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RESUMO

As neoplasias mamarias sao os tipos de tumores mais frequentes em cadelas nao castradas e o
exame citologico € utilizado para triagem no diagndstico pré-operatorio de tumores mamarios
caninos (TMC), oferecendo vantagens pela facilidade e rapidez de execucao, ser econdOmico e
relativamente ndo invasivo. No entanto, ha poucos estudos sobre a precisdo diagnostica e
progndstica do exame citologico no TMC. Um dos parametros que deve ser avaliado no exame
citologico ¢ a dissociacao celular e nao ha estudos sobre a utilizagdo deste parametro como
indicador prognoéstico em TMC. O presente estudo teve como objetivos avaliar a dissociagao
celular e os parametros morfométricos (area, perimetro e diametro) do nucleo das células
tumorais em amostras citoldgicas de carcinoma mamario de cadelas atendidas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), no periodo de janeiro 2020 a
dezembro de 2022, e correlacionéa-los com a graduagao citoloégica de Robinson e presenga de
metastases, além de determinar se estes parametros podem ser utilizados como fatores de
prognostico para TMC. Foram selecionadas 75 cadelas com tumores mamarios e realizada a
analise das laminas citoldgicas e histologicas desses pacientes disponiveis no acervo do
Laboratdrio de Patologia Animal. A partir da analise de dissociacdo celular obteve-se que 51
(53,12 %) das amostras apresentaram escore de dissociagdo 1; 35 (36,46 %) escore 2 ¢ 10 (10,42
%) escore 3. Houve diferenca dos escores de dissociagdo 1 e 3 com a citologia (p ~ 0,024). Nao
houve diferenga significativa dos escores de dissociagdo com a histologia (p=0,564). Nao foi
detectada diferenca na associacdo da dissociacao celular com a presenca de metastases (p>0,05)
e estadios (p>0,05). Como também nao houve associacao da curva de sobrevida com os escores
de dissociacao (p=0,417). Ademais, nao houve associacdo dos parametros citomorfométricos
do nticleo com o grau citoldgico (p>0,05) e entre os pardmetros citomorfométricos e os graus
histopatologicos (p>0,05). Conclui-se que a dissocia¢do celular permite identificar tumores de
maior malignidade, porém ndo deve ser utilizada isolada como fator prognostico, e a

citomorfometria do nucleo ¢ limitada para a determinacao da malignidade dos TMC.

Palavras-chave: neoplasias mamadrias. cdo. pun¢ao aspirativa por agulha fina. progndstico.



ABSTRACT

Mammary neoplasms are the most common types of tumors in uncastrated female dogs, and
cytological examination is used for screening in the preoperative diagnosis of canine mammary
tumors (CMT), offering advantages due to its ease and speed of execution, being economical
and relatively non-invasive. However, there are few studies on the diagnostic and prognostic
accuracy of cytological examination in CMT. One of the parameters that should be evaluated
in cytological examination is cellular dissociation, and there are no studies on the use of this
parameter as a prognostic indicator in CMT. The present study aimed to evaluate cellular
dissociation and morphometric parameters (area, perimeter, and diameter) of the nucleus of
tumor cells) in cytological samples of mammary carcinoma from female dogs treated at the
Veterinary Hospital of the Federal University of Uberlandia (UFU) from January 2020 to
December 2022 and correlate them with Robinson's cytological grading and the presence of
metastases, in addition to determining if these parameters can be used as prognostic factors for
CMT. Seventy-five female dogs with mammary tumors were selected, and the cytological and
histological slides of these patients available in the Animal Pathology Laboratory collection
were analyzed. From the analysis of cellular dissociation, it was found that 51 (53.12%) of the
samples had a dissociation score of 1; 35 (36.46%) had a score of 2, and 10 (10.42%) had a
score of 3. There was a difference in dissociation scores of 1 and 3 with cytology (p = 0.024).
There was no significant difference in dissociation scores with histology (p = 0.564). No
difference was detected in the association of cellular dissociation with the presence of
metastases (p>0.05) and stages (p>0.05). Additionally, there was no association of the survival
curve with dissociation scores (p=0.417). Furthermore, there was no association of nuclear
cytomorphometric parameters with cytological grade (p>0.05) and between cytomorphometric
parameters and histopathological grades (p>0.05). It is concluded that cellular dissociation can
identify tumors of higher malignancy; however, it should not be used alone as a prognostic

factor, and nuclear cytomorphometry is limited in determining the malignancy of CMT.

Keywords: breast neoplasms. dog. fine-needle aspiration cytology. prognosis.
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1 INTRODUCAO

Os tumores mamarios caninos (TMC) sdo frequentes nas cadelas com incidéncia anual
estimada em 198/100.000 cadelas, sendo trés vezes maior que na espécie humana (Misdorp,
2002). Em cadelas nao castradas ¢ o tipo de neoplasia mais frequente e sua propensao ao
desenvolvimento de metastases representa um alto risco de mortalidade (De Nardi; Ferreira;
Assungao, 2016).

Embora o exame histopatologico seja considerado o teste ouro no diagnostico de TMC,
o exame citologico oferece varias vantagens por ser simples, economico, facil de usar,
relativamente ndo invasivo e rapido em fornecer o diagnéstico (Corréa et al., 2018).

Na Medicina Veterindria, a utilizagdo da citologia como método diagnostico vem
crescendo nos ultimos 20 anos. Desde 1995, o uso puncdo aspirativa com agulha fina (PAAF)
foi aprimorado no diagndstico de tumores de glandula mamaria de cadelas, uma vez que este
método pode auxiliar na escolha do melhor tratamento. Mesmo naqueles casos em que o
diagndstico ndo € definitivo, a PAAF pode guiar a conduta clinica e auxiliar no gerenciamento
do tratamento cirtrgico (Cassali et al., 2007).

A cadela ¢ um modelo de estudos para o cancer de mama humano (CMH), devido a
similaridade do comportamento bioldgico e molecular dos TMC ¢ o CMH (Abdelmegeed et
al., 2018). Essa semelhanca possibilitou a adequacao da graduacao histologica do CMH para
os tumores mamarios caninos (Elston et al., 1991; Cassali et al., 2013), o que levou a uma
melhora no diagnostico dos TMC e na determinacdo do prognoéstico do paciente.

Em compara¢do com a grande quantidade de estudos sobre precisdo diagndstica e
prognostica do exame citologico no cancer de mama humano, hé ainda, relativamente, poucos
dados disponiveis sobre TMC (Dolka et al., 2018).

Em humanos, a graduagao citologica tem um protocolo padrio, conhecido como sistema
de graduacdo de Robinson, que est4 altamente correlacionado com a classificacdo histologica
estabelecida por Scarff Bloom-Richardson (Kuppusamy et al., 2019). A PAAF ¢ comumente
aplicada para diferenciacao citologica de TMC e analise de suas diferentes origens celulares
(Yildirim; Gurel, 2012) mas o uso de PAAF para graduagdo citologica ainda ndo esta claro,
necessitando de estudos (Kuppusamy et al., 2019). H4 apenas um relato demonstrando a
adaptacao do sistema de graduacgao citoldgica de Robinson, utilizado em cancer de mama em
mulheres, em caes (Dolka et al., 2018) e uma revisao (Kuppusamy et al., 2019) em que um
sistema de graduacdo citologica em caes foi proposto com base na literatura.

A dissociacgdo celular ¢ uma importante caracteristica citologica observada no CMH,

quando combinada com outros critérios citologicos malignos, € util no diagndstico e ¢ um
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indicador progndstico independente para recorréncia e metastase regional na mulher (Schiller
et al., 2001). No entanto, o papel da dissocia¢do celular como indicador prognostico em TMC
ainda nao foi estudado.

O tamanho nuclear também ¢ uma importante caracteristica citologica utilizada tanto na
determina¢do da malignidade do tumor quanto na determinagdo do grau citologico. No entanto,
apesar da andlise citologica de amostras obtidas por PAAF ser a principal ferramenta para
diagnostico em massas mamarias devido a sua facilidade e rapidez, esta ¢, at¢ o momento,
amplamente subjetiva (Kalhan ef al., 2010). Em humanos, a sobreposi¢ao morfoldgica entre as
lesdes pré-cancerosas € o carcinoma propriamente dito gera ainda uma “zona cinzenta” na
citologia, estimada em 8,9% (Al-Kaisi, 1994).

O uso de técnicas complementares, como morfometria, imuno-histoquimica e citometria
de fluxo, ¢ importante para oferecer um diagnostico preciso e reprodutivel, principalmente em
casos de lesdes borderline e malignas (Arora et al., 2007). A morfometria é a medigdo de varios
parametros celulares microscopicamente/por citometria de fluxo/andlise de imagem e o seu
potencial na citologia ainda nao foi totalmente explorado.

Assim, o presente estudo teve como objetivos avaliar por meio de exame citologico a
dissociacdo celular e os pardmetros morfométricos area, perimetro e didmetro do nucleo das
células tumorais em amostras de tumores mamadrios de cadelas atendidas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Objetivou-se também determinar se

estes parametros podem ser utilizados como fatores de prognostico para TMC.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Tumor Mamario em Cadelas

Os tumores mamarios caninos (TMC) sao muito comuns na rotina da clinica e cirurgia
veterinaria, principalmente em cadelas inteiras (Dolka et al., 2018). Dentre os diversos tumores
mamarios, 50 a 70% deles sdo tumores malignos (Kupussami et al., 2019), o que pode estar
relacionado com o diagndstico tardio. Os tecidos tumorais podem se diferenciar em outros tipos
de tecidos, sendo elas metaplasias dssea, cartilaginosa e escamosa (Yildirim et al., 2012).

Na espécie canina, geralmente, ocorre o desenvolvimento de cinco pares de glandulas
mamarias e durante o ciclo estral das cadelas, as glandulas mamarias passam por uma fase de
proliferacdo e por conseguinte uma regressao (Silver et al., 1966). Desse modo, a taxa de
incidéncia do TMC em uma cadela que passa por ovariosalpingohisterectomia (OSH) antes do
primeiro cio ¢ de 0,5% (Schneider et al., 1969).

Dentre os diversos tipos de TMC, os carcinomas complexos sdo o tipo mais frequente,
seguido pelos carcinomas simples, solidos, mistos, anaplasicos e fibrossarcomas (Kupussami
et al., 2019). Quando os TMC ocorrem nas glandulas mamarias inguinais (M5) ha a
possibilidade de metéstases retrogradas, por meio da drenagem linfética no tecido subcutaneo
(Sorenmo et al., 2011).

Devido a semelhanca das neoplasias mamarias em mulheres e cadelas, ha a
possibilidade de utilizar os critérios citoldgicos, estabelecidos na medicina humana, para o
diagnoéstico dos TMC (Cassali ef al., 2007). Entretanto, o sistema de graduacao citologica em
cadelas ndo fora bem estabelecido, sendo apenas um estudo até o presente momento (Dolka et

al., 2018).

2.2 Epidemiologia

Apesar das neoplasias mamarias em cadelas terem incidéncia global, hd estudos que
relatam a diminui¢do da sua ocorréncia nos Estados Unidos, devido a pratica da OSH em
animais jovens (Yildirim et al., 2012). Cadelas inteiras ou que passaram pela OSH apds o
segundo estro tem maior incidéncia devido a exposi¢cdo aos hormonios ovarianos endogenos
(Sorenmo et al., 2011).

Além do fator hormonal, hé diversos fatores que predispde ao aparecimento do TMC
(Sorenmo et al., 2011), sendo dois desses a idade e a raga. Cadelas mais velhas, com 8 anos ou
mais, s3o as mais acometidas e com maior chance de desenvolverem a forma maligna
(Goldschmidt ef al., 2001). J& o aparecimento em cadelas com menos de 5 anos € raro e com

maior probabilidade de ser um tumor benigno (Schneider et al., 1970).
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Diversas racas podem ser acometidas pelas neoplasias mamarias, sendo algumas mais
predispostas Poodle, Pastor Alemao, Chihuahua, Beagle, Cooker Spaniel, Maltes, Yorkshire e
Dachshund (Sorenmo ef al., 2011). No entanto, a populacdo de caes sem raga definida (SRD)

apresentam uma alta incidéncia no Brasil (Ribas ef al., 2012) em relagao as ragas puras.

2.3 Diagnostico

O diagnéstico dos TMC ¢ realizado a partir de um exame clinico minucioso, historico
reprodutivo da cadela (castracao, terapia hormonal, pseudociese), idade e avaliagao da presenca
de n6dulos mamarios e avaliagdo dos linfonodos regionais (Cassali et al., 2007; Cassali et al.,
2011). Se houver metastase, o animal pode apresentar mais sinais clinicos como dispneia, tosse
e dificuldade na deambulacao (Johnston et al., 2003).

No exame fisico, as glandulas mamarias devem ser palpadas individualmente e os
nédulos mamadrios devem ser avaliados a partir do tamanho, formato, consisténcia, se esta
aderido ao subcutaneo ou a musculatura, se ha ulceracao (Burke et al., 2012).

Ap0s essa avaliacdo, o exame citopatologico faz-se necessario para uma melhor conduta
terapéutica, além de auxiliar na suspeita se ¢ um tumor maligno ou benigno (Cassali ef al.,
2011). As lesdes hiperplasicas e displésicas irdo apresentar uma prolifera¢ao do epitélio secretor
ou ductal das células mioepteliais, entretanto, essas caracteristicas citologicas se assemelham a
neoplasias benignas, o que dificulta o diagnostico (Solano-Gallego et al., 2012).

Somado a isso, considerando a drenagem linfatica das glandulas mamarias, os
linfonodos regionais devem ser avaliados quanto a sua mobilidade, consisténcia, temperatura e
tamanho (Sorenmo et al., 2011). Em seguida, faz-se a aspiracao dos linfonodos para avaliar
quanto a possibilidade de metastases (Solano-Gallego et al, 2012). Logo, exames
complementares de imagem sdo necessarios, dada a suspeita de metastases pelas neoplasias
malignas, sendo a radiografia toracica para procura de metéstase pulmonar (Cassali et al., 2011)
e o exame ultrassonografico para avaliar se ha metéastases em 6rgaos da cavidade abdominal
(Ribas et al., 2012).

Para a diferenciacdo dos TMC em benignos ou malignos na histologia, ¢ avaliado o
arranjo, a invasao neopldsica, o pleomorfismo celular e se ha presenga ou auséncia de
componentes mesenquimais nao neoplasicos (Sorenmo et al., 2011). Os sistemas Misdorp et
al. (1999) e Gilbertson et al. (1983) sdo os mais utilizados para classificacdo de neoplasias
mamarias.

Segundo Misdorp et al. (1999), os TMC podem ser classificados como lesdes ndo

neoplésicas (hiperplasia epitelial - ductal e lobular), tumores benignos (adenoma simples e
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complexo, fibroadenoma, tumor benigno misto, papiloma ductal) e tumores malignos, sendo
alguns mais frequentes carcinoma in situ, carcinoma simples (tubular, cistico-papilar e
cribiforme), carcinoma complexo, micropapilar, s6lido, comedocarcinoma, anaplasico, em
tumor misto, mioeptelioma maligno, ductal e intraductal. Somado a esses hd neoplasias
mamarias com diferenciagdo sarcomatosa, como o fibrossarcoma, osteossarcoma,
hemangiossarcoma.

Dado o exame histopatologico como padrdo ouro para diagnostico do TMC (Dolka et
al., 2018), ¢ importante fazer a analise de cada glandula mamaria, mesmo que na avaliagao
macroscopica nao apresente alteragdes, € na cadela ¢ comum os nddulos terem histogéneses
distintas (Sorenmo et al., 2011). Como complemento da histologia, hd a possibilidade de
realizar a imuno-histoquimica para determinar a origem da neoplasia, como também para fator

prognostico (Cassali ef al., 2011).

2.4 Graduacgao

O primeiro método de gradacdo histologica descrito foi o Sistema de Nottinham,
modificado por Elston e Ellis (1991), fundamentado na formagao tubular, pleomorfismo nuclear
e no indice mitdtico. A partir dessa gradagdo histologica, Pena ef al. (2013) propds uma
adaptacdo, considerando a formacao tubular (1 ponto: mais de 75% do tumor ¢ formado por
tabulos, 2 pontos: entre 10% e 75% de formagdo tubular (formacdo moderada de arranjos
tubulares misturado com 4reas de crescimento s6lido), 3 pontos: 10% ou menos de formacao
tubular do tumor (formagao minima ou nenhuma formagao de tibulos), o pleomorfismo nuclear
(1 ponto: nucleo pequeno, uniforme ou regular e nucléolo ocasional); 2 pontos: grau moderado
de variacao no tamanho e forma nuclear, ntcleo hipercromatico, presenga de nucléolos (alguns
dos quais podem ser proeminentes); 3 pontos: variacdo acentuada no tamanho nuclear, nticleo
hipercromatico, muitas vezes com 1 ou mais nucléolos proeminentes; e a quantidade de mitoses
em objetiva de 40x em 10 campos (1 ponto: 0-9 mitoses, 2 pontos: 10-19 mitoses, 3 pontos:
acima de 20 mitoses). Desse modo, a somatoria de pontos indica o grau, sendo grau I de 3 a 5
pontos, grau I 6 a 7 pontos e grau III 8 a 9 pontos.

A citologia por puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) ¢ um método muito utilizado
na medicina veterindria, porém a graduacao citoldgica para o TMC nao fora bem estabelecida
como na medicina humana (Robinson et al., 1994).

Dolka et al. (2018) analisaram a aplicacdo do sistema de graduacdo de Robinson

modificado para graduagdo citologica do cancer de mama canino. Estes autores avaliaram
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caracteristicas como dissociagao celular, debris celulares, matriz extracelular e citomorfometria
para a classificagdo das neoplasias em benignas ou malignas.

A graduagao citoldgica proposta por Dolka et al. (2018), fundamentada no sistema de
Robinson, avalia seis caracteristicas atribuindo escore a cada uma delas: dissociagao celular (1
ponto: maior quantidade de células agrupadas, 2 pontos: células separadas e agrupadas, 3
pontos: maior quantidade de células separadas); tamanho da célula (1 ponto: 1-2x o tamanho
de hemacia, 2 pontos: 3-4x o tamanho de hemadcia, 3 pontos: >5x o tamanho de hemacia);
uniformidade celular (1 ponto: monomorfico, 2 pontos: pouco pleomodrfico, 3 pontos:
pleomérfico); nucléolo (1 ponto: indistinto, 2 pontos: notavel, 3 pontos: proeminente ou
pleomorfico); margem nuclear (1 ponto: suave, 2 pontos: dobras, 3 pontos: botdes/fendas);
cromatina (1 ponto: vesicular, 2 pontos: granular, 3 pontos: aglomerada e limpa). Dessa forma,
se a soma dos escores for entre 6 a 11 pontos o tumor receberd Grau 1, entre 12 a 14 pontos

sera Grau 2 e de 15 a 18 pontos Grau 3.

2.5 Progndstico

Os fatores prognosticos irdo indicar a evolugao clinica e o tempo de sobrevida do animal
apods o procedimento cirargico, sendo caracteristicas apresentadas pelo individuo e do tumor
(Benavente ef al., 2016).

De acordo com Sorenmo et al. (2011), o tamanho do tumor, se hd metastase em
linfonodos e o estddio do animal sdo fatores prognosticos relevantes. Considerando o fator
tamanho do tumor, sdo 3 categorias de estadiamento, sendo a T1: menor que 3cm, T2: 3 a Scm
e T3: maior que Scm. Para o estado do linfonodo ¢ utilizado NO quando nao ha presenca de
metastase e N1 com presenca de metastase. O estadiamento tumoral varia de [ a V, sendo
considerado os estadios III, IV e V com piores taxas de sobrevida (Yamagami et al., 1996).

As cadelas com tumores maiores que Scm apresentam uma sobrevida menor a caes com
tumores menores (Chang et al., 2005) e um risco maior de recidiva (Kurtzman et al., 1986).
Ademais, cadelas que apresentam metastases distantes estdo associadas a progndsticos
desfavoraveis (Cassali et al., 2011).

Sao relatados outros fatores que podem influenciar no desenvolvimento de TMC, sendo
0 uso incorreto de progestagenos e a pseudociese, devido a exposicdo a altos niveis de
progesterona e estrogeno no ciclo estral das cadelas (Sorenmo et al., 2013). Somado a esses,
Mazzaferro et al. (2013) apresenta que cadelas com sobrepeso sdo mais propensas a terem

neoplasias mamarias, e alguns mecanismos sdo estudados para essa ocorréncia, como 0s
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mediadores inflamatorios e estrégeno produzidos pelos adipdcitos (SIMPSON e BRONW,
2013).
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3 METODOLOGIA

Foram utilizados prontudrios de cadelas com tumores mamarios (TM) atendidas no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, por meio de estudo retrospectivo,
no periodo de janeiro de 2020 a dezembro de 2022.

Os critérios de inclusdo de cadelas no estudo foram: cadelas com TM submetidas a
exames de imagem, com diagnostico de tumor de mama por exame citologico, que tenham sido
submetidas a mastectomia e com diagnoéstico histopatologico.

Dados clinicos foram coletados dos prontudrios, tais como: idade ao diagnostico, status
de castragdo, raca, tamanho e localizagdo tumor, presenca de ulceracdo, estadio clinico.

No acervo do Laboratério de Patologia Animal foram selecionadas as laminas
citoldgicas e histoldgicas que foram utilizadas para o diagndstico dos TM destes pacientes. As
laminas histologicas foram revisadas e o diagnostico e o grau confirmados por dois patologistas,
apos verificagdo de lesdes em laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE). A classifica¢ao
histologica das neoplasias foi determinada conforme Goldschmidt ez al. (2011). Para a
atribuicao do grau histoldgico de malignidade, trés parametros serdo avaliados: a porcentagem
do tumor com organizacao tubular, o pleomorfismo nuclear e o indice mitético, de acordo com
o sistema de Elston e Ellis (1998) adaptado por Pefia ez al. (2012).

Na analise das laminas de citologia foram utilizadas amostras de TMC coradas com
Giemsa. Os esfregacos para o exame foram selecionados com base na sua alta qualidade
(espessura do esfregago, morfologia das células, coloragdo adequada) de acordo com
Sapierzynski; Czopowicz; Ostrzeszewicz (2017).

O diagnostico citologico do comportamento tumoral foi atribuido por meio das
caracteristicas citologicas de malignidade: hipercelularidade, tamanho e forma celular variavel
(pleomorfismo; anisocitose, macrocitose), tamanho e forma nuclear varidvel (anisacariose,
macrocariose), aumento da proporcdo nuclear-citoplasmatica; nucléolos grandes, proeminentes
ou multiplos, formato do nucleo, grau de aglomeracdo da cromatina; presenga de células
multinucleadas anormais e figuras mitdticas, segundo Meinkoth, Cowell, Tyler (2007) e
Yildirim, Gurel (2012). Detalhes celulares e nucleares foram avaliados em campos de grande
aumento (objetiva 40X). Baseado nestas caracteristicas as amostras foram classificadas em dois
grupos: carcinoma simples e carcinoma misto (carcinoma complexo, carcinoma em tumor
misto).

Amostras foram classificadas como carcinoma simples quando apresentaram
celularidade moderada/alta; com células epiteliais (Unicas e agrupadas) sendo predominantes e

apresentando critérios citologicos de malignidade. J4 as caracteristicas citologicas de carcinoma
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complexo e carcinoma em tumor misto sdo bastante semelhantes, contendo muitas células
epiteliais ocorrendo isoladamente ou em grupos, com caracteristicas citologicas de malignidade
e quantidade moderada a acentuada de células mioepiteliais e fibras coldgenas misturadas a
matriz extracelular rosea. Quando a matriz extracelular e o fundo eosinofilico eram mais
abundantes e/ou fossem observados osteoclastos, a amostra foi diagnosticada como carcinoma
em tumor misto. Os diagndstcios citologicos foram comparados com o diagndstico
histopatologico padrao-ouro.

Amostras de tumores mamarios interpretadas citologicamente como malignas foram
entdo avaliadas para atribuicdo de grau citoldgico, utilizando a classificagdo citologica de
Robinson aplicada em tumores mamarios de mulheres (Robinson et al., 1994). Seis diferentes
caracteristicas citologicas foram avaliadas (Quadro 1): dissociac¢do celular, tamanho nuclear,
uniformidade celular, nucléolos, margem nuclear, padrdo de cromatina. A pontuagdo de 1 a 3
foi atribuida a cada uma destas caracteristicas e o grau do carcinoma mamario foi classificado
somando as pontuagdes para obter uma escore total para cada caso. foram considerados grau 1
carcinomas mamarios com escore 6-11; grau 2 escore 12-14 e grau 3 escore 15-18. O grau

citoldgico foi comparado com o grau histopatologico (padrao-ouro).

Quadro 1 - Sistema de graduacao citologica de Robinson para cancer de mama humano.

CITOMORFOLOGIA ESCORE
1 Ponto 2 Pontos 3 Pontos
Dissociaciao Maior quantidade Misto de células | Maior quantidade de
de células separadas e células separadas
agrupadas agrupadas

Tamanho da Célula 1-2X o tamanho de 3-4 X o tamanho > 5X o tamanho de

uma hemadcia de uma hemaécia uma hemadcia
Uniformidade Celular Monomorfico Pouco pleomorfico Pleomorfico
Nucléolo Indistinto Notavel Proeminente
Margem Nuclear Suave Dobras Botdes/fendas
Cromatina Vesicular Granular Aglomerado e
Limpo

Grau 1 = 6-11 pontos; Grau 2 = 12-14 pontos; Grau 3 = 15-18 pontos.
Fonte: Robinson ef al. (1994).

Na citomorfometria foram capturadas imagens utilizando microscopio Eclipse Ci-L
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(Nikon®) na objetiva de 40x, com adaptador cilindrico para padronizar a distincia da cAmera
do celular até a objetiva. Foi utilizado o software ImageJ para a morfometria e para a calibragao
utilizamos lamina micrométrica no microscopio, em que os espagos correspondiam a 0,0 mm,
e no programa padronizamos a escala de acordo com a contagem de pixels dessa lamina, obteve-
se que a distancia de 5 pixels era igual a 1 pm.

Regides de alta densidade de células neoplésicas foram examinadas em grande aumento
(objetiva de 40X) e selecionadas campos que tiveram suas imagens capturadas. Cinquenta
nucleos de células epiteliais foram avaliados com a ferramenta “Multi-point” evitando a analise
repetida de um mesmo nucleo. As caracteristicas nucleares (area nuclear média, perimetro
nuclear médio, didmetro nuclear médio) foram determinadas com as ferramentas “Freehand” e
“Oval” para fazer a sele¢do da circunferéncia do ntcleo celular e depois a opcao “Measure”
retornava o resultado da éarea e o perimetro do respectivo nticleo selecionado. J& para a anélise
do diametro, foi utilizada a ferramenta “Straight”, que trassava uma linha reta, e em seguida a
opcdo “Measure” retornava a medida do didmetro selecionado. Os resultados foram tabulados
e calculada a média de cada parametro.

Quanto as amostras avaliadas, naquelas cadelas que possuiam mais de um tumor de
mama, foram selecionadas trés amostras de trés cadelas e duas amostras de 15 cadelas,
totalizando 96 amostras, considerando os tipos histologicos considerados mais agressivos de

acordo com Rasotto et al. (2017) para avaliagao dos parametros citomorfométricos.

3.1 Analise estatistica

As variaveis numeéricas foram apresentadas como média aritmética e desvio padrdo (DP)
e comparadas entre dois grupos com o teste U de Mann-Whitney e com o teste de Kruskal-
Wallis entre mais de dois grupos.

Depois da cirurgia, o acompanhamento dos caes foi de pelo menos 18 meses. Foi feita
a censura na curva de sobrevida daqueles que morreram por qualquer causa, ou ainda estavam
vivos ao final do periodo de observagao.

O grafico de Kaplan-Meier e o teste de log rank de Mantel-Cox foram usados para
comparar a Sobrevida Global entre cdes com tumores com grau de dissociacao 1, 2 € 3 na
analise citologica de esfregacos de amostras de carcinoma mamario colhidas por PAAF.

O nivel de significancia (o) utilizado foi de 0,05 em todos os testes estatisticos e as

analises estatisticas foram realizadas no software SPSS.
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4 RESULTADOS

Foram selecionadas 75 cadelas com diagnostico de tumores mamarios, sendo 84%
idosas ao diagnostico (7 anos ou mais de idade) e 65,33% ndo eram castradas. Além disso,
50,67% das cadelas eram sem raca definidas (SRD) e a raga mais frequente foi a Poodle
(16,00%) seguido da raca Pinscher (5,33%). Em relacdao ao tamanho do tumor 64% eram T1 e
30,67% eram localizados na mama inguinal M5. Quanto a presenga de ulceracao, 78,67% dos
tumores ndo eram ulcerados e 58,67% das cadelas eram estadio I (Tabela 2).

Na avaliacao histopatoldgica, o tipo histoldégico carcinoma em tumor misto foi o mais
frequente (38,54%), seguido de carcinoma complexo (14,59%). Quanto ao grau, a maioria das

amostras era de grau 1 (55,21% (Tabela 1).
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Tabela 1 - Diagnoésticos histopatologicos e o grau histologico dos carcinomas mamarios de

cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UFU no periodo de 2020 a 2022, Uberlandia,

2024.

Diagnosticos Histologicos Nimero de Amostras

(%)
Carcinoma em Tumor Misto 37 (38,54)
Carcinoma Tubulopapilar 19 (19,80)
Carcinoma Complexo 14 (14,59)
Carcinoma Tubular 12(12,50)
Carcinoma Sélido 4 (4,17)
Carcinoma Adenoescamoso 2 (2,08)
Adenomioeptelioma
Maligno L(1,04)
Carcinossarcoma 1(1,04)
Comedocarcinoma 1 (1,04)
Carcinoma Papilar 1(1,04)
Carcinoma Anaplasico 1 (1,04)
Carcinoma Mucinoso 1(1,04)
Carcinoma Micropapilar 1 (1.04)
Invasor
Carcinoma de Células
Fusiformes 1(1,04)

Grau Histolégico Numero de Amostras

(%)
1 53 (55.21)
38 (39,59)
3 5 (5,20)
Total 96 (100)

Fonte: a autora.
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Tabela 2 - Dados epidemiolédgicos de 75 cadelas com tumor de mama atendidas no Hospital

Veterinario da UFU no periodo de 2020 a 2022, Uberlandia, 2024.

Faixa etaria Nimero de Cadelas (%)
Adulto 12 (16,00)

Idoso 63 (84,00)
Estado reprodutivo Numero de Cadelas (%)
Castrada 23 (30,67)

Inteira 49 (65,33)

NI 3 (4,00)

Racas Nimero de Cadelas (%)
SRD 38 (50,67)

Poodle 13 (16,00)
Pinscher 4(5,33)
Shih-Tzu 4 (5,33)
Bassethound 3 (4,00)
Yorkshire Terrier 3 (4,00)

Fox Terrier Brasileiro 1(1,33)

Border Collie 1(1,33)

Chow Chow 1(1,33)
Labrador 1(1,33)
Schnauzer 1(1,33)

Fila Brasileiro 1(1,33)
Rottweiler 1(1,33)

Boxer 1(1,33)

Maltés 1(1,33)

Lhasa Apso 1(1,33)

Pitbull 1(1,33)
Tamanho do Tumor Numero de Cadelas (%)
T1(T < 3cm) 48 (64,00)

T2 (3 <T < 5cm) 10 (13,33)

T3 (T > 5cm 17 (22,67)
Localiza¢do do Tumor Numero de Cadelas (%)
M1 (mama toracica cranial) 1(1,33)

M1 e M2 2 (2,67)

M2 (mama toracica caudal) 12 (16,00)

M2 e M3 2 (2,67)

M3 (mama abdominal 12 (16.00)

cranial)

M4 (mama abdominal caudal) 22 (29,33)

M4 e M5 1(1,33)

M5 (mama inguinal) 23 (30,67)
Presenca de Ulceracao Numero de Cadelas (%)

Sim 16 (21,33)

Nao 59 (78,67)
Estadiamento Numero de Cadelas (%)

1 44 (58,67)

2 8 (10,67)

3 8 (10,67)

4 8 (10,67)

5 7(9,33)
Total 75 (100)

Fonte: a autora.
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A maioria das amostras foram diagnosticadas como carcinoma simples na avaliacio
citologica (78,12%) e de grau 1 (55,21%) (Tabela 3).

Na avaliag@o da dissociagdo celular, das 96 amostras de tumores malignos estudadas,
51 (53,12 %) apresentaram escore de dissociagdo 1; 35 (36,46 %) escore 2 e 10 (10,42 %) escore
3.
Figura 1 — Adaptacdo do Sistema de Graduacdo de Robinson’s em cadelas. A - Robinson’s
Escore 1, células com pleomorfismo médio, o nucléolo indistinto, o nucleo com margem
irregular e cromatina com aspecto granular. B - Robinson’s Escore 2, células com pleomorfismo
médio, nucléolo proeminente, margem nuclear irregular e cromatina com aspecto granular. C -
Robinson’s Escore 3, células com pleomorfismo alto, o nucléolo notével, o nucleo com margem

irregular e a cromatina com aspecto vesicular. Coloragdo Giemsa. Objetiva 40X.

Fonte: a autora.

Teste de Kruskall-Wallis demostrou que ha diferenca na distribuicdo dos escores de
dissociacdo entre os graus 1 e 3 na citologia (p = 0,024), indicando que no grau citoldgico 1 as
células apresentam-se agrupadas. Entretanto, quando comparadas as distribui¢cdes dos escores
de dissociagdo entre os graus 1 e 3 na histologia (p = 0,564) ndo houve diferenca significativa.
Foi realizada a comparagdo entre os escores de dissociacdo e presenca de metastase em
linfonodo e estadio e o Teste de Kruskall-Wallis demostrou que nao ha diferenga na distribuigao
dos escores de dissociagdo entre tumores com metéastase em linfonodo (p>0,05) e entre escores

de dissociagdo e estadios (p>0,05).
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Tabela 3 - Diagnostico citoldgico e citomorfometria de 96 amostras de carcinomas mamarios
de cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UFU no periodo de 2020 a 2022, Uberlandia,
2024.

. L . o 1r e Nuimero de amostras
Diagnostico citologico

(%)

Carcinoma em Tumor Misto 6 (6,25)
Carcinoma Complexo 15 (15,63)
Carcinoma Simples 75 (78,12)
Grau citologico

1 53 (55,21)

2 38 (39,58)

3 5(5,21)
Parametros Nucleares X (um)
Area nuclear 82,615
Perimetro nuclear 32,966
Diametro nuclear 10,854
Escore de Dissociacio”

1 51(53,12)

2 35 (36,46)

3 10 (10,42)

*1 - Maioria das células agrupadas; 2 — Misto, com células agrupadas ou
separadas; 3 - Maioria das células separadas.
Fonte: a autora.

Dados de dissociagao também foram avaliados de acordo com a sobrevida das cadelas
portadoras de carcinoma mamario. Foi possivel acompanhar 72 cadelas por periodo minimo de
18 meses.

A média de sobrevida global das cadelas com carcinoma mamario foi de 881 dias.
Apesar da andlise de Log Rank ndo ter indicado diferenga nas curvas de sobrevida de acordo
com o escore de dissocia¢do (p=0,417), caes com tumores com grau de dissociacdo 2 e 3
alcancaram a mediana de sobrevida global. A sobrevida média foi de 910, 813 e 690 dias para

os graus de dissociagdo 1, 2 e 3, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 - Curvas de sobrevida de cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UFU no periodo
de 2020 a 2022 portadoras de carcinoma mamario de acordo com o grau de dissociacdo celular
na avaliagao citologica de esfregagos de amostras colhidas por PAAF. As cadelas com tumores
com grau de dissociagdo 1 e 2 atingem a média de sobrevida e anélise de Log Rank nao indicou
diferenga nas curvas de sobrevida de acordo com o escore de dissociacdo (p=0,417),

Uberlandia, 2024.
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Fonte: a autora;

Realizou-se a comparacdo entre os dados citomorfométricos nucleares e grau citologico
de Robinson para se avaliar se a morfometria do nticleo era um importante fator associado ao
grau citologico. Entretanto, ndo houve diferenca de area (p=0,691), perimetro (p=0,652) e

diametro (p=0,881) nuclear entre grau citoldgico 1 e grau citologico 2/3 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Parametros citomorfométricos nucleares em carcinomas mamarios de cadelas de

grau 1 e tumores de grau 2/grau 3 de acordo com a classificacao citologica de Robinson.

PARAMETRO CITOPATOLOGIA VALOR
CITOMORFOMETRICOS (Média, Desvio Padrao) DE p*
NUCLEARES Grau 1 (N=62) Grau 2 /Grau 3 (N=35)
Area (um) 82,47 (19,96) 84,29 (19,16) 0,691
Perimetro (um) 32,91 (3,66) 33,16 (3,75) 0,652
Diametro (um) 10,83 (1,46) 10,91 (1,26) 0,881

a— Teste U de Mann-Whitney

Fonte: a autora.

Da mesma forma, na comparagdo entre os dados citomorfométricos nucleares e grau
histologico, ndo houve diferenga de area (p=0,954), perimetro (p=0,700) e didmetro (p=0,611)
nuclear entre grau histolégico 1 e grau histologico 2/3, assim como ndo houve diferenca de area
(p=0,931), perimetro (p=0,789) e diametro (p=0,395) nuclear entre grau histologico 1, 2 e 3.
Também nao houve diferenga de area (p=0,904), perimetro (p=0,713) e diametro (p=0,983)

nuclear entre grau citologico 1, 2 e 3 (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparagdo de parametros citomorfométricos nucleares entre tumores de grau 1 e
tumores de grau 2/grau 3 por histopatologia, bem como entre trés graus diferentes com base em

histopatologia e citologia, respectivamente.

PARAMETRO HISTOPATOLOGIA CITOPATOLOGIA
Grau 1 vs Grau2/3 Graul,2e3 Graul,2e¢3
Valor de p? Valor de p° Valor de p°
Area (um) 0,954 0,931 0,904
Perimetro (um) 0,700 0,789 0,713
Diametro (um) 0,611 0,395 0,983

a —teste U de Mann-Whitney, b — teste de Kruskal-Wallis.

Fonte: a autora.
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5 DISCUSSAO

Na avaliag¢do da dissociagdo celular, das 96 amostras de tumores malignos estudadas,
51 (53,12 %) apresentaram escore de dissociagdo 1; 35 (36,46 %) escore 2 e 10 (10,42 %) escore
3. A partir desses resultados, os carcinomas apresentaram com maior frequéncia escore de
dissociagdo 1, entretanto, os dados de Dolka et al. (2018) mostram que o escore de dissociagado
2 e 3 foram mais frequentes no total de 55 cadelas, sendo ambos com resultado de 20 (36,4%)
e 15 (27,2%) escore 1.

Os resultados indicaram diferenga da distribui¢do dos escores entre o grau citologico 1
e 3, sendo que no grau citoldgico 1 o escore de dissociacdo mais frequente foi o 1, onde as
células estavam mais agrupadas. Robinson et al. (1994) também apontaram que a dissociagao
celular e a aparéncia de nucléolos foram as caracteristicas mais influentes na determinacao do
grau citologico. O mesmo ndo foi observado com relag@o ao grau histoldgico, o que pode estar
relacionado ao fato de que a graduagdo histologica ndo avalia a dissociagdo celular como
caracteristica de malignidade.

A importancia da dissociacdo celular como caracteristica de malignidade também foi
avaliada de acordo com as varidveis metastase em linfonodo e estadio.

Dados sobre a ocorréncia de metastases estavam disponiveis para 75 cdes. Doze (16%)
caes desenvolveram metdstases para os linfonodos regionais. Metastases estavam presentes em
25% (3/12) dos tumores de grau 3, 41,67% (5/12) de grau 2 e 33,33% (4/12) de grau 1 de acordo
com o sistema de Robinson.

Assim como no estudo de Shiller ez al. (2001), que verificaram que a dissociagdo celular
ndo teve correlacdo com o desenvolvimento de metastases em linfonodos regionais, os
resultados da presente pesquisa também nao ndo indicaram esta relacdao. Por outro lado, Dolka
et al. (2018) demonstraram associagdo entre grau citologico com metastase em linfonodo e a
distancia.

Na analise da curva de sobrevida, apesar de ndo ter sido demonstrada diferenca na
sobrevida de acordo com o escore de dissociacdo, os tumores de escore 2 e 3 atingiram a média
de sobrevida. A mediana da sobrevida indica o tempo em que 50% dos individuos que
receberam um determinado tratamento atingem o evento de interesse, que no caso € o Obito
(Miot, 2017). Dolka et al. (2018) verificaram que houve uma diferenca na sobrevida de caes de

acordo com o grau citologico, com os caes com tumores grau 2 e 3 tendo sobrevida menor. No
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presente estudo ndo foi observada esta diferenga na sobrevida, apesar dos caes com tumores de
grau 3 terem apresentado 690 dias sobrevida em comparacao com os caes com tumores grau 1
que tiveram 910 dias.

Estudos elaborados por Kalhan, et al. (2010) demonstram que os parametros nucleares
das células tumorais sdo significativos para a diferenciagcdo de tumores benignos e malignos na
citologia. No entanto, ndo foram evidenciadas diferengas nos pardmetros nucleares
citomorfométricos (area, perimetro ¢ didmetro) de acordo com os diferentes graus citoldgicos,
assim como nos graus histolégicos. Dolka ef al. (2018) também nao verificaram diferencas de
area, perimetro e didmetro entre os graus histologicos e grau citologicos.

A literatura afirma que a presenca de inflamacdo e necrose associadas a ulceracdo
podem comprometer a acuracia da citologia, levando a possiveis erros de graduacao (GUPTA
& PRADEEP, 2019; MEINKOTH et al., 2007). Na presente pesquisa, observou-se que dos 16
tumores ulcerados, 6 apresentaram discrepancia entre o escore de dissociacdo € o
histopatologico, o que sugere que o impacto da inflamagao pode ter interferido na interpretagao

das laminas.



31

6 CONCLUSAO

A dissociagao celular ¢ uma importante caracteristica a ser considerada na avaliacao do
grau citoloégico de Robinson e, na presente pesquisa, o escore de dissociacao 1 foi o mais
frequente em tumores com grau citoldgico 1. Entretanto a anélise citomorfométrica do nicleo
possui valor limitado na determinacdo da malignidade dos tumores na avaliacdo citologica.
Dessa forma, a dissociacao celular isoladamente ndo deve ser utilizada como fator de

progndstico para TMC.
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