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RESUMO

Para fins de classificacdo e prognostico, o exame histopatoldégico € o método de
escolha para os carcinomas mamarios caninos. No entanto, nem sempre € claro e
objetivo. Para aumentar a precisao, é possivel utilizar marcadores moleculares ou
uma analise computacional mais detalhada do nucleo da célula. O objetivo deste
estudo foi identificar quais caracteristicas nucleares sdo mais relevantes para
determinar o prognostico e diferenciar os principais tipos de carcinomas mamarios
caninos. Foram utilizados um total de 74 casos de oito tipos diferentes de
carcinomas mamarios em cadelas com evolugao conhecida. Utilizando analise de
imagens computadorizadas de laminas coradas com hematoxilina/eosina, foram
avaliadas diversas caracteristicas relacionadas ao tamanho, forma, pleomorfismo e
textura da cromatina do nucleo. Analises discriminantes candnicas foram realizadas
para prognostico e diagndstico diferencial e as fungdes candnicas obtidas para
prognostico em um unico tipo de tumor tiveram alta taxa de acerto. Em geral, as
caracteristicas relacionadas a forma do nucleo foram as mais relevantes para o
prognéstico, seguidas pelas caracteristicas de tamanho, pleomorfismo e textura da
cromatina. Para o diagndstico diferencial dos principais tipos de carcinomas mamarios
em cadelas, as caracteristicas relacionadas a forma do nucleo sdo as mais relevantes,
enquanto as relacionadas ao tamanho, pleomorfismo e textura da cromatina do

nucleo possuem relevancia similares.

Palavras-chave: Nucleo celular. Heterocromatina. Carcinoma mamario. Cadela.

Progndstico. Diagndstico. Analise de imagem assistida por computador.



ABSTRACT

For classification and prognostic purposes, histopathological evaluation is the method
of choice for canine mammary carcinomas. However, it is not always clear and
objective. To increase accuracy, molecular markers or a more detailed computational
analysis of the cell nucleus can be used. The aim of this study was to identify which
nuclear features are most relevant in determining prognosis and differentiating the
main types of canine mammary carcinomas. A total of 74 cases of eight different types
of mammary carcinomas in female dogs with known evolution were used. Using
computer image analysis of slides stained with hematoxylin/eosin, several features
related to size, shape, pleomorphism, and chromatin texture of the nucleus were
evaluated. Canonical discriminant analyses were performed for prognosis and
differential diagnosis, and the canonical functions obtained for prognosis in a single
tumor type had a high hit rate. In general, features related to nucleus shape were the
most relevant for prognosis, followed by features of size, pleomorphism, and chromatin
texture. For the differential diagnosis of the main types of mammary carcinomas in
bitches, features related to nucleus shape are the most relevant, while those related

to nucleus size, pleomorphism and chromatin texture have similar relevance.

Key terms: Cell nucleus. Heterochromatin. Mammary neoplasms. Bitches. Prognosis.

Diagnosis. Computer-assisted image analysis.
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1 INTRODUGAO

Neoplasias mamarias representam a principal causa de mortalidade da
espécie canina, em especial nas fémeas. Estima-se que cerca de 30 (MISDORP,
2002) - 53,3% (MOE, 2001) sdo malignas e que a incidéncia anual seja de 198 casos
a cada 100.000 cadelas (MISDORP, 2002). Semelhantemente, na espécie humana
nota-se uma expressiva incidéncia de neoplasia mamarias em mulheres e os aspectos
clinicos e patolégicos sao similares em ambas as espécies, bem como, fatores de
risco relacionados a carcinogénese siao bem parecidos, tais como a exposi¢cado a
carcindgenos ambientais em comum, a obesidade e idade avancada (GRAY et al.,
2020).

O cao demonstra grande semelhanga anatémica, fisiolégica, imunologica e
genética a espécie humana do que outros modelos comumente utilizados. Essa
similaridade entre espécie canina e humana permite o uso do cao como modelo
biologico para estudo de neoplasias. Paralelamente, parametros utilizados na
medicina humana sao mais faceis de serem aplicados na espécie canina (GRAY et
al., 2020). E adicionalmente, uma sobrevida mais curta pode favorecer investigagdes
pré-clinicas de novos medicamentos anticancerigenos na espécie canina (NGUYEN
et al., 2017). No entanto, a reprodutibilidade de dados epidemiolégicos pode ser
prejudicada pois ndo ha padrdes internacionais de registros veterinarios (GRUNTZIG
et al., 2016).

Para fins de diagndsticos, o exame histopatolégico € o método de escolha
e a partir dele geralmente sao realizados a classificagdo e o prognéstico de tumores
mamarios caninos (RASOTTO et al., 2017). A principio, este método permite avaliar
o risco de metastases regionais ou até mesmo a distancia, cuja condigao relaciona-se
a um pior progndstico e requer uma terapéutica especifica para aumentar a sobrevida
global dos caes acometidos (NUNES et al.,, 2018). O sistema de classificagao e
graduacao histolégico fundamenta-se em estabelecer critérios de malignidade, a
saber: tipo de tumor, pleomorfismo celular e nuclear, indice de mitose, necrose,
invasdo linfatica e peritumoral e metastase loco-regional (GOLDSCHMIDT etal.,
2011).

Entretanto, a classificagdo histopatolégica nem sempre apresenta um
prognéstico claro, pois frequentemente um mesmo subtipo pode estar relacionado a

diferentes comportamento e evolugdo. Neste caso, € possivel utilizar a analise de
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marcadores moleculares para estabelecer perfis fenotipicos e assegurar com mais
precisao o prognoéstico de tumores mamarios caninos (VARALLO et al., 2019). Outra
possibilidade € uma analise mais detalhada do nucleo celular.

Entre as alteragbes morfolégicas evidenciadas em células tumorais, a
estrutura nuclear e tecidual ainda € considerada o melhor critério para diagnosticar os
processos neoplasicos. Especificamente, as alteragcdes relacionadas a estrutura do
nucleo incluem modificagées no tamanho e forma do nucleo, numero e tamanho dos
nucléolos e textura da cromatina. E podem se relacionar a um determinado tipo e
estagio de um tumor ou serem determinadas pelas propriedades funcionais alteradas
das células tumorais (ZINK; FISCHER; NICKERSON, 2004).

A analise digital de imagens baseado no uso de softwares de dominios
publicos, pode possibilitar a analise quantitativa de parametros de grande significancia
prognostica. Esta abordagem ainda é pouco discutida, porém na area humana, essa
metodologia demonstrou-se fundamental para facilitar as analises histopatolégicas e
fornecer informacdes possivelmente nao acessiveis a percepcao visual e nao
claramente expostas por demais abordagens semiquantitativas (ROXANIS et al.,
2018).

Em veterinaria, Waldemarin, Beletti e Costa (2004) demonstraram a alta
eficacia da analise de imagem computacional da distribuicdo espacial de
eurocromatina e heterocromatina nos nucleos neoplasicos para diagnostico
diferencial entre tumores histopatologicamente muito semelhantes e sugeriu seu
possivel uso como parametro de prognostico.

Portanto, com base na facilidade de aplicagao da analise digital na rotina
histopatoldgica, bem como, no seu alto potencial para diferenciacéo de tumores, este
trabalho busca determinar quais caracteristicas nucleares e cromatinicas sao
relevantes para determinar progndstico e diferenciar os principais tipos de carcinomas

mamarios que acometem a espécie canina, em especial, nas cadela.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades

Em resposta a constante renovacéo celular de determinados tecidos do
corpo humano, a proliferagdo celular ocorre de forma continua e um sistema de
controle genético regula esse processo biolégico. No entanto, a perda da regulagéo
celular é desencadeada por danos genéticos (mutagdes) que ocorre inclusive, nos
principais genes envolvidos no controle de crescimento celular — proto-oncogenes e
genes supressores tumorais. Essas mutagdes podem ser somaticas ou hereditarias e
sao responsaveis por desencadear o cancer, sendo necessario que mais de uma
mutagao ocorra para que esse se estabeleca (LODISH et al., 2014).

Propriedades diversas sdo dadas as células que sofreram mutacoes, essas
sao menos dependentes de sinais extracelulares, menos propensas a apoptose,
capazes de se proliferar indefinidamente, possuem instabilidade genética e
capacidade de invasdo, sobrevivéncia e proliferacdo em locais que seriam
inadequados para demais células. E para isso, devem ser capazes de romperem a
lamina basal do epitélio, passar pelos tecidos subjacentes e alcangar a circulagao
sanguinea ou linfatica, além de ter que atrair suprimento sanguineo necessario para
nutricdo de um possivel tumor (ALBERTS et al., 2011).

Por outro lado, a carcinogénese pode ser desencadeada por mecanismos
epigenéticos (HAKE; XIAO; ALLIS, 2003), isto é, alteracbes que nado modificam a
sequéncia do DNA e que a longo prazo possui efeito na expressao génica. Entre elas,
as principais sao: a metilacdo do DNA e as modificacdes das histonas, que por sua
vez, atuam na remodelagem da cromatina e possuem papel na atividade transcricional
de um gene (GENEVIEVE; RASTEGAR; DAVIE, 2009).

Dessa forma, células provenientes de um processo tumoral podem
apresentar fenétipo benigno ou maligno. Para estabelecer critérios de malignidade,
anormalidades na morfologia do nucleo celular sédo utilizadas para caracterizar essas
células e se baseiam nas caracteristicas morfolégicas do nucleo, irregularidades na
membrana nuclear e na distribuicdo anormal da cromatina. Tais caracteristicas sao
importantes para distingao celular, porém aspectos como padrdo de crescimento de
células malignas, bem como, de tecido conjuntivo ao redor destas células devem ser

analisadas para avaliagdo de biopsias teciduais (FISCHER, 2020).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Delcuve%2C%2BGenevi%C3%A8ve%2BP
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Rastegar%2C%2BMojgan
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Davie%2C%2BJames%2BR
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De modo semelhante a classificacdo de células normais, realizada
conforme origem embrionaria, aplica-se a denominagao para os diversos tipos de
tumores. Portanto, aqueles de origem maligna e que acometem as células epiteliais
sdo conhecidos como carcinoma. Este € o tipo mais comum em seres humanos pois
sugere-se maior proliferacdo dessas células em individuos adultos. Por outro lado,
sua maior representatividade pode estar relacionada a exposi¢cdo mais frequente aos
danos provocados por agentes fisicos e quimicos (ALBERTS et al., 2010).

Logo a exposicao extrinseca relacionados a substancias quimicas, agentes
biolégicos e radioativos s&o reconhecidos como agentes carcinogénicos, isto €, sao
agentes mutagénicos e capazes de promover o cancer. Identificar esses agentes é
fundamental para evitar o desenvolvimento cancer. E de maneira intrinseca, a relagéo de
horménios sexuais e o cancer de mama podem ajudar a estabelecer a doenca
(ALBERTS et al., 2010).

Estudos demonstram varios fatores de riscos relacionados a incidéncia e
mortalidade para os diversos tipos de canceres, sendo estes, potencialmente
modificaveis, dentre eles: dieta, obesidade, ingestao de alcool e inatividade fisica, que
por sua vez, poderiam ser minimizados diante de estratégias preventivas e eficazes
(ISLAMI et al., 2018). Porém, a crescente prevaléncia desses fatores, que se observa
em varios paises, podera agravar ainda mais as projecdes futuras acerca da
incidéncia de cancer (SUNG et al., 2021).

Segundo Sung et al. (2021), o cancer de maior incidéncia global é o cancer
de mama e que ja supera o cancer de pulm&o, que demonstrou maior numero de
casos atribuiveis a fatores de riscos (ISLAMI et al., 2018). Estima-se 2,3 milhdes de
novos casos de cancer de mama e este representa 11,7% de todos os casos de
cancer, sendo responsavel pela principal causa de mortalidade por cancer na mulher
(SUNG et al., 2021). Em concordancia com a espécie humana, na espécie canina o
cancer mamario € o mais comum, € muitas vezes acometida por multiplos tumores e
se relaciona a diversos fatores de riscos (MISDORP, 2002).

Em ambas as espécies, aspectos etioldgicos, patogénicos e de
classificagao histolégica sao similares (GRAY et al., 2020). Em contrapartida, percebe-
se uma grande individualizagdo organica e heterogeneidade tumoral relacionada a
fatores de riscos conhecidos ou nao, e por isso, o cancer de mama representa uma
doencga de comportamento biolégico em constante transformacao (BRASIL, 2019). No

entanto, apesar de estudos prospectivos demonstrarem espécies diversas como



19

modelos de cancer de mama (MONDAL et al., 2022) a espécie canina ainda representa
um modelo em potencial e de grande importancia para estudo de cancer de mama em
humanos (ABADIE et al., 2018).

2.2 Tumores mamarios canino

Na espécie canina, as neoplasias mamarias malignas sao as mais
frequentes em cadelas, os machos s&o poucos afetados e quando surgem sé&o
histologica e clinicamente benignas (KLOPFLEISCH, 2016). Tumores mamarios em
caes machos podem estar relacionados a determinadas anormalidades hormonais,
por exemplo, aquele que é desenvolvido a partir das células secretoras de estrégeno
nos testiculos - células de Sertoli (MISDORP, 2002).

Em cadelas, a influéncia de hormonios sexuais e a condicdo de castracao
ou nao sao os fatores de riscos mais relevantes para o cancer mamario. Estudos
relatam que a castragao antes do primeiro estro reduz em 200 vezes o risco de tumor,
quando comparado a cadelas ndo castradas (KLOPFLEISCH, 2016). Em
concordancia, Sorenmo et al. (2011) e Burrai et al. (2020) demonstram que o risco de
desenvolver cancer de mama pode ser maior durante os primeiros estros da cadela,
ja que em cadelas ovariohisterectomizadas, a chance de desenvolver cancer no
primeiro estro é de 0,5%, entre primeiro e segundo 8% e apds o segundo 26%.

Notavelmente, a ovariohisterectomia possui efeitos protetores nas
neoplasias mamarias em cadelas, mas a supressao hormonal provavelmente é mais
importante nos primeiros estros, apds o segundo estro elas sdo menos significativas.
No caso de exposigdo enddgena, esse efeito parece depender da dose, isto é, maior
protecdo com exposicdo minima. Semelhantemente, a exposicdo exdégena a
determinados horménios - progesterona e estrogenos - pode elevar o risco de
desenvolver tumores e quando combinados, maior ainda a possibilidade de
malignidade (SORENMO et al., 2011).

Um dos fatores de risco de grande importancia, € a idade dos caes.
Normalmente, a faixa etaria média estabelecida é entre 8 e 11 anos, isso demonstra
0 maior acometimento em caes mais velhos. Ja os caes mais jovens, raramente sao
acometidos, exceto pelo uso de horménios exdgenos, e sdo mais propensos a
desenvolver tumores benignos. Embora qualquer ragca de caes possa ser acometida,

algumas delas se sobrepdéem (SORENMO et al., 2011) e a maior prevaléncia de
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neoplasias mamarias € observada em ragas puras, sendo as ragas de pequeno porte
as mais afetadas e mais propicias a afecgdes benignas, enquanto ragas maiores séo
mais acometidas com malignidade (BURRAI et al., 2020).

Por outro lado, fatores pouco explorados, mas ndo menos importante, a
dieta e obesidade sao fatores que também relacionam com o risco de tumor mamario
canino, mas esse efeito € maior no inicio da vida de um cao, ou seja, periodo em que
as glandulas mamarias sdo mais afetadas pelos efeitos hormonais (SORENMO et al.,
2011; GRAY et al., 2020).

Estudos sugerem que as neoplasias mamarias caninas sdo multifatoriais,
além de fatores ambientais, sdo dependentes de uma interagao entre multiplos genes,
os principais sdo o BRCA1 e o BRCA2 (RIVERA et al., 2009). Esses sdo genes
importantes para determinar o risco de cancer de mama em mulheres, sua
funcionalidade esta relacionada a manutengdo da estabilidade do genoma e a
desregulacado de suas fungbes pode desencadear o cancer mamario em caes e na
mulher (GRAY et al., 2020).

Estima-se que cerca de 60% dos tumores mamarios caninos se localizam
nas glandulas caudais, mas ha possibilidade de ocorrer em varias glandulas
concomitantemente (GRAY et al., 2020). Tendo em vista, que normalmente, os caes
possuem 5 pares de glandulas (SILVER, 1966), sendo: 2 pares toracicas - cranial e
caudal, 2 pares abdominais - cranial e caudal e 1 inguinal (CARVALHO, 2019). Essas
glandulas formam ductos, que posteriormente dara origem aos I6bulos e propiciara o
desenvolvimento de unidade secretoras (alvéolos) (SORENMO et al., 2011).

Histologicamente, a glandula mamaria é classificada como sudoripara
apocrina da pele e € composta por um epitélio que é sustentado por tecido mesenquimal,
onde pode-se encontrar tecido conjuntivo fibroso, adiposo, vasos sanguineos e
linfaticos enervos. E sobre a membrana basal que cerca o epitélio, podem ser
encontradas células mioepiteliais contrateis e associadas a esta membrana basal,
células epiteliais luminais (CARVALHO, 2019).

Uma glandula mamaria pode ser acometida por neoplasias composta de
nodulos bem demarcados, sem que estes ultrapassem a membrana basal ou podem
se infiltrar no tecido mamario circundante. E desse modo, as células apresentam
caracteristicas distintas e irdo se dispor de diferentes maneiras, conforme a
classificacdo proposta. Podem estar presentes apenas um tipo de célula: epiteliais ou

mioepiteliais — carcinomas simples, as duas populacdes celulares — carcinomas
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complexos e ainda trés ou mais componentes celulares — carcinoma misto
(GOLDSCHIMIDT et al., 2011).

De acordo com os achados de Canadas et al. (2019), o adenoma complexo
€ a neoplasia benigna mais frequentemente encontrada e a maligna seria o carcinoma
complexo. Mas, € comum as neoplasias de origem benigna, apdés um periodo
prolongado, adquirem caracteristicas malignas. Por mais que sejam avaliados
clinicamente separados, € notavel a interrelacédo entre natureza benigna e maligna
(SORENMO et al., 2011).

Em relagdo as manifestacdes clinicas, o aspecto clinico depende de como
ele ira se comportar e em que estagio ele se encontra. Esse estagio possui
significancia progndstica e por isso representa um papel importante para terapéutica,
sendo este, alcancado mediante o Sistema de Estadiamento — TNM, proposto
inicialmente pela Organizagdo Mundial de Saude em 1980 a fim de determinar o
estagio da doenca, e consequentemente fornecer informagdes progndsticas para
embasar o plano terapéutico. Ele se fundamenta em parametros clinicos especificos,
como o tamanho do tumor — T, estado dos linfonodos — N e presenca de metastase a
distancia (M) (SORENMO et al., 2011).

E dessa forma, se estabelece quatro estagios para cada parametro
analisado (I, Il, lll e IV). Entre os parametros analisados, o tamanho do tumor é um
dos mais significativos, para este estabeleceu-se diferentes categorias com intervalos
de tamanhos diferentes (T1: <3 cm; T2: 3-5 cm; T3: > 5 cm e T4: qualquer tamanho,
na presenca de carcinoma inflamatoério). Para analise dos linfonodos, é avaliado o
envolvimento metastatico e se esse ¢ ipsilateral/bilateral, fixo ou n&o fixo. E por fim, é
determinado a presencga de metastase a distancia (OWEN, 1980).

Para fins terapéuticos, a cirurgia é o tratamento de escolha. Normalmente,
a nodudolectomia é restrita a nddulos pequenos, isto €, menor que 5mm, firmes e nao
fixos; a mastectomia simples é indicada para tumor Unico na primeira glandula
toraxica; a mastectomia regional (ressec¢do em bloco) € recomendada se o
acometimento envolver as segundas glandulas toracicas ou glandulas abdominais e
inguinais, mas se houver tumores multiplos, fixos e malignos é sugerida a ressecg¢ao
em cadeia unica (MISDORP, 2002).

De modo semelhante ao cancer de mama humano, as terapias adjuvantes
sdo aplicaveis a espécie canina, a quimioterapia combinada parece induzir alguma

resposta, porém nao foram encontrados relatos suficientes de eficacia em caes
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(CASSALI et al., 2020; MISDORP, 2002) e a radioterapia, apesar de pouco utilizada
€ indicada para casos inoperaveis ou ressecados incompletamente. E quanto as

terapias hormonais, ainda ha poucos estudos clinicos disponiveis (GRAY et al., 2020).

2.2.1 Classificagao dos Tumores Mamarios Caninos

Inumeros métodos de classificagao ja foram propostos para classificar as
neoplasias mamarias canina. Em sua classificacdo histolégica, Goldschimidt et al.
(2011) determina critérios importantes para a confirmagdo de diagndstico de
neoplasias mamarias malignas em cadelas e propde a seguinte classificagao
histolégica: neoplasias epiteliais malignas, neoplasias epiteliais malignas - tipos
especiais, neoplasias mesenquimais malignas (sarcomas), carcinossarcoma (tumor
mamario misto maligno), neoplasias benignas, lesdes hiperplasicas e displasicas,
neoplasias do mamilo e hiperplasia e displasia do mamilo (ANEXO A - Classificagao
histolégica segundo Goldschimidt et al. (2011)).

Entre as neoplasias epiteliais malignas, os carcinomas simples, compostos
por apenas um tipo celular, sdo os mais comuns em caes, sendo a disseminagao
linfogénica e hematogénica comum. De acordo com sua diferenciacédo e
comportamento biolégico, subdividem-se em ordem de malignidade em carcinoma
tubulopapilar (formacéo tubular com ou sem papilas) carcinoma solido (células
dispostas em ninhos, corddes) e carcinoma anaplasico (infiltragao difusa) (MISDORP,
2002).

Particularmente, os carcinomas complexos possuem duas populacdes
celulares: um componente epitelial maligno e um componente mioepitelial benigno. Ja
os carcinomas mistos podem apresentar trés ou mais populagao de células, sendo um
componente epitelial maligno e um mesenquimal benigno, que pode ser cartilagens,
ossos e/ou tecido adiposo (GOLDSCHIMIDT et al., 2011). Porém, existem ainda
classificagdes distintas que apresentam diferentes tipos de neoplasias mamaria em
caes (CASSALI et al., 2020).

E para se determinar o grau de malignidade, os principais critérios
utilizados sao: formacao tubular, pleomorfismo nuclear e indice mitético. Um sistema
de pontuagao é adotado e sdo atribuidos pontos (1 a 4) para cada critério conforme

as caracteristicas histologicas encontradas e o grau estabelecido (I, Il e lll) a partir do
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somatoério de cada parametro analisado. Adicionalmente, necrose nas neoplasias,
invasdo linfatica e peritumoral e metastase de linfonodo regional sdo avaliados
(GOLDSCHIMIDT et al., 2011).

Pesquisas recentes demonstram uma classificagao além do tipo de tumor
e grau histoldgico, que se baseia na caracterizagao fenotipica, na qual sao utilizados
diferentes biomarcadores a fim de estabelecer um perfil fenotipico para o cancer
mamario (ABADIE et al., 2018). No entanto, na veterinaria, a expressao de receptores
nao é comumente analisada, pois alguns destes receptores estdo ausentes na maioria

das neoplasias mamarias em caes (KLOPFLEISCH, 2016).

2.2.2 Métodos de diagnéstico laboratorial

Para fins de diagnosticos das neoplasias mamarias em cées, alguns sinais
clinicos sdo comuns, como massa palpavel sob a pele na regido abdominal, seja ela
unica ou presenca de varios nodulos, porém outros sinais s&o menos evidentes como:
inflamacéo e ulceragado, anorexia, perda de peso, letargia e inchagco nos membros
posteriores (JOHNSON, 2014), muitos desses apontam para uma possivel
malignidade, mas ¢é dificil diferenciar a origem maligna ou benigna (MISDORP, 2002).

Normalmente, a bidpsia incisional pré-operatdria e incisional pos-operatoria
seguida dos métodos histopatoldgicos determinam o diagnéstico dos tumores nas
glandulas mamarias em caes (MISDORP, 2002). E no caso de doenga maligna com
suspeita de metastase, exames de imagens podem ser recomendados, ultrassom
abdominal e exames radiograficos permitem identificar possiveis locais de infiltragao
de tumores (SORENMO et al., 2011).

Portanto, o exame histopatolégico é considerado o padrdo ouro para
diagndstico e classificagao de neoplasias das glandulas mamarias (SORENMO et al.,
2011). Esta metodologia consiste na fixagdo da amostra e no processamento
histologico da mesma a fim de obter secgdes finas e coradas em hematoxilina-eosina
(HE) para posterior analise e identificacdo microscopica de possiveis células
neoplasicas (DEY, 2018).

E por imuno-histoquimica, € possivel determinar uma classificagdo
baseada em imunofenoétipos, que por sua vez, apresenta significancia progndstica e
fundamenta-se na expressdo de marcadores moleculares, como o receptor de

estrégeno alfa (ER), receptor de progesterona (PR) e receptor fator de crescimento
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epidérmico humano — 2 (HER-2) (ABADIE et al., 2018). Estes marcadores além de
indicar progndstico, estabelece o grau histolégico e prevé a sobrevida (PASTOR et
al., 2020; VARALLO et al., 2019).

Esse método apesar de apresentar limitagdes na rotina veterinaria em
virtude dos custos das analises, ja demonstra valor progndstico e preditivo na
medicina humana (SILVA, 2018) e pode ser utilizado em caes, podendo até mesmo
ser realizado de modo automatizado (CHOCTEAU et al., 2019). Ele fundamenta-se
em um preparo prévio de sec¢des histoldégicas, com recuperagcdo de antigenos,
bloqueio de atividades enddogenas e reagdo imunohistoquimica com posterior
deteccdo de células cancerigenas, cujo resultado se baseia na proporgcéo e
intensidade da coloragao na reagdo (FERREIRA, E. et al., 2009).

Em suma, os marcadores ER alfa, PR e HER-2, quando analisados por
esse metodo e nao detectados pode caracterizar alto grau de malignidade,
prognoéstico menos favoravel e menor sobrevida (PASTOR et al., 2020; VARALLO
etal., 2019), ja a expressao de ER e PR apenas, indica baixa malignidade, melhor
prognostico e uma maior probabilidade de sobrevivéncia (PASTOR et al., 2020). Em
contrapartida, a deteccdo de HER-2 ainda é duvidosa, sugere-se que nao ha ou
existem raros casos com detecgao positiva para este marcador (ABADIE et al., 2018;
NGUYEN et al., 2018; CHOCTEAU et al., 2019).

Por outro lado, estudos também evidenciaram modificagdes pré-malignas
na arquitetura nuclear, especialmente, na organizagdo da cromatina de células
microscopicamente normais, mas que poderiam apresentar alteracbes tumorais
iniciais. Isso a partir de microscopia eletronica de transmissao, que apesar de seruma
metodologia de maior resolugéo e que permite identificar alteragdes significativas na
distribuicdo da cromatina e na carcinogénese inicial, ela por sua vez, demonstra-se
impraticavel, porque além de ser um método demorado e de alto custo ainda exige
um processamento diferenciado (CHERKEZYAN et al., 2014).

2.2.3 Prognéstico dos tumores mamarios em caes

Na medicina veterinaria, o prognéstico é definido por uma série de
caracteristicas clinicas, patologicas (SILVA, 2018) e biologicas, que permitem a
previsdo da evolugao clinica e sobrevivéncia sem o uso de terapias adicionais apés

cirurgia inicial (CASSALI et al., 2020). Estudos prospectivos acerca das neoplasias
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mamarias demonstram a importancia de varios fatores prognésticos. Entre estes,
pode-se destacar: o tipo de tumor, tamanho do tumor, grau histologico, grau de
infiltracdo e invasdo vascular (MISDORP, 2002). Paralelamente, o estagio tumoral
previsto no sistema de estadiamento proposto € de forte significancia progndstica,
sistema este, que é afetado pela falta de padronizagdo e por isso, muitas vezes,
prejudicam os estudos de estagio e progndstico (SORENMO et al., 2011).

O tipo de tumor é um fator independente, de grande importancia para as
pesquisas. Em ordem crescente de malignidade, os carcinomas complexos s&o
considerados menos malignos, seguido pelos carcinomas simples e sarcomas, sendo
este o mais maligno. E dentre os carcinomas simples, essa ordem seria o carcinoma
ndo-infiltrante (in situ), carcinoma tubulopapilar, carcinoma soélido e carcinoma
anaplasico (MISDORP, 2002). Ja o carcinoma do tipo misto possui diversos critérios
de malignidade, que por sua vez, devem ser utilizados para diferenciar de tumor misto
benigno (GOLDSCHIMIDT et al., 2011).

Ja o tamanho do tumor € um fator importante ndo apenas para determinar
0 prognostico, mas também para avaliar o comportamento biolégico das neoplasias
mamarias caninas. Tumores maiores, isto €, maiores que cinco centimetros (T3) sdo
em grande parte de origem maligna e relacionam-se a perda de receptor de
progesterona € com maior indice de proliferagdo, o que de fato, resulta em
crescimento elevado do tumor (FERREIRA, E. et al., 2009).

E possivel que o progndstico se modifique, de forma gradual, & medida que
o tumor aumenta (SORENMO et al., 2011). No entanto, com base no sistema de
estadiamento, a fim de possibilitar uma comparagcdo mais precisa, foi sugerido a
substituigdo do tamanho do tumor clinicamente medido pelo tamanho de tumor
patolégico, ou seja, aquele medido na lamina histolégica ou na propria amostra ja
fixada, pois este ira desconsiderar a espessura da pele e uma possivel hiperplasia
mamaria adjacente ao carcinoma (CHOCTEAU et al., 2019).

O sistema de graduacdo histolégica que utiliza diversos critérios de
malignidade permite determinar o grau histolégico de um tumor, sendo este,
considerado um fator prognéstico, porém quando os critérios deste sistema sao
analisados individualmente nao representa importancia prognostica (MISDORP,
2002). Pesquisas relatam, que na presencga de inflamacgao, este fator representa um
dos mais fortes relacionados a probabilidade de morte associada ao cancer canino
(CHOCTEAU et al., 2019).
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A infiltracdo na pele e em tecidos circundantes e a invasao vascular sao
parametros relevantes para o comportamento maligno de tumores mamarios, é muito
comum algum grau de crescimento nos tecidos e/ou invasdo de vasos em tumores
mamarios malignos. Infiltragdes metastaticas nos linfonodos regionais encontradas
em 50% dos cées tratados por mastectomia regional também possui significancia
prognoéstica, porém a falta de padronizacdo do sistema de estadiamento e de
procedimentos cirurgicos podem favorecer resultados conflitantes nos estudos e
permitir falhas na deteccado de metastases (MISDORP, 2002).

O estagio tumoral é determinado pelo sistema de estadiamento, que por
sua vez, requer informagdes a respeito do tamanho do tumor e o estado do linfonodo.
Este se correlaciona de modo direto como desfecho clinico, sendo, portanto,
fundamental para implicagbes terapéuticas, ja que um estagio avangado propicia um
pior prognostico, que consequentemente, necessitara de uma terapia mais avangada
(SORENMO et al., 2011).

Embora varios estudos que incluem parametros progndsticos distintos, tais
como idade e multicentricidade (ABADIE et al.,, 2018) e diversos marcadores
moleculares, como horménios ou receptores de sinalizagao utilizados na area humana
€ que sao capazes de prever resposta terapéutica e fornecer informacdes de
prognostico (GRAY et al., 2020) confirma-se que o tamanho do tumor, o estado do
linfonodo e o estagio tumoral, sdo de fato, fatores de progndstico relativamente
consistentes e biologicamente aceitaveis, pois as neoplasias mais agressivas crescem

mais rapido, sdo maiores e mais propensas a metastase (SORENMO et al., 2011).

2.3 Tumores mamarios canino como modelo biolégico para o cancer de mama

humano

Semelhantemente ao cancer de mama em mulheres, as neoplasias
mamarias malignas que atingem a espécie canina representam um grupo
heterogéneo (ABADIE et al., 2017) e de grande complexidade, que requer modelos
experimentais abrangentes para seu melhor conhecimento (PINHO et al., 2012). Por
acontecer de maneira espontanea, elas possuem um papel importante para evidenciar
diversos aspectos bioldgicos do cancer de mama humano e concluir mais rapido e
economicamente os estudos de agentes cancerigenos (GRAY et al., 2020).

Embora demais pesquisas sobre o cancer relatem o uso de modelos
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diversos, como aqueles in vitro, na qual se pode utilizar as linhagens celulares
(ABDELMEGEED; MOHAMMED, 2018; PINHO et al., 2012), bem como, aqueles in
vivo, como os modelos murinos e até de grandes animais, como felinos, primatas nao
humanos e suinos (MONDAL et al., 2022), a espécie canina é o modelo que melhor
representa o cancer humano (PINHO et al., 2012).

Tendo em vista, que os caes sao modelos de facil acesso, que compartilha
0 mesmo ambiente com seus donos e que esse possui uma menor expectativa de
vida conforme sua raga, podendo apresentar de cinco a oito vezes mais acelerado, o
processo de envelhecimento do que em humanos, pode-se afirmar que este é um
modelo que permite compreender os aspectos genéticos e ambientais de varias
doengas que atingem o ser humano, em especial as crbnicas ou ligadas ao
envelhecimento (ROWEL; MCCARTHY; ALVAREZ, 2011).

Adicionalmente, o modelo canino demonstra-se um sistema imunoldgico
intacto, capaz de representar o crescimento tumoral por algum periodo em um
hospedeiro singénico e um microambiente tumoral, passivel de recorréncia e
metastase. Em termos genéticos, relata-se a semelhanga entre genes alvos e as vias
de sinalizagao molecular entre as espécies, 0 que evidencia o cancer canino como um
modelo homdlogo para o que acontece no cancer humano (PINHO et al., 2012).

Histologicamente, alguns fatores progndsticos das neoplasias mamarias
foram comparados entre as espécies e demonstrado que o tamanho do tumor é similar
em caes e humanos, os estagios clinicos, assim como, a invasao de linfonodos ocorre
de modo idéntico. Além disso, as duas espécies sao afetadas por influéncias
hormonais, no cancer humano, a exposi¢ao prolongada pode aumentar o risco de
desenvolver um tumor mamario, e em caes nao ovariohisterectomizados, pode elevar
em até quatro vezes o risco de ocorrer uma neoplasia mamaria (ABDELMEGEED;
MOHAMMED, 2018).

Para parametros de diagndsticos, os procedimentos utilizados na medicina
humana sao facilmente aplicados na espécie canina (GRAY et al., 2020). E como os
demais modelos grandes de animais, eles permitem flebotomias seriadas e multiplas
cirurgias de sobrevivéncias, assim como, ferramentas celulares e moleculares
aplicadas em modelos de espécies distintas e até mesmo o uso de dispositivos
médicos projetados para a investigagdo humana (MONDAL et al., 2022).

No entanto, diante da complexidade da doenga, um unico modelo

experimental pode apresentar limitagdes para reproduzir de maneira completa os
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fatores bioldgicos do cancer humano, por exemplo, a classificagao histolégica canina
ainda carece de fatores prognésticos importantes, como € o caso a expressao de
biomarcadores ja prevista no cancer humano (PINHO et al., 2012). E diferentemente do
queacontece na area humana, ndo ha protocolos amplamente disponiveis nem
diretrizes padronizadas para condugao de pesquisas com o modelo canino (GRAY et
al., 2020).

E adicionalmente, foi demonstrado que a carga de mutagdes em neoplasias
mamarios caninos € substancialmente menor do que no cancer humano, isso se deve
possivelmente, pelo fato da espécie canina apresentar um menor tempo de
desenvolvimento da doencga, ja que em céaes, normalmente um tumor aparece mais
precocemente e desse modo ha menos tempo para as células acumularem mutacoes
(INGLEBERT et al., 2022). E para a modificacdo maligna de uma célula, ndo se sabe
quantas sdo necessarias, mas pode-se afirmar que sdo mais de uma e que elas
acontecem sequencialmente, comumente, por varios anos (ALBERTS et al., 2010).

E por fim, ainda que exista uma populacado potencial de cies disponiveis
para os estudos, ha uma diferenca significativa entre a terapéutica na espécie humana
e a canina. Na espécie canina, a cirurgia € sempre a opgao mais recomendada, ja no
cancer humano o subtipo pode influenciar a terapia. Esta limitagdo, muitas vezes,
pode dificultar os ensaios clinicos e até mesmo impossibilitar pesquisas direcionadas

as terapias adjuvantes para os caes (GRAY et al., 2020).

2.4 Andlise de imagem aplicada ao cancer de mama

Pesquisas recentes baseiam-se no uso de imagens histolégicas para
deteccdo do cancer de mama a partir de um conjunto de dados que fornecem
informacgdes importantes para analises de imagens histolégicas do cancer mamario.
Essas andlises sdo realizadas por um sistema de diagndstico auxiliado por um
computador e constitui varias etapas, como a normalizagao de cores, segmentacao,
extracdo das caracteristicas e classificagéo, propriamente dita (RASHMI; PRASAD;
UDUPA, 2022).

Nas rotinas histolégicas, muitas alteragdes afetam a distribuicdo das cores
nas imagens histoldgicas: a heterogeneidade da doencga, parametros pré-analiticos,
como atraso na fixagdo, bem como, as diferengas 6pticas encontradas nos detectores
de luz ou fontes de luz de scanners (VETA et al., 2014) e até o processo de preparagao
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de laminas, que é variavel. E para lidar com essas alteracbes, a etapa de pré-
processamento, conhecida como normalizagdo de cores, € popularmente utilizada
(RASHMI; PRASAD; UDUPA, 2022). Estudos propdéem varios meétodos para
normalizagdo das cores, e o método de especificagdo de histograma RGB é um
meétodo simples e rapido, no qual as cores de uma imagem de destino sao
normalizadas para corresponder as cores da imagem de origem pixel a pixel
(HAMIDINEKOO; ZWIGGELAAR, 2017).

Por outro lado, a etapa da segmentacdo baseia-se na subdivisdo de uma
imagem em um grupo menor de pixels, cuja finalidade é identificar as regides de
interesse (ROIs), que por sua vez, focaliza-se no nucleo das células, ja que sua
estrutura e caracteristicas podem determinar malignidade das neoplasias mamarias
(RASHMI; PRASAD; UDUPA, 2022). Porém, essa etapa é considerada desafiadora
por sofrer alteragdes relacionadas a variacdo de aparéncia dos tecidos e de células
epiteliais malignas, pela sobreposi¢cao nuclear e particulas despreziveis que podem
dificultar essa etapa. E quanto ao método de segmentagao, ha varios com diferentes
abordagens, de modo que, a escolha dependera de fatores importantes como a
aplicacao pretendida e recursos computacionais disponiveis (VETA et al., 2014).

Ja a extragao de caracteristicas fundamenta-se na obtencdo de valores
numericos, isto &, a representagao do seu conteudo visual, e este processo é realizado
a partir da execugado de algoritmos que determinam processos quantitativos na
imagem, como por exemplo, o reconhecimento de forma, a estimativa da area, volume
entre outros (SANTOS et al., 2019).

A etapa de classificagdo fundamenta-se em atribuir rétulos a diferentes
grupos a partir de caracteristicas identificadas. Essas caracteristicas podem estar
relacionadas a dados estatisticos e morfolégicos, cor e textura e séo utilizadas para
classificar imagens malignas e benignas. Métodos de classificagdo abordam
diferentes metodologias e podem representar avangcos na pesquisa do cancer de
mama (RASHMI; PRASAD; UDUPA, 2022). Recentemente, muitos classificadores ja
foram descritos na literatura utilizando a inteligéncia artificial nas analises de imagem
para diagnosticar (PRABHU et al., 2022) e prever prognéstico para o cancer de mama
(ROBERTSON et al., 2018).

Desse modo, a digitalizagdo dos dados na area da patologia, proporciona
diagnosticos mais rapidos, reprodutiveis e precisos por meio de analises

computadorizadas, além de reduzir possiveis erros humanos e possibilitar o uso de
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ferramentas laboratoriais mais eficientes e de maior reprodutibilidade. No entanto,
essa rotina digital ainda € pouco empregada nesta area (ROBERTSON et al., 2018),
diferentemente de demais areas da ciéncia médica que ja se prepara diante da
revolugdo tecnoldgica que acontece em ambito mundial (SANTOS et al., 2019).

Neste cenario, sdo muitos os desafios enfrentados para a implementagao
do processamento de imagem na area da patologia, em especial, no cancer de mama.
Em sintese, falta um conjunto de dados que permita a avaliagdo e comparagao
apropriada; a etapa de segmentagcédo nuclear é provavelmente a mais custosa pois
requer anotag¢des de marcagao do nucleo, que podem estar sobrepostos e apresentar
alteragbes caracteristicas e distribuicdo aleatéria; ndo ha medidas padréao de
normalizagdo de cores das imagens e até as proprias caracteristicas heterogéneas
das neoplasias malignas prejudicam a modelagem padrdo de diferenciagcdo de
neoplasias benignas (RASHMI; PRASAD; UDUPA, 2022).

Todavia, nota-se um crescente interesse na analise de imagens
histologicas digitalizadas, que visa facilitar, e se possivel, automatizar o diagnodstico e
prognéstico na éarea da patologia. E de fato, o sistema de diagnostico
computadorizado pode operar com alta sensibilidade e especificidade moderada, o
que contribui para uma reducao significativa na sobrecarga dos patologistas nas
rotinas laboratoriais, e adicionalmente, pode reduzir a variabilidade inter e
intraobservador do cancer de mama, que é bem documentada, a partir de parametros

quantitativos extraidos nas analises (VETA et al., 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao de amostras

Neste estudo foram analisadas amostras de cadelas com neoplasias
mamarias epiteliais malignas, obtidas a partir do arquivo de Iaminas ja processadas e
coradas em hematoxilina-eosina, cujas biopsias foram realizadas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia nos anos de 2016 e 2017, ndo
exigindo, portanto, a avaliagdo da Comissdo de Etica na Utilizagcdo de Animais,
conforme parecer 73/2022/CEUA/PROPP/REITO da prépria CEUA da UFU.

Os critérios de inclusdo foram amostras de cadelas, cujo acompanhamento
da evolugcao do caso foi possivel por um periodo minimo de dois anos e excluidas
deste, amostras cujos dados nao permitiram analisar a evolugao dos casos e/ou
acometidas por neoplasias mamarias que nao fosse do tipo epitelial, sendo que o
critério de evolugéo utilizado foi a morte decorrente do tumor que acometeu a cadela.
Para fins de progndstico, cadelas cuja evolugdo resultou em obito, no periodo
analisado, determinou-se um prognostico desfavoravel, e se nao houve obito,
apresentou-se um prognostico favoravel conforme ANEXO B - Predicdo progndstica
segundo evolugao dos casos analisados.

No caso de cadelas acometidas por mais de um tipo de tumor, foram
considerados apenas aqueles de origem maligna (RASOTTO et al., 2017) e de carater
mais agressivo, isso permite identificar o tumor que mais afeta a evolugao dos casos.
Para isso, utilizou-se 74 laminas com os seguintes tipos de neoplasias mamarias
epiteliais: carcinoma tipo misto (24), carcinoma tubular (19), carcinoma tipo complexo
(12), carcinoma tubulopapilar (7), carcinoma sdlido (5), carcinoma papilar (4),
carcinoma tubular-cistico (2) e carcinoma micropapilar invasivo (1), sendo a

confirmacao do tipo de tumor feita por dois patologistas experientes.

3.2 Segmentacgao e processamento de imagens

Imagens digitais em arquivo bitmap foram obtidas de cada lamina
utilizando-se um microscopio (Leica DMNRS500) acoplado a um sistema de captura de
imagens (Leica ICC50), com objetiva de imersao de 100X. Conforme Waldemarin,
Beletti e Costa (2004), foram capturadas imagens em numero suficiente para alcangar
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100 nucleos de células neoplasicas por cada lamina.

Os nucleos foram segmentados de forma interativa, utilizando o software
Image J e colado em uma nova figura em branco, cuja dimenséo era de 150x150
pixels e salvo em arquivo bitmap. Tomou-se cuidado de serem segmentados apenas
nucleos de células neoplasicas e ndao sobrepostos. Em seguida, os nucleos foram
transformados em escala de cinza, isto €, valores de pixels entre 0 (preto) e 255
(branco) e analisados em algoritmo desenvolvido em ambiente de programacgao
matematica Scilab (WALDEMARIN; BELETTI; COSTA, 2004).

Esse algoritmo inicialmente realiza a segmentagdao por limiarizagao
(threshold) dos nucléolos e heterocromatina. O limiar utilizado foi 80% do valor médio
dos pixels do nucleo, sendo que os pixels com valor menor do que o limiar foram
transformados em negro e os acima desse valor, foram transformados em branco,
obtendo-se assim uma imagem binaria. Essa segmentagcdao fez com que o(s)
nucléolo(s) e a heterocromatina ficassem em negro e a eucromatina, em branco. Para
as avaliagbes posteriores, o fundo da imagem, antes branco, foi transformado em
cinza (Figura 1), diferenciando este da eucromatina. As estruturas em negro, ou seja,
nucléolo(s) e heterocromatina, passaram a ser consideradas as regioes de interesse
(ROI's), desde que tivesse mais que quatro pixels em sua constituicdo. Considerou-
se estruturas com quatro ou menos pixel como sendo ruido e por isso foram

eliminadas.

Figura 1: Representacdo da segmentacao de um nucleo extraido de tecido neoplasico.

Fonte: A autora.
Legenda: Tecido neoplasico em coloragédo de hematoxilina-eosina, posteriormente nicleo segmentado
e nucleo em escala de cinza; apds segmentacdo por limiarizagdo foi obtida imagem binaria
demonstrando a heterocromatina e nucléolo em negro e a eucromatina em branco.

Finalizada essa etapa, passaram a ser mensuradas as seguintes
caracteristicas conforme Waldemarin (2003): a area do nucleo (A), o perimetro do

nucleo (P), o comprimento ou eixo maior do nucleo (C), a largura ou eixo menor do
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nucleo (L), a razdo entre largura e comprimento do nucleo (L/C), a elipticidade do
nucleo (E), o numero de ROIs (nr), a area média dos ROIs (Amr), o perimetro médio
dos ROIs (Pmr), a distancia média entre o centro de massa do nucleo e o centro de
massa dos ROIs (DMnr), o alongamento do principal ROI (Alr).

Além dessas medidas também foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: fator de forma (FF) (FERREIRA, R. C. et al., 2009) simetria lateral (SL)
e simetria anteroposterior (SAP) (BELETTI; COSTA; VIANA, 2005).

Na tentativa de melhor caracterizar a distribuicdo dos ROls no interior do
nucleo foram criadas novas abordagens: coeficiente da area dos ROls (CoAr), que
seria a razao entre o desvio padrao da area dos ROls e a area média dos ROls;
coeficiente do perimetro dos ROls (CoPr), que seria a razdo entre o desvio padrao
dos perimetros dos ROls e o perimetro médio dos ROls; razdo entre coeficiente area-
perimetro (CoAr/(CoPr)?), que seria a razao entre coeficiente da area dos ROls e
coeficiente do perimetro dos ROls elevado ao quadrado; razdo entre desvio padréao
area-perimetro (DPAr/(DPPr)?), que seria a raz&o entre o desvio padrdo da area dos
ROls e o desvio padréao do perimetro dos ROIs elevado ao quadrado.

Para melhor caracterizar o polimorfismo nuclear também foram
considerados como caracteristicas a serem avaliadas todos os desvios padrdes das
variaveis anteriormente descritas, com excecao dos desvios padrdes dos coeficientes
(CoAr, CoPr, CoAr/(CoPr)?), que ja estariam relacionadas com o polimorfismo, bem
como, o numero de ROls (nr), distancia média entre o centro de massa do nucleo e o
centro de massa dos ROls (DMnr), alongamento do principal ROI (Alr) e razao entre

desvio padréo area-perimetro (DPAr/(DPPr)?).

3.3 Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software Splus 2000
Professional (MathSoft, Inc).

Inicialmente foi realizada analise de discriminante candnica com todos os
casos, independentemente do tipo de tumor, tendo como variavel dependente o
prognostico. Possuindo a variavel dependente apenas dois possiveis resultados,
favoravel e desfavoravel, foi gerado apenas uma fungéo discriminante, constituida por
um coeficiente canbnico para cada caracteristica (variavel) avaliada. Assim,

aplicando-se essa fungéo, chega-se a um valor para cada caso, o qual foi utilizado
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para definir qual o provavel progndstico deste caso. Para aplicacéo desta fungao foi
necessario fazer a somatoria da multiplicacéo do valor de cada coeficiente canénico
pela média da variavel correspondente, referente a todos os nucleos do caso
analisado. O valor desta somatoria define o progndstico a partir de ponto de corte.
Este ponto de corte é definido pela somatdria da multiplicagcdo do valor de cada
coeficiente candnico pela média da variavel correspondente, referente a todos os
casos utilizados na analise de discriminante somado a uma constante.

Também foi gerada a estrutura canbnica, composta pelo modulo do
resultado da multiplicacdo do coeficiente canbénico de cada variavel pela média do
valor de cada variavel de todos os casos utilizados na analise de discriminante. Os
resultados da estrutura candnica representam a relevancia de cada variavel no
processo de discriminagdo, sendo criado um ranking das variaveis segundo sua
importancia no prognostico.

Posteriormente foi realizada analise de discriminante candnica apenas com
0s casos de carcinoma tipo misto, tendo como variavel dependente o progndstico.
Nessa analise foram utilizadas somente as 17 variaveis mais relevantes (valor da
estrutura canbnica maior que cinco) na analise com todos os tipos de tumores.
Semelhante ao realizado na analise de discriminante inicial, foi construida a estrutura
canbnica para se identificar as variaveis mais relevantes para o prognodstico de
carcinoma tipo misto. Foi feita também uma analise de discriminante para o carcinoma
tubular similar a realizada para carcinoma tipo misto.

Finalmente foi realizada uma analise de discriminante para diagndstico
diferencial entre carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma tipo complexo,
que sao os trés tipos de tumores com maior numero de casos. O numero de casos
dos outros cinco tipos de tumores néo possibilitaram que eles fossem utilizados nesta
analise. Para esta analise foram utilizadas todas as variaveis avaliadas e a variavel
dependente foi o tipo de tumor. Possuindo a variavel dependente trés possiveis
resultados (carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma tipo complexo),
foram geradas duas fungdes discriminantes e duas estruturas canénicas.

Com o intuito de se verificar a eficacia de cada fungcao discriminante, os
mesmos casos utilizados em cada analise foram aplicados nas fungbes geradas.
Assim, foi possivel determinar o porcentual de acerto para cada uma das cinco

funcodes criadas.



35

4 RESULTADOS

A analise discriminante candnica realizada gerou uma fungéo discriminante
para predigdo prognostica, independentemente do tipo de tumor e abrangendo todas
as caracteristicas propostas. Essa fungdo discriminante é representada pelos
coeficientes candnicos de cada variavel analisada e sdo demonstrados na Tabela 1. A
média da aplicagao da fungao candnica a todos os casos que foram utilizados para sua

geragéo definiu o ponto de corte, que foi -197,16.

Tabela 1: Coeficientes canbnicos da funcédo discriminante para progndstico

independentemente do tipo de tumor de mama.

Caracteristicas Coeficiente candnico

A 0,0064
P -0,0124
C 2,033
L -2,131
L/C -40,444
E 293,548
FF -41,860
SL -157,656
SAP 8,679
CoPr 12,988
CoAr/(CoPr)? 0,146
CoAr -10,263
Amr 0,061
Pmr -0,107
Alr 3,986
nr -0,181
DMnr 0,289
DPAr -0,050
DPPr 0,055
DPAr/(DPPr)? -10,360
DPA -0,135
DPP 0,206
DPC -0,333
DPL 0,509

DPL/C 0,636
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DPE 0,038
DPFF 0,113
DPSL -0,822
DPSAP -0,593

Legenda: area do nucleo (A), perimetro do nucleo (P), comprimento do nucleo (C), largura do nucleo
(L), razéo entre largura e comprimento do nucleo (L/C), elipticidade do nucleo (E), fator forma (FF),
simetria lateral (SL), simetria anteroposterior (SAP), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr), razao
entre coeficiente da area dos Rois e coeficiente do perimetro dos Rois elevado ao quadrado
(CoAr/(CoPr)?), coeficiente da area dos Rois (CoAr), area média dos Rois (Amr), perimetro médio dos
Rois (Pmr), alongamento do principal Roi (Alr), ndmero de Rois (nr), distancia média entre o centro de
massa do nucleo e o centro de massa dos Rois (DMnr), desvio padrao da area dos Rois (DPAr), desvio
padrao do perimetro dos Rois (DPPr), razao entre o desvio padrao da area dos Rois e o desvio padrao
do perimetro dos Rois elevado ao quadrado (DPAr/(DPPr)?), desvio padrao da area do nucleo (DPA),
desvio padrao do perimetro do nucleo (DPP), desvio padrao do comprimento do nucleo (DPC), desvio
padréo da largura do nucleo (DPL), desvio padrédo da razao entre da largura e comprimento do nucleo
(DPL/C), desvio padrao da elipticidade do nucleo (DPE), desvio padrédo do fator forma (DPFF), desvio
padrao da simetria lateral (DPSL), desvio padrao da simetria anteroposterior (DPSAP).

Ja a estrutura canénica foi calculada a partir dos coeficientes candnicos e
a média das caracteristicas analisadas. Os valores encontrados para cada
caracteristicas foram descritos em ordem decrescente, isto €, em ordem de relevancia
para determinar prognostico (Tabela 2). Portanto, a largura, o comprimento e a
simetria lateral do nucleo foram as caracteristicas mais relevantes para definir o

prognostico.

Tabela 2: Estrutura canbénica da fungdo discriminante para prognostico

independentemente do tipo de tumor de mama.

Caracteristicas Estrutura candnica

L 210,5686085
C 168,5198327
SL 144,8219497
FF 34,89699887
L/C 33,62067224
E 28,74391134
A 14,88651727
DPL 13,92392119
DPC 12,67191824
CoAr 10,6126345
CoPr 10,48627036
Pmr 10,03408364
DPL/C 9,762372755

Amr 9,179341751
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SAP 7,9750392
DPAr 6,209728066
DMnr 5,109093284
DPA 4,277129307
DPSL 4,187601536
DPPr 3,695229237
DPP 3,362427927
DPSAP 3,183886529
DPE 3,101877367

P 1,99714972
DPFF 1,26923524
Alr 1,103711784

nr 0,82768311
DPAr/(DPPr)? 0,721109793
CoAr/(CoPr)? 0,538391959

Legenda: largura do nucleo (L), comprimento do nucleo (C), simetria lateral (SL), fator forma (FF), razdo
entre largura e comprimento do nucleo (L/C), elipticidade do nucleo (E), area do nucleo (A), desvio
padrao da largura do nucleo (DPL), desvio padrdo do comprimento do nucleo (DPC), coeficiente da
area dos Rois (CoAr), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr), perimetro médio dos Rois (Pmr), desvio
padrao da razédo entre largura e comprimento (DPL/C), area média dos Rois (Amr), simetria
anteroposterior (SAP), desvio padréo da area dos Rois (DPAr), distadncia média entre o centro de massa
do nucleo e o centro de massa dos Rois (DMnr), desvio padréo da area do nucleo (DPA), desvio padrao
da simetria lateral (DPSL), desvio padrao do perimetro dos Rois (DPPr), desvio padrdo do perimetro
do nucleo (DPP), desvio padréo da simetria anteroposterior (DPSAP), desvio padréo da elipticidade do
nucleo (DPE), perimetro do nucleo (P), desvio padréo do fator forma (DPFF), alongamento do principal
Roi (Alr), numero de Rois (nr), razdo entre o desvio padrao da area dos Rois e o desvio padréo do
perimetro dos Rois elevado ao quadrado (DPAr/(DPPr)?), razdo entre o coeficiente da area dos Rois e
o coeficiente do perimetro dos Rois elevado ao quadrado (CoAr/(CoPr)3).

Para verificar a eficiéncia da funcao discriminante, a mesma foi aplicada
para todos os casos utilizados para a sua construgdo. O numero e porcentagem de
erros dessa aplicacdo foram demonstrados na Tabela 3. Ou seja, dos 29 casos que
tiveram sabidamente evolugcédo desfavoravel, 22 foram assim prognosticados e sete
receberam erroneamente o prognéstico de favoravel. J& dos 45 casos que tiveram
evolugao favoravel, 40 foram assim prognosticados e cinco receberam o progndstico

de desfavoravel.
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Tabela 3: Estimativa de erros de predi¢cao de progndstico independentemente do tipo
de tumor de mama conforme funcgao discriminante para os casos independentemente

do tipo de tumor de mama.

Prognéstico Desfavoravel Favoravel Porc. erros
Desfavoravel 22 7 24.1%
Favoravel 5 40 11,1%
Total 35,2%

A Figura 2 demonstra os acertos e erros de prognosticos apos a aplicagao
da funcao discriminante para cada um dos casos utilizados para a constru¢ao desta
funcao.

Figura 2: Erros e acertos de prognostico independentemente do tipo de tumor de
mama, de todos os casos, apos aplicagao da fungio discriminante em relagéo ao ponto
de corte.

aroups

=201 -200 -199 -198 -197 -196 =195
dim1

Fonte: A autora.
Figura 2: Representacdo dos casos analisados (circulos azuis) segundo o ponto de corte (-197,16,
representado pelo trago vertical verde) estabelecido pela fungédo discriminante para progndstico
favoravel (F) e desfavoravel (D) para qualquer que seja o tipo de tumor. No grupo de casos sabidamente
com evolugdo favoravel (F), os casos com valor discriminante maior do que o ponto de corte (a direita)
foram classificados corretamente, porém aqueles casos localizados abaixo do ponto de corte (a
esquerda) foram classificados incorretamente como desfavoraveis. Para o grupo de casos sabidamente com
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evolugao desfavoravel (D), os casos localizados abaixo do ponto de corte foram de fato, classificados
como desfavoraveis, ja os casos que estao acima deste valor refere-se aqueles que foram erroneamente
classificados como favoraveis.

Posteriormente, foi realizada uma analise discriminante, que gerou uma
funcdo discriminante para predicdo prognostica apenas para carcinoma tipo misto e
utilizando as 17 variaveis mais relevantes na primeira analise discriminante. Os
coeficientes candnicos das variaveis analisadas que representam esta fungédo estéao
descritos na Tabela 4. A média da aplicagao da fungao candnica a todos os casos que

foram utilizados para sua geragao definiu o ponto de corte que foi 122,00.

Tabela 4: Coeficientes candnicos da funcdo discriminante para progndstico de

carcinoma misto mamario.

Caracteristicas Coeficiente candnico

A -0,0145
C -11,522
L 10,261
L/C 170,059
E -1.896,677
FF -4,868
SL -65,974
SAP 229,865
CoPr -16,447
CoAr -1,993
Amr -0,131
Pmr 0,436
DPAr -0,045
DPA -0,034
DPC 3,605
DPL -4,717
DPL/C -0,476

Legenda: area do nucleo (A), comprimento do nucleo (C), largura do nucleo (L), razao entre largura e
comprimento do nucleo (L/C), elipticidade do nucleo (E), fator forma (FF), simetria lateral (SL), simetria
anteroposterior (SAP), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr), coeficiente da area dos Rois (CoAr),
area média dos Rois (Amr), perimetro médio dos Rois (Pmr), desvio padréao da area dos Rois (DPAr),
desvio padrao da area do nucleo (DPA), desvio padrdo do comprimento do nucleo (DPC), desvio padrédo da
largura do nucleo (DPL), desvio padrao da razéo entre a largura e comprimento do nucleo (DPL/C).

A estrutura canénica foi calculada e o valor obtido para cada caracteristica

foram demonstrados em ordem decrescente na Tabela 5. A largura, comprimento e
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simetria anteroposterior do nucleo foram as caracteristicas mais relevantes para

definir o progndstico em carcinoma do tipo misto.

Tabela 5: Estrutura candnica da fungao discriminante para progndstico de carcinoma

tipo misto.

Caracteristicas Estrutura candnica

L
C
SAP

DPC
L/C
DPL
SL
A
Pmr
Amr
CoPr
DPL/C
DPAr
FF
CoAr
DPA

1014,798226
947,5582895
210,1063407
195,9109472
140,6457334
140,0932199
130,747429
60,26984243
33,206657
33,10109854
14,5795998
12,56480177
7,845817056
4,565794585
4,111477129
1,967782851
1,151559579

Legenda: largura do nucleo (L), comprimento do nucleo (C), simetria anteroposterior (SAP), elipticidade
do nucleo (E), desvio padrao do comprimento do nucleo (DPC), razdo entre largura e comprimento do
nucleo (L/C), desvio padréo da largura (DPL), simetria lateral (SL), area do nucleo (A),perimetro médio
dos Rois (Pmr), area média dos Rois (Amr), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr),desvio padréo da
razdo entre largura e comprimento do nucleo (DPL/C), desvio padrdo da area dos Rois (DPAr), fator

forma (FF), coeficiente da area dos Rois (CoAr), desvio padrdo da area do nucleo (DPA).

Curiosamente, a fungéo discriminante teve margem zero de erro estimado,

o que significa que todos os casos foram classificados corretamente (Tabela 6 e Figura

3).
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Tabela 6: Estimativa de erros de predicdo de prognéstico conforme fungao

discriminante para os casos de carcinoma tipo misto.

Prognéstico Desfavoravel Favoravel Porc. Erros
Desfavoravel 4 0 0%
Favoravel 0 20 0%
Total 0%

Figura 3: Distribuicdo de todos os casos de carcinoma misto com base no ponto de

corte.
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Fonte: A autora.

Figura 3: Representacdo dos casos analisados (circulos azuis) segundo o ponto de corte (122,00,
representado pelo trago vertical verde) estabelecido pela fungédo discriminante para progndstico
favoravel (F) e desfavoravel (D) para carcinoma misto mamario. Para o grupo de casos sabidamente
com prognostico favoravel (F) os casos analisados apresentaram valor discriminante maior do que o
ponto de corte (a direita) sem que nenhum caso fosse classificado incorretamente como desfavoravel
(D), j@ o grupo de casos sabidamente com prognostico desfavoravel (D) os casos analisados
apresentaram valor discriminante menor do que o ponto de corte (a esquerda), e semelhantemente
nenhum caso foi classificado incorretamente como favoravel (F).

Em seguida, uma nova analise discriminante foi realizada, a qual obteve-
se uma fungao discriminante para predigdo progndstica apenas para os casos de
carcinoma tubular. Para isso, utilizou-se mesmas variaveis avaliadas para o

carcinoma tipo misto e os coeficientes canbnicos de cada uma dessas variaveis foram



42

descritos na Tabela 7. O ponto de corte obtido apds a média da aplicagao da fungéo

candnica foi equivalente a -2090,91.

Tabela 7: Coeficientes canbnicos da fungdo discriminante para prognéstico de

carcinoma tubular.

Caracteristicas Coeficiente candnico

A -0,057
C -21,989
L 22,249
L/C 22,249
E -4.658,069
FF -776,033
SL -361,784
SAP -849,147
CoPr -83,862
CoAr 95,144
Amr -0,016
Pmr 0,505
DPAr -0,317
DPA 0,706
DPC 3,208
DPL -4,554
DPL/C 0,284

Legenda: area do nucleo (A), comprimento do nucleo (C), largura do nucleo (L), razdo entre largura e
comprimento (L/C), elipticidade do nuacleo (E), fator forma (FF), simetria lateral (SL), simetria
anteroposterior (SAP), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr), coeficiente da area dos Rois (CoAr),
area média dos Rois (Amr), perimetro médio dos Rois (Pmr), desvio padrao da area dos Rois (DPAr),
desvio padréo da area do nucleo (DPA), desvio padrao do comprimento do nucleo (DPC), desvio padrao
da largura do nucleo (DPL), desvio padrdo da razdo entre a largura e comprimento do nucleo (DPL/C).

A estrutura candnica foi calculada e o valor obtido para cada caracteristica
dos casos de carcinoma tubular foram demonstrados na Tabela 8. Para este tipo, as
caracteristicas que mais afetaram o prognéstico foram a largura, o comprimento e a

simetria anteroposterior do nucleo.
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Tabela 8: Estrutura candnica da fungao discriminante para progndstico de carcinoma

tubular.

Caracteristicas Estrutura canonica

L 2171,109911
C 1816,174717
SAP 782,6903814
FF 642,2694963
E 437,6133485
SL 333,1650986
L/C 182,3174133
DPL 128,6513415
A 126,693506
DPC 124,9399929
CoAr 99,73099295
CoPr 68,39573023
Pmr 44,96352836
DPAr 35,86325932
DPA 21,03452071
DPL/C 4,086705422
Amr 2,242963085

Legenda: largura do nucleo (L), comprimento do nucleo (C), simetria anteroposterior (SAP), fator forma
(FF), elipticidade do nucleo (E), simetria lateral (SL), raz&o entre a largura e comprimento (L/C), desvio
padrao da largura do nucleo (DPL), area do nucleo (A), desvio padrdo do comprimento do nucleo (DPC),
coeficiente da area dos Rois (CoAr), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr), perimetro médio dos
Rois (Pmr), desvio padréo da area dos Rois (DPAr), desvio padrdo da area do nucleo (DPA), desvio
padrao da razao entre largura e comprimento do nucleo (DPL/C), area média dos Rois (Amr).

Segundo a estimativa de erros de predi¢cdo de progndstico para os casos
de carcinoma tubular ndo houve nenhuma porcentagem de erro para 0s casos
analisados, ou seja, nenhum caso de carcinoma tubular foi classificado incorretamente
(Tabela 9).

Tabela 9: Estimativa de erros de predicdo de prognéstico conforme fungéo

discriminante para os casos de carcinoma tubular.

Prognéstico Desfavoravel Favoravel Porc. erros
Desfavoravel 7 0 0%
Favoravel 0 12 0%
Total 0%

A distribuicdo de todos os casos de carcinoma tubular com base no ponto
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de corte foi demonstrada na Figura 4.

Figura 4: Distribuicdo de todos os casos de carcinoma tubular com base no

ponto de corte.
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Figura 4: Representagédo dos casos analisados (circulos azuis) segundo o ponto de corte (-2090,91,
representado pelo trago vertical verde) estabelecido pela fungédo discriminante para progndéstico
favoravel (F) e desfavoravel (D) para carcinoma tubular. Em ambos os grupos, todos os casos de
carcinoma tubular foram classificados conforme progndstico previsto, isto €, aqueles que sabiamente
possuia prognéstico favoravel (F) demonstraram valor discriminante maior do que -2090,91 (a direita)
e aqueles que sabidamente possuia progndstico desfavoravel (D) demonstraram valor discriminante
menor do que o ponto de corte (a esquerda).

Por fim, a metodologia proposta foi utilizada como ferramenta de
diagndstico. Para isso, duas fungdes discriminantes foram utilizadas para realizar a
diferenciagdo entre carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma tipo
complexo e consequentemente, dois coeficientes candnicos foram determinados e
duas estruturas canénicas estabelecidas. Os coeficientes candnicos das funcdes

discriminantes 1 e 2 estdo representados na Tabela 10. O resultado da funcao
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discriminante 1 aplicando-se a média dos valores de cada variavel de todos os casos

utilizados para a geracao da funcao foi 506,48 e da fungao 2 foi -1233,21.

Tabela 10: Coeficientes candénicos das duas fungdes discriminantes utilizadas para

diferenciagao de carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma tipo complexo.

Caracteristicas Coeficiente Coeficiente
candnico 1 candnico 2
A 0,00790128 0,009373458
P -0,04077788 -0,001231184
C 2,25284 2,502698
L -2,399118 -2,608097
L/C 503,6608 -1358,317
E 1042,409 -1399,516
FF 31,62292 32,96384
SL -38,12374 34,19935
SAP 30,49876 -34,25374
CoPr -3,007655 11,97965
CoAr/(CoPr)? -0,000511034 0,03669781
CoAr 9,775372 4,634373
Amr 0,06917318 0,006025419
Pmr -0,1589842 -0,01883193
Alr -9,743531 12,92481
nr -1,36836 -0,05677073
DMnr 0,2936802 -0,2341215
DPAr -0,05167517 0,01655153
DPPr 0,1056234 -0,1069854
DPAr/(DPPr)? -5,891452 -3,458895
DPA 0,005950343 0,3938145
DPP 0,1554533 -0,7510095
DPC 0,01822618 -0,3560232
DPL 0,04712849 0,9118995
DPL/C 1,291456 -0,7885296
DPE -0,144847 0,4101247
DPFF -0,2601961 -0,5369365
DPSL -0,5559554 0,8190357
DPSAP -0,3464098 -0,6860305

Legenda: area do nucleo (A), perimetro do nucleo (P), comprimento do nucleo (C), largura do nucleo
(L), razdo entre a largura e comprimento do nucleo (L/C), elipticidade do nucleo (E), fator forma (FF),
simetria lateral (SL), simetria anteroposterior (SAP), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr), razdo
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entre coeficiente da area dos Rois e coeficiente do perimetro dos Rois elevado ao quadrado
(CoA/(CoPr)?), coeficiente da area dos Rois (CoAr), area média dos Rois (Amr), perimetro médio dos
Rois (Pmr), alongamento do principal Roi (Alr), nimero dos Rois (nr), distdncia média entre o centro de
massa do nucleo e o centro de massa dos Rois (DMnr), desvio padrdo da area dos Rois (DPAr), desvio
padrao do perimetro dos Rois (DPPr), razdo entre o desvio padrao da area dos Rois e o desvio padrao
do perimetro dos Rois ao quadrado (DPAr/(DPPr)?), desvio padrdo da area do nucleo (DPA), desvio
padrao do perimetro do nucleo (DPP), desvio padrdo do comprimento do nucleo (DPC), desvio padrao
da largura do nucleo (DPL), desvio padrdo da razéo entre a largura e comprimento do nucleo (DPL/C),
desvio padrao da elipticidade do nucleo (DPE), desvio padrao do fator forma (DPFF), desvio padrao da
simetria lateral (DPSL), desvio padrdo da simetria anteroposterior (DPSAP).

Os valores encontrados para as duas estruturas canénicas (1 e 2
respectivamente) que foram estabelecidas para os trés tipos de tumores analisados
estao descritos nas Tabelas 11 e 12. Para a duas estruturas candénicas, a caracteristica
mais relevante para diferenciagéo foi a raz&o largura pelo comprimento, largura e

comprimento do nucleo celular.

Tabela 11: Estrutura canbnica da funcdo discriminante 1 para diferenciacido de

carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma tipo complexo.

Caracteristicas Estrutura canonica 1

L/C 417,3058665
L 235,8784464

C 185,3287767

E 103,899748
SL 34,93728849
SAP 27,96902649
FF 26,47183381
DPL/C 20,08324441
A 17,93545566
Pmr 14,19094415
DPE 11,70016391
CoAr 9,807897329
Amr 9,577355029
DPPr 6,662685663
P 6,50447519
nr 6,032178707
DPAr 5,867217593
DMnr 5,17574509
DPFF 3,043461742

DPSL 2,931148493
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Alr 2,617643892

DPP 2,577364838
CoPr 2,358220259
DPSAP 1,917346751
DPL 1,300512395
DPC 0,70244957
DPAr/(DPPr)? 0,466817233
DPA 0,190986428
CoAr/(CoPr)? 0,002210294

Legenda: razdo entre a largura e comprimento do nucleo (L/C), largura do nucleo (L), comprimento do
nucleo (C), elipticidade do nucleo (E), simetria lateral (SL), simetria anteroposterior (SAP), fator forma
(FF), desvio padrao da razao entre a largura e comprimento do nucleo (DPL/C), area do nucleo (A),
perimetro médio dos Rois (Pmr), desvio padrédo da elipticidade do nucleo (DPE), coeficiente da area
dos Rois (CoAr), area média dos Rois (Amr), desvio padrao do perimetro dos Rois (DPPr), perimetro
do nucleo (P) , nimero dos Rois (nr), desvio padrdo da area dos Rois (DPAr), distancia média entre o
centro de massa do nucleo e o centro de massa dos Rois (DMnr), desvio padrao do fator forma (DPFF),
desvio padrdo da simetria lateral (DPSL), alongamento do principal Roi (Alr), desvio padrao do
perimetro do nucleo (DPP), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr), desvio padrao da simetria
anteroposterior (DPSAP), desvio padrao da largura do nucleo (DPL), desvio padréo do comprimento do
nucleo (DPC), desvio padrédo da area dos Rois e o desvio padrdo do perimetro dos Rois elevado ao
quadrado (DPAr/(DPPr)?), desvio padrao da area (DPA), razdo entre o coeficiente da area dos Rois e
coeficiente do perimetro dos Rois elevado ao quadrado (CoAr/(CoPr)?).

Tabela 12: Estrutura canbnica da funcdo discriminante 2 para diferenciacido de

carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma tipo complexo.

Caracteristicas Estrutura candnica 2

L/C 1125,427376
L 256,4250147
C 205,8832224
E 139,4935766

DPE 33,12824022

SAP 31,41254797

SL 31,34090615

FF 27,59433014

DPL 25,16389986
A 21,27721588

DPC 13,72138011
DPA 12,64014944
DPP 12,45149173
DPL/C 12,26230911
CoPr 9,392916847
DPPr 6,748600128

DPFF 6,280438853
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CoAr 4,649792823
DPSL 4,318179584
DMnr 4,126097721
DPSAP 3,797116451
Alr 3,472308956
DPAr 1,879266735
Pmr 1,680939784
Amr 0,834247854
DPAr/(DPPr)? 0,274070262
nr 0,250263957

P 0,196386026
CoAr/(CoPr)2 0,158723366

Legenda: razdo entre a largura e comprimento do nucleo (L/C), largura do nucleo (L), comprimento do
nucleo (C), elipticidade do nucleo (E), desvio padrdo da elipticidade do nucleo (DPE), simetria
anteroposterior (SAP), simetria lateral (SL), fator forma (FF), desvio padrao da largura do nucleo (DPL),
areado nucleo (A), desvio padréo do comprimento do nucleo (DPC), desvio padrao da area do nucleo (DPA),
desvio padrao do perimetro do nucleo (DPP), desvio padrdo da raz&o entre a largura e o comprimento
do nucleo (DPL/C), coeficiente do perimetro dos Rois (CoPr), desvio padrdo do perimetro dos Rois
(DPPr), desvio padréo do fator forma (DPFF), coeficiente da area dos Rois (CoAr), desvio padrao da
simetria lateral (DPSL), distancia média entre o centro de massa do nucleo e o centro de massa dos
Rois (DMnr), desvio padrdo da simetria anteroposterior (DPSAP), alongamento do principal Roi (Alr),
desvio padréo da area dos Rois (DPAr), perimetro médio dos Rois (Pmr), area média dos Rois (Amr),
razdo entre o desvio padrédo da area dos Rois e o desvio padréo do perimetro dos Rois elevado ao
quadrado (DPAr/(DPPr)?2), nimero dos Rois (nr), perimetro do nucleo (P), razéo entre o coeficiente da
area dos Rois e o coeficiente do perimetro dos Rois elevado ao quadrado (CoAr/(CoPr)?).

Todos os casos classificados histologicamente como carcinoma complexo
(12) foram devidamente classificados segundo as analises discriminantes, porém dois
casos de carcinoma misto (24) foram classificados incorretamente, um como
carcinoma complexo e outro como carcinoma tubular, ja para os carcinomas tubulares
(19) dois casos foram classificados errados, um como carcinoma complexo e outro

como carcinoma tipo misto (Tabela 13).

Tabela 13: Estimativa de erros de diferenciacao de tipos de tumor utilizando as

funcdes discriminantes para carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma tipo

complexo.
Tipo de tumor Co Mi Tu Porc. Erros
Co 12 0 0 0,00%
Mi 1 22 1 8,3%
Tu 1 1 17 10,5%
Total 18,8%

Legenda: carcinoma tipo complexo (Co), carcinoma tipo misto (Mi), carcinoma tubular (Tu).
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A distribuicdo do carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma

complexo em relagéo aos pontos de corte esta representado na Figura 5.

Figura 5: Distribuicdo do carcinoma tipo misto, carcinoma tubular e carcinoma

complexo em relagéo aos pontos de corte.
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Fonte: A autora.

Figura 5: Representacéo de todos os casos analisados segundo o tipo: carcinoma tipo misto (circulos
rosas), carcinoma tubular (circulos verdes), carcinoma complexo (circulos azuis). O ponto central das
linhas de corte é definido pela média da aplicagéo das fungdes discriminantes 1 e 2 (506,48 e -1233,21,
respectivamente) de todos os casos, independentemente do tipo de tumor. Ja as linhas de corte séo a
ligacdo do ponto central e um ponto entre dois tipos de tumores (centroide) definido pela aplicagdo das
duas fung¢des candnicas apenas para os casos destes dois tipos de tumores (misto e complexo = 506,61
e -1234,25; complexo e tubular = 505,27 e 1233,05; misto e tubular = 506,95 e 1232,60). Nessa figura,
observa-se que na area de carcinoma tipo misto encontra-se um caso de carcinoma tubular classificado
incorretamente, na area de carcinoma complexo, nota-se um caso de carcinoma tipo misto e um caso
de carcinoma tubular classificado de forma incorreta e na area de carcinoma tubular observa-se um
caso de carcinoma misto com classificagcao incorreta.
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5 DISCUSSAO

A estrutura nuclear é considerada um dos melhores critérios para
diagnosticar os processos neoplasicos. As alteragdes relacionadas a estrutura do
nucleo incluem modificagées no tamanho e forma do nucleo, numero e tamanho dos
nucléolos e textura da cromatina (ZINK; FISCHER; NICKERSON, 2004). Textura pode
ser definida como uma estrutura composta de uma area contendo um numero grande
de elementos relativamente ordenados ou padrées (GOOL; DEWAELE;
OOSTERLINCK, 1985). Baseado nestas informagdes, no presente trabalho foram
avaliadas variaveis que caracterizam tamanho e forma do nucleo e textura da
cromatina, a qual é influenciada pelo numero e tamanho de regides de
heterocromatina e de nucléolos, ou seja, os “elementos ordenados”.

Inicialmente, um total de 29 variaveis foram analisadas em setenta e quatro
amostras que incluiam diversos tipos de tumores de mama para verificar quais
caracteristica nucleares e cromatinicas seriam mais relevantes para determinagao do
progndéstico. Nessas condigbes, as sete primeiras caracteristicas mais importantes
foram as relacionadas ao tamanho e forma do nucleo (L, C, SL, FF, L/C, E, A). A oitava
e nona caracteristicas estao relacionadas ao pleomorfismo nuclear (DPL e DPC).
Sugere-se que a alteracdo da forma nuclear possui um papel importante para
modificagdes malignas, pois comumente relacionam-se a alteragado na organizagéo da
heterocromatina ou perda de agregados de heterocromatina, que por sua vez, afetam
0 posicionamento dos genes e consequentemente a expressao génica (ZINK;
FISCHER; NICKERSON, 2004).

O pleomorfismo nuclear relaciona-se a irregularidades na forma, tamanho
do nucleo e alteragcbes na quantidade e distribuicdo da cromatina dos nucleos
(DUGGENTO et al., 2021). E um dos parametros analisados nos sistemas de
graduacao de neoplasias mamarias, junto a avaliagdo morfolégica dos tubulos e a
contagem mitética e apresenta diferentes escores, que é determinado conforme
alteracdes nucleares e de distribuicdo da cromatina (DAS; NAIR; PETER, 2020). Em
geral, a variabilidade celular e nuclear representa um critério de malignidade seja na
medicina humana (HUANG; BAY; TAN, 2000) ou veterinaria (GOLDSCHMIDT et al.,
2011) e nota-se que quanto maior a variabilidade de alteragdes nucleares e de
cromatina, maior o grau de pleomorfismo do nucleo (DAS; NAIR; PETER, 2020).

Estudos demonstram que a textura da cromatina é o fator mais relevante
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para o pleomorfismo nuclear e sugerem uma classificagcdo baseada no padréo de
cromatina aplicado a algoritmos especificos para cada escore de pleomorfismo
nuclear (LEE et al., 2021). No presente estudo, entre as caracteristicas relacionadas
com a textura cromatinica, CoAr, CoPr e Pmr foram as mais importantes, no entanto
sao respectivamente a décima, décima primeira e décima segunda caracteristicas
mais relevantes, dentre as 29 estudadas. Isso demonstra que a forma e tamanho do
nucleo e o pleomorfismo nuclear sdo mais importantes que a textura cromatinica para
determinar o prognéstico do tumor, independentemente de seu tipo.

E sabido que a condicdo transcricional de um gene pode ndo ser
determinada pela sua localizagdo nuclear e grau de condensagao, pois genes ativos
podem ser encontrados na regido periférica do nucleo e genes inativos no seu interior
(CHERKEZYAN et al., 2014). Isso poderia justificar a menor relevancia da textura
cromatinica em relacdo ao tamanho, forma e pleomorfismo nuclear. E importante
salientar que as imagens utilizadas sao de cortes histologicos, ou seja, a visualizagao
€ apenas de uma fatia do nucleo, o que pode diminuir ou aumentar a eficacia da analise
da textura.

Embora as alteracbes génicas sejam importantes para formacdo de um
tumor, é substancial que se conheca a organizacao estrutural ou morfolégica do
nucleo para facilitar a identificacdo do tipo de tumor e determinar um possivel
progndstico. Por outro lado, as alteragdes de textura se devem possivelmente ao grau
de condensacdo da cromatina, que corresponde a um aumento de heterocromatina
quando condensada ou a diminuicdo quando descondensada (ZINK; FISCHER;
NICKERSON, 2004).

Esse grau de condensagdo pode estar associado com o potencial
metastatico de linhagens celulares, de modo que a condensagao nao € comum em
células normais, pode ser induzida por diferentes tipos de células e provavelmente
possui importancia funcional independente de progressao do ciclo celular. Embora
pouco se saiba sobre os mecanismos que afetam a estrutura cromatinica nos
processos tumorais, é provavel que estes estejam relacionados as modificagdes
epigenéticas que envolvem a cromatina (ZINK; FISCHER; NICKERSON,2004), que por
sua vez, desencadeiam possiveis alteragdes na expresséo génica.

Mesmo utilizando 29 variaveis a precisdo da fungao candnica gerada pela
analise discriminante mostrou um erro de 35,2% quando aplicada aos mesmos 74

casos de tumores, demonstrando uma precisao relativamente baixa. Isso pode ser
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explicado por terem sido utilizados oito diferentes tipos de tumores de mama, com
diferentes origens, morfologia, evolugdo e malignidade, e consequentemente, com
possiveis caracteristicas morfoldgicas e de textura dos nucleos celulares distintas. Ou
seja, era esperado que a acuracia da fungao discriminante fosse comprometida e que
0 prognéstico para um unico tipo de tumor poderia melhorar a eficiéncia de uma fungéo
discriminante. Isso foi confirmado para os tipos de tumores misto e tubular.

Para ser realizada uma analise de discriminante canbnica, o numero de
variaveis ndo pode ser maior ou igual ao numero de amostras. Por isso, foram
realizadas as analises de discriminante canénica separadamente para os dois tipos
de tumores com maior numero de casos, ou seja, tumor misto e tubular. Mesmo
realizando as analises apenas destes dois tipos de tumores, houve a necessidade de
diminuir a quantidade de variaveis, pois eram 24 casos (amostras) de tumor misto e 19
de tubular.

Para padronizagao, optou-se por utilizar o critério do valorna estrutura
candnica das variaveis, sendo eliminadas aquelas com valor menor que cinco na
analise com todos os tipos de tumores. Assim, restaram as 17 variaveis mais
relevantes que foram utilizadas para a geragao de uma fungao discriminante. Tanto o
tumor misto como o tubular, quando analisados separadamente, obtiveram 100% de
acerto quando a funcgao discriminante foi aplicada aos mesmos tumores utilizados para
sua geragao.

Em relagdo ao tumor misto, as oito caracteristicas mais relevantes para
prognostico foram L, C, SAP, E, DPC, L/C, DPL, SL. Seis dessas caracteristicas (L,
C, SAP, E, L/C, SL) estao diretas ou indiretamente relacionadas a forma do nucleo
celular e duas (DPC, DPL) estéo relacionadas ao pleomorfismo. Portanto, a forma do
nucleo e sua variagado sdo muito importantes para determinar o prognostico deste tipo
de tumor. O tamanho do nucleo tem relativa importancia, visto L e C também estao
relacionadas ao tamanho, assim como A, a nona caracteristica mais relevante. A
textura teria menor importdncia para progndstico de tumor misto visto que so6
aparecem a partir da décima variavel (Pmr, Amr, CoPr).

No caso de tumor tubular, os resultados foram muito semelhantes. As sete
mais importantes caracteristicas para o progndstico de tumor tubular (L, C, SAP, FF,
E, SL, L/C) estao relacionadas principalmente com a forma do nucleo e em menor
importancia, com o tamanho. A oitava e décima caracteristicas estdo relacionadas

com o pleomorfismo nuclear e a décima primeira, décima segunda e décima terceira
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caracteristicas estdo relacionadas com a textura cromatinica. Ou seja, as
caracteristicas forma, tamanho, pleomorfismo e textura da cromatina tem esta ordem
de importancia no progndstico deste tipo de tumor.

E de fato, essas caracteristicas possuem importancia para classificagao
histolégica, pois elas representam critérios de identificagdo e diferenciacdo dos
diversos tipos de tumores mamarios caninos. Por exemplo, no carcinoma tubular, o
numero de nucléolos pode estar relacionado ao seu tamanho, quando unico
apresenta-se grande e multiplos quando pequenos; no carcinoma do tipo misto, nota-
se um pleomorfismo significativo e as subpopulagdes celulares que apresenta difere
quanto a forma celular. Ja no carcinoma do tipo complexo, ha duas subpopulagdes de
células epiteliais e ambas se distinguem em relagdo a variagdo de tamanho e forma
do nucleo, a epitelial maligna apresenta alteragdes nucleares moderada a acentuada
e a mioepitelial alteragcdes minimas (GOLDSCHMIDT et al., 2011).

Diante dos resultados promissores sobre a aplicabilidade da previséo de
progndéstico para tipos isolados, a analise discriminante candnica foi testada no
diagnostico diferencial de trés tipos de tumores. Nesse caso, quando as fungdes
discriminantes foram aplicadas aos casos dos trés tipos de tumores avaliados
(carcinoma complexo, carcinoma em tumor misto e o carcinoma tubular), houve um
baixo indice de erro (18,8%), demonstrando que esta metodologia possui alta
capacidade de diagndstico diferencial entre esses tipos de tumores. Contudo, seria
mais apropriado a utilizagdo da analise morfométrica e da textura cromatinica dos
nucleos celulares apenas como ferramenta complementar de diagndstico.

AL/C,al,oCeaEforam nessa ordem as caracteristicas mais importantes
para diagnéstico diferencial de acordo com ambas as estruturas candnicas. De
maneira geral as caracteristicas relacionadas com a forma do nucleo foram as mais
relevantes para o diagnéstico diferencial. As demais caracteristicas, relacionadas a
tamanho, pleomorfismo e textura cromatinica, ndo possuem um padrao de relevancia
levando em consideragdo as duas estruturas candnicas, demonstrando serem
igualmente importantes na diferenciagcao destes trés tipos de tumores.

E importante salientar que esse estudo, partiu do pressuposto de que as
amostras foram classificadas corretamente na analise histopatoldgica, porém como ja
foi relatado, ha muita subjetividade neste tipo de analise. Portanto, pode ser que a
acuracia da metodologia aqui testada possa ser ainda maior ou menor.

A analise de imagem computadorizada representa um método de facil
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aplicacao e baixo custo e ja possui aplicagao, inclusive na medicina humana conforme
descrito na literatura, por exemplo, para acrescentar acuracia a metodologia usual nas
investigacdes de lesdes foliculares da tireoide (FERREIRA, R. C. et al, 2009), bem
como, na diferenciagao de graus de glioma e para compreender o aspecto de tumor e
a fisiologia das células atingidas (BORUAH; DEB, 2013, p.7). Assim, o presente
trabalho mostra que a analise morfométrica e de textura cromatinica dos nucleos de
células neoplasicas, possui grande potencial para auxiliar na definigdo progndstica e

no diagnostico diferencial de tumores de mama em cadela.
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6 CONCLUSAO

Em geral, as caracteristicas relacionadas a forma do nucleo, seguidas das
caracteristicas de tamanho, pleomorfismo e textura cromatinica sdo as mais
relevantes para o progndéstico de tumores de mama de cadela. Ja para o diagnostico
diferencial dos principais tipos de tumores mamarios em cadelas, aquelas
relacionadas a forma do nucleo também sdo as mais relevantes e as demais nao
possuem um padrao de relevancia.

Embora a classificagdo histoldégica seja a mais utilizada nas rotinas
laboratoriais como método de diagndstico e progndstico de tumor mamario caninos, a
analise de imagem computadorizada da morfologia e textura cromatinica de nucleos
de células neoplasicas pode ser utilizada como um método complementar para prever

progndstico e ferramenta auxiliar para diagnostico diferencial.
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ANEXOS

ANEXO A - Classificagao histolégica dos tumores mamarios caninos segundo
Goldschimidt (2011).

NEOPLASIAS EPITELIAIS
MALIGNAS

Carcinoma in situ
Carcinoma simples
v' Tubular

v' Tubulo-papilar

v Papilar-cistico

v Cribriforme

Carcinoma micropapilar invasivo
Carcinoma solido

Comedocarcinoma

Carcinoma anaplasico

Carcinoma oriundo de um complexo
adenoma/tumor misto

Carcinoma complexo

Carcinoma e mioepitelioma maligno
Carcinoma misto

Carcinoma ductal — equivalente maligno
do adenoma ductal

Carcinoma papilar intraductal

NEOPLASIAS EPITELIAIS
MALIGNAS - TIPOS
ESPECIAIS

Carcinoma de células escamosas
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipidio
Carcinoma com células de morfologia
fusiforme
v" Mioepitelioma maligno
v' Carcinoma de células escamosas —
variante de células fusiformes
v’ Carcinoma - variante de células

fusiformes
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Carcinoma inflamatério

NEOPLASIAS
MESENQUIMAIS MALIGNAS -
SARCOMAS

Osteossarcoma
Condrossarcoma
Fibrossarcoma
Hemangiossarcoma

Outros sarcomas

CARCINOSSARCOMA

Tumor mamario misto maligno

NEOPLASIAS BENIGNAS

Adenoma simples
Adenoma papilar intraductal
Adenoma ductal

v' Com diferenciacdo escamosa
Fibroadenoma
Mioepitelioma
Adenoma Complexo

Tumor misto benigno

LESOES HIPERPLASICAS E
DISPLASICAS

AN NN

Ectasia ductal

Hiperplasia Lobular (Adenose)

Regular

Com atividade secretoria

Com fibrose — Tecido conjuntivo fibroso
interlobular

Com atipia

Epiteliose

Papilomatose

Alteracao Fibroadenomatosa

Ginecomastia

NEOPLASIAS DO MAMILO

Adenoma
Carcinoma

Carcinoma com infiltragao epidérmica

HIPERPLASIA E DISPLASIA
DO MAMILO

Melanose da pele do mamilo

Fonte: Modificado (Goldschimidt et al., 2011).



ANEXO B - Predicao prognéstica conforme evolugao dos casos analisados.
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CASO OBITO POR -
ANALISADO TIPO DE TUMOR TUMOR EVOLUCAO
23306 Carcinoma Solido Sim Desfavoravel
23466 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
23496 Carcinoma Complexo Sim Desfavoravel
23516 Carcinoma em Tumor Misto Sim Desfavoravel
23564 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
23616 Carcinoma Complexo Nao Favoravel
23640 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
23649 Carcinoma Tubular Sim Desfavoravel
23657 Carcinoma Complexo Sim Desfavoravel
23663 Carcinoma Tubular Sim Desfavoravel
23686 Carcinoma Complexo Nao Favoravel
23689 Carcinoma Sdélido Sim Desfavoravel
23752 Carcinoma Tubulopapilar Sim Desfavoravel
23764 Carcinoma Sdélido Sim Desfavoravel
23818 Carcinoma Papilar Nao Favoravel
23842 Carcinoma Tubular Cistico Sim Desfavoravel
23849 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
23865 Carcinoma Tubular Sim Desfavoravel
23908 Carcinoma Solido N&o Favoravel
23929 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
23972 Carcinoma Complexo Nao Favoravel
23973 Carcinoma Complexo Sim Desfavoravel
24015 Carcinoma Tubulopapilar Nao Favoravel
24033 Carcinoma em Tumor Misto Sim Desfavoravel
24034 Carcinoma Tubulopapilar Sim Desfavoravel
24052 Carcinoma Tubulopapilar Nao Favoravel
24061 Carcinoma Complexo Sim Desfavoravel
24099 Carcinoma Papilar Nao Favoravel
24104 Carcinoma em Tumor Misto Nao Favoravel
24178 Carcinoma Papilar Nao Favoravel
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24234 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
24239 Carcinoma Sdélido Sim Desfavoravel
24256 Carcinoma Complexo Nao Favoravel
24268 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
24274 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
24462 Carcinoma Tubulopapilar Nao Favoravel
24488 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
24490 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
24500 Carcinoma em tumor Misto N&o Favoravel
24555 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
24638 Carcinoma Tubulopapilar Sim Desfavoravel
24658 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
24670 Carcinoma em Tumor Misto Sim Desfavoravel
24726 Carcinoma em Tumor Misto Sim Desfavoravel
24776 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
24777 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
24830 Carcinoma Complexo Sim Desfavoravel
24858 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
24891 Carcinoma Complexo Nao Favoravel
24909 Carcinoma Complexo Sim Desfavoravel
24954 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
24960 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
25087 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
25095 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
25141 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
25162 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
25171 Carcinoma Micropapilar Invasor Sim Desfavoravel
25186 Carcinoma Tubular Cistico Sim Desfavoravel
25196 Carcinoma Tubular Sim Desfavoravel
25239 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
25260 Carcinoma Tubular Sim Desfavoravel
25302 Carcinoma Tubular Nao Favoravel
25362 Carcinoma Tubulopapilar Sim Desfavoravel
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25421 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
25442 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
25462 Carcinoma Tubular Sim Desfavoravel
25465 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
25466 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
25648 Carcinoma Tubular Sim Desfavoravel
25715 Carcinoma em Tumor Misto N&o Favoravel
25745 Carcinoma Tubular N&o Favoravel
25834 Carcinoma Complexo Sim Desfavoravel
25836 Carcinoma Papilar Nao Favoravel
26048 Carcinoma Tubular N&o Favoravel

Fonte: A autora.
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