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Cariometria e padrao de deposicao colagénica contribuem no
diagndstico diferencial de tumora¢dées mamarias em felinos
domeésticos (Felis catus)

Anderson A. M. dos Santos?, José Guilherme Xavier?!

ABSTRACT.- Santos, A.AM.; Xavier, ].G. Karyometrics and collagen deposition pattern
contribute to the differential diagnosis of mammary tumors in domestic felines (Felis catus).
Pesquisa Veterindria Brasileira. Pds-graduacdo em Patologia Ambiental e Experimental da
Universidade Paulista,

Rua Doutor Bacelar, 1212, Vila da Saude, Sdo Paulo, SP, 04026-002, Brasil; E-mail:
anderson.santos@sp.gov.br

Feline mammary neoplasms represent the third most common type of tumor in cats and frequently
result in aggressive biological behavior, evidencing malignancy in more than 80% of diagnoses in
the cats. The cat's independent behavior contributes to a slow observation of the neoplastic growth
by the tutor, corroborating for a later diagnosis. Histogenesis constitutes the main artifice in the
classification of breast neoplasms. The grading methodology of mammary tumors in cats uses some
histological parameters such as quantification of tubules, nuclear pleomorphism and mitosis count,
presenting prognostic implications. In this study, 28 feline mammary formations were examined,
involving fibroepithelial hypertrophies, adenomas and carcinomas, investigating, by the use of
morphometric and histochemical methods (Masson's trichrome and picrosirius), the potential
contribution of karyometry and the evaluation of the extracellular matrix in understanding of these
processes. There was a statistically significant difference related to the karyometry of the epithelial
population in the different conditions, as well as in the pattern of collagen deposition in the tumor
microenvironment at the core of the lesion, with an increase in the extracellular matrix associated
with greater severity of the process. In association, the collagen disposition in bordering areas of
the tumors was evaluated, presenting similar characteristics. These findings suggest the validity of
using these resources as complementary methods for the differential diagnosis of mammary
nodular formations in cats.

INDEX TERMS: cats, extracellular matrix, morphometry, veterinary oncology.

RESUMO.- [Cariometria e padriao de deposi¢cao colagénica contribuem no diagnéstico
diferencial de tumora¢ées mamarias em felinos domésticos (Felis catus).] As neoplasias
mamarias felinas representam o terceiro tipo de tumor mais comum nas gatas e frequentemente
repercutem em um comportamento biolégico tumoral agressivo, evidenciando malignidade em
mais de 80% dos diagndsticos. O comportamento independente do gato colabora para uma
observagdo morosa do crescimento neoplasico pelo tutor, corroborando para um diagnéstico mais
tardio. A histogénese constitui o principal artificio na classificagdo das neoplasias mamarias. A
metodologia de graduacio de tumores mamarios em gatas utiliza alguns parametros histolégicos
como quantificacdo de tubulos, pleomorfismo nuclear e contagem de mitoses, apresentando
implicagbes progndsticas. Neste estudo, foram examinadas 28 formag¢des mamadrias felinas,
envolvendo hipertrofias fibroepiteliais, adenomas e carcinomas, investigando-se, com o emprego de
métodos morfométricos e histoquimicos (tricromico de Masson e picrosirius), a potencial
contribuicdo da cariometria e da avaliagio da matriz extracelular na compreensdo desses
processos. Evidenciou-se diferenca estatisticamente significante relativa a cariometria da



populacdo epitelial nas diferentes condi¢des, assim como no padrdo de deposicdo colagénica no
microambiente tumoral no cerne da lesdo, com incremento da matriz extracelular associado a
maior severidade do processo. Em associacdo, foi avaliada a disposi¢do colagénica em areas
fronteiricas das tumoracgdes, apresentando caracteristicas semelhantes, Tais achados sugerem a
validade do emprego desses recursos como métodos complementares para o diagnostico
diferencial de formag¢des nodulares mamarias em gatos.

TERMOS DE IN DEXACAO: felinos, matriz extracelular, morfometria, oncologia veterinaria



INTRODUCAO

Na atualidade, o nimero de felinos do Brasil tem crescido gradativamente,
estimando-se que essa espécie sera a mais comum nos lares dos brasileiros (TOGNI et al.,
2013). Com o maior esclarecimento dos tutores em relacdo as caracteristicas
comportamentais dos felinos, a restricdo do acesso dos animais a rua e o incremento nas
praticas de manejo, profilaxia, diagnéstico e tratamento de doengas na espécie, ocorreu
um aumento da expectativa de vida dos felinos e com isso um crescimento na ocorréncia
de doencas associadas ao envelhecimento, com destaque para as neoplasias, em particular
as de origem mamaria (LITTLE, 2015).

As gatas apresentam quatro pares de mamas, que estdo dispostas da regido axilar
até a regido inguinal, sendo elas: toracica cranial, toracica caudal, abdominal cranial e
abdominal caudal (RAHARISON; SAUET, 2006). Algumas fémeas apresentam cinco pares,
com acréscimo das glandulas inguinais. As mamas sao glandulas sudoriparas modificadas,
tubulo-alveolares exdcrinas que contém um sistema ductal terminal ligando massas de
epitélio secretor, envolto por tecido conjuntivo com pele modificada, além de gordura,
nervos e vasos (KONIG; LIEBICH, 2016)

As lesdes proliferativas mamarias em felinos podem ocorrer de forma neoplasica e
ndo neoplasica. Os tipos mais comuns de lesdes ndo neoplasicas que podem ocorrer na
glandula mamaria das gatas sao cistos, fibrose, ectasia ductal, hiperplasia lobular e ductal
e hipertrofia fibroadenomatosa (MISDORP et al., 1999). J4 as neoplasias mamarias podem
ser benignas ou malignas, sendo as benignas classificadas como papiloma ductal, adenoma
simples e complexo (FIGUEIRA; JUNIOR, 2012).

A histogénese é o principal parametro para a classificacdo das neoplasias
mamarias (ALESSI; SANTOS, 2017), sendo complementada por diversos atributos, como a
presenca de infiltracdo leucocitdria peritumoral, areas de necrose, desmoplasia,
embolizacdo neoplasica e invasdo perineural (DAGHER et al, 2019; MILLS et al, 2014). Em
associacdo, a graduacdo de tumores mamarios em gatos considera caracteristicas
histolégicas adicionais, como formagdo tubular, pleomorfismo nuclear e nimero de
mitoses, permitindo a distingdo de trés graus de malignidade, relacionados ao prognoéstico
do paciente (MILLS et al, 2014).

Neoplasias mamarias felinas representam o terceiro tipo de tumor mais comum
nos gatos e frequentemente repercutem em comportamento biolégico tumoral agressivo,
evidenciando malignidade em mais de 80% das amostras (GAMEIRO et al, 2021;
VILLALOBOS; KAPLAN, 2018). Tal caracteristica repercute na incidéncia de neoplasmas

malignos na espécie, sendo as proliferacdes mamarias responsaveis por 17% deles



(DAGHER et al, 2019; FOALE; DEMETRIOU, 2010), atras apenas de neoplasias da pele e de
tecidos linfohematopoiéticos (TOGNI et al, 2013). Proporcionalmente, o carcinoma
mamario é mais comum no gato do que em qualquer outra espécie doméstica
(NASCIMENTO; SANTOS, 2003). Em geral, os carcinomas mamarios em felinos apresentam
crescimento infiltrativo e elevado potencial metastatico, com sobrevida média apds o
diagnostico de oito a doze meses (ROSEN et al,, 2020; ADEGA et al, 2016). As neoplasias
malignas das gatas tém sido empregadas como modelo para comparacdo com o cancer de
mama em mulheres, particularmente os de pior prognostico, triplo negativos, permitindo
uma avaliagdo dos mecanismos de tumorigénese e instituicio de novas terapias
(FERREIRA et al, 2019).

Alteracdes na estrutura nuclear sdo a marca morfologica das lesdes malignas. O
tamanho e o formato nucleares, assim como o padrdao da cromatina e o tamanho e o
numero dos nucléolos foram relatados como alterados no cancer de mama (PIENTA,
1991). O perfil nuclear tem sido descrito como preditor tutil de diversos tipos de cancer
(IKEGUCHI, 2000), sendo a morfometria nuclear das células tumorais um marcador
prognoéstico em muitas malignidades, aumentando a eficdcia no diagndéstico devido a
reducdo da subjetividade no diagnéstico (EYNARD, 2009).

A matriz extracelular (MEC) caracteriza-se por uma extensa rede macromolecular
altamente dindmica, promotora de intera¢des bioquimicas e biomecanicas presente em
todos os tecidos, constituida por agua, colagenos, proteoglicanos, glicosaminoglicanos,
elastina, fibronectina, laminina e diversas outras glicoproteinas. Os componentes da MEC
ligam-se entre si e aos receptores de adesdo celular formando uma rede complexa em
meio a qual as células se distribuem (BONNANS, 2014; PICKUP, 2014; THEOCHARI, 2016).
Diversos processos como proliferacdo, migracio e diferenciacdo celulares sdo afetados
pelos componentes da MEC (KARAMANOS, 2021). O complexo processo de tumorigénese
envolve interagdes dindmicas entre as células malignas e o estroma a sua volta, incluindo
ambos os componentes, celulares e nao celulares (ALKASALIAS, 2018), influenciando em
particular na motilidade e disseminagdo tumorais (KAUSHIK, 2018; POLTAVETS, 2018).
Evidéncias crescentes sugerem que proteinas da MEC executam um papel functional na
progressdo e metastase do cancer de mama (INSUA-RODRIGUEZ, 2016).

Na medida em que o diagndstico precoce com caracterizagdo histologica adequada
e o tratamento intenso contribuem para maior sobrevida dos gatos acometidas por cancer
de mama, objetivou-se neste estudo avaliar a contribuicdo de mensuragdes cariométricas e

da MEC tumoral no diagnéstico e prognéstico de tumoracées mamarias felinas.



MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo visando a andlise de tumora¢des mamarias
em felinos, envolvendo amostras de hipertrofia fibroepitelial e de neoplasias benignas e
malignas provenientes dos arquivos do laboratdrio Rous Patologia Animal. As amostras
obtidas foram provenientes de procedimentos cirurgicos realizados para fins de
diagndstico sendo oriundas de variadas clinicas e hospitais veterinarios.

O critério de inclusdao adotado na escolha das amostras foi o diagnéstico de

formacdo nodular mamaria, maligna ou benigna, em gatos.

Amostras

Foram utilizadas 28 amostras de tumoracdes mamarias felinas, provenientes de
animais atendidos em clinicas e hospitais veterinarios da Grande Sio Paulo,

diagnosticadas e arquivadas no laboratério Rous Patologia Animal.

Avaliacio histoldgica

Os tecidos mamarios felinos, previamente fixados em solucdo de formol a 10%,
passaram por processamento histologico convencional e cortes de aproximadamente
5mm e foram posteriormente corados pela hematoxilina-eosina. As amostras foram
diagnosticadas e graduadas seguindo-se as diretrizes da Organizacdo Mundial de Sadde e
do protocolo proposto por Mills et al, 2014.

A Mensuracio volumétrica tumoral, dada em cm?® com utilizacdo de paquimetro,
foi realizada mediante a verificacio do produto das medidas de comprimento x

profundidade x espessura x 0,5, conforme proposto por Weirich et al., 2001.

Avaliacao histoquimica

Foram utilizadas duas técnicas de coloragio para o estudo da composicdo da
matriz extracelular tumoral: o tricromico de Masson, corando as fibras colagenas em azul,
e o picrosirius, corando as fibras colagenas em vermelho, exibindo refringéncia mediante a
andlise sob luz polarizada, sendo particularmente util para a verificagdo da espessura,
distribuicdo e quantidade de fibras. Foram consideradas para a avaliagdo o cerne da

neoplasia e os sitios fronteiricos de crescimento tumoral.



Avaliacio morfométrica. Cariometria

Amostras foram submetidas a avaliagdo morfométrica com o emprego do software
Image]® com dois propositos. O primeiro se relaciona a determinagdo de caracteristicas
cariométricas das células epiteliais, em particular a area e o perimetro nucleares. Para
tanto, a partir de cada amostra corada pela hematoxilina-eosina foram obtidas duas
imagens digitalizadas, em areas de maior atipia celular, capturadas pelo fotomicroscépio
NIKON E 200 - Coolpix®. Com o auxilio do cursor, os nucleos das células epiteliais das
lesdes foram individualmente demarcados, permitindo a obtencdo de sua area e

perimetro, totalizando 100 células mensuradas por lesio.

Avaliacio morfométrica. Deposicao colagénica

Analogamente, com o emprego do fotomicroscépio NIKON E 200 - Coolpix®, foi
capturada uma imagem digitalizada por lesdo tumoral mamadria, a partir de cortes
histolégicos corados pelo picrosirius e observados sob luz polarizada com a objetiva de
40x. O alvo nesse procedimento, segundo propoésito da avaliacdo morfométrica, foi o
centro da lesdo tumoral, visando-se a quantificagdo do colageno local. A mensuracdo do
colageno foi realizada a partir da consideracio das areas refringentes na Aarea

representada, expressa como percentual do campo amostrado.
Analise estatistica
Os dados morfométricos foram apresentados como média + desvio padrio. As

diferencas das médias dos resultados obtidos foram comparadas pela analise de variancia

(ANOVA). A probabilidade de p<0,05 foi considerada como estatisticamente significante.



RESULTADOS

Caracteristicas gerais da amostragem. Raca, género, faixa etaria

Houve o amplo predominio de amostras provenientes de felinos sem raca definida
(19/28), seguidos pelos animais referidos como siameses (4/28) e persas (3/28), sendo
que em dois animais ndo houve informcido relativa a esse parametro. Dos 28 animais
amostrados, 27 eram fémeas (tabela 1). A faixa etdria apresentou ampla variacdo se
comparados os animais com hipertrofia em relacao aos dotados de lesdes neoplasicas. Nas
gatas com hipertrofia mamaria, a idade variou de 0,67 a dois anos. A maior media etaria

coube as gatas portadoras de carcinomas de grau Il de malignidade (figura 1).
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Figura 1: Faixa etdria média dos felinos diagnosticados com lesdes hipertroficas, adenomatosas e
carcinomatosas em mamas.
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Avaliacio anatomo-patolégica das lesoes

O volume lesional apresentou grande variacdo, com valor minimo mensurado de
0,02cm® e maximo de 440cm?, dos quais as médias obtidas foram de 121,47 cm® nas

hipertrofias, 0,65 cm® nos adenomas, 0,73cm?® nos carcinomas de grau I e 3,952 cm? nos

carcinomas de grau II (quadro 1, tabela 1).

Tabela 1: Volume lesional em amostras de hipertrofia fibroepitelial, adenoma e carcinoma de mama

de gatos. ANOVA.
Anova: fator Gnico

RESUMO
Grupo Contagem  Soma Média  Varidncia
Hipertrofia 5 607,3624 121,4725 33485,58
Adenoma 5 3,27 0,654 0,18273
Carcinoma | 8 5,84 0,73 1,221771
Carcinoma Il 10 39,52 3,952 17,663
ANOVA
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 58571,62 3 19523,87 3,49393 0,031074 3,008787
Dentro dos grupos  134110,6 24 558794
Total 192682,2 27
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Quadro 1. Relacdo das amostras mamarias estudadas, considerando a raca, género, idade em anos,

volume lesional, diagndstico histopatolégico, area e perimetro nucleares.

AREA DO ] VOLUME
IDADE NUCLEO PERIMETRO DO LESIONAL

AMOSTRA RACA | GENERO (A) DIAGNOSTICO | GRAU (um?) NUCLEO (um) (cm?)
H209082102 | SRD F - hipertrofia - 18,089 17,404 14,62
H209092203A| SRD F 0,67 hipertrofia - 23,839 18,904 110
H214092201 | SRD F 0,84 hipertrofia - 16,514 15,833 440
H211092002A| SRD F 3 hipertrofia - 13,895 14,596 42,5
H223082202 | SRD F 2 hipertrofia - 17,51 15,29 0,24
H225032205 | SRD F 10 adenoma - 20,116 18,278 0,73
H206041701 | SRD F - adenoma - 16,333 14,958 0,06
H221012201 | SRD M - adenoma - 13,187 13,461 1,11
H204032203 | SRD F 9 adenoma - 16,152 14,834 0,4
H201062001 | SRD F 12 adenoma - 19,086 16,27 0,97
H225112101 | siamés F 9 carcinoma I 15,954 15,863 0,11
H229122101 | SRD F 10 carcinoma I 25,168 20,192 0,15
H213062202A| SRD F 7 carcinoma [ 18,005 17,968 0,82
H202052202A | SRD F 12 carcinoma I 16,516 15,925 3,11
H228092101 | siamés F 17 carcinoma I 14,717 14,549 1,56
H206042201 | persa F 13 carcinoma I 21,579 17,551 0,03
H225072201 SRD F 7 carcinoma I 13,521 13,775 0,02
H212042201 | persa F 3 carcinoma I 16,521 14,927 0,04
H215092202 | siamés F 9 carcinoma II 42,226 26,505 7,41
H220092101 SRD F 13 carcinoma II 26,341 20,836 0,41
H208112103 | SRD F 11 carcinoma 11 33,347 24,027 0,82
H205082202 - F - carcinoma II 23,308 19,27 2,84
H220072201 SRD F 11 carcinoma II 26,129 20,963 2,63
H214042102 - F 11 carcinoma 11 26,854 20,413 6,71
H228052105 | persa F 11 carcinoma I1 28,532 19,957 2,9
H206092201 | siamés F 18 carcinoma II 20,512 17,436 13,72
H205092202 SRD F - carcinoma II 20,073 17,439 1,58
H202092201A| SRD F 13 carcinoma II 27,366 20,022 0,5
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Amostras tumorais mamadrias, provenientes de vinte e sete gatas e um gato, foram
diagnosticadas histopatologicamente como casos de hipertrofia fibroepitelial, adenoma e
carcinoma mamarios.

O diagnostico de hipertrofia fibroadenomatosa mamaria, correspondeu a 17,85%
(5/28) das amostras, caracterizadas pela expansdo de estruturas ductais mamarias,
delimitadas por células epiteliais homogéneas, constituindo camadas duplas ou triplas,
dispostas sobre um estroma frouxo (figura 2A).

Na mesma proporc¢do, foram diagnosticados adenomas mamarios, também
compreendendo 17,85% (5/28) dos casos. Nestes, foi identificada expansdo do epitélio
tubular, caracterizando uma hipercelularidade tecidual, com populacdo epitelial
discretamente pleomdrfica (figura 2B).

Os demais dezoito animais apresentaram lesdes carcinomatosas mamarias, sendo
28,58% (8/28) carcinomas de grau I e 35,70% (10/28) carcinomas de grau Il de
malignidade. As caracteristicas mais marcantes nessas lesdes sdo o aumento do
pleomorfismo, com importante aumento da relacdo nucleo/citoplasma, anisocariose,
macronucléolos e incremento mitdtico com atipias. Presenca de areas de estratificacio

epitelial e focos de invasdo do estroma adjacente (figuras 2C/D).
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Figura 2. Fotomicrografias de cortes histoldgicos exibindo amostras de hipertrofia fibroepitelial,
adenoma e carcinoma mamarios.

A. Fotomicrografia de corte histoldgico de hipertrofia fibroepitelial mamaria evidenciando
estrutura ductal mamaria, delimitada por camada dupla ou tripla de epitélio cibico (hematoxilina-
eosina)

B. Fotomicrografia de corte histolégico de adenoma mamario, apresentando maior densidade
celular, com estruturas tubulares delimitadas por epitélio com discreto pleomorfismo
(hematoxilina-eosina)

C. Fotomicrografia de corte histoldgico de carcinoma mamario, exibindo expansido de populacdo
epitelial, organizando tubulos, com d&reas de estratificacdo parietal e invasdo estromal.
Pleomorfismo moderado (hematoxilina-eosina)

D. Fotomicrografia de corte histolégico de carcinoma mamario, apresentando o predominio de
areas sdlidas. Incremento mitético (hematoxilina-eosina)

14



Avaliacio morfométrica. Cariometria

A andlise cariométrica foi execultada com auxilio do método estatistico ndo
paramétrico de ANOVA, cujos resultados podem ser visualizados nas figuras 3, 4 e 5.

O teste de variancia ANOVA evidenciou na mensurac¢ao nuclear que ha uma maior
area e perimetro em carcinomas II no qual ha diferenca estatisticamente significante nas
distribuicdes dos grupos diagnosticados com hipertrofia, adenoma, carcinoma de grau I e
carcinoma de grau Il: area (Feric = 3,00; Fea = 8,93 | p<0,01); perimetro (Feic = 3,00; Fea =
8,59 | p<0,01), conforme a figura 3.

Comparando-se os grupos hipertrofia e adenoma x carcinomas I e I, evidencia-se
maior area nuclear e perimetral nos carcinomas I e II, nos quais ha diferenca
estatisticamente significante: area (Feric = 4,22; Fea = 5,46 | p<0,05); perimetro (Feric = 4,22;
Feal = 6,08 | p<0,05), conforme a figura 4.

A analise comparativa dos dados do carcinoma grau Il com a somatéria dos dados
dos demais grupos destaca uma maior area nuclear e perimetral nos carcinomas I, nos
quais ha diferenca estatisticamente significante: area (Feric = 4,22; Fea = 28,77 | p<0,01);
perimetro (Feic= 4,22; Fea = 26,94 | p<0,01).

A investigacdo comparativa entre as mensuragdes nucleares das neoplasias
malignas submetidas ao estudo, carcinoma de grau I x carcinoma de grau II, destaca uma
maior area nuclear e perimetral nos carcinomas II, nos quais ha diferencga estatistica
significante: area (Feric = 4,49; Fea = 13,98 | p<0,01); perimetro (Feric = 4,49; Fea = 13,35 |

p<0,01), conforme a figura 5.
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Figura 3. Avaliacdo morfométrica por ImageJ®do nucleo de 100 células por lesdo para avaliagdo de
area (um?) e perimetro (um) nucleares obtidas por imagens digitalizadas, em 4reas de maior atipia
celular, capturadas pelo fotomicroscépio NIKON E-200 - Coolpix®. Graficos da relacdo entre area e
volume do nucleo das células de diferentes amostras analisadas.

A. Grafico Box-Plot representando os achados estatisticos da relagdo da area do nucleo das células
entre hipertrofia x adenoma x carcinomas grau [ x carcinoma de grau Il com evidéncia de diferenca
estatistica significativa (Feric= 3,00; Fca = 8,93 | p<0,01).

B. Grafico Box-Plot representando os achados estatisticos da relagdo de perimetro do nucleo das
células entre hipertrofia x adenoma x carcinoma de grau I x carcinoma de grau Il com evidéncia de
diferenca estatistica significativa (Ferit= 3,00; Fea = 8,59 | p<0,01).
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Figura 4. Avaliacdo morfométrica por Image]J®do nucleo de 100 células por lesdo para avaliacdo de
area (um?) e perimetro (um) nucleares obtidas por imagens digitalizadas, em 4reas de maior atipia
celular, capturadas pelo fotomicroscépio NIKON E-200 - Coolpix®. Graficos da relagdo entre area e
volume do nucleo das células de diferentes amostras analisadas.

A. Grafico Box-Plot representando os achados estatisticos da relacao de area do nucleo das células
entre hipertrofia e adenoma x carcinomas grau I e II com evidéncia de diferenca estatistica
significativa (Ferit= 4,22; Fea = 5,46 | p<0,05).

B. Grafico Box-Plot representando os achados estatisticos da relacdo de perimetro do nucleo das
células entre hipertrofia x adenoma x carcinoma de grau [ x carcinoma de grau Il com evidéncia de
diferenca estatistica significativa (Ferit= 4,22; Fcal = 6,08 | p<0,05).
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Figura 5. Avaliacdo morfométrica por ImageJ®do nucleo de 100 células por lesdo para avaliacio de
area (um?) e perimetro (um) nucleares obtidas por imagens digitalizadas, em 4reas de maior atipia
celular, capturadas pelo fotomicroscépio NIKON E-200 - Coolpix®. Graficos da relagdo entre area e
volume do nucleo das células de diferentes amostras analisadas.

A. Grafico Box-Plot representando os achados estatisticos da relagdo de area do nucleo das células
do carcinoma de grau [ x carcinoma de grau Il com evidéncia de diferenca estatistica significativa
(Ferit= 4,49; Fea1 = 13,98 | p<0,01).

B. Grafico Box-Plot representando os achados estatisticos da relagdo do perimetro do ntcleo das
células do carcinoma de grau I x carcinoma de grau Il com evidéncia de diferenca estatistica
significativa (Ferit= 4,49; Fea = 13,35 | p<0,01).
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Avaliacio histoquimica por tricromico de Masson

Os resultados obtidos para andlise de matriz extracelular com tricrémico de
Masson com vistas a identificacdo e avaliacdo de fibras coldgenas evidencia diferentes
graus de densidade colagénica nas amostras de hipertrofia, exibindo agregados
colagénicos discretos; adenoma, exibindo fibras colagénicas circundando estruturas

tubulares e carcinomas mamarios com miultiplos depdsitos colagénicos, conforme a figura
6:
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Figura 6. Fotomicrografias de cortes histoldgicos corados com tricromico de Masson.

A. Fotomicrografia de corte histolégico de hipertrofia fibroepitelial mamaria, evidenciando estroma
frouxo com discretos agregados colagénicos intersticiais (tricrémico de Masson, setas).

B. Fotomicrografia de corte histolégico de adenoma mamario, apresentando maior densidade
celular, com estruturas tubulares delimitadas por estroma colagénico (tricrémico de Masson,
setas).

C. Fotomicrografia de corte histolégico de carcinoma mamario, exibindo incremento colagénico,
com multiplos depositos intersticiais, assumindo aspecto grumoso (tricromico de Masson, setas).
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Avaliacio histoquimica por picrosirius sob luz polarizada

Os resultados obtidos para andlise da disposi¢do das fibras colagénicas com uso de
picrosirius sob luz polarizada evidencia diferentes graus de deposicdo colagénica
intratumoral e peritumoral nas amostras de hipertrofia, adenoma e carcinoma mamarios,
com evidéncia de maior deposicdo de coldgeno nos processos carcinomatosos, conforme
as figuras 7 e 9.

Em associacdo, particularmente para o centro da lesdo tumoral, foi procedida
avaliagdo morfométrica, quantificando-se o percentual do campo ocupado por fibras
colagenas, corroborando os achados histolégicos, mostrando progressivo incremento na
deposicdo de coldgeno com a progressao da severidade da condicao, conforme a tabela 2 e

a figura 8.
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Figura 7. Fotomicrografias de tecido mamario felino evidenciam o padrido de deposicdo de fibras
coldgenas em meio a lesdo na hipertrofia (A), ao adenoma (B) e carcinoma mamarios (C).
Picrosirius sob luz polarizada, com intensificacdo no processo carcinomatoso.
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Tabela 2: Expressao percentual da marcac¢io histoquimca de picrosirius em amostras de afec¢des
benignas (hipertrofia fibroepitelial e adenoma) x afec¢des malignas (carcinoma de mama de gatos).

ANOVA.

Anova: fator anico

RESUMO
Grupo Contagem  Soma Meédia Variancia
Benigno 10 10,6 1,06 0,693822
Maligno 18 99,26 5,514444 3,528979
ANOVA
Fonte da
variagdo SO gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos 127,5562
Dentro dos

1 127,5562 50,06958 0,0000001 4,225201

grupos 66,23704 26 2,547579
Total 193,7932 27
10
g
=z 8
5o 7
=
=22
O
FESE 4
285 |
= =
=8, T
[ 1 o
G JE E—

1

[ Benigna M Maligna

Figura 8. Deposicdo colagénica no microambiente tumoral: Grafico Box-Plot representando os
achados estatisticos da relagdo da deposicdo colagénica no microambiente tumoral mediante o
percentual de marcagdo histoquimica de picrosirius das afec¢des benignas x malignas com
evidéncia de diferenca estatisticamente significante (Ferit = 4,22; Fca = 50,06 | p<0,01).
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Figura 9. Fotomicrografias de tecido mamario felino evidenciam o padrdo de deposicao de fibras
colagenas na periferia lesional em caso de hipertrofia (A), adenoma (B) e carcinoma mamarios (C),
com progressivo aumento na deposi¢cdo, da hipertrofia ao carcinoma. Picrosirius sob luz
polarizada.
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DISCUSSAO

0 cancer de mama representa uma causa importante de morbidade e mortalidade,
em particular em humanos e animais de companhia (ROSEN et al, 2020), justificando
esforcos no sentido de aperfeicoar a obtenc¢ao de informagdes diagndsticas e progndsticas.
Embora menos frequente que as neoplasias mamarias caninas, as lesdes felinas sdo
biologicamente mais agressivas e reproduzem com maior proximidade as caracteristicas
microscopicas observadas nas lesées humanas do que as lesdes mamarias caninas e
murinas, em especial em relagdo aos carcinomas mamdrios referidos como triplo
negativos, funcionando como um modelo relevante em patologia comparada (GARDEN et
al, 2018).

Os tumores podem apresentar diferentes tamanhos, assim como podem ser fixos
ou moveis, firmes ou cisticos, e ulcerados (LITTLE, 2015). Dessa forma, de acordo com a
literatura, os tumores com menores dimensdes estdo associados com uma maior
sobrevida do animal. Nas lesGes que exibem crescimento superior a trés centimetros ha
pior progndstico e maior risco de metastase (VILALOBOS; KAPLAN, 2018). Também,
tumores ulcerados estdo relacionados a um estagio mais avangado da doenga (OLIVEIRA,
2019). Esses dados, relacionando dimensoes e agressividade, estio em consonancia com a
variacdo volumétrica observada nas amostras avaliadas neste estudo, que apresentaram
menores dimensdes em adenomas e progressao de volume com o avang¢o na graduacdo
dos carcinomas. Merece destaque, no entanto, a profusa expansao tecidual relacionada as
condi¢gdes hipertréficas mamarias, vinculadas a uma modulacdo enddcrina (MISDORP,
1999).

Em termos histologicos, as lesdes malignas mamadrias felinas sao
predominantemente expansdes tubulo-papiliferas e sélidas, a semelhan¢a do observado
em nossa amostragem, guardando maior analogia com o padrdo glandular predominante
nas lesdes mamadrias humanas. J& nas amostras caninas, a propor¢do de malignidade é
inferior, correspondendo aproximadamente a 45% das formagdes, sendo que nessas existe
um importante contingente de lesdes complexas e mistas, apresentando, respectivamente,
expressivo componente mioepitelial e metaplasico (ADEGA et al, 2016). Nossa
amostragem envolveu 28 formagdes mamarias, sendo cinco adenomas, um deles em um
macho. Embora as neoplasias mamarias sejam mais frequentes em fémeas, ha um pequeno
contingente de machos afetados, segundo Gundim, 2017, correspondendo a cerca de 2%
das neoplasias mamarias diagnosticadas na espécie felina.

A proposta deste estudo foi a de contribuir para a compreensao da biologia e do

diagnostico de tumoragdes mamarias felinas, com o emprego de técnicas potencialmente
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aplicaveis a amostras na rotina do laboratério de anatomia patoldgica. Nesse sentido,
optou-se pelo emprego da avaliacdo morfométrica e histoquimica, considerando, em
particular, os avancos relacionados a participacio do estroma no desenvolvimento
neoplasico e sua relacdo com o progndstico dos pacientes oncolédgicos, em especial, aos
portadores de neoplasias mamarias.

Em nosso estudo, evidenciou-se diferenca estatisticamente significante em relacdo
a pardmetros cariométricos entre as lesdes benignas e malignas, em consondncia com o
observado em urotélio reacional e carcinomatoso em humanos (POROPATICH et al,, 2016)
e aos achados de Strefezzi et al.,, 2003, que demonstraram distingdes cariométricas em
paralelo a agressividade bioldgica em mastocitomas cutidneos caninos. Nossos achados, a
semelhanca de estudos anteriores em lesdes mamarias benignas e malignas em mulheres
e gatas (MOMMERS et al, 2001; DE VICO et al, 1997), sugerem a adequac¢do da analise
cariométrica na interpretacdo de amostras de neoplasias mamarias felinas, com potencial
extensdo para andlises citoldgicas, frequentemente utilizadas como método de triagem
diagndstica em formagdes mamarias de gatos. De maneira geral, o aumento nas dimensoes
nucleares estd relacionado a modificagdes arquiteturais nucleares, envolvendo a
reorganizacdo dos genes, dos transcritos e dos complexos regulatérios locais. Em termos
moleculares, muta¢des pontuais e translocacdes resultam no rearranjo de elementos
promotores e de sequéncias codificantes, resultando em ativacdo e supressio de genes,
dependentemente do contexto microambiental nuclear (ZAIDI et al, 2007).

Hanahan & Weinberg, 2011, destacam a importancia das interacdes entre as
células neoplasicas e o estroma para o estabelecimento do prognéstico do paciente,
fundando um novo paradigma na area oncoldgica. O microambiente tumoral é uma
entidade dindmica e heterogénea, composto por células neoplasicas e ndo neoplasicas,
envolvendo componentes estromais e imunes (NASCIMENTO; FERREIRA, 2021), além de
moléculas sinalizadoras e da matriz extracelular, em particular de seu componente
colagénico. Varios estudos tém evidenciado que tanto a quantidade quanto a qualidade das
fibras coldgenas sdo capazes de interferir no devir do paciente oncolégico, regulando o
crescimento e a invasdo neoplasicas (LEVANTAL et al., 2009; CONKLIN et al.,, 2011). Esse
fendmeno foi caracterizado por Daniel et al, 2019, em mastocitomas cutdneos caninos,
mostrando uma relagdo inversa entre deposicdo colagénica e tempo de sobrevida e
mortalidade em cdes. O mesmo nio foi encontrado em lesdes melanociticas orais caninas,
ressaltando a necessidade de considerar cada histogénese oncolégica como uma entidade
dotada de especificidades (LEITE et al, 2021). Recentemente, Case et al.,, 2017, e Rosen et
al., 2020, evidenciaram, com o emprego de métodos sofisticados, como a microscopia

confocal, a relacdo entre agressividade tumoral e deposi¢do colagénica, mostrando que
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maior densidade, espessura e comprimento de fibras estdo associados a um pior
progndstico, respectivamente, em carcinomas mamarios de cadelas e gatas.

Nossos achados vdo ao encontro das observagdes de Rose et al, 2020, porém com o
emprego de metodologia de facil aplicacdo na rotina laboratorial, limitada ao emprego de
método histoquimico e observacdo sob luz polarizada. Assim, houve maior deposicio
colagénica como um todo nas lesdes malignas. Nesse sentido, é importante considerar que
a deposicdo colagénica foi avaliada em dois microambientes teciduais: a intimidade da
lesdo e suas fronteiras com o tecido adjacente. Na primeira condi¢do, além da avaliacdo
histopatoldgica dos cortes, foi procedida avaliacdo morfométrica, que corroborou os
achados morfolégicos. Nas areas de fronteira, devido as dimensdes reduzidas e a eventual
auséncia de representacdo de uma area limitrofe com o tecido preservado, foi procedida
apenas a caracterizacdo morfolégica. Essa abordagem de fronteira tem como base a
hipétese de que nos sitios limitrofes de crescimento tumoral coexistem as subpopula¢des
neoplasicas mais agressivas, com elevado potencial de invasio e disseminag¢do (PIFFKO et
al,, 1997). Essa compreensao é corroborada com o emprego de protocolos de graduacdo
direcionados para as areas de fronteira do crescimento tumoral, como o de BRYNE et al,
1992, trabalhando com carcinomas espinocelulares de boca, mostrando relagao com a taxa
de recorréncia e o tempo de sobrevida dos pacientes. Em consonancia com esses achados,
pode-se identificar nas lesdes felinas um padrao de deposicdo colagénica distinta no cerne
da lesdo neoplasica e nestes territorios fronteiricos, quando comparados quadros
hiperplasicos, adenomatosos e carcinomatosos, com maior quantidade e aleatoriedade na
deposicdo de fibras nas lesdes malignas.

A partir do entendimento da biologia tumoral e seu desenvolvimento como um
processo heterotipico que envolve a dupla via entre parénquima e estroma, acarretando
modificacdes fisiopatoldgicas reciprocas, a distingdo na conformacao colagénica, estromal,
nos carcinomas pode ser tanto causa como efeito de uma progressdo tumoral alterada

(HANAHAN; WEINBERG, 2000).
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CONCLUSAO

Os achados cariométricos e o padrdao de deposicdo colagénica no microambiente
tumoral evidenciaram diferencas relevantes entre hipertrofia fibroepitelial, adenoma e
carcinoma mamadrio felino, favorecendo o emprego desses parametros como
procedimentos diagndsticos nessas condicdes de modo a possibilitar a redugdo da
subjetividade diagnostica.

A metodologia consiste em aplicacdo simples e de baixo custo para a rotina
diagndstica. Nesse sentido, a técnica se mostrou viavel para aplicacdo em rotina
laboratorial como ferramenta de contribuicdo no diagnoéstico diferencial de tumoragdes

mamarias em gatos domésticos.

Declaracao de conflito de interesses. - Os autores declaram que nao ha conflito de

interesses.
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