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RESUMO

AVALIACAO DE INDICE PROLIFERATIVO EM AMOSTRAS
CITOPATOLOGICAS DE TUMORES MAMARIOS CANINOS: CORRELACAO
HISTOPATOLOGICA

AUTOR: Dener Barros Morais
ORIENTADOR: Dra. Cinthia Melazzo de Andrade

A glandula mamaéria é uma glandula sudoripara apécrina modificada que esté presente
h& milhGes de anos nos mamiferos. Esta sujeita ao desenvolvimento de tumores e, embora a
etiologia ndo seja muito clara, diversos fatores estdo associados ao seu desenvolvimento como
horménios, nutricdo, idade e raca. As neoplasias estdo entre as principais doengas que
acometem diretamente as glandulas mamarias de cadelas. Por conseguinte, observou-se a
necessidade de utilizar marcadores progndsticos para identificar o indice proliferativo desses
tumores, como exemplo as regides organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNOR), com o
proposito de auxiliar na instituicdo de um protocolo terapéutico adequado. Este estudo
objetivou avaliar o indice proliferativo em amostras citopatoldgicas de tumores mamarios
caninos correlacionando com a histopatologia. As amostras coletadas pela citologia aspirativa
por agulha fina (CAAF) foram analisadas no Laboratdrio de Analises Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal de Santa Maria, e 0 exame histopatoldgico foi realizado pelo Laboratério
de Patologia Veterinaria da mesma instituicdo. Os dados foram obtidos a partir da analise
utilizando software de computador (IBM SPSS Statistics 23). Os valores de contagem AgNOR
das amostras citoldgicas foram correlacionados com os laudos histopatoldgicos por um teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e foi feito também a comparacao entre os indices AQNOR
de dois avaliadores por meio do teste de Wilcoxon para analise dos dados. N&o houve diferenca
nas médias dos indices AGNOR dos diferentes tipos histologicos de tumores mamarios para
nenhum dos avaliadores (p>0,05). Em adi¢do, a comparagdo entre a contagem dos dois
avaliadores mostrou diferenca significativa (p<0,05). Concluiu-se que é necessario que outros
estudos sejam realizados com um numero de amostras maior e também outros marcadores

prognosticos que validem e complementem a técnica de AQNOR.

Palavras-chave: Cadelas. Citopatologia. Histopatologia. Neoplasma.



ABSTRACT

EVALUATION OF PROLIFERATIVE INDEX IN CYTOPATHOLOGICAL
SAMPLES OF CANINE BREAST TUMORS: HISTOPATHOLOGICAL
CORRELATION

AUTHOR: Dener Barros Morais
ADVISOR: Dra. Cinthia Melazzo de Andrade

The mammary gland is a modified apocrine sweat gland that has been observed in
mammals for millions of years. It is subject to the development of tumors and, although the
etiology is not very clear, several factors are associated with its development, such as hormones,
nutrition, age and race. Neoplasms are among the main diseases that directly affect the
mammary glands of bitches. Therefore, there was a need to use prognostic markers to identify
the proliferative index of these tumors, such as argyrophilic nucleolar organizer regions
(AgNOR), with the aim of helping to establish an adequate therapeutic protocol. This study
aimed to investigate whether there is an agreement between the cytopathological evaluation by
the tumor proliferative index, through the AgNOR technique, and the histopathological
examination of mammary neoplasms in bitches. The samples collected by fine needle aspiration
cytology (FNAC) were analyzed at the Laboratory of Veterinary Clinical Analysis of the
Federal University of Santa Maria, and the histopathological examination was performed by
the Laboratory of Veterinary Pathology within the same institution. Data were obtained from
the analysis using computer software (IBM SPSS Statistics 23). The AGNOR count values of
the cytological samples were correlated with the histopathological reports by a non-parametric
Kruskal-Wallis test and the comparison between the AgNORs indices of two evaluators was
also made using the Wilcoxon test for data analysis. It is considered that there were no
differences in the mean AgNOR indexes of the different histological types of breast tumors for
any of the evaluators, while the calculated p was greater than 0.05 and the comparison between
the counts of the two evaluators showed that there was a difference because the p value was
less than 0.05. We were able to conclude that further studies are needed with a larger number
of samples and other prognostic markers that may help us to validate and complement the
AgNOR technique.

Keywords: Bitches. Cytopathology. Histopathology. Neoplasm.



LISTA DE TABELAS

INTRODUCAO

Tabela 1 - Classificacdo histologica dos tumores mamarios Caninos............cocvvvevevereerienenn, 15
MANUSCRITO

Tabela 1 - Diagnostico histopatoldgico de 31 tumores mamarios Caninos ..........cceevverveeareas 37

Tabela 2 — indices AQNOR em amostras citopatoldgicas de neoplasias malignas, benignas e
hiperplasias de 31 tumores Mamarios CaNINOS............ccecvereeireiieeseeree e e esee e 38



LISTA DE FIGURAS
INTRODUCAO

Figura 1 - Aspectos histologicos da glandula mamaria.............cccevvveveiieninsie e 12

MANUSCRITO
Figura 1 — Aspecto microscopico das AgNORs em amostra citolégica de tumor de mama



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGNOR Regides Organizadoras Nucleolares Argirofilicas

CAAF Citologia Aspirativa por Agulha Fina
COX-2 Cicloxigenase-2

DNA Acido Desoxirribonucleico

ER Receptor de Estrogeno

GH Hormonio do Crescimento

HVU Hospital Veterinario Universitario

LACVET Laboratério de Anéalises Clinicas Veterinarias

PCNA Antigeno Nuclear de Células em Proliferacéo
PR Receptor de Progesterona

PRL Prolactina

TGF Fator de Crescimento Tumoral

EGF Fator de Crescimento Epidermal

OMS Organizacdo Mundial da Saude

UFSM Universidade Federal de Santa Maria



1

3

SUMARIO

LN EI0] 5161070 I 11
1.1 GlANAUIA MAMATTA.....eiieiicieceee e 11
1.2 Neoplasia Mamaria CANING.........ccccereriririree et 12

1.3 Indice proliferativo pela técnica de evidenciagio da regifo organizadora nucleolar

argirofilica (AGNOR)......cciee e 18
MANUSCRITO ..ottt sttt sne st e 21
2.1 RESUMID. ..ttt ettt et ettt s b et e st e e e be e s beesnbeenbeeenne e 22
2.2 ADSITACT. .....e ettt re e re e neenne e 23
P0G B 111 €00 Uo7 o TSP TSSOSO PSRN 24
2.4 MateriaiS € MELOUOS. .....cveviieiierieieite ettt sae bbb nreas 25

241 AMOSIIAS. ...ttt ettt ettt et et sb e b e et e a e nae e b e neas 25

2.4.2  ENSAIOS 1aD0ratoriaiS. . ...c.oiveiieiiiiesieeie e 26
2.4.3  ANALISE ESLALISTICA. .. ..veivveveriisiesieseseeee e 27
2.5 ReSUItAd0S € ISCUSSAD. ... ...eeueerierieieiiesie sttt sttt st nre s 27
PG I 0 Tod 11157 o J SR 30
A =] (=] T oL 31
CONCLUSAOD. ...ttt 39

4 REFERENCIAS.......oooioieieeeeeeee et 40



11

1 INTRODUCAO
1.1  GLANDULA MAMARIA

A glandula mamaria é considerada uma glandula sudoripara apocrina modificada que
esta presente ha milhdes de anos nos mamiferos. Compreende uma rede de ductos cercados por
um estroma fibrovascular e rico em adipdcitos (SORENMO et al., 2011; HECTOR; LINDSAY,
2012). E uma das principais caracteristicas dos mamiferos, estando presente em ambos 0s sexos,
mas seu desenvolvimento s6 ocorre na fémea adulta, principalmente no periodo gestacional
(ELLENPORT, 2008; SORENMO et al., 2011; MACIAS; HINCK, 2012; DAVIDSON;
STABENFELDT, 2014).

A glandula maméria possui origem no ectoderma embrionario (DAVIDSON;
STABENFELDT, 2014) e surge, embriologicamente da crista mamaria que é oriunda do
ectoderma ventro-lateral (FOSTER, 2009). A localizacdo dessa crista varia entre as especies,
estendendo-se da regido toracica a inguinal em carnivoros e suinos, ou sendo restrita a uma
determinada regido, como ocorre em elefantes, humanos, ruminantes e equinos, delimitando-se
a regido axilar, toracica e inguinal, respectivamente (DYCE; SACK; WENSING, 2010).

Estas glandulas sdo constituidas em suas extremidades por alvéolos, que sdo as unidades
funcionais e, juntamente com seus respectivos ductos alveolares, se juntam para formar os
I6bulos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Estes I6bulos contém ramificacfes que terminam
em pequenos acinos (COTRAN et al., 1996) e se separam entre si por septos de tecido
conjuntivo denso e por tecido adiposo, que drenam a secrecdo lactea para um ducto excretor
chamado de ducto interlobular. Estes ductos, por sua vez, se unem para formar o ducto lactifero,
cuja funcdo é coletar a secre¢cdo do lobo correspondente, levando-a em direcdo aos mamilos
(PELETEIRO, 1994; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) (Figura 1).
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Figura 1 — Aspectos histoldgicos da glandula mamaria.
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Fonte: Adaptado de Banks, 1993.

Grande parte dos cédes desenvolvem 5 pares, apesar de que 4 ou 6 pares ja tenham sido
identificados em alguns animais. Sao dois na regido toracica (M1 e M2), dois abdominais (M3
e M4) e um par de glandulas mamarias na regido inguinal (M5) (SILVER, 1966; GETTY,
2015). Estas glandulas estdo organizadas em duas fileiras bilaterais simétricas e paralelas,
separadas por um sulco intermamario e localizadas na regido ventral do térax até a regido
inguinal, em cada lado da linha mediana (PATSIKAS et al., 2006; REESE et al., 2011;
NOGUEIRA; CASTRO, 2017).

1.2 NEOPLASIA MAMARIA CANINA

A gléndula maméria estd susceptivel ao desenvolvimento de tumores e, embora a
etiologia ndo seja muito clara, diversos fatores estdo associados ao seu desenvolvimento como
hormonios, nutricdo, idade e raca (MISDORP et al., 2002; DE NARDI; FERREIRA;
ASSUNCAO, 2016). Ha ainda relatos sobre a influéncia de fatores genéticos (SORENMO,
2003; BEAUVAIS; CARDWELL; BRODBELT, 2012). Dentre os animais de estimacéo, a
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espécie canina estd mais propensa ao cancer, levando, muitas vezes, a elevada mortalidade e
progndstico desfavoravel, além de que esses tumores mamarios possuem maior incidéncia em
fémeas (FEITOSA, 2008; SALAS et al., 2015).

Devido a dificuldade de detectar um cancer no estagio inicial em animais de estimacéo,
o diagnostico geralmente é feito somente quando o tumor se torna visivel para o tutor do animal
(KUMAR et al., 2020). Nesse contexto, a citologia pode ser um exame de triagem Util para
descartar possiveis diagnosticos diferenciais, tais como mastites, lipomas e mastocitomas, além
também de identificar metastases ganglionares (QUEIROGA; LOPES, 2002). A confirmacéo
e classificagdo depende do exame histopatoldgico (técnica padrdo ouro) que permite avaliar
outros critérios como, o padrédo de crescimento tumoral, caracteristicas infiltrativas, entre outros
(WERNER; WERNER, 2009). Assim, o diagnéstico preciso, bem como a diferenciacao entre
neoplasias benignas e malignas, € importante para o sucesso dos protocolos de tratamento,
especialmente nessa espécie (KUMAR et al., 2020).

Os dois pares caudais (M4 e M5) sédo os mais predispostos ao desenvolvimento de
neoplasias (CAVALCANTI; CASSALLI, 2006; MORRIS; DOBSON, 2007; LANA et al., 2007;
SORENMO et al., 2009). De acordo com Robbins (2007) e Lana et al. (2007), isso se deve a
maior concentracao de tecido mamario nessas regides, e conforme descrito por De Nardi et al.
(2008), a maior quantidade de tecido mamario promove maior alteracdo proliferativa em
resposta aos hormonios ovarianos.

H& um grande interesse nas neoplasias mamarias de cdes, tanto do ponto de vista
prognostico e terapéutico, quanto do ponto de vista patogénico, além de constituir-se em uma
ferramenta para oncologia comparada (FOSTER, 2009). No estudo de Trapp et al. (2010), a
neoplasia foi a terceira causa mais comum de morte em cées e o tumor de mama foi a principal
patogenia que ocasionou a morte de quase metade desses animais.

Davidson e Stabenfeldt (2014) relataram que a exposicdo da glandula mamaéria aos
hormdnios esteroides ovarianos (estrégeno e progesterona) contribui para 0 aumento das
chances de desenvolver um neoplasma. Ha também estudos que mostraram a influéncia da
prolactina (PRL), hormdnio do crescimento (GH), fatores de crescimento (fator de crescimento
tumoral — TGF e fator de crescimento epidermal - EGF) e dos hormonios tireoidianos no
processo oncogénico (SILVA; SERAKIDES; CASSALI, 2004; VERSTEGEN; ONCLIN,
2006; DE NARDI et al. 2008). A presenca de receptores hormonais no tecido mamario é um
sinal importante da dependéncia desses hormdnios (RAMOS et al., 2012).

Como os esteroides ovarianos desempenham um papel importante na etiologia dos

tumores mamarios caninos, a prevencdo mais eficaz € a ovariectomia eletiva do animal em uma
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idade precoce (SLEECKX et al., 2011). Existem diferencas significativas quanto ao indice de
risco em cadelas castradas e ndo castradas, dependendo ainda da fase em que a intervencéo
cirurgica e efetuada (DE NARDI et al., 2008). A castracdo de cadelas com até 2,5 anos
demonstrou efeito protetor contra o desenvolvimento de neoplasias mamarias e, apds esse
periodo, o procedimento eletivo j& ndo tinha nenhum efeito (SCHNEIDER; DORN; TAYLOR,
1969; BEAUVAIS; CARDWELL; BRODBELT, 2012). A incidéncia de tumores mamarios
caninos esta reduzindo em certas regides, como nos Estados Unidos e em alguns paises da
Europa Ocidental, devido ao maior indice de castracdo nos animais destes paises (8 semanas a
7 —12 meses de idade) (MOE, 2001; EGENVALL et al., 2005). Em contraste, em alguns paises
europeus como a regido da Peninsula Escandinava e a Espanha, a incidéncia desses tumores é
muito alta, pois a castracdo preventiva nao é realizada com frequéncia (MOE, 2001; PEREZ-
ALENZA; TABANERA; PENA, 2001; EGENVALL et al., 2005). De forma geral, estudos
avaliando as vantagens e desvantagens da castracdo mostraram que esse procedimento é
benéfico para prevengdo de neoplasias mamarias em cadelas, quando realizada antes do
primeiro cio ou apds os primeiros ciclos, além de ser importante para prevenir o
desenvolvimento de tumores ovarianos, uterinos e testiculares, no caso dos machos (ALVES;
HEBLING, 2020)

Para a classificagdo da neoplasia, deve-se, primeiramente, realizar o reconhecimento da
origem embrioldgica das células neoplasicas com base em suas caracteristicas morfoldgicas;
seguido da identificacdo do tecido de origem e suas caracteristicas histolégicas ou citolégicas,
gue permitem definir o comportamento do neoplasma como maligno ou benigno. Por fim, a
partir disso, designar um nome a neoplasia (WERNER, 2010).

Os tumores benignos normalmente apresentam-se circunscritos, ndo aderidos aos
tecidos adjacentes e sdo de evolucdo lenta (DE NARDI et al., 2008), geralmente curaveis e
raramente responsaveis pela morte do hospedeiro (KUSEWITT; RUSH, 2009). Em contraste,
as neoplasias malignas exibem carater invasivo e ainda sofrem metastases a novas regides do
corpo (CHEVILLE, 2009), de evolucdo rapida, associado a um rapido envolvimento dos
linfonodos regionais e pulmdes (DE NARDI et al., 2008), podendo causar a morte do
hospedeiro (KUSEWITT; RUSH, 2009). Caracteristicas clinicas como fixacao na pele e tecidos
circundantes, temperatura local, edema, inflamacdo e ulceracdo s@o sinais importantes
relacionados ao crescimento maligno (FOWLER, 1974; BENJAMIN, 1999), porém, a auséncia
de um desses sinais ndo exclui o comportamento agressivo (CAVALCANTI; CASSALL, 2006).
As caracteristicas malignas séo feitas por meio da avaliacdo do grau de diferenciagdo, se ha

presenca de anaplasia, invasdo de tecidos adjacentes e, principalmente, a invasao de vasos
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sanguineos e linfaticos. Esta Gltima € um sinal seguro de sua capacidade de produzir metéstases
(WERNER, 2010).

Ha diversos métodos de classificacdo desses tumores abordados na literatura, sendo
alguns adaptados de sistemas de classificagdo em humanos (MISDORP et al. 1972, 1999;
HAMPE; MISDORP, 1974). A frequéncia de tumores mamarios varia conforme a existéncia
de diferentes formas de classificacdo e a auséncia de critérios uniformes para diferenciar os
tipos. Embora exista uma boa concordancia na inclusdo de categorias como adenoma,
carcinomas invasivos, tumores mistos benignos e carcinomas em tumores mistos, a variacdo é
consideravel em outras categorias e varias outras classificagdes foram relatadas, sendo a mais
conhecida a de Misdorp e colaboradores publicada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
em 1999 e a de Goldschimidt et al., (2011). No Brasil, a mais recente foi atualizada por Cassali
et al. (2020) com o consenso para diagndstico, prognostico e tratamento de tumores mamarios

caninos (tabela 1) e felinos (ndo mostrados aqui).

Tabela 1 — Classificacéo histoldgica dos tumores mamarios caninos.
(continua)

CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS TUMORES MAMARIOS CANINOS
1. Lesdo epitelial néo

neoplésica 1.1 Hiperplasia ductal

12 Hiperplasia lobular

13 Adenoses

14 Ectasia ductal

15 Lesdes de células colunares

1.6 Alteracdes de células colunares

1.7 Hiperplasia de células colunares
2. Tumores benignos 2.1 Adenoma

2.2 Adenomioepitelioma

2.3 Mioepitelioma

24 Adenoma basaloide

25 Fibroadenoma

2.6 Tumor benigno misto

2.7 Papiloma ductal

2.8 Tumor filoides
3. Tumores malignos 3.1 Carcinomas

3.1.1 Carcinoma In Situ

3.1.1.1 Carcinoma in situ ductal

3112 Carcinoma in situ lobular

3.1.2 Carcinoma em tumor misto

3.13 Carcinoma papilar (invasivo e ndo invasivo)
3.1.4 Carcinoma tubular



16

Tabela 1 — Classificacdo histoldgica dos tumores mamarios caninos.

(conclus&o)

3.1.5 Carcinoma solido
3.1.6 Carcinoma basaloide
3.1.7 Carcinoma cribriforme
3.1.8 Tipo especial de carcinomas
3.1.8.1 Carcinoma micropapilar
3.1.8.2 Carcinoma lobular pleomérfico
3.1.8.3 Carcinoma secretério
3.1.8.4 Carcinoma mucinoso
3.1.8.5 Carcinoma rico em lipidios
3.1.8.6 Carcinoma rico em glicogénio
3.1.8.7 Carcinoma de células escamosas
3.1.8.8 Carcinoma de células fusiformes
3.1.8.9 Carcinoma com diferenciacdo sebacea
3.2 Neoplasias mioepiteliais
3.2.1 Adenomioepitelioma maligno
3.2.2 Mioepitelioma maligno
3.3  Sarcomas
3.3.1 Fibrossarcoma
3.3.2 Osteossarcoma
3.3.3 Carcinossarcoma
3.3.4 Sarcoma em tumor misto
3.3.5 Outros sarcomas
3.3.5.1 Condrossarcoma
3.3.5.2 Lipossarcoma
3.3.5.3 Hemangiossarcoma
3.3.5.4 Sarcoma filoides

Fonte: Cassali et al., 2020.

De acordo com a Cassali et al. (2020), os tumores podem ser classificados em lesdes
epiteliais ndo-neoplasicas (hiperplasia ductal, hiperplasia lobular, adenoses, ectasia ductal e
lesbes de ceélulas colunares), neoplasias benignas (adenoma, adenomioepitelioma,
mioepitelioma, adenoma basaldide, fibroadenoma, tumor misto benigno, papiloma ductal e
tumores filoides) e neoplasmas malignos (carcinomas, neoplasias mioepiteliais e sarcomas)
(Tabela 1).

Zuccari, Santana e Rocha (2001) realizaram uma pesquisa onde trinta e cinco cadelas
portadoras de tumores mamarios foram selecionadas. Elas tiveram seus tumores submetidos a
exérese cirdrgica e amostras dos mesmos foram coletadas e encaminhadas a laboratorios de
patologia clinica e de histopatologia (fragmento tumoral). O resultado foi que 63% dos tumores
estudados apresentaram diagndsticos citopatoldgicos concordantes com a histopatologia. A
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andlise estatistica demonstrou que a citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) é um
procedimento pouco sensivel, pois a sensibilidade, para que um teste seja conclusivo, deve ser
acima de 90%. Por outro lado, a especificidade obtida foi de 83% e é proxima da considerada
adequada. Durante a avaliacdo clinica, a CAAF pode ser realizada antes da cirurgia para
diferenciar outros tipos tumorais, processos inflamatorios e hiperplésicos. Isto revela que a
CAAF é considerada como um método preliminar de triagem, de rapida execucao e que ndo
deve ser usada isoladamente para um diagnéstico definitivo de neoplasmas mamarios
(CASSALL, 2007; SIMON, 2009).

Em termos de prognostico, € importante saber se um tumor € benigno ou maligno. As
caracteristicas celulares de malignidade consideradas no exame histopatoldgico séo
semelhantes aquelas utilizadas no exame citologico; contudo, a histopatologia permite a
avalicdo da arquitetura tecidual e dos padrGes de crescimento da neoplasia (invasividade)
(HAHN, 2007), sendo o exame recomendado e fundamental para todos os casos. Normalmente
a avaliacdo histopatoldgica é realizada apds o procedimento cirdrgico e nao avalia apenas 0
tumor primario, mas sim todas a glandulas mamarias incluindo os linfonodos regionais
(CASSALLI, 2020). As células sdo avaliadas para caracteristicas de malignidade, incluindo
morfologia anormal, evidéncia de invasdo e/ou metastase, alto indice mitético, presenca de
mitoses anormais, alta relacdo nucleo:citoplasma e auséncia de encapsulamento, além da
avaliacdo do grau de diferenciacdo (KUSEWITT; RUSH, 2009). A associa¢do entre dados
clinicos e o diagnostico patoldgico obtido a partir da bidpsia tecidual induz a uma estimativa
da probabilidade de recidiva nos locais cirurgicos e de metastase no linfonodo regional ou em
outros 6rgaos (CHEVILLE, 2009).

Antes de planejar o tratamento é importante fazer o estadiamento clinico, uma vez que
a deteccdo de metéstase a distancia pode alterar a decisdo cirdrgica, por exemplo (CASSALI,
2020). Segundo Kusewitt e Rush (2009), o sistema de estadiamento, denominado TNM
(ROBBINS, 2007; ALLEN, 1989) traz informacdes que ajudam a avaliar o tumor primario
quanto ao tamanho (T) (ROBBINS, 2007; ARAUJO, 2015), envolvimento ou ndo dos
linfonodos regionais (N) (ROBBINS, 2007; BARTELS, 1978) e a identificacdo de metéstases
a distancia (M). Esse estadiamento é realizado de acordo com o sistema proposto pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1980 para a espécie canina (OWEN, 1980) na
tentativa de obter informacdes a respeito do comportamento biologico da lesdo, além do uso de
marcadores moleculares que auxiliam no diagndstico e também nos fatores prognosticos
(ZUCCARI et al., 2008).
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Os tratamentos de cancer atualmente disponiveis podem ser divididos em diferentes
categorias, de acordo com seus objetivos e modos de a¢do. Frequentemente sdo utilizados como
tratamento Unico ou combinados dependendo das condicdes que o tumor se apresenta (tamanho,
consisténcia e localizacdo), além do estado clinico do paciente. As trés principais categorias de
tratamentos sdo cirurgia e radioterapia, que sao tratamentos localizados, e a quimioterapia, uma
modalidade sisttmica (RANGEL, 2008). Entretanto, a cirurgia continua sendo o tratamento
padrdo-ouro para a maioria dos tumores mamarios caninos, exceto para casos de doencas
inoperaveis altamente metastaticas e para grande parte dos carcinomas mamarios inflamatérios
(MACEWEN; WITHROW, 1996; MISDORP, 2002).

A sobrevida pode variar significativamente dependendo do tipo de tumor que o animal
apresenta e também de caracteristicas como idade, tamanho, estagio, tipo histologico, grau,
comportamento clinico, envolvimento de linfonodos, expressdo de receptores de horménios
(ER e PR), expressdo de Cox-2, densidade de microvasos, reagdes celulares linfoides nos
tumores vizinhos, marcadores de proliferacdo celular e alteracdes genéticas. E necessario que
diferentes parametros sejam avaliados para obter o melhor prognostico possivel (SLEECKX,
2011). Nesse sentido, a imuno-histoquimica é uma ferramenta muito utilizada no cancer de
mama da mulher, uma vez que permite identificar no tecido a expressdo de marcadores
moleculares que oferecem dados sobre as caracteristicas e 0 comportamento tumoral,
contribuindo assim para o diagnostico e prognostico da enfermidade (ZUCCARI et al., 2008;
HORTA et al., 2012).

1.3 INDICE PROLIFERATIVO PELA TECNICA DE EVIDENCIACAO DA REGIAO
ORGANIZADORA NUCLEOLAR ARGIROFILICA (AgNOR)

Nos Ultimos anos, a técnica AGQNOR tem se tornado um método amplamente utilizado
na patologia tumoral, principalmente para avaliar a agressividade de neoplasmas malignos e
auxiliar na determinacdo do progndstico clinico (MELLO; ALVES, 1999; KORNEYEV et al.,
2000). Tal conceito indica que o uso das AgNORs possui um valor adicional, podendo ser
associado a outros métodos que avaliam a velocidade de crescimento, para, entdo, obter uma
visdo mais fidedigna da atividade proliferativa do tumor (MELLO; ALVES, 1999).

Essa técnica se baseia na ligagdo da prata coloidal as proteinas acidas, ndo-histonicas,
associadas as regides organizadoras nucleolares (NORs) (TATEISHI et al., 1995; RIVERO,
AGUIAR, 2002; SFACTERIA et al., 2003), e sdo observadas como pontos intranucleares,
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aglomerados, castanho-escuros, isolados de tamanho grande ou pequeno (CROCKER, 1996;
DERENZINI, 2000; TRERE, 2000; OSHIMA; FORONES, 2001; SFACTERIA et al., 2003;
DZIMIRA, 2005). E util para marcar o DNA ribossomal e seus niveis de transcri¢éo, permitindo
a visualizacao do nucléolo e analise da variacdo do seu tamanho pelo nimero de pontos corados
pela prata em tecidos (PLOTON et al., 1986; DIAS, 2007).

Em organismos pluricelulares, a taxa de proliferacdo celular é monitorada por um
sistema muito integrado e complexo que permite a replicacdo dentro dos limites considerados
normais. A proliferacdo celular € uma atividade importante que permite ao organismo restaurar
as células perdidas em decorréncia do processo de envelhecimento, no entanto, ela deve ocorrer
de forma controlada. Caso tal controle seja perdido, a proliferacdo ocorre de maneira
desordenada. Esse desequilibrio da proliferacdo celular é uma das principais caracteristicas de
um processo patologico (BOGLIOLO, 2004).

Jé foi evidenciado que as proteinas AQNOR tendem a estar em maior nimero em células
neoplésicas, constatando que uma maior velocidade de proliferacdo celular corresponderia a
um maior nimero dessas proteinas (SFACTERIA et al., 2003). Em uma dupla coloracdo com
AgNOR e Ki-67 (marcador imunohistoquimico de proliferacdo celular) realizada em tumores
mamarios humanos, foi observado que o nimero de AgNORs variou de 1 a 3. Neste estudo, 0s
ndcleos Ki-67 positivos possuiam de 2 a 12 AgNORs. Como a positividade ao Ki-67 evidencia
células que estdo em ciclo, isto significou que as células que apresentavam poucas quantidades
de AgNORs eram células em repouso, ao passo que células com nimeros elevados de AQNORs
representavam células em ciclo (MOURAD et al., 1992).

Varios estudos sugerem que a associa¢do da quantidade de AGNORs com o progndstico
do céncer € consequéncia deste valor representar o tempo da velocidade da proliferacdo celular
(DERENZINI, 2000). Assim, um alto valor de AgNOR caracteriza tumores com elevada
atividade metabdlica e rapida atividade proliferativa, sendo que uma alta quantidade de AQNOR
pode ser considerada como um marcador de fenétipo maligno tumoral com progndstico
desfavoravel (PICH; CHIUSA; MARGARIA, 2000). Kumar et al. (2010) avaliaram a
significancia do indice mit6tico e da contagem de AgGNOR em cortes histologicos de tumores
mamarios caninos e observaram que as contagens de AgNOR foram significativamente
menores nos tumores mamarios benignos (tumor mamario misto benigno, fibroadenoma,
papiloma ductal e adenoma simples) do que nos malignos (adenocarcinoma papilar, tumor
mamario misto maligno, carcinoma soélido, carcinoma de células escamosas, fibrossarcoma,
adenocarcinoma infiltrativo, carcinoma mucinoso, osteocondrossarcoma, mixossarcoma,

carcinoma intraductal e carcinoma de celulas fusiformes/mioepitelioma maligno).
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Muitos métodos estdo sendo utilizados para avaliagdo celular na oncologia atual. Dessa
forma, vérios estudos sdo publicados relacionando os marcadores de proliferagdo com
antigenos nucleares a AgNORs. Durante estudos em humanos, mostrou-se que a atividade
proliferativa em neoplasias mamarias relacionando a contagem de AgNOR é um importante
meio de prognostico, uma vez que correlaciona com o tempo de sobrevida, evidenciado na sua
associacao aos marcadores de proliferagdo imuno-histoquimicos como o antigeno nuclear de
células em proliferacdo (PCNA) e o indice de marcagdo MIB-1 (PICH; MARGARIA,;
CHIUSA, 1994).

A maioria dos trabalhos publicados até 0 momento com o uso dessa técnica de AGNOR
é mais voltado para a histopatologia, sendo escassa a aplicacdo desse método como marcador
de proliferacdo celular na citopatologia. Assim, ressalta-se a importancia de utilizar esta técnica
na citopatologia para investigar a sua contribuicdo ou nao no auxilio progndstico.

Tendo em vista a problemética do tumor de mama na rotina clinica de pequenos animais
do HVU-UFSM e o prognostico reservado para estas neoplasias, 0 uso de técnicas adicionais
como a avaliacdo do indice proliferativo do tumor pela AGNOR na citopatologia pode auxiliar
rapidamente na conduta terapéutica e prognostica em relacdo aos neoplasmas. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar o indice proliferativo em amostras citopatoldgicas de tumores mamarios

caninos correlacionando com a histopatologia.
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2 MANUSCRITO

Os resultados desse trabalho encontram-se na forma de manuscrito, o qual serad
submetido para a revista Ciéncia Rural. As normas da revista podem ser conferidas no site:

http://coral.ufsm.br/ccrrevista/normas.htm
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Avaliacéo de indice proliferativo em amostras citopatologicas de tumores mamarios
caninos: correlacdo histopatolédgica
Evaluation of proliferative index in cytopathological samples of canine breast tumors:

histopathological correlation

Dener Barros Morais! Ana Martiele Engelmann! Nathéalia Viana Barbosa! Cinthia

Melazzo de Andradel*

RESUMO

As neoplasias estdo entre as principais doencas que acometem diretamente as glandulas
mamarias de cadelas. Por conseguinte, observou-se a necessidade de utilizar marcadores
prognosticos para identificar o indice proliferativo desses tumores, como exemplo as regides
organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNOR), com o proposito de auxiliar na instituicdo de
um protocolo terapéutico adequado. Este estudo objetivou avaliar o indice proliferativo em
amostras citopatoldgicas de tumores mamarios caninos correlacionando com a histopatologia.
As amostras coletadas pela citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) foram analisadas no
Laboratdrio de Andlises Clinicas Veterinarias da Universidade Federal de Santa Maria, e 0
exame histopatolégico foi realizado pelo Laboratério de Patologia Veterindria da mesma
instituicdo. Os dados foram obtidos a partir da analise utilizando software de computador (IBM
SPSS Statistics 23). Os valores de contagem AgNOR das amostras citoldgicas foram
correlacionados com os laudos histopatol6gicos por um teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis e foi feito também a comparacao entre os indices AQNORs de dois avaliadores por meio

do teste de Wilcoxon para analise dos dados. Portanto, ndo se pode afirmar que existam
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diferengas nas medias dos indices AgNOR dos diferentes tipos histolégicos de tumores
mamarios para nenhum dos avaliadores (p>0,05). JA a comparacdo entre a contagem dos dois
avaliadores mostrou diferenca significativa (p<0,05). E necessario que outros estudos sejam
realizados com outros marcadores prognosticos que validem e complementem a técnica de

AgNOR.

Palavras-chave: canino, tumores, citopatologia, marcadores progndsticos.

ABSTRACT

Neoplasms are among the main diseases that directly affect the mammary glands of bitches.
Therefore, there was a need to use prognostic markers to identify the proliferative index of these
tumors, such as argyrophilic nucleolar organizer regions (AgNOR), aiming to establish an
adequate therapeutic protocol. This study aimed to evaluate the proliferative index in
cytopathological samples of canine mammary tumors correlating with histopathology. The
samples collected by fine need aspiration cytology (FNAC) were analyzed at the Laboratory of
Veterinary Clinical Analysis Laboratory of the Federal University of Santa Maria, and the
histopathological examination was performed by the Laboratory Veterinary Pathology
Laboratory within the same institution. Data were obtained from the analysis using computer
software (IBM SPSS Statistics 23). The AgGNOR count values of the cytological samples were
correlated with the histopathological reports by a non-parametric Kruskal-Wallis test and the
comparison between the AGQNORs indices of two evaluators was also made using the Wilcoxon
test for data analysis. Therefore, we were not able to observe differences in the mean AGQNOR
indexes of the different histological types of breast tumors for any of the evaluators (p>0.05).
The comparison between the counts of the two evaluators showed a significant difference

(p<0.05). We are able to conclude that further studies are needed with a larger number of
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samples and other prognostic markers that may help us to validate and complement the AGQNOR

technique.

Key words: canine, tumors, cytology, prognostic markers.

INTRODUCAO

Os neoplasmas estdo entre as principais doencas que acometem diretamente as glandulas
mamarias de cadelas e podem ser compostos por diferentes grupos, desde neoplasias
epiteliais e mioepiteliais até as mesenquimais (DE NARDI et al., 2002; MISDORP, 2002;
DAVIDSON; STABENFELDT, 2014). A prevaléncia de cancer em cdes vem aumentando
consideravelmente e a crescente incidéncia das neoplasias nessa espécie possui varios fatores, 0s
quais englobam a maior sobrevida destes animais (DE NARDI et al., 2002). Nos tumores de
mama, além da idade, outros fatores que contribuem para o desenvolvimento dessas neoplasias
sdo influéncias hormonais, raca, dieta e obesidade (SORENMO et al., 2013).

O diagndstico é feito por meio da abordagem clinica e do estadiamento, avaliacdo
histopatoldgica, graduacdo histoldégica e imuno-histoquimica (CASSALI, 2020). O
comportamento biolégico pode ser determinado pelo tipo histologico e grau, além da expressdo
molecular tumoral que pode ser obtida por imuno-histoquimica, dentre outros (SORENMO et al.
2019). Em adicdo, a avaliacdo citoldgica por meio da citologia aspirativa por agulha fina (CAAF)
pode ser efetuada no periodo pré-cirurgico para identificar a presenga de tumores com origem no
tecido cutaneo, além de processos inflamatérios e hiperplasicos, entretanto, ndo deve ser usada
para obtencdo de um diagndstico completo em tumores mamarios (CASSALI et al., 2007;
SIMON et al., 2009).

Considerando a necessidade de avaliar a agressividade tumoral para determinacdo do

prognostico clinico, a técnica de evidenciacdo da regido organizadora nucleolar argirofilica
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(AgNOR) tem se tornado um método muito utilizado com essa finalidade (MELLO; ALVES,
1999; KORNEYEV et al., 2000; TRERE, 2000). Essa técnica se baseia em componentes
nucleolares que contém um conjunto de proteinas argirofilicas impregnadas pela prata (TRERE,
2000). Tal método indica que o uso das AgNORs possui um valor adicional, podendo ser
associado a outros métodos que avaliam a velocidade de crescimento, obtendo-se, assim, uma
visdo mais fidedigna da atividade proliferativa do tumor (MELLO; ALVES, 1999). H4 relatos
que sugerem a associacdo da quantidade de AgNORs com o progndstico do cancer, como
consequéncia deste valor representar o tempo de velocidade da proliferacdo celular
(DERENZINI, 2000). Tendo-se em vista a casuistica dos tumores mamarios e estes serem
considerados uma das neoplasias mais comuns na rotina clinica veterinaria associada a sua
problematica no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Santa Maria, além do
prognostico reservado para estes neoplasmas, o uso de técnicas adicionais como a avaliagdo do
indice proliferativo do tumor pela AgNOR na citopatologia pode auxiliar rapidamente na conduta
terapéutica e prognostica. Desta forma, este estudo tem como objetivo investigar se ha
concordancia entre a avaliacdo citopatoldgica pelo indice proliferativo tumoral pela técnica de

AgNOR e 0 exame histopatoldgico, em cadelas com neoplasias mamarias.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Para este estudo foram analisadas laminas de citologia aspirativa por agulha fina (CAAF)
no periodo de marco de 2019 a margo de 2020, de cadelas com neoplasias mamarias atendidas
no Hospital Veterinario Universitario da Universidade Federal de Santa Maria (HVU/UFSM),
sem distingdo de raca e idade. As amostras foram processadas no Laboratorio de Anélises Clinicas
Veterinarias (LacVet) e o exame histopatolégico foi realizado pelo Laboratorio de Patologia

Veterinaria (LPV) do HVU/UFSM.
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Ensaios Laboratoriais

As laminas de "squash" obtidas por CAAF das neoplasias mamarias foram submetidas
a coloracdo hematoldgica convencional (Panoptico Ré&pido) usada na rotina do LacVet e
submetidas ao método AgNOR para obtencdo do indice de proliferacdo celular. Para a
realizacdo desta técnica, foi preparada uma solucdo de nitrato de prata em concentracdo de 50%
e uma solucdo de gelatina coloidal em concentracdo de 2% de gelatina P.A. e 1% de acido
férmico (KRAVIS et al. 1996). No momento do procedimento de impregnacdo pela prata, as
laminas contendo amostras de tumores mamarios foram imersas em solucdo de prata na
proporcédo de 2 volumes de nitrato de prata para 1 volume de gelatina coloidal, em quantidade
necessaria para cobrir o nimero de ldminas a serem impregnadas, dependendo do tamanho do
recipiente onde as mesmas foram submersas horizontalmente, uma sobre a outra, separadas por
um material nas extremidades que impedia que se tocassem. As laminas cobertas com 0s
reagentes foram incubadas em estufa a temperatura de 25° C durante 45 minutos. Apds a
incubacdo, foi realizado o enxague das laminas em agua destilada durante 2 minutos, secagem
ao ar, montagem com laminulas através do meio de montagem Entellan® e as laminas
confeccionadas foram visualizadas ao microscépio Optico. Os pontos enegrecidos em 100
nucleos foram contados conforme metodologia recomendada por Crocker et al. (1989) (Figura
1), por dois patologistas clinicos com diferentes niveis de experiéncia na area: um especialista
e outro mestre. Ambos desconheciam a contagem um do outro, avaliaram as mesmas laminas
e ndo tinham nenhuma informacéo do diagndstico histopatologico. Posteriormente foi efetuada
a média de trés contagens dos dois avaliadores, para cada amostra analisada. Em seguida, foi
obtido o indice AgNOR/nucleo de cada célula dividindo o nimero total de AGNOR por 100

(KRAVIS et al., 1996).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

27

Os esfregacos citoldgicos que apresentaram pequeno numero de células intactas,
excessiva contaminacdo sanguinea, elevada quantidade de artefatos ou auséncia do laudo

histopatol6gico foram excluidos da anélise citoldgica e estatistica.

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software IBM SPSS Statistics 23. A
normalidade dos dados foi descartada por meio dos testes de Kolmogorov-Smirnov e de
Shapiro-Wilk, sendo os valores da contagem de AgNOR das amostras citolégicas comparadas
com os resultados dos laudos histopatolégicos (neoplasias mamarias malignas, benignas ou
hiperplasia) por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Foi feita também a
comparacao entre os indices AGQNORs dos dois avaliadores por meio do teste de Wilcoxon. As

conclusdes consideraram o nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia AgNOR foi determinada em 31 tumores mamarios. Desses tumores
avaliados, de acordo com o exame histopatoldgico, 26 eram neoplasmas malignos (carcinoma
e mioepitelioma, carcinoma em tumor misto, carcinoma complexo, carcinoma simples tdbulo-
papilar, carcinossarcoma e carcinoma simples sélido com invasdo dérmica), duas neoplasias
benignas (adenoma complexo) e trés foram causados por alteracbes ndo neoplasicas
(hiperplasia mamaria lobular), conforme demonstrado na Tabela 1.

A média e desvio padrdo do indice AgNOR dos dois avaliadores nas amostras
citoldgicas de neoplasias mamarias malignas, benignas e leses hiperplasicas em cadelas esta
demonstrado na Tabela 2. Contudo, como o0s grupos com apenas um ou dois diagnésticos
(Carcinossarcoma, Carcinoma simples sélido com invasdo dérmica e Adenoma complexo)

poderiam distorcer os dados, os mesmos foram excluidos da analise. No entanto, mesmo assim,
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os resultados indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os demais tumores analisados e
o0 indice AgNOR para nenhum dos avaliadores (p>0,05), embora a comparagdo entre os dois
avaliadores mostrou que houve diferenca entre ambos, pois p<0,05.

Em geral, tumores benignos ndo tém crescimento destrutivo ou invasivo e séo
frequentemente encapsulados. Ja nos tumores malignos, é comum a presenca de necrose, perda
de diferenciagdo, polimorfismo celular e nuclear, alto indice mitético, alta densidade de
microvasos e membranas basais descontinuas (RESTUCCI et al. 2000; MISDORP, 2002).

Os neoplasmas mesenquimais (sarcomas) sdo menos comuns do que 0s carcinomas,
compreendendo menos de 5% de todos os tumores mamarios nessa espécie e menos de 13% de
todos os tumores mamarios malignos (SLEECKX, 2011). Isso corrobora com o nosso estudo,
mesmo com um pequeno numero de amostras. O carcinossarcoma, que é um tumor mamario
maligno misto composto em parte por células que se assemelham morfologicamente ao
componente epitelial e, em parte, por células semelhantes ao tecido conjuntivo (MISDORP,
1972; MISDORP, 1973), foi o Unico tumor diagnosticado dessa classe.

No estudo de De Nardi (2015) o carcinoma foi o tipo histoldégico mais encontrado e,
num estudo retrospectivo feito por Biondi e colaboradores (2014), houve predominio do
carcinoma tubular, compreendendo 38,2% dos tumores malignos. No presente trabalho também
houve mais diagnosticos de carcinomas, predominando mais casos do carcinoma em associacao
ao mioepitelioma, sendo ambos os componentes epitelial e mioepitelial malignos (26,92% dos
tumores nocivos).

J& em relacdo as alteracdes ndo neoplésicas, a hiperplasia lobular pode ser encontrada
no tecido mamario adjacente a neoplasias benignas ou malignas (GOLDSCHMIDT, 2011).
Segundo Foster (2013), a hiperplasia lobular pode progredir para displasia e posteriormente
para uma neoplasia e, a partir de um tumor benigno como o adenoma, se transformar em uma

neoplasia maligna como o carcinoma. Ja foi relatado em outros estudos que cadelas que
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apresentam hiperplasia atipica estdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de neoplasias
mamarias (MOUSER et al., 2010). Entretanto, em estudos na espécie humana, hd um maior
potencial de transformacdo maligna das lesdes lobulares atipicas em relacdo as lesdes sem
atipia. Contudo, em cées, essas lesbes sdo raras e tal fato impede uma possivel avalia¢éo de seu
potencial de transformacdo maligna (CASSALI; FERREIRA; DE CAMPOS, 2017). Em nosso
experimento, dos trés casos diagnosticados como hiperplasia mamaria lobular, ndo foi
observado nenhum tipo de atipia.

Rao et al., (2009), relataram que as hiperplasias nas mamas do referido animal,
promovem alteracGes de expressdo génica envolvidas na proliferacdo e adesao celular, que sdo
processos necessarios para a homeostase celular, e quando modificadas tornam-se vulneraveis
ao processo cancerigeno. Alteracbes no padrdo de expressdao em fatores de transcri¢do, nos
genes envolvidos para manter a integridade do DNA e motilidade celular também podem
indicar estagios iniciais de transformacdo maligna. Neste contexto, alteracfes ndo neoplasicas
como as hiperplasias sdo importantes fatores de risco para o cancer de mama (HARTMANN;
SELLERS; FROST, 2005).

Acredita-se, portanto, que ndo houve diferenca significativa entre a contagem do indice
AgNOR de alteracdes hiperplasicas com os neoplasmas malignos e benignos, em decorréncia
dessas lesbes ja estarem em atividade proliferativa marcando assim, uma elevada quantidade
de pontos enegrecidos de regides argirofilicas nos nucleos celulares. Além disso, apesar dos
carcinomas e mioepiteliomas malignos apresentarem um ligeiro aumento nos valores de
AgNORs em relacéo a outras lesbes, ndo houve dados estatisticos significativos que explicaria
essa diferenca.

Em um estudo realizado por Ansari et al. (2008) notou-se que a morfologia das regides
nucleolares coradas pela prata era diferente entre as lesbes malignas e benignas. Nos tumores

malignos o0s pontos eram grandes, grossos, muitas vezes profundamente manchado, de tamanho
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e distribuicdo variavel, além de que, clusters eram frequentemente observados. Ja os tumores
benignos, estes se mostravam mais finos, redondos e individualmente dispersos no nucleo. No
nosso estudo, ndo houve diferenca entre um e outro baseada nesses critérios.

Zapulli et al. (2019) constataram em seus estudos que 40 a 60% das neoplasias mamarias
em cadelas sdo malignas. Em nosso trabalho, 83,87% desses tumores foram classificados como
malignos, 9,67% como hiperplasia mamaria lobular e 6,45% classificados como benignos, o
que se assemelha ao que foi relatado por Toribio et al. (2012), Montserrat et al. (2016) e Nunes
et al. (2018) que identificaram uma maior prevaléncia dos tumores malignos.

Alguns trabalhos relataram um ndmero elevado de regides organizadoras nucleolares
argirofilicas em neoplasmas mamarios classificados como nocivos quando comparados a
células de tumores ndo malignos (TRERE, 2000; ANSARI et al. 2008; BUNDGAARD-
ANDERSEN et al. 2008; MONTSERRAT et al. 2016). Os dados aqui demonstrados
corroboram com 0s ja relatados, entretanto, como houve apenas dois tumores benignos e trés
hiperplasias lobulares encontradas em nosso estudo, isso mostra que o nimero de amostras
analisadas foi um fator limitante, inviabilizando conclusdes estatisticas fidedignas. Além disso,
outro ponto importante que pode ter tido influéncia nos resultados dos indices AQNORs dos
dois avaliadores foi em relacdo ao campo/area de contagem que foi analisada tendo impactado
negativamente a concordancia entre os patologistas. Acredita-se ainda que os diferentes niveis
de especializacdo entre os avaliadores, pode ter resultado maior variabilidade na contagem do

presente estudo.

CONCLUSAO
Do total de neoplasias que foram avaliadas, os tipos histologicos predominantes foram
carcinoma e mioepitelioma maligno. A andlise citopatoldgica por meio da técnica AGNOR néo

demonstrou diferenca estatistica significativa entre os diferentes tipos histolégicos de tumores
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mamarios (neoplasias malignas, benignas e hiperplasia lobular). A principal limitacdo deste
estudo foi o baixo numero de casos incluidos e apesar do “n” ser pequeno, 0 Nosso trabalho
contribuiu para ser o inicio de estudos posteriores utilizando esse marcador na citopatologia. E
importante ressaltar ainda a necessidade de outros estudos com uma amostragem maior que
englobem diferentes neoplasias benignas, malignas e hiperplasias, uma vez que a presenca de
malignidade é muito mais comum que a de neoplasmas benignos em tumores mamarios. Em
adicdo, é importante que sejam realizados outros estudos com outros marcadores prognosticos
que avaliem e complementem a técnica de AGNOR como o Ki-67 e c-kit e ainda mais pesquisas
que avaliem a variacdo nos pontos enegrecidos de AgNOR nos diferentes tipos histoldgicos

apos tratamento.

Financiamento: Parte deste estudo foi financiado pela Coordenagédo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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2  Figura 1 — Aspecto microscopico das AQNORs em amostra citolégica de um tumor mamario
3 canino (1000x).



1  Tabela 1 - Diagnostico histopatolégico de 31 tumores mamarios caninos.

) ) Quantidade por
DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO tumor

Carcinoma e mioepitelioma maligno
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma simples tubulo-papilar
Carcinoma complexo

Hiperplasia mamaria lobular
Carcinossarcoma

Adenoma complexo
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Carcinoma simples sélido com invasdo dérmica
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e

TOTAL
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1  Tabela 2 — indices AgNOR em amostras citopatoldgicas de neoplasias malignas, benignas e

2 lesdes hiperplésicas de 31 tumores mamarios caninos.

Comparacoes AgNOR's

Diagnostico histopatoldgico M (1) DP (1) M (2) DP (2)
Carcinoma simples tubulo-papilar ~ 1,58864 0,1966509 1,44732 0,1195237
Carcinoma em tumor misto 1,84275 0,2179325 1,4633 0,1579923
Carcinoma e mioepitelioma maligno 2,4533 0,8755133 1,986143 0,4166845
Carcinoma complexo 2,10864 0,6216213 1,6733 0,5610249
Carcinossarcoma 1,9383 0,6905605 1,93165 0,15323
Adenoma complexo 1,84995 0,0376888 1,70665 0,0094045
Hiperplasia mamaria lobular 1,8633 0,2192804 1,587733 0,0955921

3 M (1): médiado avaliador 1; DP (1): desvio padrdo do indice AQNOR para cada tipo histologico

4  calculado pelo avaliador 1; M (2): média do avaliador 2; DP (2): desvio padrdo do indice

5 AgNOR para cada tipo histoldgico calculado pelo avaliador 2.
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3 CONCLUSAO

Por meio deste estudo, ndo foi possivel concluir que a técnica de AQNOR em amostras
citoldgicas de cadelas com neoplasias mamarias atendidas no LacVet/HVU/UFSM seja um
bom marcador de proliferacéo celular, j& que o nimero de amostra