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TUMOR DE MAMA CANINO: ABORDAGEM CITOGENETICA.

RESUMO

As neoplasias de glandula mamaria sdo os canceres mais comuns em caninos,
atingindo principalmente fémeas em idade avancada. Devido as semelhancas
entre diversas doencgas, tais como o0 cancer, em caes e humanos, a espécie
canina vem sendo utilizada como modelo de estudo para tais patologias. Na
busca de melhor entendimento do comportamento das neoplasias tanto em
caninos como humanos, a analise citogenética representa uma ferramenta
auxiliar. Neste contexto, estudos citogenéticos de tumores mamarios em
fémeas caninas foram realizados Dez fémeas caninas com ocorréncia
espontanea de neoplasia foram utilizadas para testar o protocolo de
preparacdo direta para obtencdo de cromossomos mitéticos o qual foi
comparada com analise citogenética dos linfécitos periféricos. A metodologia
testada permitiu concluir que a utilizacdo desta técnica favorece o estudo da
citogenética de tumores em cées por ser rapida e barata, mas depende ainda
de mais ajustes para o melhor espalhamento dos cromossomos (capitulo 1).
Em uma segunda etapa, trés fémeas caninas com ocorréncia espontanea de
carcinoma mamario foram selecionadas para coleta de sangue periférico e de
tecido tumoral mamario, entre eles, um carcinoma em tumor misto. Foi
observada a manutencdo do numero modal padrdo da espécie (2n=78), tanto
nas células dos linfécitos periféricos quanto neoplasicas. No entanto, 22,6%
das metafases das células do tumor apresentaram numeros dipléides
superiores, variando de 2n=79 a 2n=81. Também foram observadas alteracdes
estruturais nas analises realizadas nos cromossomos em metéfases de células
tumorais (capitulo 2). No relato de um caso de carcinossarcoma mamario
canino (capitulo 3) em uma fémea da raca Poodle de 14 anos, a analise
citogenética revelou alteracbes mais acentuadas que as descritas para 0S
carcinomas. Oitenta por cento das células do tecido neoplasico demonstraram
hipertriploidia (118 a 136 cromossomos) e, entre as aneuploidias identificadas,
foram observadas a trissomia do par 1 e do cromossomo X de forma evidente,
eventos semelhantes aos descritos na espécie humana. Estes dados
comprovam que o aumento dos estudos sobre citogenética das neoplasias
caninas pode trazer os beneficios ao diagnostico da neoplasia e dos efeitos
dessa patologia sobre 0 genoma para ambas as espécies.

Palavras-chave: Alteracdes cromossémicas. Canino. Citogenética. Neoplasia

mamaria.



BREAST CANCER IN DOGS: A CYTOGENETIC APPROACH.

ABSTRACT

Breast gland tumors are the commonest cancers in dogs, affecting mainly
females in old age. Due to the similarities between various diseases, such as
cancer, between canines and humans, dogs have been used as a model to
study such diseases. Cytogenetic analyses represent an auxiliary tool to
achieve a better understanding about the behavior of tumors in both canine and
humans. Therefore, cytogenetic studies of mammary tumors in female dogs
were performed. Ten female dogs with spontaneous occurrence of cancer were
used to test a direct preparation protocol for obtaining mitotic chromosomes
which was compared to cytogenetic analyses of peripheral lymphocytes. This
methodology showed that this technique is helpful to cytogenetics of tumors in
dogs once it is quick and cost-saving, but it still depends on further adjustment
for better chromosomal spreading (chapter 1). In a second step, three female
dogs with spontaneous mammary carcinomas, including a mixed carcinoma,
were selected for sampling of peripheral blood and tumor tissues. The standard
modal number of species (2n=78) was maintained both in peripheral
lymphocyte and tumoral cells. However, 22.6% of metaphases from tumor cells
presented higher diploid numbers ranging from 2n=79 to 2n=81. Structural
rearrangements were also observed on chromosomes from tumor cells (chapter
2). In a case report of mammary carcinosarcoma (Chapter 3) in a 14-year-old
female Poodle, cytogenetic analyses revealed more pronounced changes than
those described for carcinomas. Eighty percent of the cells in the tumor tissue
showed hipertriploidy (118-136 chromosomes) and aneuploidy, mainly related
to trisomy of pair 1 and X chromosome, similarly to the events reported in
humans. These data demonstrate that as cytogenetic studies of canine tumors
increase, further benefits to the diagnosis of cancer and the effects of this
disease on the genome for both species might be accomplished.

Keywords: Chromosomal alterations. Canino. Cytogenetics. Breast cancer.
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1 INTRODUCAO

Até os dias atuais, 0 grande interesse em estudos citogenéticos de
tumores em humanos permitiu a listagem de mais de 62 000 caridtipos de
neoplasias em um banco de dados virtual (MITELMAN DATABASE OF
CHROMOSOME ABERRATIONS AND GENE FUSIONS IN CANCER, 2013).
Por outro lado, os estudos em citogenética de tumores caninos ainda séo raros
e carecem de andlises refinadas.

Via de regra, tal caréncia de dados em caninos é justificada pelo
cariétipo simétrico e com grande niumero de cromossomos da espécie (BREEN
et al., 2001). Além disso, a necessidade de equipamentos especializados e
dificil padronizacéo e alto custo das técnicas de cultura celular para obtencéo
de cromossomos mitéticos tornam-se empecilhos a ampliacdo dos dados de
citogenética de tumores caninos.

Atualmente, ndo é apenas a relacdo de animal de companhia ou de
trabalho que permeia a interacdo entre o homem e o cédo. Apls o
sequenciamento do genoma canino em 2005 (LINDBLAD-TOH et al., 2005),
descobriu-se também que muitas caracteristicas genéticas sdo compartilhadas
entre estas duas espécies. Devido as semelhancas entre diversas doencas
genéticas em caes e humanos, a espécie canina é utilizada como modelo de
estudo para tais patologias, inclusive para varios tipos de cancer (AIRLEY,
2012).

E possivel, entdo, inferir que os estudos cromossdmicos em células
tumorais de cdes conduzam a melhor caracterizacdo das neoplasias e auxiliem
no diagnostico, tratamento e profilaxia dos tumores de mama tanto em cées
quanto em humanos. No Brasil, essa abordagem € ainda pouco explorada, de
tal modo que trabalhos béasicos de padronizacdo de metodologias, coleta e
analise da diversidade citogenética tumoral devam ser realizados. Nesse
sentido, a alta incidéncia de tumores mamarios em fémeas caninas faz dessas
neoplasias um excelente modelo para o desenvolvimento desses estudos.

Na presente dissertacdo, foi testado um novo e rapido protocolo de
preparacao direta para obtengdo de cromossomos mitéticos a partir de tumores
mamarios caninos, além de dois estudos de casos, envolvendo carcinoma

mamario e carcinossarcoma mamario em caes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tumor de mama canino (TMC)

As neoplasias sdo doencas de origem genética provocadas por dano ao
genoma celular. Caracterizam-se por mutacbes acumuladas ndo letais as
células, induzindo-as a proliferacado descontrolada. Células de um tecido higido
acometidas por alteragbes em um pequeno subconjunto do seu genoma
tornam-se refratarias ao controle do ciclo celular. A multiplicacdo exacerbada
leva a alteracbes na composicdo morfologica do tecido e pode desencadear
processo infiltrativo além de seus limites anatdmicos (CULLEN et al., 2002;
KUSEWITT; RUSH, 2007).

Os cédes podem desenvolver varios tipos de neoplasias, sendo que as
neoplasias mamarias (Figura 01) sdo a segunda em frequéncia, sobrepujadas
apenas pelas cutaneas (BENJAMIN et al., 1999; MOULTON, 1990). No caso
das fémeas, a neoplasia mamaria é a mais comum e responsavel por
aproximadamente 50% dos casos de cancer (DALECK et al., 1998; DE NARDI
et al., 2002; QUEIROGA; LOPES, 2002a,b). Os tumores mamarios sao
formacdes neoplasicas com caracteristicas bastante variaveis em relacdo ao
namero, tamanho, consisténcia, mobilidade e origem histolégica (MISDORP et
al., 1999).

Segundo ZUCCARI et al. (2002), a diversidade morfolégica dos tecidos
tumorais mamarios advém da formacdao histolégica da glandula mamaéaria, que
da origem a um tecido com populacédo celular bastante variada. Esta populacéo
contempla, em estreita associacdo, a presenca de células epiteliais de
revestimento, chamadas de luminais e basais, além de fibroblastos e células
adiposas, responsaveis pela sustentacdo do tecido mamario. Desta forma, o
tecido mamario é composto por células de origem epitelial e mesenquimal,
permitindo que os tumores sejam formados por um ou outro tipo tecidual ou
ainda por ambos (MISDORP, 2002).

Cabe ressaltar a grande importancia desta constituicio morfolégica nos
estudos de tumores mamarios, pois ha uma relacéo direta entre a constituicdo
do tumor e o seu prognéstico. Embora um animal possa apresentar tumores
com mais de um tipo histolégico ou diferentes tipos histolégicos em um mesmo

tumor, aquele com pior prognaostico € o que ira determinar a evolugéo clinica do
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paciente (CAVALCANTI; CASSALI, 2006; MISDORP, 1999; ZUCCARI et al.,
2001).

Dados epidemiologicos sobre a incidéncia de neoplasias mamarias
benignas e malignas ainda sao bastante conflitantes. Estudos baseados em
dados a partir de exames encaminhados a andlise histopatolégica podem ser
tendenciosos. O diagndstico tardio pode levar neoplasias benignas a evoluirem
para malignidade, e a falta de atencdo clinica dada a algumas formacdes
tumorais pequenas, inclusive ndo as encaminhando a analise histopatologica,
pode alterar a proporcdo destas ocorréncias (HELLMEN, 1993; MISDORP,
2002; OLIVEIRA, 2003; PELETEIRO, 1994).

Ainda assim, alguns autores relatam frequéncias similares para tumores
benignos e malignos, estimados em cerca de 50% dos casos (DALECK et al.,
1998; HELLMEN, 2005; MISDORP, 2002; WITHROW; MACWEN, 1996).
Misdorp (2002) relata que proximo de 30% dos tumores mamarios removidos
cirurgicamente sdo malignos. No entanto, Hellmen et al. (1993), em trabalho
utilizando 223 cées, observou a ocorréncia de 30% de tumores benignos, 68%
de malignos e 2% de displasias, valores préximos aos encontrados para 0s
tumores malignos por DE NARDI et al. (2002), LORENZOVA et al. (2010) e
OLIVEIRA et al. (2003). Por outro lado, Allen et al. (1986) avaliou 75 glandulas
mamarias de 33 animais, diagnosticando as formacdes como 44% benignas,
48% malignas e 8% hiperplasias. O uso de diferentes critérios entre
patologistas no diagnéstico de TMC permite que a proporcdo de tumores
malignos varie de 26 a 73% de acordo com diferentes estudos (PEREZ
ALLENZA, 2000).

Benjamin et al. (1999), em estudo com 1343 Beagles, 671 machos e 672
fémeas, submetidos a baixo nivel de radiacdo gama, descreveram 65% dos
casos como benignos, sendo que apenas 2 cdes machos apresentaram a
neoplasia. Também relatou que a incidéncia dos tumores malignos e benignos
foi a mesma para o grupo testado e o controle, sugerindo apenas que a
radiacdo deve mudar um pouco o padrao de malignidade.

2.1.1 Etiologia
As causas das neoplasias de mama canina ainda ndo estdo bem
esclarecidas e muitos fatores sdo associados ao seu desenvolvimento,

caracterizando-as como uma alteracao multifatorial (OLIVEIRA et al., 2003;
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PAWLOWSKI et al., 2009; PEREZ ALLENZA et al., 2000). No entanto, fatores
genéticos e hormonais estdo entre 0s mais associados ao processo
desencadeador da moléstia (CULLEN et al., 2002; LANA et al., 2007;
MISDORP, 2002).

A replicacdo descontroladas das células no TMC € resultante da
alteracdo da expressédo ou perda de genes responsaveis pelo controle do ciclo
celular. O oncogene c-erbB2, responsavel pela expressao de receptores para
fatores de crescimento, e 0 gene p53, associado a supressao da proliferacao
celular s&o os principais genes envolvidos no processo de carcinogénese
maméria (CULLEN et al., 200 MISDORP, 2002; SILVA, etal., 2004; VIDALES;
MOCHA, 2007).

Em um estudo com tumores mamarios malignos em caes, o oncogene c-
erbB2 apresentou aumento da expressdo na maioria dos casos, porém sem
associacdo com a invasao vascular ou metastases regionais. No entanto, em
estudo de sete linhagens celulares de TMC, apenas duas apresentaram
expressao estavel de c-erbB2 e ndo estavam associadas com progresséo da
neoplasia durante o periodo de cultura das linhagens (MISDORP, 2002).
Também foi observado, em outra pesquisa, 0 aumento da proteina codificada
pelo oncogene c-erbB2 em 74% de tumores e linhagens celulares derivadas de
neoplasia mamaria canina, porém este evento nao foi observado em tumores
de mama canino benignos (CULLEN et al., 2002).

Mutacdes no gene p53 tém sido detectadas em varios tipos de tumores
caninos, como carcinomas de tireoide, osteossarcomas e tumores de mama. A
perda de um alelo e mutacdo no seu homologo foi observada em trés de nove
linhagens celulares de tumor de mama canino, conduzindo a perda da total da
caracteristica “selvagem” deste alelo. Ainda em relacdo a estas trés linhagens,
foram observados pontos de mutacdo idénticos em duas destas, mas sem
alteracéo no tecido higido (MISDORP, 2002).

Quanto ao envolvimento dos fatores hormonais, ha possibilidade de que
0os hormonios esteroides possam atuar como agentes da carcinogénese do
TMC como iniciadores (estimulo & proliferacdo celular) ou promotores
(determinacdo de mutagBes no genoma). Embora os horménios isoladamente
nao sejam capazes de desencadear um quadro neoplasico, a agao sinérgica
com outros fatores em determinados estagios da progressao tumoral podem
desempenhar funcéo determinante (PELETEIRO, 1994; SILVA, 2004).
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O desenvolvimento de tumores mamarios em caes é reconhecidamente
horménio-dependente. E observada a presenca de receptor para estrégeno
(ER), progesterona (PR), prolactina (PRL-R) e fator de crescimento epidermal
(EGF-R) em glandulas mamarias de fémeas caninas afetadas e nao afetadas
por TMC, podendo haver coexisténcia destes receptores em uma mesma
neoplasia. O papel dos horménios ovarianos, especialmente da progesterona,
esta associado a atividade mitogénica provocada pela ligacdo destes aos seus
respectivos receptores (FONSECA; DALECK, 2000; LANA et al.,, 2007;
MISDORP, 2002; SILVA, 2004).

A existéncia de TMC com ER, PR ou apenas ER indicam um melhor
prognastico, pois os ER tem maior relacdo com a ocorréncia de tumores bem
diferenciados, enquanto a presenca exclusiva de PRs esta associada a
tumores indiferenciados e progressao da patologia. Além disso, é frequente a
observacdo de ERs e PRs em TMC benignos, enquanto apenas alguns TMC
malignos manifestam estes receptores, geralmente em baixas concentracées.
Portanto, o avanco da doenca deve promover perda da dependéncia hormonal,
demonstrando que em TMC malignos a expresséo de genes que codificam os
receptores € diminuida ou totalmente perdida (FONSECA; DALECK, 2000;
LANA et al., 2007; MISDORP, 2002; SILVA, 2004).

2.1.2 Fatores predisponentes

Como citado anteriormente, a neoplasia mamaria canina é reconhecida
como um evento de origem multifatorial, sendo que diversos fatores séo
estudados no intuito de correlaciona-los com a predisposicdo de ocorréncia da
doenca. Entre eles, os mais citados na literatura sdo a influéncia do sexo,
idade, raca, OSH, obesidade e o uso de anticoncepcionais nas fémeas
caninas.

Vérios estudos confirmam as fémeas caninas como mais predispostas
ao acometimento de TMC (BENJAMIN et al.,, 1999; DE NARDI, 2002;
EGENVALL, 2005; LANA et al.,, 2007; MOULTON, 1990; OLIVEIRA FILHO,
2010; RICHARDS et al. 2001), enquanto machos raramente apresentam esta
alteracdo (BENJAMIN et al., 1999; MITCHELL, 1974; RUTTEMAN et al., 2001),
quadro gque esta geralmente relacionado a ocorréncia de hiperestrogenismo,
devido ao sertolioma (MEUTEN, 2002).
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Quanto a idade, animais maduros e idosos sdo mais acometidos pelas
neoplasias do que animais jovens (BENJAMIN et al., 1999; DE NARDI, 2002;
HELLMEN, 1993; LANA et al., 2007; OLIVEIRA FILHO, 2010; RICHARDS et
al., 2001). LORENZOVA et al. (2010) relatam que a média de idade das
fémeas acometidas por TMC maligno é de 10,1 anos, as com TMC benigno é
de 8,9 anos e as com hiperplasias mamarias de 8,5 anos.

Ha controvérsia quanto a influéncia racial como fator predisponente a
ocorréncia de TMC, principalmente devido a variacdo na composicdo das
populacdes utilizadas nos experimentos (OLIVEIRA FILHO, 2010; PEREZ
ALLENZA et al., 2000; VIDALES; MOCHA, 2007). Apesar disto, alguns estudos
indicam cées da raca Boxer e Chihuahuas com menor predisposicdo ao
desenvolvimento do TMC quando comparados a cées de caca. Igualmente, os
cées sem raca definida seriam menos predispostos que 0s caes de raga pura
(PEREZ ALLENZA et al., 2000). Por outro lado, Daleck et al., (1998) e Peleteiro
(1994) afirmam que nado ha influéncia racial na ocorréncia de TMC.

Apenas animais castrados antes dos dois anos e meio de idade, ou
antes do 3° ciclo estral, se beneficiam com o efeito protetor da OSH
(FONSECA; DALECK, 2000), uma vez que a OSH realizada antes do 1° ciclo
estral reduz a chance de desenvolvimento de TMC a 0,5%. Ap6s o 1° ciclo,
este valor aumenta para 8% e ap0s o0 2° ciclo estral estima-se reducéo
probabilistica em 26% (RUTTEMAN et al., 2001). Apesar de ser frequente a
realizacdo simultdnea de OSH e remocé&o de neoplasias mamarias (OLIVEIRA
FILHO, 2010), ndo hé indicacdo de que a OSH tenha efeito protetor sobre o
aparecimento de novos tumores, desenvolvimento de metastases ou aumento
de expectativa de vida do paciente.

O papel da nutricdo na carcinogénese do TMC esta intimamente ligado a
ocorréncia de obesidade nos animais nos primeiros meses de vida
(PELETEIRO, 1994; PEREZ ALLENZA et al., 2000). Misdorp (2002) cita como
exemplo a possibilidade dos fatores nutricionais nos animais jovens alterarem a
concentracéo e disponibilidade dos hormonios sexuais femininos.

Por fim, o uso de anticoncepcionais em cadelas para prevencgédo de
estros e tratamento de pseudociese aumenta o risco de aparecimento de TMC
(DE NARDI et al. 2002; PEREZ ALLENZA et al., 2000). Isso é particularmente
evidente para nodulos benignos, embora o uso frequente possa conduzir ao

desenvolvimento de tumores malignos (LANA et al., 2007).
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2.1.3 Sinais clinicos

A maioria das fémeas caninas possui 5 pares de glandulas mamarias,
dispostas bilateralmente desde a regido toracica ventral até a inguinal e
denominadas torécica cranial, toracica caudal, abdominal cranial, abdominal
caudal e inguinais. As glandulas abdominal caudal e inguinais sao mais
frequentemente acometidas por TMC que as demais, provavelmente pela maior
quantidade de tecido mamario presente (CASSALI et al. 2011; MITCHELL,
1974).

Os TMC apresentam-se geralmente como noédulos delimitados, mas
podem ser massas de formato irregular. Eles podem ser Unicos ou multiplos,
presentes em uma ou mais glandulas, flutuantes ou aderidos a pele ou ao
tecido muscular e com consisténcia macia ou firme. Além de tipos histologicos
diferenciados em alguns casos, os TMC também podem estar associados a
ulceracdo ou a inflamacdo (LANA et al., 2007; PEREZ ALLENZA, 1997;
QUEIROGA; LOPES, 2002).

E comum que os animais se encontrem clinicamente saudaveis na
ocasiao do diagnéstico de TMC. Nesses casos, a descoberta pode ser feita
pelo proprietario ou pelo veterinario durante exame fisico de rotina (CASSALI et
al., 2011). A distin¢éo clinica entre neoplasia benigna e maligna nao € possivel,
embora sinais como rapido crescimento tumoral, tamanho, ulceracdo e
aderéncia a pele ou aos tecidos proximos sejam indicativos do processo de
malignidade (LANA et al., 2007; MISDORP, 2002).

De todos os TMC, o carcinoma inflamatério € o Unico que apresenta
sinais clinicos sistémicos caracteristicos de processo inflamatério e, portanto,
frequentemente a caracteristica tumoral ndo se torna evidente. Desta forma, é
comum que os sinais clinicos sejam confundidos com mastite, abcesso
mamario ou dermatite, prejudicando substancialmente o diagndstico desta
neoplasia (GOMES et al., 2006; SA; REPETTI, 2011).

2.1.4 Diagnostico

A avaliacdo de animais acometidos por TMC deve constar de anamnese
e exame fisico minuciosos, além de exames laboratoriais e de imagem, pois &
0 conjunto destas informacdes que ir4 definir o diagndstico, tratamento e
prognoéstico da patologia (DE NARDI, 2002). No caso dos tumores malignos,
também sdo os dados obtidos através de avaliacdo detalhada que permitem
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determinar o estadiamento da neoplasia, o qual permite indicar a extensdo do
crescimento tumoral e sua disseminagdo (PEREZ ALENZA et al., 1997;
QUEIROGA; LOPES, 2002).

A existéncia de fatores predisponentes a ocorréncia de TMC deve
orientar a investigacdo da anamnese. Portanto, a identificagdo do animal
(idade, sexo e raca), condicdo reprodutiva (ciclo estral regular, niumero de
paricbes, abortos, castracdo, uso de anticoncepcionais e pseudociese),
histérico médico, dieta, data aproximada do aparecimento do primeiro nédulo
mamario e possiveis lesfes tumorais anteriores sdo dados a serem coletados
pelo profissional (CASSALI et al., 2011; DE NARDI, 2002; OLIVEIRA et al.,
2003).

O exame clinico deve constar de avaliagdo das cadeias mamarias e dos
linfonodos regionais, além das caracteristicas gerais que indicam o estado
fisico do animal. Os aspectos referentes a namero, tamanho, consisténcia,
mobilidade, aderéncia aos tecidos adjacentes e ulceracdo dos nodulos sao
critérios importantes durante a avaliacdo clinica. Os linfonodos axilares e
inguinais devem ser examinados quanto ao tamanho, forma e consisténcia,
pois alteracbes destas caracteristicas estdo associadas a ocorréncia de
metastases (LANA et al., 2007;MISDORP, 2002).

Segundo Peleteiro (1994), os 6rgdos mais afetados por metastases de
TMC sao o pulméo e os linfonodos, sendo que os rins, o figado, o baco, a pele,
o encéfalo e o esqueleto também podem ser acometidos. Sao necessarias
radiografias do pulmdo em trés posi¢cdes (ventro-dorsal, latero-lateral direita e
esquerda) para avaliacdo de metastases, sendo que a auséncia de lesdes
tipicas ndo excluem a possibilidade de micro metastases e agravamento futuro
da neoplasia.

Apesar de a histopatologia ser o método diagndéstico de eleicdo para
TMC, a utilizacdo de citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) tem
demonstrado caracteristicas vantajosas como método auxiliar diagndstico
(DALECK et al., 1998). A CAAF pode fazer diagnéstico diferencial com outros
tipos de tumores que podem acometer a regido das glandulas mamarias, tais
como lipomas, linfossarcomas e mastocitomas. E recomendada por ser um
exame rapido, barato e seguro, pois induz injuria tecidual minima, n&o requer
uso de anestesia e produz resultados confiaveis na maioria das vezes

(ZUCCARI, 2001). Também, na avaliagdo dos linfonodos regionais para
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identificacdo de metastases sugere-se o0 uso da CAAF (LANA et al., 2007;
MISDORP, 2002).

Por outro lado, o exame histopatologico analisa a estrutura tecidual em
sua totalidade, pois a arquitetura do tecido estad preservada. Desta forma, a
histopatologia permite identificar: o tipo e a forma de crescimento do tumor
(intraductal, infiltrativo ou invasivo); o grau de infiltracdo nos tecidos e vasos
adjacentes; a histomorfologia tumoral (presenca ou auséncia de pleomorfismo
ou necrose, grau de diferenciacdo, indice mit6tico); e a presenca de margens
cirurgicas livres de células neoplasicas (MISDORP, 1999).

A técnica de coloracdo de rotina utilizada em histopatologia € a
coloracdo por hematoxilina e eosina (HE). No entanto, o uso de técnicas
especiais, tal como a imunohistoquimica, pode auxiliar no diagnéstico de
alguns tipos tumorais. A identificacdo de filamentos intermediérios em tecidos
tumorais utilizando-se a imunohistoquimica pode fornecer informacfes sobre a
histogénese das células neoplasicas. Nesse caso, a marcacao positiva para
citoqueratina indica origem epitelial e marcacéo positiva para vimentina indica
origem mesenquimal (KUSEWITT; RUSH, 2007; ZUCCARI et al., 2002).

2.1.5 Classificacao histolégica TMC

Muitos sistemas de classificacdo histologica dos TMC tém sido
propostos baseados em diferentes fundamentacées, dificultando a comparacao
de resultados entre diversos autores (BENJAMIN et al., 1999; CASSALI et al.,
2011; OLIVEIRA et al.,, 2003; PEREZ ALLENZA, 2000). Misdorp (2002)
descreve trés formas principais de classificacdo dos TMC segundo a utilizacao
de critérios baseados em caracteristicas histogenéticas, morfolégicas
descritivas ou progndsticas.

A classificacdo histolégica da OMS-Armed Forces Institute of Pathology
(AFIP) (Tabela 01), proposta por Misdorp et al. (1999), € a mais amplamente
aceita pelos patologistas. Esta classificacdo é baseada em critérios histoldégicos
e morfoldgicos descritivos, além de considerar fatores relacionados ao
prognéstico dos TMC (MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002). Encontra-se
dividida em quatro grandes grupos: tumores malignos, tumores benignos,
tumores néo classificados, e hiperplasias ou displasias mamarias, sendo que o
primeiro grupo estd organizado por ordem crescente de malignidade
(MISDORRP et al., 1999).
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Tabela 01: Classificacdo Histoldégica de TMC (OMS, 1999).

Tumores Malignos

Carcinoma ndo infiltrativo (in situ)
Carcinoma Complexo

Carcinomas Simples Carcinoma Tubulopapilar
Carcinoma Solido
Carcinoma Anaplasico

Carcinomas de Tipos Especiais Carcinoma de Células Fusiformes
Carcinoma de Células Escamosas
Carcinoma Mucinoso

Carcinoma Rico em Lipideos

Sarcoma Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Outros Sarcomas

Carcinossarcoma

Carcinoma ou Sarcoma em Tumores
Benignos

Tumores Benighos

Adenoma Adenoma Simples
Adenoma Complexo
Adenoma Basalb6ide

Fibroadenoma
Tumor Misto Benigno
Papiloma Ductal

Tumores nao Classificados

Displasias/ Hiperplasias Mamarias

Hiperplasia Ductal

Hiperplasia Lobular Hiperplasia Epitelial
Adenose

Cistos

EctasiaDuctal

Fibrose Focal (Fibroesclerose)
Ginecomastia

Adaptado de: Misdrop et al. (1999).

2.1.6 Tratamento

E recomendada a exérese das massas tumorais como método eletivo de
tratamento dos TMC, exceto nos casos de carcinoma inflamatorio ou presenca
de metastases a distancia. O objetivo da remocao cirargica €& eliminar
completamente o tecido tumoral, mantendo as margens cirdrgicas livres de
tecido neoplasico, o que pode permitir desde a cura completa do animal até a
melhoria na qualidade e no tempo de sobrevida do mesmo (LANA et al., 2007;
MISDORP, 2002; QUEIROGA; LOPES, 2002).
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Varias técnicas cirurgicas podem ser utilizadas para resseccdo de TMC,
sendo que os principais critérios adotados para escolha do procedimento séo:
tamanho do tumor, nimero de formacgdes, aderéncia aos tecidos adjacentes,
localizac&o e avaliacdo dos linfonodos regionais (MISDORP, 2002). E possivel
realizar apenas a excisdo do nodulo mamario (lumpectomia/nodulectomia), de
uma unica glandula mamaria (mastectomia simples), de duas ou mais
glandulas mamarias (mastectomia regional), de uma cadeia mamaria
(mastectomia unilateral) ou até mesmo de ambas as cadeias mamarias
(mastectomia bilateral). A retirada dos linfonodos regionais deve considerar a
localizacdo da glandula ou glandulas maméarias afetadas e o seu proprio
acometimento.

Segundo Lana et al. (2007), ndo ha indicios de que cirurgias mais
invasivas resultem em melhores resultados poés-cirlrgicos do que cirurgias
conservadoras, pois nenhuma diferenca na taxa de recorréncia da neoplasia
mamaria e tempo de sobrevida do paciente pode ser observada entre a
mastectomia simples e a mastectomia radical. Portanto, ndo é a técnica
cirirgica empregada, mas a remocao total da massa tumoral, que garante o
melhor prognéstico.

Outros tipos de tratamento podem ser indicados como terapia auxiliar
em casos de tumores inoperaveis, malignos, com presenca de metastases ou
casos de recidiva, tais como: quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia e
imunoterapia. De acordo com De Nardi et al. (2002), a quimioterapia associada
a cirurgia com ampla margem de seguranca pode ser utilizada para prolongar a
sobrevida do animal acometido por TMC. Entretanto, outros autores sugerem a
necessidade de mais estudos a fim de se comprovar a efichcia da
quimioterapia, da radioterapia e hormonioterapia no tratamento de neoplasias
mamarias (LANA et al., 2007; MISDORP, 2002; SILVA et al., 2004).

2.1.7 Prognastico

A definicAo de fator progndstico relaciona-se a uma ou mais
caracteristicas clinicas, patolégicas e biologicas dos individuos envolvidas com
a evolucdo clinica e a sobrevivéncia do paciente na auséncia de terapias
adjuvantes apés a cirurgia. No entanto, o uso de fatores preditivos esta
condicionado a tratamentos especificos e individualizados (CASSALI et al.,
2011).
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Perez Allenza et al. (2000) citam que o conhecimento destes fatores é
importante porque permite estabelecer um prognaostico inicial e tratamento
adequado do paciente. Também, a avaliacdo pds-cirurgica é igualmente
relevante, considerando que parametros clinicos e patolégicos também podem
ser utilizados como predicdo de potencial ocorréncia de recidivas e/ou
metastases.

Lorenzové et al. (2010) analisaram a sobrevida e a causa de mortalidade
de 221 fémeas caninas ap6s remocao cirargica de TMC considerando o tipo
histoldgico do tumor segundo a classificacdo da OMS. O periodo de sobrevida
foi menor para os animais acometidos por carcinomas soélidos e complexos do
que os afetados com os demais tipos histolégicos. Ainda, animais com
adenoma obtiveram maior tempo de vida enquanto o melhor prognoéstico foi
associado aos pacientes com tumores benignos e carcinomas tubulares nao
invasivos. Contudo a causa da morte nesse estudo ndo foi associada com
TMC.

O sistema de estadiamento clinico dos TMC, estabelecido pela OMS,
tem por objetivo auxiliar no planejamento do tratamento e fornecer indicagdes
prognésticas. Ele estd baseado na avaliagdo de trés parametros: tamanho do
tumor primario, auséncia ou presenca de metastases nos linfonodos regionais
e/ou distancia. Com o mesmo intuito, h4 o esquema de classificacdo do grau
histoldgico de malignidade das neoplasias mamarias, o qual avalia indice de
formacdao tubular, pleomorfismo nuclear e atividade mitética (LANA et al., 2007,
MISDORP et al. 1999, 2002).

Além das formas de avaliacdo prognéstica baseadas nos aspectos
clinico-patologicos tem se utilizado novas caracteristicas para predizer o
comportamento dos TMC. Queiroga e Lopes (2002) avaliaram o indice
proliferativo medido pelo PCNA e densidade de micro-vascularizagcdo medida
pelo CD31 como potenciais fatores progndsticos; Queiroga et al. (2005)
indicam que um pior prognéstico estd associado a altos niveis de
ciclooxigenase-2 (COX-2) intratumoral. Como os TMC tém apresentado
incidéncia crescente e complexa variabilidade clinica, o incremento no estudo
de marcadores progndsticos e sua padronizacdo podem permitir seu uso como

fatores progndsticos independentes (CASSALI et al.,2011).
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2.2 Andlise citogenética

A citogenética é a area que pesquisa 0S Cromossomos, estruturas
responsaveis por conservar, transmitir e expressar toda a informacao genética
de um organismo no que se refere a sua morfologia, organizagédo, funcao,
replicagéo, variagao e evolugdo (GUERRA, 1988). O conjunto cromossOmico
de um individuo ou de uma célula, ordenado em pares de homdélogos mais o0s
cromossomos sexuais, incluindo suas caracteristicas de numero, tamanho e
morfologia, chama-se cariotipo (ALBERTS, 2002).

Os cromossomos apresentam-se com melhor visualizagdo ao
microscopio Optico durante a metafase, etapa da meiose ou mitose nas quais
0S cromossomos estdo completamente espiralados e sdo formados por duas
crométides, devido a duplicagdo do DNA ocorrida na fase S do ciclo celular
(HARE et al.,, 1966; KASAHARA, 2009). No caso de mamiferos, o0s
cromossomos metafasicos mitoticos permitem uma melhor analise cariotipica
devido seu alto grau de condensacdo e espalhamento, favorecendo a
contagem do numero diploide, a definicdo de morfologia e a identificacdo dos
cromossomos sexuais (GUERRA; SOUZA, 2002).

Os estudos citogenéticos podem se basear na analise cariotipica de uma
espécie (LINDBLAD-TOH et al., 2005), de populagbes (THOMAS et al., 2009),
de individuos (WINKLER et al., 2006) ou de tecidos (PATEL, 2012). Varios
tecidos ou 6rgaos podem ser utilizados na preparacdo de suspensdes
citologicas para estudos citogenéticos, dependendo da facilidade de obtencédo
ou especificidade do tecido estudado. A literatura cita entre eles: sangue
periférico, medula éssea, baco, pele, fascia, pulméao, figado, rim, testiculo,
cornea e tumores solidos (HARE et al., 1966).

A obtencdo de cromossomos mitGticos pode ser realizada através de
métodos de preparacdo direta ou cultura de células de curto ou longo prazo
(HARE et al, 1966; KASAHARA, 2009). No entanto, as etapas de
colchinizagdo, hipotonizagéo e fixacdo sdo necessérias a ambos os métodos
durante a preparacéo das suspensdes celulares a fim de que elas apresentem
boa qualidade. A solucéo de colchicina tem por objetivo o bloqueio temporario
da divisdo celular durante a metafase, a solucéo hipoténica provoca turgidez da
célula e melhor espalhamento dos cromossomos e a fixacdo permite a

remocao de residuos celulares da suspensédo (KASAHARA, 2009).
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A técnica de preparacdo direta caracteriza-se pela observagdo das
células ativamente em divisdo no tecido como no momento da coleta. E um
meétodo frequentemente utilizado em diversos estudos citogenéticos, como no
caso de insetos (WEBB et al., 1978), peixes (NETTO et al., 2007), anfibios
(BOGART, 1973), répteis (KING; ROFE, 1976), aves (SHOFFNER et al., 1967)
e pequenos mamiferos (FORD; HARMERTON, 1956). Suas vantagens incluem
praticidade, rapidez e baixo custo. A cultura de curto prazo é utilizada
principalmente quando o material € proveniente de sangue periférico, enquanto
a cultura de longo prazo € utilizada para materiais obtidos através de bidpsia de
tecido solido (KASAHARA, 2009).

A coloragcdo convencional dos cromossomos mitéticos de vertebrados é
rotineiramente realizada utilizando-se o corante Giemsa. Esta técnica é
simples, rapida e permite submeter o material corado a outras técnicas
citogenéticas sequencialmente. Contudo, a coloracdo convencional com
Giemsa promove apenas uma caracterizacdo macrocariotipica, identificando
alteracdes cromossdmicas evidentes, como constricdes secundarias em um ou
mais cromossomos, presenca de satélites, quebras eventuais, falhas
cromatidicas, cromossomos marcadores do tipo puntiforme, par heteromorfico
sexual ou autossémico, ocorréncia de cromossomos B, alteracdes numéricas e
certos tipos de rearranjos estruturais (GUERRA; SOUZA, 2002; KASAHARA,
2009).

Outras técnicas que definem “bandas” s&o empregadas para
identificacdo e analise da microestrutura dos cromossomos, pois fornecem uma
diferenciacéo longitudinal dos cromossomos e sdo chamadas de bandamentos
cromossomicos (GUERRA; SOUZA, 2002; KASAHARA, 2009). O termo banda
é definido como uma regido do cromossomo claramente distinta do segmento
adjacente por se apresentar como uma faixa transversal revelada por
procedimentos especiais de coloracdo. As técnicas de bandamento
cromossémico permitem que sejam visualizadas bandas distribuidas ao longo
de todo o comprimento do cromossomo, como uma série continua de bandas
claras ou escuras, ou a observagcdo de um numero restrito de bandas
especificas ou de estruturas do cromossomo (SUMNER, 2003).

Entre as técnicas de bandamento normalmente usadas nas analises
citogenéticas de mamiferos destacam-se o bandamento C, G e Ag-RON.

Inicialmente, estas técnicas foram utilizadas para realizagdo do pareamento de
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cromossomos, porém as técnicas também possibilitam compreender melhor as
alteracdes cromossdmicas que se estabelecem em cada cariotipo (GUERRA,
1998). Com os bandamentos, € possivel identificar inversbes paracéntricas,
translocacdes reciprocas e/ou microdelecdes (SUMNER, 2003).

A técnica de bandamento C consiste na despurinizacdo da molécula de
DNA pelo tratamento com solucédo acida, posterior quebra nos sitios apurinicos
durante o tratamento alcalino e extracdo de DNA durante incubacdo em
solugdo salina aquecida, de acordo com as etapas descritas por Sumner
(1972). As regides de heterocromatina sdo mais resistentes a essa remogao e
podem ser identificadas depois de coradas pela técnica convencional com
Giemsa, gerando as bandas C. Assim, esse método permite identificar regibes
de DNA altamente repetitivo (heterocromaticas), particularmente comuns ao
redor dos centromeros, de onde deriva 0 nome de bandamento C. Contudo as
bandas C também podem ser visualizadas em regides pericentroméricas,
intersticiais, teloméricas, intercaladas as regides organizadoras de nucléolos
(RONSs) ou em cromossomos sexuais e supranumerarios (KASAHARA, 2009).

O bandamento G € a técnica mais utilizada para a identificacdo de
pareamento cromossémico em mamiferos. O método frequentemente adotado
para a realizacdo da técnica € o instituido por Seabright (1971). Neste método,
0S cromossomos sao submetidos a tratamento enzimatico com tripsina e,
posteriormente, corados pela coloracdo convencional, produzindo faixas
transversais com regibes mais coradas do que outras, sendo que as mais
coradas apresentam maior contelddo de AT (KASAHARA, 2009). Nessa
metodologia € possivel comparar caridtipos de espécies relacionadas e
identificar rearranjos estruturais sutis (SUMNER, 2003).

A técnica amplamente utilizada para a deteccdo das regides
organizadoras de nucléolos (RONSs), que inclui o DNAr 45S, é a descrita por
Howel e Black (1980). Nessa metodologia, os cromossomos sdo impregnados
com solucdo de nitrato de prata e uma solucao coloidal para corar as regides
onde se encontram os loci dos genes para RNA ribossémico (RNAr) pela
precipitacdo preferencial de ions de prata. Porém, esse € um método indireto
de mapeamento de genes ribossomais uma vez que as RONs apresentam
afinidade pela prata apenas quando estdo em atividade transcricional no
momento imediatamente anterior a divisdo celular (KASAHARA, 2009). Desse
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modo, esse método parece ser mais adequado para avaliar a expressao de
cistrons ribossomais (SUMNER, 2003).

A coloracdo por fluorocromos base-especificos é outra metodologia
utilizada para a identificacdo de regides repetitivas particulares, ricas em bases
AT ou GC a depender do fluorocromo selecionado. Essa técnica € comumente
empregada em vertebrados inferiores (anfibios e peixes), nos quais 0s sinais
fluorescentes atuam como marcadores citologicos na caracterizacdo de
cariotipos (SUMNER, 2003). Esta técnica é relevante para a determinacdo
citologica da constituicdo molecular de regides heterocromaticas. Por exemplo,
a triplice coloracio com os fluorocromos CMA3/DA/DAPI envolve,
respectivamente, o emprego de corante primario com especificidade para
bases GC, contracorante AT-especifico e corante primario AT-especifico
(KASAHARA, 2009). Em mamiferos, essa metodologia é pouco usada até o

momento.

2.2.1 Citogenética canina

Vérios relatos descrevendo o padrdo cariotipico de cdes ja foram
publicados nos udltimos 100 anos (Reimann et al., 1999) com variacdes do
ndmero diploide entre 50 a 78 cromossomos. Em 1928, Minouchi, analisando
células meidticas caninas identificou o numero diploide do cdo em 78
cromossomos (apud BREEN et al, 2001). Este resultado foi confirmado por
Gustavsson (1964), utilizando cultura de linfécitos de sangue periférico.

Com o advento de novas técnicas, como a hipotonizacdo de células
provenientes de cultura celular (HSU; POMERAT, 1953) e o uso combinado de
colchicina e a técnica de esmagamento (T1JO; LEVAN, 1956), a citogenética de
mamiferos passou por um grande avanco. lgualmente, essas metodologias
permitiram determinar o nimero diploide de 78 cromossomos para a espécie
Canis familiaris (GUSTAVSSON, 1964; HARE et al., 1965).

Em cées, a utilizacdo do método de coloracdo convencional (Giemsa)
permite identificar de forma precisa apenas 0s Cromossomos sexuais, uma vez
que o0s cromossomos X e Y sao metacéntricos e representam,
respectivamente, o maior € 0 menor cromossomo do conjunto. Os demais
autossomos apresentam a mesma morfologia (acrocéntricos) e decrescem
gradualmente em tamanho. Desta forma, com exce¢do do primeiro par que

constitui o maior dos autossomos, 0 reconhecimento inequivoco dos demais



32

pares de homologos através da coloragdo convencional é improvavel (BREEN
et al., 2001).

No inicio da década de 1970, os métodos de bandamento
cromossOmico, permitiram a possibilidade de identificacdo de pares de
homologos (BREEN et al.,, 2001). Selden et al. (1975) foram os primeiros a
publicarem uma descricdo de padrdo de banda G para cromossomos caninos.
Neste relato, foi estabelecido um ideograma com 331 bandas por conjunto
haploide. Em seguida, Manolache et al. (1976) apresentaram um ideograma
com 230 bandas com um arranjo diferente dos cromossomos, utilizando a
técnica de bandamento G. Além disso, estes autores descreveram os padroes
das bandas Q e C do cariétipo canino. Fujinaga et al. (1989) foram os préximos
a propor um ideograma para banda G de cromossomos caninos, seguindo o
padrao definido por Manolache et al. (1976), sendo que o numero de bandas G
por conjunto haploide foi de 228 bandas.

Utilizando a técnica de sincronizacdo de células e seguindo o modelo de
arranjo dos cromossomos definido por Selden et al. (1975), Stone et al. (1991)
apresentaram um ideograma com 327 bandas utilizando bandamento G. No
entanto, Graphodatsky et al. (1995) publicaram um estudo que ndo seguiu o
alinhamento dos cromossomos descrito em nenhum dos trabalhos anteriores,
demonstrando a ocorréncia de 460 bandas nos cromossomos caninos e suas
caracteristicas, através da técnica de bandamento G. Adicionalmente, os
ideogramas para bandamento R foram repetidamente descritos, apresentando
arranjos de cromossomos e numeros de bandas diferentes, de forma analoga
ao ocorrido com as descricbes de bandamento G (HOWARD-PEEBLES;
PRIOR, 1980; MAYR et al., 1986; MORENO-MILLAN et al. 1991; POULSEN et
al., 1990).

Em funcado dessas divergéncias, foi constituido um comité durante o 11°
European Colloquium on Cytogenetics of Domestic Animals (1994) para
padronizar o cariétipo canino. Este grupo considerou que a maioria das
citacOes sobre a caracterizacdo do cariétipo canino era baseada nos estudos
de Selden et al. (1975) e optaram por seguir este padrdao no que fosse possivel
(REIMANN et al., 1999). Os esforcos resultaram na padronizacédo de banda G
dos primeiros 21 pares de autossomos e dos Ccromossomos sexuais
(SWITONSKI et al., 1996).
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Adicionalmente, foi verificado que o desenvolvimento da padronizacéo
para todos os demais 17 pares autossdmicos utilizando apenas a técnica de
bandamento G seria impossivel. Portanto, seria necessaria a introducdo de
técnicas moleculares para a identificacdo dos menores autossomos, tais como
a pintura cromossdmica e o mapeamento fisico de marcadores genéticos, para
identificacdo inequivoca dos menores pares de homadlogos (SWITONSKI et al.,
1996).

Langford et al (1996) desenvolveram a técnica de pintura cromossdémica
para cromossomos caninos, utilizando o método de citometria de fluxo, e
propuseram que isto facilitaria a padronizacdo do cariotipo, considerando que
apenas 0s pares cromossomicos 1 ao 21 eram oficialmente normatizados.

Novamente, o Comité para a Padronizacdo do Cari6tipo Canino foi
indicado para avaliagdo dos 17 autossomos ndo padronizados. Durante essa
segunda etapa, foram combinados estudos de bandamento, hibridac&o
fluorescente in situ (FISH) e pintura cromossémica, quando foi possivel
padronizar todos os 39 pares de cromossomos. Neste caso, para a
identificacdo dos pares de cromossomos homélogos 22 a 38 foi adotado o
padrdo de arranjo descrito por Selden et al. (1975) e para a descricdo de
marcacfes cromossdmicas caracteristicas e numero de bandas foi utilizado o
ideograma adaptado de Reimann et al. (1996) (REIMANN et al., 1999, 2012;
SWITONSKI et al., 1996).

Atualmente, a nomenclatura utilizada em estudos citogenéticos caninos
adota os padrbes definidos pelo Comité de Padroniza¢do do Cari6tipo Canino
(Figura 03), porém, a nomenclatura para a descricdo de alteracbes
cromossbmicas da espécie ndo se encontra estabelecida. Nestes casos,
recomenda-se a utilizacdo da ISCN (1995) como referéncia (REIMANN et al.,
1999).



34



35

3 OBJETIVO
Este estudo tem como objetivo analisar citogeneticamente tumores
sélidos de glandulas mamarias em caes a partir de um protocolo modificado

para obtencédo direta de cromossomos mitoticos de células neoplasicas.



4. CAPITULO |

PROTOCOLO DE PREPARACAO DIRETA PARA OBTENCAO DE
CROMOSSOMOS MITOTICOS A PARTIR DE TUMORES MAMARIOS
CANINOS.
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PROTOCOLO DE PREPARACAO DIRETA PARA OBTENCAO DE
CROMOSSOMOS MITOTICOS A PARTIR DE TUMORES MAMARIOS
CANINOS

4.1 INTRODUCAO

O estudo citogenético de tumores caninos ainda é pouco explorado
(BREEN et al., 2001). Entretanto, as neoplasias representam um problema
clinico importante, especialmente em funcdo da maior longevidade desses
animais com os avancos da medicina veterinaria. Entre elas, destacam-se as
neoplasias mamarias como principal processo oncoldgico canino devido sua
elevada incidéncia (CASSALI et al, 2011). Adicionalmente, apos o
sequenciamento do genoma canino (LINDBLAD-TOH et al., 2005), descobriu-
se que muitas caracteristicas genéticas dos caes sdo similares a dos humanos,
tornando-os excelente modelos para estudos da base genética do cancer em
humanos (ARLEY, 2012; KHANNA et al., 2006).

Desta forma, h& grande interesse na ampliacdo de trabalhos sobre as
alteracdes cromossémicas que ocorrem nas ceélulas tumorais caninas, pois
estes estudos podem oferecer beneficios a ambas as espécies (HARE et al.,
1966; REIMANN-BERG et al.,, 2012). Neste sentido, a contribuicdo da
citogenética para a identificacdo das alteracdes cromossdmicas que estao
associadas a ocorréncia de tumores favorece o aprimoramento das técnicas
diagnésticas e prognodsticas (BREEN, 2008; DEVITT et al., 2009; SARGAN et
al., 2005; SUMNER, 2003).

O passo inicial para realizacdo de estudos cromossdmicos € a obtencao
de células em metafase, pois durante esta fase do ciclo celular os
cromossomos encontram-se individualizados e condensados, passiveis de
visualizacdo ao microscopio 6ptico. A suspensdo celular pode ser obtida
através de diferentes metodologias que tém em comum: a obtencéo de tecidos
com células em divisédo, tratamento com colchicina para interrupcéo das células
em metafase, hipotonizacdo para espalhamento dos cromossomos e fixacao do
material (HARE et al., 1966; KASAHARA, 2009).

Considerando essas caracteristicas, € compreensivel a grande
quantidade de informagfes citogenéticas sobre leucemias e neoplasias
hematopoiéticas uma vez que elas estdo associadas a maior facilidade em se

obter boas preparacfes cromossdmicas do cultivo de células sanguineas em
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relacdo aos tecidos solidos (SUMNER, 2003). Ainda, os tumores soélidos
geralmente apresentam baixo indice mitotico exigindo cultivos celulares de
longo prazo, processo metodologicamente complexo e capaz de gerar uma
linhagem portadora de alteragdes cromossoOmicas que nao refletem a
constituicdo cariotipica do tumor no individuo (SANDBERG et al., 1988).
Apesar dessas limitacdes, o cultivo celular de curto ou longo prazo ainda € a
técnica mais frequentemente utilizada na obtencdo de cromossomos em
tumores solidos (DEVITT et al., 2009; REIMANN-BERG et al., 2012; SARGAN
et al., 2005).

As técnicas de cultivo celular dependem de infraestrutura especializada
incluindo, por exemplo, fluxo laminar para manutencdo de ambiente asseéptico e
microscépio invertido para monitoracdo da multiplicacdo das células no frasco
de cultura. Assim, esse ndo pode ser considerado um método de rotina, pois
ainda sdo poucos os laboratdrios de diagnostico e clinicas devidamente
equipados, especialmente em paises em desenvolvimento. Além disso, a
realizacdo de cultura celular carece de padronizacdo das técnicas de cultivo,
por vezes consumindo muitos investimentos em testes para que se possa obter
boa multiplicacao celular in vitro (KASAHARA, 2009).

Por outro lado, a técnica de preparacdo direta € uma forma simples e
rapida de se obter preparacdes cromossémicas, amplamente utilizada em
estudos citogenéticos de insetos (WEBB et al., 1978), peixes (NETTO et al.,
2007), anfibios (BOGART, 1973), répteis (KING; ROFE, 1976), aves
(SHOFFNER et al., 1967) e pequenos mamiferos (FORD; HARMERTON,
1956). Nesse método, objetiva-se a visualizacdo, em poucas horas, das células
em divisdo exatamente como no momento da coleta desde que tecidos em
divisdo celular possam ser obtidos (HARE et al., 1966; KASAHARA, 2009).

Considerando que as células neoplasicas progridem continuamente em
divisdo celular (KUSEWITT; RUSH, 2007), a padronizacdo de um método
direto para obtencéo de preparacdes cromossdmicas de canceres sélidos em
cées é hipoteticamente possivel. Por isso, esse trabalho buscou adaptar a
preparacao citogenética direta para tumor mamario canino (TMC) como método

alternativo para a rotina laboratorial e pesquisa citogenética em caes.
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4.2 MATERIAL E METODOS

As coletas de materiais foram realizadas no Hospital Veterinario da
Universidade Estadual de Santa Cruz (HOSPVET/UESC), em lIhéus/BA, e na
Clinica Veterinaria Saude Animal, na cidade de Jequié/BA. A analise
histopatolégica foi realizada no Laboratério de Anatomia Patolégica (LABAP)
pertencente ao Hospital de Medicina Veterinaria Professor Renato Medeiros
Neto da Universidade Federal da Bahia (HOSPMEV/UFBA). As andlises do
material para estudo citogenético foram realizadas no Laboratério de Bactérias
Aerobbicas da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), em Ilhéus/BA, e no Laboratorio de Citogenética do
Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual do Sudoeste

da Bahia (UESB), campus Jequié.

4.2.1 Animais

Foram utilizadas 10 fémeas caninas para coleta de material, com
ocorréncia espontanea da neoplasia, atendidas entre janeiro e julho de 2012.
Cinco animais eram provenientes de atendimento clinico veterinario no
HOSPVET/UESC e os demais foram atendidos na Clinica Veterindria Saude
Animal. Estas fémeas foram diagnosticadas clinicamente como portadoras de
neoplasia mamaria e receberam indicacdo cirdrgica para remocao do tumor ou
tumores como parte do protocolo de tratamento. Todos os animais realizaram

exames clinico e laboratorial como requisito pré-cirurgico.

4.2.2 Coleta e analise anatomo-histopatolégica

Para caracterizacdo anatomo-histopatolégica, imediatamente apos a
remocao cirargica do tumor, foram retirados fragmentos do tecido tumoral e
obedecidas as normas basicas de colheita e fixacdo dos fragmentos em
solugdo formol tamponada a 10% por 24 horas, incluindo preenchimento de
formulario com os dados do animal e histérico da patologia. Posteriormente, as
amostras devidamente identificadas foram mantidas em &lcool 70° até envio
para analise no Laboratério de Anatomia Patolégica (HOSPMEV/UFBA). No
Laboratorio de Anatomia Patologica (HOSPMEV/UFBA) os fragmentos foram
emblocados em parafina e microtomizados para montagem das laminas, e, por
fim, corados com hematoxilina-eosina e avaliados através de microscopia de

luz.
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4.2.3 Coleta e andlise citogenética do tumor

A remocdo do tumor de mama foi realizada mediante procedimento
cirdrgico, utilizando-se a técnica adequada de acordo com o aspecto fisico da
neoplasia. Apds a exérese do tumor ou tumores, quando existiu mais de uma
massa tumoral no animal, foi realizada a coleta de tecido para exame
citogenético. Seguindo se os padrées de obtencdo de fragmentos
representativos, foram coletados 3 a 4 fragmentos de aproximadamente
1x1x1cm de cada massa tumoral e acondicionamento das amostras em meio
RPMI 1640 resfriado. Na presenca de mais de uma formacdo tumoral no
animal, as amostras de cada tumor eram coletadas separadamente. O material
foi mantido em refrigeracdo até a chegada ao laboratério de citogenética por,

no maximo, 1 h.

4.2.4 Obtencéo de cromossomos mitoticos das células tumorais

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos mitoticos das células
tumorais foi a descrita por Netto et al. (2007) com modificagdes conforme
descrito a seguir.

Em condi¢cdes assépticas, fragmentos tumorais imersos no meio de
cultura foram mecanicamente fracionados com tesoura e, posteriormente,
raspados com auxilio de lamina cirdrgica (acoplada a um cabo de bisturi) e
pinca dente de rato. A solucdo resultante foi filtrada em compressa de gaze
para remocao de fragmentos maiores. Em seguida, a solucao foi transferida
para tubo conico de 15 ml e meio RPMI 1640 recém-descongelado foi
adicionado até completar o volume de 9,5 ml.

Em seguida, cinco gotas de colchicina (0,05%) foram adicionadas ao
tubo e a solucdo foi homogeneizada com pipeta Pasteur procedendo a
incubacédo a 38°C por 30 minutos. Posteriormente, o material foi centrifugado a
1000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante
ressuspendido em 10 ml de solucéo hipotdnica (KCI 0,075 M).

Apo6s 20 minutos de hipotonizacdo a 38°C, cinco gotas de fixador Carnoy
(75% de metanol e 25% de acido acético) gelado e recém-preparado foram
adicionadas para prefixacdo e a solugdo foi homogeneizada. Novamente, o
material foi submetido a centrifugacéo por 10 minutos a 1000 rpm.

Descartou-se o sobrenadante apds a centrifugacdo e adicionou-se 8 ml

de fixador Carnoy, homogeneizando-se o material com auxilio de pipeta
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Pasteur e submetendo-o a centrifugacdo novamente por 10 minutos a 1500
rom. O procedimento de fixacdo do material foi repetido por 3 vezes para se
retirar restos celulares da suspensédo. Apos a ultima fixacdo, adicionou-se ao
pellet 2 ml de fixador e, ap6és homogeneizacdo, a suspensdo celular foi

transferida para microtubos Eppendorf para estocagem a -20°C.

4.2.5 Preparo das laminas para coloragao

Laminas para microscopia, lavadas e mantidas em alcool 70°, eram
colocadas imersas em agua destilada em banho-maria a 60°C. Depois de
aquecidas, a suspenséo celular foi pingada nas laminas com filme de agua em
sua superficie. Depois da secagem as laminas estavam prontas para serem

utilizadas com a técnica de coloracao.

4.2.6 Técnica de coloracdo convencional

As metéafases provenientes dos fragmentos de tecidos neoplésicos foram
coradas pelo método convencional para estabelecimento do nimero diploide e
férmula cariotipica de cada amostra. As laminas foram coradas com corante
Giemsa diluido a 10% em tampéo fosfato (pH 6,8) por 10 minutos. Lavadas em

adgua destilada e, apés secas, analisadas em microscopio éptico.

4.2.7 Analise das metéafases
As melhores metafases foram fotografadas em microscopio Olympus
BX51 sob aumento de 1000x acoplado com sistema digital de captura de

imagens Image ProPlus (Media Cybernetics).

4.3 RESULTADOS

A analise histopatolégica identificou mais de um tipo histoldgico em cinco
materiais (Tabela 01), porém apenas do material nimero 1 foram coletadas
amostras separadamente para andlise citogenética, pois se tratava de massas
tumorais diferentes em um mesmo animal.

Cromossomos mitéticos estavam ausentes nas suspensfes celulares
em apenas duas amostras entre os 10 materiais analisados, tomando por base
a analise de cinco laminas para cada preparacdo obtida. Os materiais 7 e 9
apresentaram classificacdes histolégicas que ndo permitiram suas respectivas

analises como de células provenientes exclusivamente de TMC. Portanto, as
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suspensfes celulares de todos estes materiais foram consideradas
inadequadas para analise citogenética de células neoplasicas de TMC.

Dos demais materiais, foram analisadas no minimo 30 metafases ou
pelo menos as metéfases presentes apds varredura de 10 laminas com a
mesma preparacdo cromossOmica. Os materiais que obtiveram melhores
resultados quanto a presenca de cromossomos mitéticos foram os materiais 1,
5, 6, 8 e 10, enquanto os materiais 2, 3 e 7 apresentaram em média 1 metafase
por lamina (Tabela 01).

Em relagcdo a qualidade das suspensdes celulares, os materiais, em
geral, apresentaram espalhamento insuficiente dos cromossomos mitéticos,
sendo frequentemente observadas sobreposicdes de cromossomos. Também,
foi possivel identificar diferentes graus de condensagdo dos cromossomos

entre os materiais, ora mais distendidos ora mais condensados.

Tabela 01: Classificacao histol6gica das amostras de TMC e namero de células

metafasicas por amostra das preparacdes citogenéticas.

Amostra Classificacao histolégica | Numero de metafases
Individuo 1 — amostra 1 Carcinoma complexo 36
Individuo 1 — amostra 2 | Carcinoma em tumor misto 0

e papiloma ductal
Individuo 2 Carcinoma papilar 13
Individuo 3 Carcinoma papilar e 10
Carcinoma papilar ductal

Individuo 4 Carcinoma em tumor misto 0

Individuo 5 Carcinoma em tumor misto 30

Individuo 6 Adenoma papilar, Adenoma 30

tubulo-papilar e Adenoma

papilar com area focal de
transformacao
carcinomatosa

Individuo 7 Carcinoma papilar, 10
Hiperplasia lobular e Tumor
misto benigno

Individuo 8 Carcinoma papilar 30

Individuo 9 Glandula mamaria em 0

lactacéo, Carcinoma em

tumor misto e Carcinoma
papilar

Individuo 10 Carcinossarcoma 105
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4.4 DISCUSSAO

A existéncia de mais de um tipo histolégico em diferentes partes de um
mesmo nodulo ou em diferentes tumores de um mesmo animal pode ocorrer
em TMC (CASSALI et al., 2011), o que foi confirmado em metade dos casos
estudados neste trabalho. Considerando-se esta possibilidade, € apropriado o
acondicionamento individualizado de fragmentos de TMC para a avaliacdo
citogenética a fim de se evitar erros de coleta e de preparacdes citogenéticas
com diferentes diagnosticos histolégicos em uma mesma suspensdo celular
(caso dos materiais 7 e 9). No entanto, diferentes classificagdes histologicas de
TMC em um mesmo material nem sempre comprometem a viabilidade da
analise citogenética da suspensao celular, pois estas diferencas diagndsticas
podem ser apenas em relacdo a organizacgao estrutural do tecido, ndo afetando
a sua caracterizacao celular (caso dos materiais 3 e 6).

A dificuldade de se observar metafases em suspensao celular a partir de
tumores solidos, utilizando-se a preparacdo direta pode ndo estar apenas
associada ao baixo indice mitético (SANDBERG et al., 1988), mas a dificil
dissociacao do tecido so6lido no meio de cultura. A inadequada dissociacédo do
tecido forma agregados celulares que podem mascarar a presenca de
metafases. Uma alternativa para este problema seria o uso prévio de
tratamento enzimatico com colagenase como indicado para 0s materiais
sujeitos a cultivo celular (REIMANN-BERG et al., 2012), o que deve propiciar
uma melhor desagregacao celular e aumentar as chances de visualizacéo de
Cromossomos mitoticos.

O nuamero de metafases analisadas para caracterizacdo do cariétipo de
tumores varia entre estudos citogenéticos (MAYR et al., 1990; REIMANN et al.,
1999; WINKLER et al., 2005; WINKLER et al., 2006), porém a avaliacdo de
pelo menos 30 metéafases € frequente. Desta forma, observa-se que cinco dos
materiais estudados permitiram esta contagem em menos de 10 laminas
analisadas, indicando que suspensdes celulares obtidas com a técnica de
preparacao direta podem fornecer um numero satisfatorio de metafases para
estudo de células neoplésicas de TMC.

Segundo Kasahara (2009), apesar das etapas de colchinizacéo,
hipotonizagcdo e fixagdo serem procedimentos fundamentais para se obter
cromossomos mitéticos de boa qualidade para analise do cariotipo, diversos

fatores podem influenciar os resultados citogenéticos, desde os tipos celulares
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e a espécie estudada até metodologia adotada e o0s protocolos técnicos
padronizados em cada laboratério. Neste estudo optou-se por utilizar o mesmo
protocolo para todos os materiais a fim de testar sua ubiquidade como método
de andlise citogenética de TMC.

Entretanto, foi possivel observar entre as suspensbdes celulares
diferentes padroes de espalhamento, individualizacdo e condensacdo dos
cromossomos metafasicos (Figura 01). Esses resultados corroboram as
observacdes de Netto et al. (2007) que, em protocolo citogenético para peixes,
afirmam que variacbes na qualidade das metéfases pode requerer
desenvolvimento ou adaptacdes da técnica de acordo com o objeto de estudo.
No caso do TMC, sugere-se testar diferentes concentracbes de solucdo de
colchicina e diferentes tempos de hipotonizagdo em um mesmo tecido tumoral
a fim de se obter melhores resultados. Outro fator prejudicial no espalhamento
e individualizacdo dos cromossomos € a presenca de residuos citoplasmaticos
na suspensao (KASAHARA, 2009). Como forma de solucionar este problema, a
realizacdo de varias lavagens, o uso de produtos que retirem o contetdo
citoplasmatico durante a fixacao e a diluicdo apropriada da solucao pode levar
a melhoria da qualidade da preparacéo citoldgica, visto que as preparacoes a
partir de tecido soélido apresentam alta celularidade.

Cabe ressaltar que o0 uso desta técnica permite que estudos
citogenéticos na area de oncologia canina possam ocorrer com mais
constancia devido a simplicidade de instalacfes e equipamentos necessarios a
sua realizacdo. Embora nao fosse o objetivo central desse trabalho, foi possivel
observar diferentes constituicbes cromossémicas entre o0s tipos tumorais
estudados (Figura 01), onde as variagcbes do numero diploide, tanto em
tumores benignos quanto malignos (Figura 01A e 01B) podem apresentar
padrdes proximos ao descrito para células de cades higidos (2n=78). Portanto,
este trabalho estimula pesquisadores citogeneticistas da area de oncologia
canina a adotar esta metodologia, pois estudos com tumores sélidos em caes
irdo fornecer mais informacbes sobre as alteragcbes cromossOmicas das
neoplasias caninas beneficiando estes animais e os estudos comparativos com

a citogenética oncolégica humana.
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4.5 CONCLUSAO

O protocolo de preparacdo direta para obtencdo de cromossomos
mitéticos a partir de tumores mamarios caninos permite concluir que a
utilizacdo desta técnica favorece o estudo da citogenética de tumores caninos
em laboratérios menos equipados e a baixo custo. Contudo, alteragbes dos
procedimentos metodoldgicos aqui testados ainda sdo necessarias para

aumentar principalmente a qualidade do espalhamento dos cromossomos.
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ESTUDO CITOGENETICO DE CARCINOMAS MAMARIOS EM CAES

5.1 INTRODUCAO

As neoplasias mamarias sdo as que apresentam maior incidéncia entre
os diversos tipos de tumores que o0s caes podem desenvolver
espontaneamente. Os tumores mamarios sao responsaveis por mais de 50%
dos processos oncolégicos nesta espécie (DALECK et al.,, 1998). Raras em
machos (BENJAMIN et al., 1999; RUTTEMAN et al., 2001), essas neoplasias
acometem principalmente fémeas maduras (BENJAMIN et al.,, 1999; DE
NARDI, 2002; OLIVEIRA FILHO, 2010).

Os dados de literatura sdo conflitantes em relagéo a frequéncia de TMC
benignos e malignos (HELLMEN, 1993; MISDORP, 2002; OLIVEIRA, 2003),
embora varios autores relatem frequéncias aproximadamente equivalentes
(50%) para ambos (DALECK et al., 1998; HELLMEN, 2005; MISDORP, 2002).
Os carcinomas sao citados como os TMC de ocorréncia mais frequente entre
os tipos histolégicos malignos, com frequente emissdo de metastases para
linfonodos e pulmdes (DALECK et al., 1998; LANA et al., 2007).

O carcinoma mamario canino € uma neoplasia de origem epitelial,
caracterizada como uma doenca heterogénea de grande diversidade
histomorfologica (MISDORP, 1999). Classificam-se, segundo a OMS (1999),
como carcinoma in situ, carcinoma simples, carcinoma complexo e carcinomas
do tipo especial. Os carcinomas simples séo formados por um Unico tipo celular
e dividem-se, em ordem crescente de malignidade, como tubulo-papilares (com
as variacbes tubular e papilar), sélidos e anaplasicos. Os carcinomas
complexos diferenciam-se dos de tipo simples porque sédo formados por células
epiteliais e mioepiteliais.

Estudos citogenéticos de tumores em cdes sdo escassos quando
comparados aos estudos em humanos (REIMANN-BERG et al., 2012). Talvez
esse fato esteja relacionado as dificuldades da citogenética canina, pois o
caridtipo dessa espécie é formado por grande numero de cromossomos
(2n=76) com morfologia e tamanho semelhantes (REIMANN et al., 1999).
Todos 0s autossomos sdo acrocéntricos enquanto 0S Cromossomos sexuais
sdo metacéntricos, sendo o X de tamanho similar ao primeiro par autossémico
e 0 Y o cromossomo de menor tamanho (BREEN et al., 2001; REIMANN et al.,
1999).
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Metafases tumorais de cées, tanto de neoplasias benignas como
malignas, tendem a apresentar aberracdes cromossdémicas numeéricas ou
estruturais (REIMANN et al., 1999). Geralmente, as aberra¢cdes numéricas, em
especial as fusdes céntricas, ocorrem com mais frequéncia do que as
estruturais nos casos de tumores caninos (DEVITT et al., 2009). De modo
geral, os tumores mesenquimais apresentam mais alteracbes cromossomicas
do que os tumores epiteliais (REIMANN et al., 1999).

Devido as semelhancas entre diversas doencas genéticas em caes e
humanos, a espécie canina é utilizada como modelo de estudo para tais
patologias, inclusive para varios tipos de cancer (OSTRANDER et al., 2000;
STRANDBERG; GOODMAN, 1974; WINKLER et al., 2005). Por exemplo, em
um caso de carcinoma de préstata canino foi encontrada polissomia do
cromossomo 13. Esse tipo de tumor é similar aos encontrados nos humanos e
a equivaléncia entre os cromossomos 13 e 8 de cada espécie sugere a
existéncia de uma regido homeodloga desempenhando importante papel no
aparecimento desta anomalia tumoral (WINKLER et al., 2006).

Assim, os estudos citogenéticos de tumores em cées permitem
identificar alteragbes especificas dos cromossomos relacionadas a ocorréncia
da doenca e aprofundar o conhecimento nas pesquisas oncoldgicas de ambas
as espécies (REIMANN et al.,1999; BREEN, 2008). E possivel, entdo, inferir
que tais estudos vado conduzir a melhorias no diagndstico, tratamento e
profilaxia dos tumores tanto em céaes quanto em humanos.

Considerando essas possibilidades, este trabalho objetivou avaliar
comparativamente o cariotipo de linfécitos periféricos e de células tumorais de
carcinomas mamarios de fémeas caninas. Buscou-se determinar as possiveis
alteracdes cromossObmicas de carater numérico e, quando possivel, as

alteracdes cromossémicas estruturais.

5.2 MATERIAL E METODOS

As coletas de material foram realizadas na Clinica Veterinaria Saude
Animal na cidade de Jequié/BA. A analise histopatolégica foi realizada no
Laboratério de Anatomia Patoldogica (LABAP) pertencente ao Hospital de
Medicina Veterinaria Professor Renato Medeiros Neto da Universidade Federal

da Bahia (HOSPMEV/UFBA). As analises do material para estudo citogenético
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foram realizadas no Laboratério de Citogenética do Departamento de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus Jequié.

Foram utilizadas trés fémeas caninas atendidas entre janeiro e julho de
2012, com ocorréncia espontanea da neoplasia, para coleta de sangue
periférico e tecido tumoral mamario. Os animais incluiram uma cadela da raga
poodle (10 anos de idade) e duas sem raca definida com 13 e 9 anos de idade.

A coleta do sangue para analise citogenética foi realizada imediatamente
antes do animal ser encaminhado ao procedimento cirargico. Foi puncionada a
veia cefalica com auxilio de seringa descartadvel com agulha 25x7 mm para
retirada de 3 ml de sangue venoso, o qual foi acondicionado em tubo contendo
0 anticoagulante heparina sddica. O material foi mantido refrigerado, por no
méaximo 1 h, até a chegada ao laboratério para realizagdo da cultura celular.

Cerca de 16 gotas do sangue coletado foram semeadas em 5 ml de
meio de cultura para cariétipo (meio RPMI 1640 com HEPES, soro fetal bovino
e fitohemaglutinina) em condi¢cdes assépticas. O material foi incubado em
estufa a 38°C por 71lhoras e 30 minutos.

Os cromossomos mitoticos da cultura de linfocitos seguiu o protocolo
descrito por Moorheard et al. (1960) com modificacbes conforme descrito a
sequir.

Apos o periodo de incubacdo, foram adicionadas quatro gotas de
colchicina (0,025%), homogeneizando-se levemente o frasco. Novamente, 0
material voltou a estufa ajustada para 38°C por 30 minutos. Decorrido este
periodo, o conteudo foi transferido para tubo conico de 15 ml e centrifugado por
10 minutos a 1500 rpm.

O sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 10 ml de
solucéo hipoténica (KCI 0,075M) e incubado a 38°C por 20 minutos. Apds esta
etapa, acrescentou-se 10 gotas de fixador Carnoy (75% de metanol e 25% de
acido acético) gelado e recém-preparado para prefixacdo, homogeneizou-se o
material e centrifugou-se por 10 minutos a 1500 rpm.

Descartou-se o0 sobrenadante apds a centrifugacdo e adicionou-se 8 ml
de fixador Carnoy, homogeneizando-se o material com auxilio de pipeta
Pasteur e submetendo-o a centrifugagcdo novamente por 10 minutos a 1500
rom. A fixacdo do material foi repetida por trés vezes para se retirar restos

celulares da suspensédo. Apos a ultima fixacdo, adicionou-se 2 ml de fixador ao
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pellet. Ap6s homogeneizacdo, o material foi transferido para microtubos
Eppendorf para estocagem a -20°C.

As coletas e analises histopatoldgicas e citogenéticas dos TMC foram
similares as descritas no capitulo anterior. O preparo das laminas, coloracao
convencional e andlise das metafases também seguiu a mesma metodologia

citada anteriormente.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 207 metafases foi analisado das trés fémeas caninas, sendo
119 metafases de linfocitos periféricos e 88 metafases de células provenientes
de carcinomas. Os dados referentes a idade dos animais, classificacdo
histolégica dos carcinomas, numero de metafases analisadas de linfocitos
periféricos e de células tumorais de carcinomas encontram-se na tabela 01.

A faixa etéria dos caes estudados corrobora os dados da literatura sobre
a maior predisposi¢do dos animais maduros ou idosos ao acometimento por
tumores mamarios (BENJAMIN et al., 1999; DE NARDI, 2002; OLIVEIRA
FILHO, 2010). Em relacdo a classificacdo dos carcinomas, a presenca do
carcinoma em tumor misto nesta pesquisa contribui com o estudo citogenético
de um dos tipos de tumores mamarios mais frequentes em cadelas (CASSALI

et al., 2011).

Tabela 01: Dados dos individuos, tipo histolégico do tumor e indice mitético das

amostras de carcinomas mamarios e dos linfécitos periféricos.

Individuo | Idade Classificacao N° de N° de
histolégica metafases metafases
(sangue) (tumores)
1 10 anos | Carcinoma complexo 42 43
5 13 anos | Carcinoma em tumor 30 27
misto
8 9 anos Carcinoma papilar 47 18

A partir da contagem de cromossomos nas metafases de linfocitos
periféricos e células tumorais desses individuos foi possivel definir os numeros
diploides modais e variag6es numeéricas nos cromossomos (Tabelas 02 e 03).

Observando a distribuicdo dos numeros diploides entre as células do

sangue periférico e dos tumores, observa-se a manutencdo do numero modal
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Tabela 02: Nameros diploides encontrados nas células de linfocitos periféricos de cées portadores de carcinomas mamarios.

individuo Numeros diploides de linfécitos Total
49 53 57 59 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 717 78
1 2 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 1 2 2 1 14 42
5 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2 17 30
8 2 1 1 2 5 6 7 7 16 47
Total 2 1 1 1 1 1 2 1 5 4 4 3 2 4 5 3 5 8 9 10 47 119
% 1,7 08 08 08 08 08 1,7 08 42 34 34 25 1,7 34 42 25 42 6,7 7,6 84 39,5 100,0
Tabela 03: Numeros diploides encontrados nas células neoplasicas de carcinoma mamario canino.
individuo Numeros diploides de células neoplésicas Total
41 42 48 58 60 64 66 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81
1 2 1 1 5 8 13 9 2 2 43
5 1 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3 5 3 2 27
8 1 3 4 1 1 6 2 18
Total 1 1 1 1 1 1 1 2 1 6 7 9 12 24 12 6 2 88

% i1 11 11 112 12 11 11 23 11 68 80 10,2 136 273 136 6,8 2,3 100,0




53

padrdo da espécie (2n=78). Contudo, algumas células neoplasicas (22,6%)
apresentaram numeros diploides superiores, variando de 2n=79 a n=81.

Numeros diploides inferiores a 2n=78 foram observados tanto em células
linfocitérias como neoplasicas. Enquanto a variagdo para numeros inferiores ao
descrito para espécie normalmente € atribuida a artefatos técnicos como
espalhamento excessivo de cromossomos de células com numeros diploides
altos ou cromossomos encobertos por outras estruturas (BREEN et al., 2001;
REIMANN et al.,, 1999), os numeros elevados (>78) devem ter algum
significado bioldgico, indicando a ocorréncia de fissées cromossdmicas.

Esses dados sdo similares aos descritos por outros autores em
diferentes tumores caninos. Por exemplo, Mayr e Kramberger-Kaplan (1992)
analisaram citogeneticamente trés sarcomas mamarios de caes e relataram
que 60% das células neoplasicas apresentavam 2n=78 sem alteracdes
detectaveis. Em um caso de melanoma maligno, Mayr et al. (1992) também
observaram que metade das metafases analisadas tinha nameros
cromossOmicos normais.

Considerando que a maioria dos tumores tem natureza clonal
(KUSEWITT; RUSH, 2007), a presenca de metafases de tecido tumoral sem
mudancas de 2n pode ser justificada, visto que € a partir destas células que se
inicia a transformacé&o neoplasica.

Por outro lado, outros estudos com carcinomas mamarios ja relataram
alteracbes numéricas do tipo hipodiploidia, hiperdiploidia e numero
cromossémico proximo a tetraploidia (OWEN et al., 1977, 1981; ELSE et al.,
1982;NORVALL et al., 1984; WOLFE et al., 1986). Mayr et al. (1991) ainda
detectaram trissomia do par 1 e monossomia do X em animais com carcinoma.
Desse modo, os niumeros maiores que 2n=78 em células de carcinomas das
amostras estudadas pode ser portadora de alteracfes similares (trissomias),
ainda que em frequéncia reduzida em relacdo ao descrito pelos autores
supracitados.

A andlise cariotipica das metafases selecionadas nesse trabalho
permitiu comparar a estrutura cromossémica das células normais com as
tumorais (Figuras 01 a 03). Além das variagbes numeéricas jA& comentadas,
foram encontradas alteracbes estruturais nas analises realizadas nos

cromossomos em metafases da preparacéo direta de células tumorais nos trés
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animais. Mesmo considerando a ligeira diferenca no grau de condensacao do
par 1 no cariétipo dos linfocitos do individuo 1 (Figura 01A), é possivel observar
gue um dos cromossomo do par 1 em células neoplasicas tem tamanho muito
superior ao do cromossomo sexual (Figura 01B), caracterizando
heteromorfismo do par 1. Nas células tumorais do individuo 5 é observada a
presenca de um metacéntrico extra (Figura 02B e 02C), enguanto
cromossomos submetacéntricos, provavelmente o cromossomo sexual, foram
identificados nas células de carcinoma do individuo 8 (Figura 03B).

O cromossomo do par 1 com tamanho superior ao normal (Figura 01)
sugere duplicacdo de segmento cromossémico ou translocacdo néo-reciproca
com outro cromossomo do complemento, uma vez que nado foi possivel
estabelecer com precisdo o cariétipo das células do carcinoma complexo. No
individuo 5, a ocorréncia de cromossomo metacéntrico pequeno pode ser
considerado um cromossomo extra, comumente encontrado em diferentes tipos
tumorais (BARTNITZKE et al., 1992; MAYR et al., 1990; MAYR; ESCHBORN,
1991; MAYR; KRAMBERGER-KAPLAN, 1992) ou fusdo com perda de
segmentos cromossOmicos entre dois acrocéntricos. Por outro lado, a
modificagcdo do cromossomo sexual no individuo 8 pode ser atribuida a
inversao pericéntrica.

Alteracbes estruturais sdo amplamente descritas em estudos
citogenéticos de tumores em caes, incluindo delecdes e fusées céntricas nos
cromossomos 5/6, 5/14, 7/15, 9/17 e delecdo do cromossomo 1 em
hemangiopericitoma (MAYR et al.,, 1990). Fusdes céntricas também sao
comuns entre os cromossomos 1/3, 1/30, 2/19, 3/19, 12/18 e 13/17 em
osteossarcoma (MAYR; ESCHBORN, 1991). Em tumores sélidos caninos,
tanto fusbes céntricas como translocagéo foram identificadas (MAYR, 1994).

A diversidade de alteracfes estruturais descrita nesse trabalho confirma
gue os carcinomas mamarios sdo heterogéneos e podem estar associados a
diferentes rearranjos. Esse é um resultado diferenciado do observado, por
exemplo, em tumores venéreos caninos, onde fusbes cromossdmicas com
reducdo do 2n=78 sao identificadas em todos os casos (MUKARATIRWA,
GRUYS, 2003). O uso de marcadores refinados com bandamentos que
identifiqguem os pares ou sondas cromossomo-especificas pode auxiliar na
confirmacéo das altera¢cdes microestruturais aqui propostas. Da mesma forma,

a ampliacdo dos estudos em outras amostras de carcinoma com a mesma
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classificac@o histolégica é importante para verificar se as diferentes alteracdes

encontradas podem ser associadas a tipos especificos de carcinoma.

5.4 CONCLUSAO

Apesar do potencial diagnéstico e prognostico da citogenética de
tumores caninos, a heterogeneidade do comportamento cromossomico de
células de carcinomas mamarios caninos dificulta a utilizacdo da citogenética
para diagnostico de carcinoma quando se utiliza unicamente a coloracdo

convencional.
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ESTUDO DE CASO: ASPECTOS CITOGENETICOS DE UM
CARCINOSSARCOMA MAMARIO CANINO

6.1 INTRODUCAO

A classificagdo da OMS (1999) define carcinossarcoma como um tipo
neoplasico constituido pela presenca de componentes epiteliais e
mesenquimais. O carcinossarcoma apresenta ocorréncia esporadica na
espécie canina, com crescimento tumoral rapido e periodos de sobrevivéncia
pés-cirargica prolongados (MISDROP et al., 1999). Sdo tumores raros em
mulheres e tém um prognéstico desfavoravel em comparagcdo com outros tipos
de carcinomas (TOKUDOME et al., 2005). No cao, as caracteristicas clinicas e
patolégicas sdo semelhantes as descritas em humanos (Cassali et al., 2011).

Em termos citogenéticos, ha mais de 62 000 cariétipos de neoplasias
sao listados em humanos (MITELMAN DATABASE OF CHROMOSOME
ABERRATIONS AND GENE FUSIONS IN CANCER; 2013). No entanto, em
cées, o estudo citogenético dos tumores € um grande desafio, pois o cariétipo
canino estd entre os mais complexos dentre os mamiferos domésticos
(REIMANN-BERG et al., 2012). Entre os fatores de dificuldade de identificacdo
cromossbmica em caes destaca-se 0 elevado numero diploide (2n=78)
associado a similaridade de tamanho e padrdes de bandamento dos menores
autossomos (BREEN et al., 2001).

Em geral, as neoplasias caninas séo caracterizadas por alteracoes
numericas, especialmente as fusdes céntricas (DEVITT et al., 2009). Assim
como os tumores solidos em humanos, 0s tumores mesenquimais apresentam
mais alteracfes cromossdmicas do que 0s epiteliais tanto em neoplasias
benignas ou malignas (REIMANN et al., 1999).

Entre os diferentes tipos de alteracdes numéricas, a presenca de
aneuploidias e fusGes céntricas sdo as mais faceis de reconhecer. Porém, em
cdes, a precisa identificacdo dos componentes cromossdmicos dessas
alteracdes € dificil. No caso de alteracbes diagnosticadas em cées, as
aneuploidias relacionadas as alteracbes dos cromossomos sexuais Sao as
alteracdes numéricas mais frequentemente observadas e as estruturais sdo
raramente descritas, sendo quase exclusivamente encontradas em células

caninas neoplasicas (BREEN et al., 2001).



60

Um estudo citogenético de 270 tumores soélidos caninos, com
predominéncia de tumores de mama, mostrou que o segundo par autossémico
e 0 cromossomo X sdo os alvos preferenciais dos rearranjos, envolvendo
alteracdes numeéricas e estruturais, respectivamente (REIMANN et al., 1999).
Além disso, os pares cromossémicos 1, 19 e 25 estdo, preferencialmente,
envolvidos em fusbes céntricas. Este estudo ainda possibilita a comparacao
entre a citogenética canina e humana por meio da identificacdo de alteracdes
cromossOmicas especificas para cada tipo tumoral.

Recentemente, Reimann-Berg et al. (2012) também revelaram a
relevancia do cromossomo 13 nas alteracdes tumorais em caes. Esses autores
afirmam que este cromossomo apresenta alta homeologia com as regides dos
cromossomos humanos 4 e 8 que abrigam os proto-oncogenes c-KIT e c-MYC.
Ambos o0s genes estdo envolvidos no desenvolvimento e progressao de
algumas doencas tumorais humanas e caninas.

Adicionalmente, o0s tumores mamarios caninos compartilham
caracteristicas epidemiolégicas, clinicas, bioldgicas e genéticas similares as
neoplasias em humanos (MISDORP, 2002). Neste contexto, a citogenética
comparativa ajudara a definir regibes gendémicas comumente afetadas por
alteracbes cromossdmicas em ambas as espécies e, assim, facilitar a
identificacdo de alterac6es moleculares importantes (REIMANN et al., 1999).

Considerando estas informacgdes, visou-se analisar comparativamente o
cariétipo de linfocitos periféricos e de células tumorais de um carcinossarcoma
de cadela. A fim de avaliar as possiveis alteracdes cromossémicas de carater
numeérico e estrutural presentes nas células neoplasicas, foram utilizadas
metodologias de coloracdo convencional, bandamento C e coloracdo com
fluorocromos base-especificos.

6.2 MATERIAL E METODOS

Uma fémea canina de 14 anos da raca Poodle, com ocorréncia
espontanea da neoplasia mamaria (Figura 01), atendida na Clinica Veterinaria
Saude Animal em Jequié/BA em agosto de 2012 foi utilizada nesse estudo.
Apbs o diagnostico clinico, a cadela recebeu indicacdo cirirgica para exérese
da formagao como parte do protocolo de tratamento. O animal realizou exames

clinico e laboratorial como requisito pré-cirargico.
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Apbs a cirurgia, fragmentos do tumor foram encaminhados para analise
histopatolégica no Laboratorio de Anatomia Patolégica (LABAP) pertencente ao
Hospital de Medicina Veterinaria Professor Renato Medeiros Neto da
Universidade Federal da Bahia (HOSPMEV/UFBA). Com os dados de
histopatologia, a neoplasia foi classificada como carcinossarcoma mamario
canino.

Amostras de sangue periférico e fragmentos do tumor também foram
coletados para estudo citogenético realizado no Laboratorio de Citogenética do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia, campus de Jequié.

As preparacfes citogenéticas das células do sangue periférico
(linfécitos) e dos fragmentos da neoplasia mamaria seguiram as metodologias
descritas por Moorheard et al. (1960) e modificada de Netto et al. (2007),
respectivamente. As laminas foram coradas com Giemsa 5% em tampao

fosfato pH 6,8 para contagem cromossomica e cariotipagem.

6.2.1 Técnica de bandamento C

O bandamento C para visualizacdo das regiées heterocromaticas seguiu
o protocolo de Sumner (1972) com algumas modificacbes, tais como: hidrélise
em HCI 0,2 N por 9 minutos a temperatura ambiente, tratamento em solucéo de
hidroxido de bario 5% a 42°C por 20 segundos e rapida lavagem em HCI 0,2N
e incubacdo em solucao salina citratada 2xSSC a 60°C por 9 minutos. Apdés o
procedimento, as laminas foram lavadas em agua corrente, secas ao ar e

coradas com Giemsa diluido a 10% em tampao fosfato (pH 6,8) por 8 minutos.

6.2.2 Técnica de tripla coloracdo (CMA3/ DA/ DAPI)

A tripla coloragdo com os fluorocromos cromomicina Az (CMAg),
distamicina (DA) e 4,6-diamino-2- fenilindol (DAPI) foi realizada de acordo com
a técnica de Schmid (1980) para detectar as regifes ricas em GC (CMA3") ou
em bases AT (DAPI®). A distamicina age como um competidor a fim de evitar

marcacoes inespecificas dos demais fluorocromos.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Um total de 210 metafases foi analisado entre as técnicas de coloracéo

convencional, bandamento C e coloragdo com fluorocromos base-especificos.
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Deste total, 105 metafases provenientes das células de linfécitos de sangue
periféerico e 105 metafases de células neoplasicas do carcinossarcoma
mamario canino foram fotografadas e analisadas.

A contagem das metafases dos linfocitos periféricos permitiu a
identificacdo de numero dipléide modal 2n=78 (56,2%) (Figura 02A),
coincidindo com o padréo caracteristico para a espécie (GUSTAVSSON, 1964).
A variacdo do numero cromossémico nos linfocitos foi de 41 a 77 cromossomos
identificados em 46 metafases. Contudo, a maioria destas (58,7%) apresentou
2n proximo ao modal para a espécie (70 a 77 cromossomos). Este evento pode
ser justificado pelo espalhamento excessivo dos cromossomos ou
sobreposicdo entre eles, devido ao elevado numero diploide canino,
caracterizando um artefato técnico (BREEN et al.,, 2001; REIMANN et al.,
1999).

Por outro lado, as células do tecido neoplasico demonstraram elevado
namero cromossdmico (Figura 02B e 02C), com variacdo de 104 a 153
cromossomos. Destas células, 80% apresentaram hipertriploidia (118 a 136
cromossomos), 10,5% hipotetraploidia (137 a 153 cromossomos), 5,7%
hipotriploidia (104 a 116 cromossomos) e 3,8% triploidia (2n=117).

Cariotipos hipotripldides (105 a 110 cromossomos) também foram
identificados em uma linhagem celular de primeira passagem proveniente de
um carcinoma canino primario e espontaneo (ELSE et al., 1982). Stone et al.
(1991) relataram numero cromossdémico modal 2n=93 em um de quatro
mastocitomas caninos analisados, representando 15% das células neoplasicas
do estudo. Adicionalmente, alteracdo numérica de 90 a 99 cromossomos foi
observada em um de dos dois osteossarcomas caninos estudados por Mayr e
Eschborn (1991).

Considerando a malignidade dos carcinossarcomas e carcinomas
mamarios, mastocitomas e osteossarcomas em caes, pode-se inferir a
possibilidade de que a poliploidia seja um subproduto deste evento. Se a
poliploidia (Figura 03) esta relacionada a malignidade do carcinossarcoma, 0S
dados deste trabalho indicariam um estagio agressivo da neoplasia aqui
analisada, uma vez que 0s numeros cromossémicos encontrados foram mais
elevados que os descritos pelos autores supracitados. Contudo, para confirmar
essa sugestdo seria necessario um estudo experimental com varias amostras

de carcinossarcoma canino.
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Em humanos, foi identificado que o carcinossarcoma mamario também
determina caridtipos complexos com nuameros proximos a triploidia a partir de
um unico tronco celular, confirmando a origem monoclonal dos tumores
(TEIXEIRA et al., 1998). As similaridades das alteragcbes numéricas entre o
carcinossarcoma dessas duas espécies também fornecem uma nova
confirmacédo de que os achados citogenéticos das neoplasias caninas podem
ser Uteis para entender a evolucao de canceres em seres humanos.

Além das euploidias, alteracdes aneuploides foram também observadas
nas células analisadas de carcinossarcoma canino. Porém, ndo foi possivel
quantifica-las devido a ocorréncia de sobreposicées e o diminuto tamanho de
alguns cromossomos que impediram a caracterizacdo inequivoca destas
estruturas. Entre as aneuploidias identificadas, destacam-se a trissomia do par
1 e do cromossomo X (Figura 03), uma vez que esses Cromossomos podem
ser reconhecidos facilmente devido ao grande tamanho ou morfologia
diferenciada. Estudos citogenéticos prévios também indicam a ocorréncia de
trissomia do primeiro par em cédes, conforme observado em adenocarcinoma
tubular tipo complexo em glandula mamaria de uma fémea canina. Nesse
estudo, 90% das células apresentaram 2n=79 com trissomia do cromossomo 1
(MAYR; ESCHBORN, 1991).

Deve-se ressaltar que além da trissomia do cromossomo X, a presenca
de mais de dois cromossomos submetacéntricos nas células de
carcinossarcoma mamario pode resultar da fusdo de cromossomos
acrocéntricos em células tripléides e hipertripléides. Ainda, foram identificados
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos de diferentes tamanhos nas
células tumorais (Figura 03), sugerindo a presenca de células originalmente
tetrapléides que tiveram o numero cromossémico reduzido (metafases
hipertripléides) devido a ocorréncia de inversdes pericéntricas ou fusdes.

Essa € uma hipGtese menos parcimoniosa porque envolveria mais
passos (poliploidizacdo, fusdes e inversdes), mas que ndo pode ser
descartada. Além disso, estudos citogenéticos com células de mastocitomas
caninos revelaram aumento no numero de cromossomos metacéntricos e
perda de cromossomo X (STONE et al, 1991) enquanto casos de
osteossarcoma canino apresentaram alteracbes estruturais com diversas
fusdes céntricas (MAYR; ESCHBORN, 1991). Dessa forma, bandamentos de
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alta resolugdo devem ser realizados a fim de confirmar quais alteracdes
ocorreram nas células neoplasicas além das alteracdes numéricas.

Utilizando técnicas de citogenética molecular e biologia molecular a fim
de proporcionar uma analise mais detalhada de anormalidades citogenéticas
em tumores caninos, um estudo com dois fibrossarcomas de fémeas da raca
Labrador identificou delegcdo no cromossomo 11 e trissomia ho cromossomo 30
em ambos 0s casos, além da evidéncia de envolvimento do gene TGFBR1.
Neste estudo foi possivel a descricdo citogenética através da atribuicao
inequivoca e completa de todos os cromossomos, incluindo cromossomos de
translocacdo, assim como a caracterizacdo parcial ao nivel molecular. Porém,
um numero muito maior de tumores tera que ser analisado desta maneira para
elucidar mais detalhadamente a relacdo entre as alteragdes cariotipicas,
comportamento do tumor, o progndéstico em cdes e para proporcionar uma
maior compreensdo do valor comparativo de sarcomas caninos para a
medicina humana (SARGAN et al., 2005).

Por exemplo, usando técnicas de citogenética molecular, Thomas et al.
(2009) testaram a hipotese de associacdo entre raca e a distribuicdo do
namero de copias de desequilibrios gendmicos em cées. Esses autores
sugeriram que cées das racas Golden Retriever e Rottweiler diagnosticados
para osteossarcomas apendicular canino com ocorréncia espontanea abrigam
alteracBes citogenéticas recorrentes e que sdo evolutivamente consistentes
com as relatadas em humanos.

Infelizmente, esse nivel de refinamento da analise cariotipica ainda é
raramente encontrado na citogenética de cdes. Contudo, embora outros
bandamentos sejam necessarios para a melhor compreensdo do
comportamento cromossdmico no osteossarcoma canino, os métodos de rotina
sédo também informativos, como mostrado nesse trabalho.

Nesse sentido, o uso comparativo do bandamento C pode evidenciar
rearranjos cromossOmicos mais sutis como ganhos ou perdas de regides
heterocromaticas (Kasahara, 2009). Nas amostras estudadas, esse método
revelou que os cromossomos das células normais apresentam heterocromatina
nas regides pericentroméricas (Figura 04A), como acontece na maioria das
espécies (GUERRA, 1988). Por outro lado, poucas marcacdes de banda C
foram encontradas nas células tumorais (Figura 04B), apesar do numero

cromossOdmico excedente. Dessa forma, os dados de bandamento C indicam
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que perdas de segmentos heterocromaticos ocorreram nas células
neoplasicas, o que favorece a ocorréncia de fusdes céntricas entre
cromossomos formalmente acrocéntricos (IMAI, 1991; WICHMAN et al., 1991).

Os resultados apresentados pela coloragdo com fluorocromos base-
especificos também reforcam o papel da perda de blocos de heterocromatina
nas metafases tumorais. No caso das células normais (2n=78), segmentos
ricos em bases GC (CMA;z") foram detectados em 10 cromossomos (Figura
05A). Diferentemente do esperado, as células do carcinossarcoma mamario
apresentaram até 11 cromossomos marcados com CMA; apesar dos numeros
diploides acentuadamente altos (Figura 05B).

O conjunto desses dados demonstra que, como em humanos, 0
carcinossarcoma em cées € caracterizado por elevada instabilidade gendmica,
determinando cariotipos com diferentes alteracBes estruturais e numeéricas.
Tais alteracdes devem conduzir ao desbalanceamento entre oncogenes e

genes supressores associados a este tipo tumoral.

6.4 CONCLUSAO

Este estudo reforca a premissa da associagdo entre os achados em
tumores caninos e humanos. Consequentemente, a ampliagdo dos dados
sobre citogenética das neoplasias caninas pode trazer beneficios ao

diagnéstico e progndstico da patologia para ambas as espécies.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo do protocolo de preparacdo direta para obtencdo de
cromossomos mitoticos a partir de tecido neoplasico de glandula
mamdaria canina mostrou-se uma técnica simples e de baixo custo,
embora sejam necessarias alteracdes dos procedimentos metodolégicos

agui testados.

Considerando somente o uso da técnica de coloracdo convencional,
conclui-se que, devido a heterogeneidade do comportamento
cromossémico de células de carcinomas mamarios, a avaliacdo

citogenética detalhada de carcinoma mamario canino € improvavel.

Os achados citogenéticos em um caso de carcinossarcoma mamario
canino reforcam o argumento de similaridade entre as neoplasias em
humanos e caninos. Neste sentido, a intensificacdo dos estudos

citogenéticos de tumores em caes beneficiard ambas as espécies.
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9 APENDICE

9.1 Questionario: neoplasia mamaria canina

DATA: / / N°

1. IDENTIFICACAO ANIMAL

NOME: ESPECIE: CANINA SEXO: FEMEA
RACA: IDADE: COR:
IDENTIFICACAO PROPRIETARIO

NOME:

END/TEL:

2. HISTORICO

CASTRACAO SIM  NAO QUANDO:
USO DE ANTICONCEPCIONAL SIM  NAO

ORAL INJETAVEL FREQUENCIA:

N° DE PARTOS: PSEUDOCIESE SIM NAO
NEOPLASIAS SIM  NAO QUAL(IS):

OBSERVADO PELA 12 VEZ EM
EVOLUGCAO: RAPIDA (< 6 M) INTERMEDIARIA (6 MA 1 A) LENTA (>1A)

3. AO EXAME
LOCALIZACAO: TAMANHO:
UNICO MULTIPLOS ULCERADO: SIM NAO

CONSISTENCIA: NORMAL FIRME MOLE ADERENTE MOVEL
ASPECTO/COR:

4. OUTRAS INFORMACOES:
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9.2 Encaminhamento material para histopatologia

DATA: / / N°

1. IDENTIFICACAO ANIMAL

NOME: ESPECIE: CANINA SEXO: FEMEA
RACA: IDADE: COR:
IDENTIFICACAO PROPRIETARIO

NOME:

END/TEL:

2. MATERIAL ENVIADO

BIOPSIA/ EXERESE MEIO DE CONSERVACAO: FORMOL
ORGAO ENVIADO: TIPO DE LESAO:

LOCALIZACAO: TAMANHO:

UNICO MULTIPLOS ULCERADO: SIM NAO
CONSISTENCIA: NORMAL FIRME MOLE ADERENTE MOVEL
ASPECTO/COR:

3. DADOS CLINICOS/ TRATAMENTOS
OBSERVADO PELA 12 VEZ EM:
TRATAMENTOS:

DADOS CLINICOS:

4. SUSPEITA CLINICA:

VETERINARIO RESPONSAVEL
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10. ANEXOS

10.1 Laudos histopatologicos

LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAP

ﬁ HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARTA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO” - UFBA
Av. Adbcnge de Barres, S0 - Onding 40170110 - Balis - Brasil Tel: (71) 12836739

‘i

EESULTADO DE EXAME HISTOPATOLOGICO

Mome do animal: Fadja Espécie: Canina |Raga: Indefinids | Sewo: Fémes | Idade: 13 anos | B.G: Nao Informado

Propristario: Sra. Cintiz Morais Telefone: (73) 9971-3350
Drata de entrada: 22082012 W LABAP: M7612
Meédico Vererinario Responsavel: Dra. Cintia Morais. CEMV/BA: Nio Informado

Materizl Femetido: Blocos de parafing confendo fragmentos da mama inguinal diveita.

Historice Chmice: “Solicin exame histopatologico de material proveniente de biopsiz, coletade em 08/05/12.7°. Ao
exame fisico do animal, foi observade: “massa lecalizada na mama inguins] direita, ndo ulcerada™.

Macroscopia: Fragmento emblocado em parafing identficade como B-212. Postenommente dia 31708, recebodo
fragmento do tumor memario conservado em dlcool 70% e duss laminas contendo wn fFagmento.

Aicroscopia: * Todos os fragmentes histologices snalisados foram corados pela técnica Hematoxiling-Eosina (H-E);

B-212: Cortes histolopicos de glinduls mamsria, nos qusis e observam proliferacio epitelisl em arranjo
predominantemente papilar, por vezes formsndo corddes & aglomersdos celulares imvadindo o estroms associado a
proliferacio de celulas micepiteliaic reativas, matriz mixcide, cartilapem e frabéculas oOsseas, em Sua MAOTES
mineralizadas, circundando tecido misldide bem diferencisdo. Presenga de estroma desenvolvido, indice mitotico baio e
extensa irea de necross.

Disgmastico Sugestive: Carcinoma em Tumor Misto.

Obs.: Devide av avanpade estade de anrclise de marerial analivade, fote previamente imformaede a solicitanre, foi
possivel obier apemas o diagnostice sngesmve da lesdo.

Sabvador, 04 de Setembro de 2012
/rﬂqﬂffi gﬁ_ f;jfm ok, il Ay ."l'\, LA |'-:'
Patologista Responsavel MV, Mara Aragjo Nascimento
Prof Dra Alessandra Estrela da Silva Lima Fasidente em Anatomia Patologica
Adjunto. Depio Patelogia e Clinicas CEMV-BA 3916

CEAW-BA 2354
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LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAP

ﬁ HOSPITAL DE MEDICTNA VETERINARTA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO" - UFBA
e
Av, Adscsngr 8¢ Barved, 590 - Onding 40070110 - Babis - Bradl Tel: {71) 32836729

RESULTADO DE EXAME HISTOPATOLOGICO

Mome do animal: Bubi Espécie: Canina |Raga: Rottweiler | Sexo: Fémes |Idade: 7ance | RG: Nio Informado

Propristario: Sra. Cintiz Morais Telefome: {73) 9971-3350
Drata de entrada: 22/08/2012 M LABAR: M7TT/12
Meédico Veterinarip Responsavel: Dra. Cintia Morais, CEMV/BA: Nio Informado

hiaterial Femetido: Blocos contendo fragmentos da mama abdominal direita.

Historico Chmico: “Solicito exame histopatologico de material proveniente de biopsiz, colstado em 0405127 Ap
exame fisico foi observado: “massa localizads na mama abdominal direim, Srme movel & ndo ulcerada™.

Macroscopia: Fragmento emblocado em parafing idenfificade como B-211. Posteriormente dia 31708, recebido
fragmento do turmer mamario conservade em alcool 70% e duzs lamings, cada uma confendo dois fragmentos.

Microscopia: * Todos oz fragmentos histoldgices analisados foram corados pels técnics Hematoxiling -Eosina (H-E);
B-211: Secgoes histologicas de glanduls mamaria, revelande proliferacio de calulas epitelisis armnjadas em mbulos e
papilas, mas tambem, em azlomerados mvadinds o estroms asseciado 3 proliferagio e reatividade de celulas mioepiteliais
produtoras de mamiz mixdide.

Diagmostice Sugestive: Carcdnoma em Tumor Misto.

Obs - Devide ae avangade extade de auiolise do material analisade, fate previamente informade a selicitante, foi
posstvel obrer apenas o diggnosrico sugestive da lesdo.

Salvador, (4 de Setembro de 2012

1
/Mi d‘l%"_fffm vond  Aowso Jascumbnlo
| =

Patologista Responsavel MV, Mara ﬂmlijl:l Mascimento

Prof Dra. Alessandra Estrela da Silva Lima Besidente em Anatomia Patologica
Adfunto . Depto Pamwlogia & Clinicas CEMIV-BA 3016

CEMV-BA 2354
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LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAFP

‘ﬁ. HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO” - UFBA
s
Av. A dc Barves, 590 - Onding 40070-110 - Babia - Brasil Tel: (71) 32836729

EESULTADO DE EXAME HISTOPATOLOGICO

Mome do animal: Ealy Espacie: Canina | Faga: Pinscher Sexo: Femea | Idade: 12 ancs | BG: Wao Informado
Propristario: Sra. Cintis Morais Telefone: (73) 9971-3350

Drata de entrada: 22082012 N LABARP: MTE12

Meédico Veterinario Responsavel: Dra. Cintia Morais. CEMV/BA- Nio informado

Materizl Femetido: Blocos contendo fragmentos das mamas ingninais, direita & esqoerda.

Historice Chmico: “Solicito ewame histoparologico de material proveniente de bidpsia, coletado em 25/04/12.7 Ao
exame fisico foi observado: “massa localizads nas marmss inpuinsis, frme, movel & ndonlcerada™.

Macroscopia: Frazmentos emblocade em parafina idenfificade como B-206 e 3UT2. Posteriormente dia 3108, recebido
trés fragmentos do mumor mamArio conservado em dlcool T0%; duas Bminss repisradas como 3UT], & mais duas Lininas
desipnadas como 3TTT2.

MMicroscopia: * Todos os fagmentos histologicos apalisados foram corzdos pela tecnica Hematoxiling-Eosina (H-E);
B26/3TUT] - Material em estado avancado de sutolise, impossibilitande o diapnostico mesmo que sugestive desta lasio.
BMW/AUTY: Fragmentos histologicos de glinduls mamsria nos quais ss observam 1) proliferacio epitelial em arramjo
predomimantemente papilar, caracterizads por mmitiplss camadss de células epitelizic sostentsdas por um sixo de tecido
comjuntive frouxe. 2) Adjscents presenca de proliferagSo papilar infraductal stipica. Havis sinds moderado infilirado
inflareastrio multifocal mononuclesr & aress de necross coagalativa.

Diagmostice Sugestive: 1) Carcinoma Papilar  7) Carcinoma Papilar Ductal

Obs.: Devide oo avangade estade de anrolise do marericl analisade, fate previamente iyfermade a selicitante, foi
posstvel ebier apemas o diggrostico sugesive da lesdo.

Sabeador, (4 de Setembro de 2012

/W‘dﬁ gﬁh f-”'.}jm R, 'I'l;-l\.q_l -'-\..'\-'l|._ II". N Wl Il:.'
Patologista Responsdvel M. Mara Aratjo Mascimento
Prof Dra Alessandra Estrela da Silva Lima Beesidente em Anatomia Patoldgica
Adjunto . Depto Patologia e Clinicas CEMV-BA 3014

CEMV-BA 2354
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did HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA “FROF. RENATO MEDEIROS NETTO™ - UFEA
-m- LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAF
Av, Adbsnss & Barees, S0 - Ondina 40070110 - Babia - Brasil Tel: (71) 32836739

EESULTADO DE EXAMF HISTOPATOLOGICO

Mome do animal: Tika Especie: Canina | Raga: Pinscher Sexo: Femea |Idade: 7anes | RG: Nio Informado
Propristario; Sra. Cinfiz Morais Telefome: (73) 9971-3350

Drata de entrada: 22/08/2012 N LABAR: M79/12

Medico Veterinarip Responsavel: Dra. Cintga Morais. BG: Mio Informado

Material Femetide: Blocos contendo fragmentos das mamas ingninais

Historice Climico: “Solicite exame histopatolomice de marerial provenisnre de biopsia.™ Ao exame fisico foram
observados: “paquencs nodulos, localizados mas mamss meninais de consisténcia frme, mowveis; um dos nodnlos

apresantava-se Woarado™

Macroscopia: Fragmento emblocado em parafing, identificado como B-213 & 6UT2. Posteriormente, dia 31008, recebido
irés frmgmentos do tumor mamsario conservado em alcool 70%%; duss lamings registradss contendo res fagmentes cada.

Microscopia: * Todos oz fragmentos histologicos amalisados foram corsdos pela técnica Hematoxiling -Eosina (H-E);
BXNYNGUTYHF,: Saeccdes histologicas de glindnls mamaria, nss quais foi visualizada, proliferacio epitelizl bem
diferenciads em amranjo papilar, caracterizads por mmiltiplas camadas de calulas epiteliziz sustentadas por um eivo de
tecido conjuntive fowxo. Presenca de dreas focais de fibrose e imenso infilmado inflamateric mononuclsar de dismibuicio
mmltifocal & difinsa.

Diagnostice Sugestive: Adenoma Papilar

BI136UTYF,: Cortes histologicos de glinduls mamaris, nos guais se cbhservam proliferagdo epitelis] bem diferenciada
dispostas em nibale e papilas.

Diagméstice Sugestive: Adenoma tbule-papilar.
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B213/6UT2F;: Fragmentos histologices de glinduls mamsris, revelando, em sus maior extensio, proliferacio epitelisl
bem diferenciads em orgamizacic papilar, caracterizada por Umica ou dopls camada de celulas epitelinis sustentadas par
um eixo de tecido conjuntive frouxe. Conmdo, em ares focal forsm observadss papilss atipicas com aspecto
carcinomatoso. Presenca de intenso infiltrado inflamstorio mononuclesr de distmibaicio mukifocal a difasa.

Diagmostico Sugestive: Adenoma Papilar com area focal de transformacio cardmomatosa.

Obs.: Devide ae avangade estade de anrolive do maierial analisado, fate previamente informads a solicitanie, foi
possivel obter apenas o diagrostice sugesiive da lesdo.

Salvador, (4 de Setembro de 2012,

s, L, rx
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Patologista Responsavel MV, Mara Arafjo Mascimento
Prof Dra. Alessandra Estrela da Silva Lima Fesidente em Anatomia Patologica
Adjunto . Depto Patologiz e Climicas CEMV-BA 3914

CEMARV-BA 2354
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LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAF

-ﬁ. HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO™ - UFBA
‘
e
Av. Adisnir de Barvas, 500 - Onding 400 70-110 - Babia - Brasil Tel: (71) 32836729

RESULTADO DE EXAME HISTOPATOLOGICO

Home do animal: Sacha Especie: Canina | Faga: Poodle Sexo: Femes | Idade: 14 anos | BG: Mao informado
Tropristasio: 5ra. Cintia Morais Telefone: (73) 99713350

Diata de enfrada: 227082012 N LABAD: ME0D12

Medico Veterinario Fesponsavel: Dra Cmtia Morais. CREMV/BA: Nio informado

Material Femetido: Fragmentos da mams inguinal esquerda.

Historice Climico: “Material proveniente de biopsia acondicionado em alcocl 70% identificado como 10jt.™ Ao exame
fisico foi observado: massa localizads na mams inguinal esquerds, solida, firme, aderente e ulcerada.

Macroscopia: Fecebido més fragmentos referidos como fragmentos de fonor mamarnio localizado em M:E.

Fl: Medindo 2.4 x 0,5 x 1 o recoberto por pele integra |, supesficie de corte levemsente fmegular, branco- anmrelads e
consisténcia firme aldstica.

F2: Medindo 3,0 x 0,5 x 1§ cm; superficie parcialmense recoberta por pele integra superficie de corte levemente irmegnlar,
branco-amarelada, consisténcia firme alastica.

F3: Medmdo 0.9 x 03 x 1.1 cm; superficie recoberta por pele, superficie de corte com presengs de cavidades
milimetricas, coloragio branco-acinzentads e consisténcia firme elastica.

Microscopia: * Todos os frapmentos histologices analisados foram corades pela técnica Hemstoxilina-Eosina (H-E);

ALE: Em todos os fragmentos de glinduls mamdria analisada (F1, F2 e F3) foi obsemvads proliferagio de celulas
epitelizizs moderadamente plecmdrficas, em amanjo predominantemente solide associade & proliferacio de celulas
mioepiteliaz reativas e atipicas produtorzs de mafriz mixoide e cartilagem constids por condrocitos plepmorScos
multinucleados. Indice mitético baixe. Havia ainda intenso infiltrado inflamatério mmltifocal linfohistioplasmocitirio com
macrofagos contendo pigmento acastanhado no citoplasma (cerdids); areas mmiltifocais de metaplasia escamosa e presenca
de aglomerados cehulares po interior de estruturas vasoulares da demme (émbolo neoplasica).

Diaznostice: Carcinossarcoma.

Sabvador, (4 de Setembro de 2012

//m-#{'} ;é?:#._ f;jm O, 'I":-.“‘;J A .""&. s LAY ":-'
Patologista Responsavel MV, Mara Arsijo Mascimento
Prof Dra Alessandra Estela da Silva Lima Pesidente em Anatomia Patologica
Adjunte I Depto Patologia e Clinicas CEMV-BA 3916

CEMWV-BA 2354
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LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAP

ﬁ HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO™ - UFBA
-
—-—
Av. Adlonsr de Barras, S0 - Onding 40070110 - Bakis - Brasil Tel: {71) 32856739

RESULTADO DE EXAME HISTOPATOLOGICO

Mome do animal: Chiguinhs | Especie; Canina |Raga: SED Sexo: Femezs |Idade: 8 ancs | BG: Nip informado
Propristario: Sra. Ciofia Morais Telefone: (73) 9971-3350

Drata de entrada: 227082012 N'LABAR: ME112

Medico Veterinario Fesponsavel: Dra. Cnda Morais. CEMV/BA: Nio informado

Afaterial Femetido: Fragmentos da mams inguinal esquerda.

Historice Chmico: “Maedszl proveniente da biopsia acondicionado em alcool 70° identificado como 0917-T .

Macroscopia: Fecebido més fagmentos referidos como fTagmentos de fmor mamarnio.

F1: Madindo 0,6 x 0.4 x 1,0 cm; recoberto por pele mtegrs, superficie de corte brancacents com &reas branoo-amareladas,
compacta e consisténcia firme alastica.

F2: Meadindo 0,9 x 0.7 = 0,4 co; coloracio brancacenta com areas acastanhadas na periferia; ao corte apresents superficie
compacta, levemente dregular; coasisténcia Srme elastica.

F3: Meadindo 06 x 0.4 = 0,5 cm; coloragio brancacents; so CoTte apressnts superficie irmepulsr: comsisténcia firme
elastica.

AMicroscopia: * Todos o5 fragmentos histologices amalisados foram corados pels técnica Hematoxiling -Eosina (H-E);

F;: Cortes histologicos de glinduls mamaria, revelando tobulos discretamente dilatados confendo substincia scsimoflica
amorfa associade a infiltrado moderade inflamstorio moneonclear linfocitice focal peritdbular.
Dagmostice Sugestive: Glindula mamaria em lactacie.

F:: Secpdes histologicas de glanduls mamaria, nas quais s2 observam proliferacio epitelial, discretaments pleomorScas,
formando papilas & algamas vezes mbulos sssociado a proliferacio @ reatividade de celulas micepitelisis produtoras de
matriz mixdide Indice mitético baixo. Havia sinds moderado infilrado inflamardrioc mmltifocal mononuclear
linfoplasmocititic & macdfgos contende pigmento smmmonzsdo oo citoplasma (ceroide). Adjacente tibulos
discretamente dilatades coatendo substancia eosinofilica amors (glindula mamaria em lactagdo).

DHazmestice Sugestive: Carcinoma em Tomor Misto.
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Fi: Fragmentos histologicos da glindula mamaris, revelando proliferacio epitelial em ammanjo predominantemente papilar,
caracterizada por miltiplas camadas de céhulas epiteliais atipicas sustentadas por estroma fibrovascular. Indice mitdtico
baine. Havia amds discrato infiltrado inflamstorio monomclesr & areas de necrose coagnlativa.

Diagnostico Sugestive: Carcinoma Papilar.

OFs.: Devido av avangade estade de anielive do marerial analisado, fate previamente yformads a selicitante, foi
possivel obter apemas o diagnostico sugestive da lesdo.

Salvador, 4 de Setembro de 2012

/wﬂ{i g’ﬁ_ ﬂ“iﬁ'\h il ey .:-,;.-,_U 'I‘"UI_'-' II'|I sl AA0 T I.I::\
Patologista Fesponsavel MV, Hara Aradjo Nascimento
Prof Dra. Alessandra Estrela da Silva Lima Fesidente em Anatomia Patologica
Adunto . Depto Patologia e Clinicas CEMV-BA 3016

CEMV-BA 2354
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LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAF

-ﬁ. HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO" - UFBA
—
Av. A @ Barras, S0 - Onding 400 70-110 - Babis - Brail Ted: (71) 3283-6739

RESULTADD DE EXAME HISTOPATOLOGICO

Mome do animal: Cindy | Especie: Canina | Faga: Indefinids | Sexo: Fémes | Idade: 9anes | RG: Nio Informado
Tropratanio. Sra. Cinns Morais Telefone: (73) 09713350

Diata de enmada: 220082012 N LABAP: MA212

Medico Veterinario Fespoasavel: Dra. Cintia Morais. CEMV/BA: Nio Informado

MAfaterial Femetido: Fragmenios de mama inguinal esquerda e diveita.

Historice Chnico: “Material proveniente de biopsia acondicionade em alcool 70%: identificade comeo 03U-T." Ao exame
fisico foi observado: “mmltiplos nodulos, de consisténcia Srme. movels, nao ulcerados™.

Macroscopia: Becebido quatre frazmentos referides como fragmentos de tamer mamario localizado em M3, sem
referencia de lateralidads.

F1: Medindo 2,1 = 0.7 x 0,7 ax superficie levemente imegulsr, coloragdo brancacenfa com ameas acastambadas e
consisténcia firme slastica. Ao core apresents superficie compacta de coloragdo brancacenta com areas scastanhadas,

F2: Meadindo 2,0 x 0.9 x 10 co; superficie levemente irmegular, brancacent, aperenfemsnte revestida por capsuls;
consisténcia firme elastica. Ao corte presenca de cavidsde medinde 0.8 x 0.7 an parede de superficie compacts,

brancacenta com ared acastanhada.

F3: Medinde 2,0 x 0,8 x 0.8 an; superficie fmegular, coloragio brancacents, comsisténcia firme elastica. Ao coste

apresanta superdcie compactz, coloragio brancacenta e eIm sua mAlor exiensdio amarmonzada,

F4: Medindo 2,0 x 0.7 x 0,4 oo superficie imegular, coloragio brancacenta com aress acastanhadas, consisténcia firme
elastica. Ao corte, superficie compacta, coloragio brancacenta Com area scastanhads cenmal.
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Microscopia: * Todos os fragmentos histologices analisados foram corades pela técnica Hematoxiling -Eosina (H-E);

F,, Fs, F; e F,- Seccoes histologicas de glindula mamaria, revelando proliferacio epitelial discretsmente pleomdrfica,
dispostas pradominantements em armanjo papilar, caracterfzada por nmltiplas camadas de células epiteliziz sustentadas por
um eixo de tecido conjuntive Souxo. Associado pressnca de moderade infiltrade inflamatorio mmltifocal linfocitico.
Indice mittico baixo. Em F foram observadas dreas focais de necrose coagulstive. Em Fy, havia ainda, dress focais de

edema e necrose coagulativa.

Disgmostice Sugestive: Carcinoma Papilar.

Obs.: Devide ae avanpade estade de antolise do material analisado, fate previamente informade a selicitante, foi
posstvel obter apenas o diggrostice sugestive da lesdo.

Salvador, (4 de Setembro de 2012,
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Patologists Fasponsavel MV. Nara Aratyjo Mascimento

Prof Dra Alessandra Esirels da Silva Lima Eesidente em Anatomia Patologica
Adjunto . Depto Paiologia e Chnicas CEMV-BA 3914

CEMV-BA 2354
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LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAP
Av. Adbemar de Barroz, 300 — Ondina 48170-110 - Bshia — Brasil Tel: (71) 3153-673%

ﬁ' HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARILA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO” - UFBA -
c
o

RESULTADO DE EXAME HISTOPATOLOGICO

Mome do anmmal: Shayla | Espeécie: Camna | Raga: Pmscher Sexo: Fémea |[Idade: 6 amos RG: Nao Informado
Proprietario: Sra. Cintia Morais Telefone: (073) 9971-335%

Diata de enfrada: 22/08/2012 N* LABAP: MB3/12

Meadico Veteninano Fesponsavel: Dra. Cintia Morais. CEMV/BA: Nio Informado

Matena] Remetido: Fragmentos de mama mzinz] direita.

Historieo Chinice: “Matenial proveniente de biopsia acondicionado em aleeol 707 identificado come 07TU-T.” Ao exame

fisico fou observado: massa locahzada na mama inpumal direrta, consisténcia firme e ndo uleerada.

Macroscopia: Recebido frés fragmentos refendes como fragmentos de fumor mamaneo localizade em M3D.
Fi: Medmdo 1.3 x 0.7 x 0.8 cm; superficie vregular, e coloragdo brancacenta com areas eneprecidas e zlaramjadas,
consisténcia firme elastica. Ao corte apresenta superficie compacta, coloracdo branco-amarelada com areas brancacentas,

amarronradas e alaranjadas.

F;: Medindo 1.4 x 0.7 x 0.4 cm; superficie recoberta por pele e consisténcia firme elastica. Ao corte apresenta superficie

compacta de coloragio brancacenta com areas amarronzada.

F;: Medindo 0.6 x 0.3 x 0.3 em; superficie nregular; coloragio brancacenta & consisténcia firme elastiea.

Ahcroscopia: * Todos os fragmentos histologicos analisados foram corades pela técmeca Hematomihma-Eosina (H-E);

F;: Secpdes histolomeas de glandula mamarna, nas quais =& observam proliferacdo epitehal abpica, apresentando discreto
pleomorfizmo, e disposigic predominantemente papalar, caractenizadz por mmltiplas camadas de células epitehans
sustentadas por um emo de tecido conmntve frouxe. Indice mutohco bamo. Hawva ainda moderado infiltrade inflamatorne

multfoeal monomclear.

Diagnostice Sugestive: Carcinoma Papilar.
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Fi: Cortes histoldmicos de glindula mamana, nos quals se observa probferacio de unidades lobulares compostas por
cehlas epiteliais bem diferenciadas.

Diagnostice Sugestive: Hiperplaszia lobular.

F;: Frapmentos de glindulz mamana, revelando formagdo nodular encapsulada caractenzada pela probferacio de celulas

mucepifeliais reativas produtoras de matnz condroide associado a discreta proliferacio epitelbal bem diferenciada

amanjo tubular.

Diagnosztico Sugestive: Tuwmor MMizto Benmigno,

Obs.: Devido ao avangade estade de autslise do marerial analisads, fare previamente informade a solicitante, foi

possivel obter apenas o diagnasiico sugestive da lesdo.

Salvador, (4 de Setembro de 2012,
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Patologista Fesponsavel MV. Nara Aratje Nascimento
Prof. Dira. Alessandra Estrela da Silva Lima Fesidente em Anatonna Patologica
Admunte Depto Patologia e Clinicas CEMV-BA 3916

CEMV-BA 2354
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HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO™ - UFBA

LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAFP
Av, Al de Barved, SN - (ading 400 70110 - Babin - Bragil Tel: {71) 22836739

RESULTADO DE EXAME HISTOPATOLOGICO

Home do animal:

Sis=i

Especia:
Mo Informads

Faga:
Mio Informada

Sexar
Mo Informadoe

Idade:
Mio Informads

EG:
Mio Informado

Propristario: Sra. Cimtia Morais

Telefone: ((73) 9971-3359

Drata de enmrada: 31082012

H* LABAP: ME0/12

Medico Veterinario Responsavel: Dra. Cintia Morais.

CENMVBA: Mao Informado

Material Femetido: Liminas de secpdes histologicas de glandula mamaria,

Historice Chmico: “Solicito exame histopatologico de material provenients da biopsia.™

Macroscopia: Recebido um (01) fragmento de tumor mamario acondicionsdo em alcool 7084, identiSicado como B-203;
um bloco e uma liming contendo um fragmento.

Microscopia: * Todos os fragmentos histologices analisados foram corados pela técnica Hematoxiling -Eosina (H-E).

B-203: Secgdes histolopicas de glanduls mamaria, nas quais se observam proliferacio epitelial atipica, apresemtando
discreto plecmorfismo & amanjo predominantermente papilar, caracterizada por nmaltiplas camadss de células epiteliais
sustentadss por um eixo de tecido conjuntive fromxo. Indice mitdtico baixo. Havia ainda intenso infiltrado inflamatérie
nmltifocal monomiclear, areas de necrose coagulativa e alteragdes circnlatorizs como congestHio e hemormagia.

Diazmostico Sugestive: Carcinoma Papilar

Obs.: Devide ae avangade estado de anrolive de materinl analisade, fate previamente informads a solicitante, foi
posstvel obler apenas o diggnostice sugestive da lesdo.

Salvador, (4 de Setembro de 2012

!Mﬁ St e

Patologista Responsavel
Prof Dra Alessandra Estrela da Silva Lima
Adjunto. Depio Patologia e Clinicas

CEMV-BA 2354
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KW, Mara Arajo Nascimento
Pesidente em Anatomia Patmologica

CEMV-BA 3816
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R LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA - LABAP

HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO” - UFBA
Av. Al 8 Barvad, SH - Oudin 40070100 - Babis - Brail Tel: (71) 32836739

RESULTADO DE EXAMFE HISTOPATOLOGICO

Mome do animal: | Especie: Baca: Sewo: Idada: R

Laizs Mao imformada HNio mformada HNio informsdo | Mio informada | Wao informado
Proprietario: Sra. Cintiz Morais Telefone: (073) 2971-3350

Diata de enfrada; 31082012 N'LABAPR: MO1/12

MMedico Veterinario Respoasavel: Dra. Cintia Morais, CEMV/BA: Nio Informado
MMateriz]l Remetido: Laminas de secpdes histologicas de glandula mamaria.

Historico Chmice: “Solicito exame histopatologice de nmterial proveniente de biopsia.”

Macroscopia: Recebido dnco (05) Sagmentos do mmeor mamario acondicionado em slcool 70%: identificado como
B-202; um bloco & wms 13mins com dois fragmentos identificados como 1* amosta; wm bloco & uma limina com tres

fragmentos identificados como 2* amostra

Microscopia: * Todos os fragmentos histologices analisados foram corades pela tecnics Hematoxiling-Epsina (H-E);

1* Amostra: Secpdes hiswologicas de glinduls mamaris, nas quais se observam proliferacio epitelial discretsmente
pleomorSca formando tibulos (alguns spresentando proliferacio intmahimins] stipica - Carcinoma “im siftu™), papilas
corddes e aglomerados invadindo o estroma associade 3 proliferacio e reatividade de céhilas minepiteliais_ Indice mitdtico

baixo. Havia ainda discretos focos de infiltrado inflamatario monomeclear predominantements linfocitico.

Diagndstico Sugestive: Carcinoma Complexo.

¥* Amostra: Comtes histologicos de glinduls mamaria, revelando 1) proliferacio epitelial discretamente pleomorfica
formandoe papilas e mbulos (algun: apresentande proliferacio infrahuminal atipica - Carcinoma “in sin™) associados a
proliferaciio e reatividade de células micepitelisis produtoras de matiz mixdide Indice mitético baixe. Adjsceme 2)

dilatacio de ducte mamario contendo proliferagio epitelial bem diferenciada em disposicio papilar

Diagmostice Sugestive: 1) Carcinoma em Tumor Misto e 2) Papiloma Duactal
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OFs.: Devido ae evangade estade de aniolise do materinl analisado, fate previamenie imformads a solicitante, i
possivel obter apenas o diagnestico sugestive da lesdo.

Salvador, (4 de Setembro de 2012
/Wﬂ.’fi dfﬁ"_ ﬁ‘fm oA, A AA0 |I""\.- s LAY |':."
Patologista Responsavel MV, Mara Aranjo Nascimento
Prof Dra Alsszandra Estrels da Silva Lima Fesidente em Amnatomia Pamlogica
Adponto. Depto Patologia e Clinicas CEMV-BA 3916

CEMV-BA 2354
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