-se adenoma cistico, adenoma complexo, adenoma
tubular, tumor misto benigno, além de lesdes mamarias ndo neoplasicas como
hiperplasia ductal e hiperplasia lobular.

Entre as neoplasias mamarias malignas observaram-se, tumor misto maligno (Figuras
4 A e B), carcinoma complexo (Figuras 4 C e D), carcinoma de células escamosas,
carcinoma in situ, carcinoma tubulopapilifero e carcinoma soélido. A distribuicdo da
frequéncia absoluta e a porcentagem de neoplasias maméarias em cadelas, de acordo

com 0s grupos experimentais esta demonstrada na Tabela 5.
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Tabela 5: Frequéncia absoluta e relativa (%) de neoplasias mamarias em cadelas, de
acordo com o diagnéstico histopatolégico, segundo a classificacdo de Misdorp et al.

(1999) nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.

Classificacao Frequéncia absoluta %
Grupo | —tecidos benignos 21 24,74
Adenoma cistico 1 1,17
Adenoma tubular 2 2,35
Adenoma complexo 4 4,70
Tumor misto benigno 4 4,70
Hiperplasia ductal 4 4,70
Hiperplasia lobular 6 7,12
Grupo lI- tecidos malignos 64 75,26
Carcinoma tubulopapilifero 18 21,17
Carcinoma solido 13 15,29
Carcinoma complexo 07 8,23
Carcinoma células escamosa 02 2,35
Carcinoma in situ tubular 03 3,52
Tumor misto maligno 21 24,70

Total 85 100
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Figura 4: Fotomicrografia de preparacdo histopatoldégica em glandula maméria de cadela. A:
Carcinoma em tumor misto (*), HE, barra 100 um. B: Area de fibrose em carcinoma em tumor
misto (*), TM, barra 100 pm. C: Carcinoma complexo (*), HE, barra 100 pm. D: Area de fibrose

em carcinoma complexo (*), TM, barra 100 pm.

Em relacdo ao grau histopatoloégico das neoplasias mamarias malignas
utilizadas neste estudo, foi observado prevaléncia do grau I. As amostras foram
classificadas em grau I, grau Il e grau Ill, conforme mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6: Frequéncia absoluta e relativa (%) do grau histopatolégico das neoplasias
mamadarias em cadelas de acordo com classificacdo de Elston e Ellis (1998) nos grupos
experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.

Classificacao Frequéncia %
absoluta
Grau | 29 45,32
Grau I 25 39,06
Grau I 10 15,62
Total 64 100

Na andlise histopatolégica deste estudo, as neoplasias benignas caninas
corresponderam a 24,74% e as malignas foram de 75,26% do total, corroborando aos
autores Oliveira et al. (2003), Oliveira Filho et al. (2010), Sorenmo et al. (2009),
Feliciano et al. (2012) e Soler et al. (2016) que relataram porcentagens semelhantes
73,4%, 79,9%, 60% e 65,38% de casos malignos, respectivamente.

A frequéncia de casualidade de neoplasias benignas e malignas varia
acentuadamente nos dados consultados na literatura devido, provavelmente, a
existéncia de diferentes métodos de classificacdo dos tumores mamarios e auséncia
de critérios regulares para diferenciar os tipos tumorais (CASSALI et al., 2003). Na
literatura internacional consultada, as porcentagens para neoplasias malignas foram
inferiores a 54% (RUTTEMAN et al., 2001, MISDORP 2002, ITOH et al., 2005,
SORENMO et al., 2009). No Brasil, a prevaléncia das neoplasias malignas variou
entre 60% e 91% (DE NARDI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; FELICIANO et al.,
2012). Desse modo, estes dados podem ser explicados devido a alta prevaléncia de
neoplasias malignas nos estudos realizados no Brasil e também o tempo prolongado
entre 0 aparecimento do tumor e avaliacdo clinica (OLIVEIRA et al., 2003). Ha
evidéncias de que o tempo de evolucdo prolongado possibilita a progressao de
tumores benignos para malignos (SORENMO et al., 2009).

Entre as neoplasias mamarias malignas observou-se maior prevaléncia de
tumor misto maligno e tubulopapiliferos concordando com o descrito no estudo

realizado por Cintra et al. (2014) pela classificagdo de Moulton (1990). No entanto, no
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estudo realizado por Soler et al. (2016) que utilizou a classificacdo de Goldshimidt et
al. (2011), as neoplasias mamarias de maior incidéncia foram carcinoma complexo e
simples. E na classificacdo proposta por Cassali et al. (2011), o tipo histolégico
carcinoma em tumor misto é separado, pois 0 autor conceitua como pouco invasivo e
com prognéstico melhor.

Na determinacéo da area de fibrose tecidual, as imagens analisadas revelaram
que este parametro foi classificado como severo nas neoplasias mamarias malignas
em 45 amostras, seguidas em menor numero de fiborose moderada e discreta. Nas
neoplasias mamarias benignas a fibrose moderada foi a mais frequente, seguida de
discreta e severa, conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7: Frequéncia absoluta e relativa (%) da classificacdo de fibrose das neoplasias

mamarias em cadelas nos grupos experimentais, Jaboticabal/SP, 2016.

Neoplasias Frequéncia % Neoplasias Frequéncia %
Malignas absoluta Benignas absoluta
Discreta 05 5,85 Discreta 01 1,17
Moderada 14 16,47 Moderada 12 14,11
Discreta 45 52,94 Discreta 08 9,41
Total 64 75,26 21 24,74

Verificou-se que a porcentagem de fibrose classificada como discreta, moderada
ou severa, nas neoplasias mamarias, entre 0s grupos experimentais, foi semelhante
para tumores malignos e benignos (p = 0,134). As neoplasias malignas apresentaram
porcentagem média de 58,2 + 24,50 e as neoplasias benignas o valor médio foi de 49,9
+19,10.

Em relacdo ao tempo de evolucado das neoplasias mamarias, foi observado que
o surgimento dos nodulos ocorreu em um periodo que variou de um a 36 meses. Para
as neoplasias mamarias benignas, o tempo médio de evolucéo foi de 7,76 meses e
para as malignas o tempo médio foi de 7,06 meses.

Quando foi analisada a porcentagem de fibrose nos diferentes tipos histolégicos

de tumores mamarios encontrados no presente estudo, observou-se acumulo de
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fibrose classificada como severa demonstrada pela coloragéo Tricomico de Masson,
especialmente nos tipos histolégicos carcinoma in situ e tumor misto maligno. As areas
de fibrose foram caracterizadas por meio de programa de analise de imagens (Figura
5).

Em relac&o a porcentagem de fibrose e o tempo de evolucdo das neoplasias
mamarias ndo foi observada diferenca estatistica (p = 0,14) e houve correlacdo
negativa entre esses dois parametros (p = 0,008, r = -0,3). Portanto, de acordo com
estes resultados, a porcentagem de fibrose e o tempo de evolugcdo néo indicaram
severidade ou maior presenca de fibrose nas neoplasias mamarias, pois a
porcentagem de fibrose apresentou-se de maneira discreta nas amostras que
apresentavam menor tempo de evolucdo. Entretanto, a porcentagem de fibrose
correlacionou-se positivamente com o grau histopatolégico dos tumores (p = 0,035, r
= 0,23) e, esta Ultima variavel apresentou correlacdo positiva com a idade (p = 0,003,
r=0,32).

Histologicamente, fibroblastos e fibras de colageno dentro de uma area de
fibrose estédo dispostos em padrdes irregulares, associados a maior celularidade e /
ou colagenizacao de fibroblastos. Como esta arquitetura densa do tecido afeta o tumor
ainda nao est4 claro. Novas técnicas de imagem ndo invasiva, como a elastografia,
estdo sendo exploradas para a avaliacdo do colageno in vivo e podem permitir a
identificacdo e delineamento de um foco fibrético dentro de uma neoplasia mamaria
(BROWN, et al., 2003).

Corroborando os autores Soler et al. (2016), houve baixo nimero de amostras
de tumores benignos em comparacdo com os tumores malignos. Este fato pode
explicar a falta de diferenca significativa observada entre os dois grupos de tumores e
os demais parametros utilizados neste estudo. A heterogeidade das neoplasias
mamarias caninas, juntamente com o tamanho limitado de corte, tornou a
interpretacdo dos dados mais dificil e amostras maiores poderiam gerar dados mais
significativos. Mesmo assim, nos resultados do presente estudo, verificou-se a
presenca da correlacdo positiva do grau histopatoldgico com a porcentagem de fibrose
das neoplasias mamarias malignas, corroborando aos achados observados por
McPhail e Robinson (2010), em ratos.
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McPhail e Robinson (2010) relataram correlagéao positiva entre a fibrose e as
neoplasias mamarias em ratos quando utilizaram a coloragcdo Picrosirius Red
sugerindo que as neoplasias induzidas por NMU (N-Metil-N-Nitrosureia) também
apresentaram maior quantidade de fibrose. Este fato demonstra que a fibrose é
clinicamente relevante, ja que tem sido demonstrado que os carcinomas mamarios
ductais invasivos com presenca de fibrose possuem caracteristicas mais agressivas
do que aqueles que nao tém (HASEBE et al., 1996).

De acordo com McPhail e Robinson (2010), a presenca de fibrose no tecido
tumoral € considerada caracteristica histopatoldgica associada ao mau prognostico
nas neoplasias maméarias. Embora existam outros marcadores histopatolégicos que
sdo usados para avaliar tumores malignos, foi sugerido que a presenca de fibrose em
carcinomas originados da reacdo exagerada do estroma tumoral, cujos principais
componentes sao fibroblastos e colageno, poderia ser utilizada como fator progndstico

nas neoplasias mamarias.
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Figura 5: Fotomicrografia de preparacédo histopatoldgica em glandula mamaria de cadela. A:
Carcinoma soélido(*), TM, barra 100 um. B: Fotografia de preparacao histopatoldgica em
glandula mamaria de cadela através do programa Image-Pro Plus16. Area de fibrose
marcada através do programa de imagem Image-Pro Plus 16 (*). C Andlise da area de
fibrose marcada (vermelho). D: Célculo da &rea de fibrose moderada marcada (vermelho)
e da coloracgéo de fundo (amarelo). E: Resultado do calculo automético da area de fibrose
em carcinoma soélido.

Em relacdo aos diferentes tipos histopatolégicos das neoplasias mamarias em
cadelas neste estudo, foi observado que os tumores malignos que apresentaram
fibrose tecidual considerada severa (= 50% da amostra) por ordem decrescente foram:
carcinoma in situ, carcinoma em tumor misto, carcinoma sélido, carcinoma complexo,
carcinoma tubulopapilifero, exceto o carcinoma de células escamosas que apresentou

fibrose moderada (25 - 50% da amostra).
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Os tipos histopatologicos benignos neste estudo que apresentaram fibrose
tecidual severa foram: tumor misto benigno, adenoma cistico e hiperplasia ductal. Os
tipos histopatologicos adenoma tubular, adenoma complexo e hiperplasia lobular
apresentaram fibrose moderada (25 - 50% da amostra). E o tipo histopatolégico
classificado como adenoma complexo apresentou fibrose discreta (£ 25% da
amostra).

Ao avaliar a porcentagem de fibrose em relac&o ao diagndstico histopatoldgico
das neoplasias mamarias, foram observadas diferencas significativas (p = 0.0284),

conforme demonstrado na Tabela 08.

Tabela 08: Mediana + IQR dos valores de fibrose tecidual (%) encontrados nas
neoplasias mamarias em cadelas em relagcédo ao diagndstico histopatolégico, segundo
a classificacao de Misdorp (1999), Jaboticabal/SP, 2016.

Grupos Mediana = IQR
Grupo | = Benigno

Adenoma cistico 56,30 + 0%
Adenoma complexo 56,53 + 0,002¢
Adenoma tubular 42,46 + 2,88

Hiperplasia ductal
Hiperplasia lobular

Tumor misto benigno

57,75 + 6,953°¢
39,32 +13,13°
63,59 + 4,292

Grupo Il = Maligno
Carcinoma complexo

Tumor misto maligno

47,68 + 19,153¢
63,42 + 14.99%

Carcinoma mamario escamoso 37,64 + 6,09°
Carcinoma in situ tubular 73,29 + 3,892
Carcinoma sélido 61,72 + 10,473
Carcinoma tubulopapilifero 51,13 + 16,783

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre
os tipos histolégicos (p < 0,05), pelo teste de Dunns. IQR: + faixa
interquantil.
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No presente estudo, os carcinomas mamarios invasivos com focos de fibrose
possuem caracteristicas mais agressivas do que 0s invasivos sem a presenca de
fibrose. A presenca deste processo esta associada ao maior tamanho tumoral, grau
histopatoldgico, atividade proliferativa de células tumorais e necrose. Van Den Eyden
et al. (2007) relataram que estudos menores realizados com neoplasias mamarias em
mulheres mostraram o significado prognéstico independente da presenca de fibrose
em pacientes com neoplasia mamaria invasiva. Além disso, foi demonstrado que a
relacdo entre fibrose e o tamanho relativo do tumor seria fator prognostico importante
para o paciente.

Em relacdo ao carcinoma in situ, a influéncia do estroma reativo nas células
neoplasicas e vice versa ainda é um tema bastante debatido e ndo esta totalmente
esclarecida a maneira pela qual o carcinoma in situ permanece localizado contido pela
membrana basal ou torna-se invasivo por meio da degradacdo da mesma (HANAHAN
e WEINBERG, 2000; KALLIURI, 2003). Além disso, os fibroblastos do estroma
segregam a MMPs ou o ativador do plasminogénio do tipo uroquinase, que sao
importantes fatores na progressdo tumoral (HASEBE et al., 2000). Portanto, &
presumivel que os fatores bioldgicos dos fibroblastos habituais sejam
acentuadamente divergentes dos fibroblastos vigentes no foco de fibrose. Isto indica
heterogeneidade nas caracteristicas dos fibroblastos associados ao estroma tumoral
tanto quanto das células neoplasicas, o que pode exercer influéncia em pacientes
acometidos por carcinomas mamarios.

Desta maneira, foi demonstrado claramente que a presenca de fibrose causa
diferencas no potencial maligno nos carcinomas invasivos e em outras neoplasias
mamarias. A fibrose pertence ao estroma tumoral, indicando que o potencial maligno
das neoplasias ndo depende apenas das caracteristicas biolégicas da célula tumoral,
mas também do estroma tumoral. A fibrose consiste em fibroblastos ou fibras de
coldgeno misturadas com microvasos e a interacao destes componentes influencia a
progressao de carcinomas mamarios com fibrose (HASEBE et al., 2000). A presenca
de fibroblastos atipicos no estroma tumoral, especialmente em focos fibroticos, esta
significativamente associada a recidiva tumoral e ao 6bito de mulheres com carcinoma

mamario ductal invasivo (AHN et al., 2012).



35

Considerando que a mediana da porcentagem de fibrose nas neoplasias
malignas foi de 58%, foram estudadas a sensibilidade e especificidade do teste para
estimar a malignidade das neoplasias mamarias nos grupos experimentais deste
estudo. O resultado deste teste para a prevaléncia foi de 75%, sensibilidade de 45%,
especificidade de 86%, valor preditivo positivo (VPP) de 90% e valor preditivo negativo
(VPN) de 34%. A verossimilidade positiva encontrada foi de 94% e a negativa foi de
24%. Em relacéo a acuracia do teste o valor encontrado foi de 38%, considerado de
baixa acuracia.

Ao avaliar a porcentagem de fibrose em relagéo aos diferentes tamanhos dos
nédulos mamarios, verificou-se que o resultado foi estatisticamente similar (p =
0,52893), o valor médio para os nodulos T1 foi de 54,93 + 21,68, para os T2 foi de
57,51+22,69 e para as massas T3 o valor médio foi de 60,36 + 31,63. Em relacdo ao
tamanho tumoral, ndo houve correlagdo positiva entre o tamanho tumoral e os
parametros porcentagem de fibrose, idade, grau histopatolégico e tempo de evolucao,
comparados separadamente.

Quanto a porcentagem de fibrose e a probabilidade do diagndstico ser maligno
também foi testada por meio de regressdo logistica bindria e estimou-se que a
porcentagem de fibrose é preditiva da malignidade das neoplasias mamarias em
apenas 46% das massas (p = 0,074).

Em mulheres, foi realizado um estudo para esclarecer o significado progndstico
de focos de fibrose em 140 casos de carcinomas invasivos. Nesse estudo, a
significAncia progndstica da fibrose foi avaliada com os seguintes parametros
histoloégicos conhecidos: idade, grau histopatolégico; acometimento de linfonodo
regional (ausente ou presente), classificacdo do tamanho, necrose tumoral (presente
ou ausente) e quimioterapia adjuvante (nenhuma ou administrada). Foi revelado neste
estudo que as taxas de sobrevida global e tempo livre de doenca foram
significativamente menores nos casos com presenca de fibrose do que nos casos
ausentes. Estes dados confirmam que a presenca e dimensdo da fibrose séo
parametros histopatolégicos e progndsticos Uteis para pacientes com carcinoma
lobular invasivo, bem como para carcinomas ductal invasivo (HASEBE et al., 2000).

No que diz respeito aos resultados deste estudo, consideramos que a restricao

em relacdo ao numero de amostras utilizadas pode ser um fator limitante. Deste modo,
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deve-se preconizar a realizacdo de estudos mais amplos que englobem maior nimero
ndo s6 de amostras, mas também de animais de diferentes racas, idade, tipos
histopatolégicos malignos e benignos, além de utilizar diferentes técnicas de
coloracdes histolégicas. Em relacdo as coloracdes histoldgicas convencionais, deve-
se admitir que a técnica de imuno-histoquimica permite analise minuciosa das células
presentes no estroma tumoral e o padrdo de distribuicdo. No entanto, esta técnica
pode apresentar algumas desvantagens em comparagcdo com as coloragbes
histol6gicas de rotina, quando consideramos que 0s protocolos sdo mais complexos,
além do alto custo dos diferentes anticorpos e dos reagentes que Sao necessarios
para sua realizacdo. O presente estudo forneceu evidéncias de que a coloracao
Tricomico de Masson pode representar um método para avaliar a fibrose nas
neoplasias mamarias caninas. Portanto, a avaliacdo criteriosa do estroma tumoral
podera nos fornecer informagBes do prognéstico de pacientes que apresentarem

neoplasias mamarias no futuro, melhorando assim a sobrevida dos pacientes.

7. CONCLUSAO

O diagnéstico histopatolégico existente para as neoplasias mamarias néo
descreve completamente as caracteristicas biolégicas do estroma tumoral. Para que
exista melhora neste aspecto, se faz necessario a avaliacdo do grau de malignidade
das neoplasias mamarias baseadas nas caracteristicas histolégicas do estroma
tumoral. Portanto, o exame detalhado do estroma tumoral, além das células
neoplasicas tumorais presentes, pode facilitar a previsdo do resultado de cadelas
acometidas por carcinomas mamarios, assim como outros tipos de carcinomas.

Considerando os dados revelados neste estudo, onde nao foi demonstrado
claramente que a fibrose tecidual adjacente indica malignidade das neoplasias
mamarias como fator isolado, a presenca de fibrose no estroma tumoral pode ser
considerada importante parametro de prognaostico histopatolégico para as neoplasias
mamarias em cadelas. Portanto, mais estudos in vivo e in vitro sdo necessarios para
elucidar o complexo processo de desenvolvimento fisiopatoldégico da fibrose nas
neoplasias mamarias caninas, bem como o seu impacto nas interacdes entre o

sistema imunolégico e doencgas crénicas como as neoplasias mamarias.
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A: Classificagéo histoldgica das neoplasias mamarias em cadelas de acordo com

Misdorp et al. (1999).

1 Tumores Malignos

2 Tumores Benignhos

3 Displasias e

hiperplasias mamarias

1.1 Carcinoma in situ

2.1 Adenomas

2.1.1 Adenoma
simples

2.1.2 Adenoma
complexo

2.1.3 Adenoma basal

4.1 hiperplasia ductal

1.2 Carcinoma complexo

2.2 Fibroadenoma
2.2.1 Fibroadenoma
de baixa celularidade
2.2.2 Fibroadenoma
de alta celularidade

4.2 hiperplasia lobular

4.2.1 hiperplasia epitelial

4.2.2 adenose

1.3 Carcinoma Simples
1.3.1 Carcinoma
tubulopapilifero

1.3.2 Carcinoma sdélido
1.3.3 Carcinoma anaplasico

2.3 Tumor misto
benigno

4.3 Cistos

1.4 Tipos especiais de
carcinoma

1.4.1 Carcinoma de células
fusiformes

1.4.2 Carcinoma de células
escamosas

1.4.3 Carcinoma mucinoso
1.4.4 Carcinoma rico em
lipideos

4.4 Ectasia ductal

1.5 Sarcoma

1.5.1 Fibrossarcoma
1.5.2 Osteosarcoma
1.5.3 Outros sarcomas

4.5 Fibrose focal

1.6 Carcinosarcoma

4.6 Ginecomastia

1.7 Tumor misto maligno ou
sarcoma em tumor misto




