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GALINDO, Dienifer Graice. Emprego da citologia aspirativa por agulha fina dos
linfonodos regionais guiada pela ultrassonografia em cadelas com tumor
mamario. 2019. 59 p. Dissertacdo. Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
20109.

RESUMO

Foram apresentados trés produtos finais, separados por capitulos, ao Programa de
Po6s-Graduacdo Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias. O primeiro trabalho
intitulado “Tumores mamarios em cadelas” é uma revisdo bibliografica sobre
tumor mamario em cadelas e descreve os aspectos morfolégicos das glandulas
mamarias e dos linfonodos regionais, estadiamento TNM, avaliacdo e mapeamento
dos linfonodos regionais em neoplasmas mamarios, e identificacdo do linfonodo
sentinela, estruturado nas normas da ABNT. O segundo trabalho, sob o titulo
“Emprego da citologia aspirativa por agulha fina dos linfonodos regionais
guiada pela ultrassonografia em cadelas com tumor mamario”, € um artigo
formatado nas normas da revista Semina Ciéncias Agrarias, no qual 16 pacientes
com neoplasia mamaria tiveram a avaliacao clinica de seus linfonodos regionais
comparadas com a citologia aspirativa por agulha fina guiada pela ultrassonografia
puncdo aspirativa guiada pela ultrassonografia e a andlise histopatolégica com a
coloracao de hematoxilina-eosina. O terceiro trabalho intitulado
“Clinicopathological and immunohistochemical aspects of a mammary
carcinosarcoma in a cat”, € um relato de caso de carcinossarcoma felino
estruturado nas normas da revista “Journal of Comparative Pathology”.

Palavras-chave: Metastase. Linfonodo satélite. Glandula mamaria. Ultrassonografia.

Cao.



GALINDO, Dienifer Graice. Employment of the fine-needle aspiration cytology
ultrasound guided of the regional lymph nodes in bitches with mammary tumor
2019. 59 p. Dissertation. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Three final products were presented, separated by chapters, to the Postgraduate
Program Professional Master in Veterinary Clinics. The first work entitled "Bitch
mammary tumors" is a literature review of bitch mammary tumors and describes the
morphological aspects of mammary glands and regional lymph nodes, TNM staging,
evaluation and mapping of regional lymph nodes in sentinel lymph nodes, structured
in ABNT norms. The second paper, entitled “Employment of the fine-needle
aspiration cytology ultrasound guided of the regional lymph nodes in bitches
with mammary tumor”, is an article formatted in the standards of the Semina
Ciéncia Agraria magazine, in which 16 patients with mammary tumors had the clinical
evaluation of their regional lymph nodes compared to fine-needle aspiration cytology
ultrasound guided and histopathological analysis with hematoxylin-eosin staining.
The third work, “Clinicopathological and immunohistochemical aspects of a
mammary carcinosarcoma in a cat”, is a case report of feline carcinosarcoma
structured in the Journal of Comparative Pathology guidelines.

Key words: Metastasis. Satellite lymph node. Mammary gland. Ultrasound. Dogs.
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CAPITULO 1 - TUMORES MAMARIOS EM CADELAS



14

1 INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais frequentes em cadelas (RIBAS
et al., 2012; BIONDI et al., 2014), com variacdo entre 68% a 90% de malignidade
conforme a literatura nacional (DE NARDI et al., 2002; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010;
TORIBIO et al., 2012; BIONDI et al., 2014), e cerca de 50% na literatura
internacional (DALECK et al., 1998; MERLO et al., 2008; SONREMO et al., 2009).
Segundo Fighera et al. (2008), é a principal causa de mortalidade em cadelas
idosas.

A avaliagcdo microscoépica dos linfonodos em cadelas diagnosticadas com
tumor mamario maligno, possui um papel primordial no direcionamento terapéutico,
visto que a drenagem linfatica representa a via mais comum de metastases (DE
NARDI et al., 2009; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009). A presenca de metastases
linfonodais provoca uma importante reducdo na sobrevida, estudos mostram que
85,7% das cadelas com metastase em linfonodos apresentam o tempo de sobrevida
inferior a dois anos (SIMM, 2016).

Embora se conheca a drenagem dos linfonodos regionais, muitos estudos
apontam que o surgimento do tumor possa alterar, substancialmente, a direcéo
linfatica da mama, visto que animais com tumores mamarios passam por uma
reconfiguracdo linfatica, devido, principalmente, a influéncia de fatores
prolinfangiogénicos no sitio tumoral (PATSIKAS et al., 2006).

Quando empregado o procedimento cirtrgico de mastectomia unilateral total,
o linfonodo inguinal € removido junto a mama correspondente, devido sua posicéo
anatdmica. No entanto, o linfonodo axilar € removido quando se nota alteracao na
palpacdo do mesmo (EL KHATIB et al,, 2011), o que pode direcionar a um
estadiamento inadequado da paciente antes de submete-la a cirurgia, ja que a
palpacdo ndo permite a deteccdo de metastases (TUOHY et al., 2009; WILLIAMS;
POCKER, 2003).

A ultrassonografia € um método ndo invasivo e promove informagdes em
tempo real sobre arquitetura, dimensodes, contorno e ecogenicidade dos linfonodos
(SIMM, 2016). Por este fato, a combinacdo da ultrassonografia com a citologia
aspirativa por agulha fina para a localizacdo e amostragem dos linfonodos regionais
mamarios, antes do procedimento cirargico, pode proporcionar melhor estadiamento

de cadelas com tumores mamarios.
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2 ASPECTOS MORFOFISIOLOGICOS DAS GLANDULAS MAMARIAS E DOS
LINFONODOS REGIONAIS

A cadela possui entre quatro e cinco glandulas mamarias em cada lado da
linha média, que se estendem desde a regido ventral do térax até a regido inguinal.
De acordo com a sua localizagdo anatbmica, essas sdo denominadas no sentido
craniocaudal: mama toracica cranial (M1), mama toracica caudal (M2), mama
abdominal cranial (M3), mama abdominal caudal (M4) e mama inguinal (M5) (Figura
1). Cerca da metade das cadelas ndo apresentam um dos pares da glandula
abdominal cranial. Uma particularidade interessante € que o tecido glandular se
expande no sentido craniocaudal, sendo a mama inguinal a mais volumosa. Desta
forma ha uma maior frequéncia de neoplasias mamarias nas mamas inguinais e
abdominais caudais (FEITOSA et al., 2008; CASSALI et al., 2017).

Figura 1 - Topografia e estruturas da glandula mamaria em cadelas

Linfondo Toricica

axilar caudal (M2) Abdominal

Toricica ., caudsl {M4)
cranizl (M1) Abdominzl

cranicz] {M32)

/ (

Linfonodo
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Fonte: Modificado de Evans e DeLahunta, 2013
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Os linfonodos situam-se por todo o corpo, sao circundados por tecido adiposo
e estdo proximo a grandes vasos sanguineos. Sao reniformes e revestidos por uma
capsula delgada de musculatura lisa e fibras elasticas (HARDIE; PETRUS, 2007). O
linfonodo axilar € unico e seu tamanho varia entre 0,5 a 5 cm. S&o dois normalmente
os linfonodos inguinais (podendo ser até quatro), cujo tamanho varia entre 0,5 a 2
cm (EL KHATIB et al., 2011).

A M1 e a M2 drenam no linfonodo axilar. A M4 e a M5 drenam para nos
linfonodos inguinais superficiais. A M3 pode drenar tanto no linfonodo axilar, quanto
nos linfonodos inguinais. A Figura 2 refere-se a representacdo da drenagem linfatica
de cada par de glandulas mamarias. Nao ha relato de comunicacdo entre as cadeias
mamarias em cadelas saudaveis (PATSIKAS et al., 2006; EL KHATIB et al., 2011).

Figura 2 - Variacdo de drenagem das mamas abdominais craniais. Note predominio

para o linfonodos axialares e, em menor intensidade, para os linfonodos inguinais

Legenda: Pares de mamas: | (toracica cranial), Il (toracica caudal), Ill (abdominal cranial), IV
(abdominal caudal) e V (inguinal). La: linfonodos axilares. Lis: linfonodos inguinais superficiais

Fonte: Cassali et al. (2017)

A via linfatica possui um importante papel, tanto no de transporte de células
neoplasicas, quanto na maior frequéncia da metastase (PEREIRA et al., 2003;
PATSIKAS et al., 2006). A drenagem no linfonodo contralateral ja foi relatada,
decorrente a linfangiogénese ocasionada pelo neoplasma (SONREMO et al., 2009).
Assim, nota-se a importancia de inspecionar os linfonodos regionais na rotina de
avaliacdo de tumores mamarios em cadelas, pois a deteccdo de metastase impacta

no estadiamento, sobrevida e terapéutica a ser instituida (CASSALI et al., 2017).
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3. ESTADIAMENTO TNM

O estadiamento clinico para tumores mamarios caninos, Quadro 1, foi
determinado conforme o sistema TNM estabelecido pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) e modificado por Sorenmo et al. (2013, citado por CASSALI et al,
2013) e suas possiveis combinacdes encontram-se no Quadro 2. Neste sistema,
avalia-se o tamanho do tumor primario (T), a presenca ou auséncia de metastases

em linfonodos regionais (N) e a presenca ou auséncia de metastases distantes (M).

Quadro 1 — Critérios para a determinacdo do estadiamento clincio (TNM) dos

tumores de mama em cadelas

Tumor Primério (T) T1 Tumor<3cm
T2 Tumor entre 3 e 5cm
T3 Tumor >5cm
Linfonodos regionais (N) NO Sem metéastase (citologia ou histologia)
N1 Metastatico (citologia ou histologia)
Metastases (M) MO Sem metéastase a distancia detectada

M1 Metastase a distancia detectada

Fonte: Cassali et al. (2013)

Quadro 2 — Estadiamento clinico de tumor de mama em cadelas em fungéo dos
resultados obtidos quanto ao tamanho tumoral (T), acometimento nodal (N) e

deteccdo de metéastase a distancia (M)

Estadiamento T N M
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio I T3 NO MO
Estadio IV Qualquer T N1 MO
Estadio V Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Cassali et al. (2013)
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4 AVALIA(;AO DOS LINFONODOS REGIONAIS

Na medicina veterinaria, a avaliacdo do paciente com neoplasma mamario é
determinante para a correta conduta do diagnostico e prognoéstico. Nesse ambito, a
anamnese, 0 exame fisico e os exames complementares como citologia, radiografia,
ultrassonografia e histopatologia sdo importantes para deteccdo do tumor e
terapéutica adequada (FEITOSA et al, 2008).

O exame fisico baseia-se na palpacdo das cadeias mamarias e dos
linfonodos regionais, no intuito de encontrar nddulos ou alterages no tamanho,
forma ou consisténcia. Informacdes referentes ao aparecimento e progressao do
tumor, tratamento prévio e histérico reprodutivo sédo relevantes (CASSALI et al.,
2017). Diferentemente dos linfonodos inguinais, os linfonodos axilares sédo apenas
palpaveis se acometidos por algum processo patologico (FEITOSA et al., 2008).

Apés a inspecdo das mamas e dos linfonodos, pode-se empregar a citologia
aspirativa por agulha fina (CAAF) dos linfonodos como método complementar ao
diagnéstico. O exame citopatoldgico, baseia-se na analise microscopica da
morfologia celular, analisando-se alteragbes de células individuais fixadas e coradas
em laminas histolégicas. Essas células podem ser obtidas por esfoliacdo ou por
puncédo (ROCHA, 2008). Contudo, os linfonodos regionais da cadeia mamaria sdo sé
submetidos a puncdo quando apresentam-se alterados a palpacao, direcionando a
um estadiamento inadequado, pois a palpacdo nao permite deteccdo de metastase
(TUOHY et al., 2009; WILLIAMS; POCKER, 2003).

A radiografia detecta les6es pulmonares que podem variar entre 6 a 8 mm de
diametro. Pode-se melhorar a deteccdo de metastases precocemente, empregando
a tomografia computadorizada para lesGes tdo pequenas quanto 4 mm de diametro.
Embora o pulmao seja o local que, geralmente, ocorre metastase a distancia em
caes com neoplasia mamaria maligna, exames como ultrassonografia abdominal ou
radiografia devem ser indicados na investigagdo de outros sitios anatdbmicos de
acordo com os sinais clinicos apresentados pelo paciente (SORENMO, 2003).

Na medicina humana sdo descritas as caracteristicas ultrassonograficas dos
linfonodos normais e anormais, cujo exame € preconizado para a avaliacdo da
forma, contorno, tamanho e arquitetura dos mesmos (NYMAN et al., 2005). No
entanto esse método ndo é empregado de modo rotineiro para a avalicdo da cadeia
linfatica em cadelas com neoplasia mamaria, sendo mais empregado para

investigacao de metastase abdominal (SIMM, 2016).
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O linfonodo normal, a imagem ultrassonografica, é caracterizado por
apresentar um formato ovalado ou achatado, predominantemente hipoecdica,
homogénea, com contornos hiperecoicos bem definidos e, as vezes, pode-se
identificar uma linha hiperecogénica central na regidao do hilo (FELICIANO et. al.,
2015).

Ao se avaliar linfonodos anormais, o aspecto ultrassonografico aumentado
pode indicar um processo neoplasico, inflamatoério ou infeccioso, sendo deste modo
um parametro pouco Util na diferenciacdo de processos benignos ou malignos
(SWARTE et al., 2011). De forma contraria, o formato do linfonodo é um valioso
parametro na diferenciacdo entre caracteristicas malignas e benignas (NYMAN,
O’BRIEN, 2007). Normalmente, em processos inflamatorios, os linfonodos
aumentam proporcionalmente em todos os planos, mantendo-se ovais; ja nos
processos neoplasicos, tendem a aumentar, desproporcionalmente, o eixo curto,
tornando-se arredondados (CHAMMAS et al.,, 2004). Calcula-se o formato do
linfonodo pela divisdo do eixo curto (C) pelo eixo longo (L), considerado-o ovalado
guando a relagcdo C/L for menor que 0,5 e arredondado quando a relacdo C/L for
maior que 0,5, ou seja, com tendéncia de malignidade (FELICIANO et al., 2015).

A citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) € um método relativamente
seguro e indolor, possibilitando uma amostragem dos linfonodos, de forma rapida e
nao onerosa. A deteccao de células ndo habitualmente observadas nos linfonodos
ou 0 aumento na quantidade de alguns tipos celulares geralmente presentes sugere
neoplasia metastatica. Carcinomas metastatizam frequentemente para 0s
linfonodos. Células epiteliais metastaticas podem se apresentar isoladamente ou em
grupos. Elas sédo grandes e nao apresentam qualquer semelhanca com os
constituintes celulares do linfonodo normal ou hiperplasico (COWELL et al., 2009).

O exame de eleicdo para o diagnostico de metastase em linfonodos regionais
€ a analise histopatolégica apdés a sua remocgdo cirurgica (QUEIROGA; LOPES,
2002), embora a técnica seja considerada invasiva (TUOHY et al., 2009). Células
neoplasicas podem ser encontradas no paréngquima linfoide ou distribuidas nos seios
linfaticos (subcapsular, medular ou ambos). Pode-se observar macrometastases
(metéastases > 2 mm), micrometastases (focos de células neoplasicas com diametros
variando de 0,2 a 2 mm) e células tumorais isoladas: (focos de células neoplasicas
<0,2 mm) (ARAUJO et al., 2015).
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5 MAPEAMENTO DOS LINFONODOS REGIONAIS EM NEOPLASMAS
MAMARIOS E IDENTIFICACAO DO LINFONODO SENTINELA

A técnica para identificacdo transoperatéria do linfonodo denomina-se
mapeamento e baseia-se na identificacéo direta e individualizada dos linfonodos que
drenam uma neoplasia (SONREMO et al.,, 2009). Com esta finalidade, inUmeras
técnicas foram descritas para a identificacdo do linfonodo sentinela em humanos e,
mais recentemente em cadelas, como a linfocintigrafia, o uso de corantes vitais ou a
combinacgéao de ambos (VERONESI et al., 1997; PINHEIRO et al., 2003; MELO et al.,
2006; EL KHATIB et al., 2011).

Indmeros métodos podem ser empregados na identificacdo do linfonodo
sentinela como o uso de corantes azul de metileno, iopamidol, o verde de
indocianina (SOUZA et al., 2013), linfografia indireta empregando 6leo iodado como
marcador (BRISSOT; EDERY, 2016) e cintilografia (TUOHY et al., 2009), contudo, o
azul patente € o corante de escolha no Brasil e na Europa (BRENET et al., 2013;
SHINZATO et al., 2006).

O corante azul patente V sodico a 2,5% é drenado pelo sistema
linfatico, apés 5 a 10 minutos da sua aplicacdo intradérmica, possibilitando a
visualizagdo da cadeia linfatica regional no decorrer do procedimento cirargico (EL
KHATIB et al.,, 2011). A técnica de aplicacdo do corante € conceituada de facil
execucao, sem ser necessario treinamento previo, de baixo custo (EL KHATIB et al.,
2011) e com alta taxa de deteccao (94%). Como desvantagem, existe a
possibilidade de reacBes alérgicas como urticaria, laringoespasmo e choque
anafilatico, embora raras tanto em mulheres quanto em cadelas (BRENET et al.,
2013; SHINZATO et al., 2006). A solucao a 2,5 % de azul patente é eliminada pela
bile e pela urina, que ficam fortemente coradas de 24 a 48 horas ap0s a aplicacédo
(MELO, 2006).

A deteccdo de células neoplasicas no linfonodo, relaciona-se com a
agressividade neoplasica e potencial metastatico a distancia, tendo assim, essa
abordagem com valor prognostico e terapéutico, haja vista que a remocao do
linfonodo com células metastéticas possibilita a reducéo de recorréncia regional e a
distancia (PAULINELLI, 2017). Perante a evolucdo dos protocolos de diagnostico,
estadiamento e tratamento em mulheres, faz-se necesséario similar evolucdo nos

estudos sobre tumores mamarios na veterinaria.
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Emprego da citologia aspirativa por agulha fina dos linfonodos regionais guiada

pela ultrassonografia em cadelas com tumor mamario

Employment of the fine-needle aspiration cytology ultrasound guided of the regional

lymph nodes in bitches with mammary tumor

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade da citologia aspirativa por agulha
fina guiada por ultrassonografia (CAAF-US) do linfonodo regional em cadelas com
tumor mamario. Foram avaliadas 16 pacientes com neoplasia mamaria, submetidas a
avaliacdo clinica dos linfonodos e sua CAAF-US. Posteriormente essas pacientes foram
submetidas & mastectomia unilateral total e linfadenectomia utilizando o corante azul
patente para a identificacdo do linfonodo axilar, e os resultados comparados com a
analise histopatoldgica com a coloragdo de hematoxilina-eosina. A CAAF-US foi
sugestiva de metastase em 9,3% das amostras (3/32), porém duas pacientes vieram a
Obito antes do procedimento cirdrgico, portanto os linfonodos nao foram submetidos ao
exame histopatoldgica. Entre aquelas que tiveram diagnéstico histopatologico de
metastases nodal (3/16), todas macrometastases, uma foi detectada pela CAAF-US.
Ainda, 18,8% (6/32) das amostras foram acelulares ou ndo representativas. Houve
grande dificuldade em acessar os linfonodos axilares e inguinais que ndo se
apresentavam aumentados, além de outros desafios na obtencdo de amostras adequadas.
Assim, nas condicGes em que se realizou o estudo, sugere-se que a CAAF-US seria
melhor aplicada na deteccdo de metéstases em casos de linfonodos com alteracBes
clinicas e/ou ultrassonogréficas, do que em linfonodos normais.

Palavras chave: Metéstase. Linfonodo satélite. Glandula mamaria. Ultrassonografia.

Caéo.
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Abstract
The objective of this work was to evaluate the applicability of fine needle aspiration
cytology guided by ultrasound (CAAF-US) of the regional lymph node in bitches with
mammary tumor. Sixteen patients with mammary tumor were evaluated, submitted to
clinical evaluation of lymph nodes and their CAAF-US. Subsequently, these patients
underwent total unilateral mastectomy and lymphadenectomy using the patent blue dye
to identify the axillary lymph node, and the results were compared with
histopathological analysis with hematoxylin-eosin staining. CAAF-US was suggestive
of metastasis in 9.3% of the samples (3/32), but two patients died before the surgical
procedure, so the lymph nodes were not submitted to histopathological examination.
Among those who had a histopathological diagnosis of nodal metastases (3/16), all
macrometastases, one was detected by CAAF-US. In addition, 18.8% (6/32) of the
samples were acellular or not representative. There was great difficulty in accessing the
axillary and inguinal lymph nodes that were not enlarged, in addition to other
challenges in obtaining adequate samples. Thus, under the conditions in which the study
was conducted, it is suggested that CAAF-US would be better applied in the detection
of metastases in cases of lymph nodes with clinical and / or ultrasonographic changes,
than in normal lymph nodes.

Key words: Metastasis. Satellite lymph node. Mammary gland. Ultrasound. Dogs.

Introducéo

O crescimento populacional de cdes e de sua expectativa de vida tem se
mostrado proporcional ao da populacdo humana nas grandes cidades, o que reflete no
aumento da casuistica nos atendimento clinico e cirurgico veterinarios, sobretudo dos

procedimentos cirdrgicos oncologicos (QUEIROGA; LOPES 2002, CARVALHO et al.
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2008). Entre todos os tumores diagnosticados na espécie canina, a neoplasia mamaria é
a mais observada em cadelas (RIBAS et al., 2012; BIONDI et al., 2014), com variacdo
de 68% a 90% de malignidade na literatura brasileira (DE NARDI et al., 2002;
OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; TORIBIO et al., 2012; BIONDI et al., 2014), sendo a
principal causa de mortalidade em cadelas idosas (FIGHERA et al., 2008).

As neoplasias mamarias geralmente apresentam-se como nodulos circunscritos
com variagdo em tamanho, consisténcia e mobilidade para a pele e musculo. Podem
estar associadas a ulceracdo da pele e reagdes inflamatorias locais (CASSALI et. al.,
2013). Mdltiplos tipos histoldgicos podem ocorrer em uma ou mais glandulas mamarias
simultaneamente, e 60% das cadelas apresentam tumores em mais de uma mama
(BENJAMIN et al. 1999). Esperam-se recidivas e metéstases na grande parte das
neoplasias mamarias malignas. Observa-se metastases principalmente em linfonodos
regionais (axilares e inguinais) e a distancia em outros linfonodos, pulmdes, coracao,
baco, adrenais e encéfalo (MISDORP 2002).

A avaliacdo microscopica dos linfonodos em cadelas diagnosticadas com tumor
mamario maligno possui um papel primordial no direcionamento terapéutico, visto que
a drenagem linfatica representa a via mais comum de metastases (DE NARDI et al.,
2009; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009). A presenca de metéstases linfonodais
provoca uma importante redugdo na sobrevida, sendo que 85,7% das cadelas com
metastase nos linfonodos apresentam o tempo de sobrevida inferior a dois anos (SIMM,
2016).

Quando empregado o procedimento cirlrgico de mastectomia unilateral total, o
linfonodo inguinal é removido junto a mama correspondente devido sua posicao
anatdbmica. No entanto, o linfonodo axilar é removido quando se nota alteragdo na

palpacdo do mesmo (EL KHATIB et al., 2011), o que pode direcionar a um
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estadiamento inadequado da paciente antes de submete-la a cirurgia, ja que a palpacéo
ndo permite a deteccdo de metastase (TUOHY et al., 2009; WILLIAMS; POCKER,
2003).

Embora se conheca a drenagem dos linfonodos regionais, o surgimento do tumor
pode alterar substancialmente a dire¢do linfatica da mama, visto que animais com
tumores mamarios passam por uma reconfiguracdo linfatica, devido principalmente a
influéncia de fatores prolinfangiogénicos no sitio tumoral (PATSIKAS et al., 2006). E
além do mais, linfonodos correspondentes a locais que apresentam neoplasia, mesmo
sem ocorrer alteracdo de tamanho e consisténcia, podem j& possuir metéstase
(BESERRA, 2014).

A ultrassonografia € um método ndo invasivo e promove informagdes em tempo
real sobre arquitetura, dimensdes, contorno e ecogenicidade dos linfonodos (SIMM,
2016). Por este fato, a combinagdo da ultrassonografia com a citologia aspirativa por
agulha fina para a localizacdo e amostragem dos linfonodos regionais mamarios antes
do procedimento cirdrgico pode proporcionar um melhor estadiamento de cadelas com

tumores mamarios.

Material e Métodos
1 Animais

Dezesseis cadelas sem restricdo a idade, raca ou porte com diagnostico de
neoplasia maméria foram selecionadas provenientes do atendimento do setor de
Teriogenologia de Animais de Companhia do Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Londrina no periodo entre abril e dezembro de 2018.

Os critérios de inclusdo estabelecidos exigiram valores de hemograma e

bioquimica sérica dentro do intervalo de normalidade, segundo Garcia-Navarro (2005) e
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Bush (2004), respectivamente, auséncia de sinais de metéstases a distancia pelos
exames de imagem, ndo terem sido submetido a quimioterapia citorredutora prévia e/ou
algum procedimento cirargico relacionado a glandula mamaria previamente.

A utilizacdo das cadelas foi condicionada a autorizagdo do tutor por meio da
assinatura do Termo de Consentimento Livre, além do parecer favoravel da Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (protocolo n°
25463.2017.94). Nao houve interferéncia da pesquisa na escolha de farmacos,
protocolos terapéuticos ou conduta pos-operatdria no transcorrer do tratamento de
nenhum paciente.

As pacientes foram avaliadas por meio de anamnese, exame fisico, laboratorial
(hemograma completo, funcdo hepéatica e renal), ultrassonografia abdominal e
radiografia tordcica em trés projecGes: laterolateral esquerda, laterolateral direita e
ventrodorsal. Os linfonodos que se apresentavam aumentados, endurecidos ou com
perda da mobilidade, foram considerados positivos a palpacdo, significando que foram

suspeitos a metastase.

2 Procedimentos relativos a CAAF guiada por ultrassonografia

Cada estrutura linfatica foi localizada por ultrassonografia com transdutor linear
4.0-7.0 e equipamento Mindray DC-7 em modo-B, e Doppler colorido e puncionado por
pressdo negativa utilizando agulhas com tamanho 0,70 x 25 mm, seringas descartaveis
de 5 mL e ldminas de vidro para microscopia segundo a técnica de Raskin e Meyer
(2015). Assim que o esfregaco coletado secava, era fixado em &lcool metilico e corado
pelo método de Giemsa. Foi considerado o linfonodo como metastatico, quando eram
observadas células que ndo sdo normalmente encontradas nos linfonodos (COWELL, et

al., 2009), com critérios citomorfoldgicos nucleares e citoplasmaticos de malignidade:
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distribuicdo e arranjo das células epiteliais, anisocariose, anisocitose, padrdo de
cromatina, figuras de binucleacdo e mitose (RASKIN; MEYER 2015).

Foram consideradas como acelulares, amostras que ndo apresentavam células,
apenas debris e/ou secrecdes e/ou gel de ultrassonografia. Amostras ndo representativas
eram aquelas nas quais células teciduais ou sanguineas eram observadas, porém células
constituintes dos linfonodos ou compativeis com as originarias de neoformagdes
mamarias ndo estavam presentes, ou sua visualizagdo foi prejudicada pela grande

contaminacdo por gel ultrassonografico.

3 Identificacdo do linfonodo axilar e cirurgia

As pacientes aptas ao procedimento cirargico, foram submetidas a anestesia
geral seguindo o protocolo anestésico adotado pelo setor de Anestesiologia do Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Londrina.

Os tumores foram excisados pela técnica de mastectomia radical unilateral. Para
a identificacdo do linfonodo axilar foi realizada a aplicacdo intradérmica do corante azul
patente 2,5% na dose de 2mg/kg (PINHEIRO et al., 2003) em pontos cranial e caudal a

M1 seguida de sua remocao (linfadenectomia axilar).

4 Exame histopatoldgico

As amostras teciduais provenientes da mastectomia e linfadenectomia foram
submetidas a fixacdo em solucdo tamponada de formaldeido a 10% por 48 horas,
posteriormente foram desidratadas, diafanizadas, incluidas em parafina, seccionadas a 5
um e coradas pela Hematoxilina e Eosina. Para a avalicdo das margens cirdrgicas, as
cadeias mamarias foram previamente coradas com nanquim, seguido da aplicacdo de

acido acético.
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O diagndéstico histopatolégico foi realizado com base na classificacdo proposta

por Cassali et al., 2013 e as metastases nodais foram classificados segundo Araudjo et al,
2015 em macrometastases (metastases > 2 mm), micrometastases (focos de células
neoplasicas com didmetros variando de 0,2 a 2 mm) e células tumorais isoladas: (focos

de células neoplésicas <0,2 mm).

5 Estatistica

Posteriormente a realizacdo da tabulacdo de todos os dados, as varidveis de
distribuicdo das neoplasias mamarias e seus respectivos linfonodos sentinelas, assim
como as caracteristicas macro e microscopicas observadas foram analisadas segundo

estatistica descritiva, empregando a distribui¢do de frequéncia.

Resultados e Discussao

Quatorze pacientes apresentaram-se dentro dos critérios de selecdo, tendo sido
examinados, puncionados os linfonodos regionais guiados pela ultrassonografia e
submetidos & mastectomia radical unilateral e linfadenectomia mamaria (Tabela 1).
Houve duas pacientes que vieram a 6bito durante o projeto e ndo chegaram a ser
submetidas a cirurgia e seus dados encontram-se na Tabela 2.

A CAAF-US foi sugestiva de metéastase em 9,3% das amostras (3/32), porém
dois destes casos foram nas pacientes que vieram a Obito antes do procedimento
cirargico, portanto os linfonodos ndo foram submetidos ao exame histopatoldgica. No
caso 1, a paciente apresentava um aumento de volume em topografia do linfonodo axilar
e 0 exame histopatoldgico foi compativel com carcinossarcoma (Figura 1A e B).
Embora neste ndo se tenha observado componentes linfoides nos exames cito e

histopatologico (Figura 1C e D), a localizagdo anatomica e a auséncia de tecido
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mamario ao redor da massa permite inferir que o nodo axilar tenha sido substituido pelo
tumor.

Entre aquelas que tiveram diagnéstico histopatolégico de metastases nodal
(3/16), todas macrometastases, uma foi detectada pela CAAF-US. Ainda, 18,8% (6/32)
das amostras foram acelulares ou néo representativas.

Houve dois casos onde a CAAF-US ndo foi sugestiva de metastase, porém ao
exame histopatoldgico diagnosticou-se macrometastase no linfonodo axilar. Em um
destes casos (caso 3 - Figura 2), observou-se na citologia do linfonodo axilar baixa
celularidade, predominio de sangue e alta contaminacdo de gel ultrassonografico,
mesmo apods a limpeza copiosa com alcool antes da puncao, o que dificultou a leitura da
lamina. Como alternativa, sugere-se a utilizagdo de apenas é&lcool, sem o gel
ultrassonografico, para a localizacdo do linfonodo, com o cuidado de revestir a probe
ultrassonografica, pois segundo Nastri e Martins (2011), o contato direto do alcool com
o transdutor pode danificd-lo (NASTRI; MARTINS, 2011).

Todas as pungfes que resultaram em amostras ndo representativas/acelulares
provieram de linfonodos axilares menores de 1,35 cm de didmetro. Além da dificuldade
relacionada ao diminuto tamanho, destaca-se a topografia deste linfonodo, envolto em
tecido adiposo, abundante em cadelas obesas ou com sobrepeso, sob musculatura e pele,
e proximo de vasos e nervos importantes (KONIG; LIEBICH, 2016).

Embora o emprego somente da avaliacdo clinica do linfonodo possa acusar
erroneamente outra estrutura como sendo linfonodo e ndo permita a avaliagéo interna do
parénquima (NYMAN et al., 2005), todas as paciente que apresentaram metastase no
linfonodo axilar no exame histopatolégico ou no citolégico tiveram alteracbes a
palpacdo dos mesmos, em pelo menos em um dos critérios estabelecidos (tamanho,

mobilidade ou consisténcia).
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Sete cadelas apresentaram neoformacgdes em mais de uma mama, totalizando 26
tumores. Em relacdo a mama acometida, houve predominio 30,8% (8/26) dos pares
inguinais. O maior nimero de nodulos localizados nas mamas inguinais foi também
descrito por Oliveira Filho et al. (2010), Toribio et al. (2012) e Beserra et al. (2014) e,
apesar disso, ndo foram encontrados casos de metastase em linfonodo inguinal. Esta
maior frequéncia nas mamas inguinais e mamas abdominais caudais provavelmente
ocorram devido a maior quantidade de parénquima mamario em relacdo as demais
mamas, ocorrendo assim uma maior influéncia dos hormonios esteroides, culminando
com uma maior alteragio proliferativa (TORIBIO et al. 2012).

Em 53,8% (14/26) das pacientes apresentaram tumores menores que 3cm, 30,8%
(8/26) entre 3 e 5cm e 15,4% (4/26) tiveram tumores maiores que 5¢cm. Das cadelas que
apresentaram tumores maiores que 5cm, confirmou-se metastase no linfonodo axilar de
uma e suspeitou-se de metastase em outra. Segundo Cassali et al. (2017), o tamanho
tumoral é um fator progndstico que auxilia na predicdo do comportamento tumoral,
sendo que tumores menores que trés centimetros de didmetro, estdo associados a
progndstico, significativamente, melhor que tumores maiores que trés centimetros.

O tipo histoldgico mais comum das neoplasias foi o carcinoma em tumor misto
acometendo 29,2% (7/24) das cadelas. Alguns tumores apresentaram mais de um tipo
histolégico. A alta ocorréncia de carcinoma em tumor misto também tem sido
observada em estudos epidemioldgicos, seguidos de carcinoma solido e tubular simples.
Cassali e colaboradores (2012) relatam uma ocorréncia de até 66% de tumores mistos
dentre os tumores mamarios em cadelas.

Também foi calculado o formato do linfonodo pela divisdo do eixo curto (C)
pelo eixo longo (L), considerando-o ovalado quando a relagdo C/L for menor que 0,5 e

arredondado quando a relacdo C/L for maior que 0,5, ou seja, com tendéncia de
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malignidade (Tabela 1 e 2).

O formato do linfonodo € um importante atributo na diferenciacédo entre leses
malignas e benignas (NYMAN; O'BRIEN, 2007). Aquelas pacientes que apresentaram
a citologia do linfonodo sugestiva de metastase, e em uma das cadelas que se confirmou
a metastase por meio da histopatologia observou-se o linfonodo redondo a
ultrassonografia, corroborando com a afirmacdo de Chammas et al. (2004) que
normalmente, nos processos inflamatorios, os linfonodos aumentam proporcionalmente
em todos os planos, permanecendo ovalado, enquanto que, nos processos neoplasicos,
devido ao desproporcional aumento do eixo curto, apresentam-se arredondados.

Vale ressaltar que em nenhuma paciente observou-se qualquer efeito adverso do
corante ou qualquer complicacdo pos-operatorias, oriunda da pungdo aspirativa do
linfonodo ou da aplicacdo do corante azul patente, bem como da realizacdo da
linfadenectomia. A auséncia de efeitos adversos e complicacdes pos-operatorias neste
estudo foi similar ao encontrado na literatura humana, onde sdo raros os relatos de
hipersensibilidade, com incidéncia em torno de 0,34%, refor¢cando sua superioridade
frente aos demais corantes (BRENET et al., 2013).

Houve varias limitagdes encontradas nesta pesquisa como 0 baixo numero de
animais que participaram desse projeto; dificuldade em localizar o linfonodo axilar e
inguinal durante o exame ultrassonografico; tamanho diminuto dos linfonodos;
proximidade do linfonodo axilar com grandes vasos; contaminagdo da amostra com gel
ultrassonografico; comportamento de algumas pacientes que ndo permitia a
manipulacéo e realizacdo do exame. O projeto visava avaliar a aplicabilidade da técnica
sem uso de sedacdo, buscando uma ferramenta pratica e eficiente, , assim, tal
possibilidade n&o foi prevista no projeto que aprovado pelo Comité de Etica no Uso de

Animais.
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Apesar de todas essas limitagcdes, houve uma paciente que apresentava neoplasia
em M4 e M5, na qual foram observadas células neoplasicas na citologia aspirativa por
agulha fina guiada por ultrassonografia apenas no linfonodo axilar (Figura 3).
Infelizmente ela veio a dbito antes da realizagdo do procedimento cirdrgico. Levando
em consideracdo de que essa mama encontrava-se proxima ao linfonodo inguinal
superficial, ndo haveria indicacdo de remocdo do linfonodo axilar pela técnica de rotina.
Caso semelhante foi relatado em um estudo realizado por Bianchi et. al., (2018), onde
uma paciente que apresentava tumor nas mamas abdominal caudal e inguinal tinha
metastases nos linfonodos axilar e inguinal. Em outro estudo, Pereira et al. (2003)
observaram que em cadelas sadias, a mama inguinal drena somente para o linfonodo
inguinal superficial, contudo em pacientes com neoplasia mamaria pode-se observar
comunicacdo da mama inguinal com o linfonodo axilar, podendo favorecer o
desenvolvimento de metastase para cabeca, pescoco e torax.

Sabe-se que o padrdo drenagem linfatica das mamas da cadela saudavel é uma
referéncia nas acOes terapéuticas, em especial no que diz respeito ao procedimento
cirurgico, contudo deve-se considerar que alteracdes nesse padrdo sdo possiveis em
animais com cancer mamario. Assim, a detecgdo de metastases nos linfonodos regionais
por exames complementares pouco invasivos antes do procedimento cirdrgico, seria o
cenario ideal. Houve grande dificuldade em acessar os linfonodos axilares e inguinais
gue n&o se apresentavam aumentados, o0 que sugere, nas condi¢fes em que se realizou o
estudo e de forma preliminar, que a CAAF-US seria melhor aplicada na deteccdo de
metastases em casos de linfonodos com alteragdes clinicas e/ou ultrassonograficas, do

que em linfonodos normais, mas esta hip6tese necessita ser testada.
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Tabela 1 — Apresentagdo dos resultados clinicos, citoldgicos e histopatolégicos das cadelas com tumores de mama atendidas pelo setor de Teriogenologia de Animais de Companhia do
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina no periodo entre abril e dezembro de 2018

EXAME CLINICO CITOLOGIA HISTOPATOLOGIA USG
. Localizacéo Palpacdo
CASOS - de do tumor Tamanho LA LIS Tumor mamario LA LIS Tamanho LA Razéo C/L
nodulos mamario tumoral LA LIS
Carcinossarcoma,
Caso 1 2 M2D 1oxL5 — +T, +M. - + - CA.insitue + - 4,5x4 0,89
M5D 0,2 +C
C.T.M.
Caso 2 1 M2D 4x3 +T;E'V" - - - CA. Papilar + ; 4,5x3,5 0,78
M1-M2E 8,5%6,5 CA. Tubular
Caso3 3 M3E 1,5x1 +T, +C - - - C.T.M. + - 3,06x1,27 0,42
M5E 2x2 T.M.B.
Caso4 1 M5E 4x3 - - - - CA. insitu - - 0,34x0,13 0,39
Caso 5 1 M3E 1x1 - - * - CA. papilare T.M.B. - - 0,42x0,18 0,43
Caso 6 1 M2D 3x3 - - * - C.T.M. - - 0,38x0,16 0,42
Caso 7 1 M3D 5x3 - - * - C.T.M. - - 1,35x0,81 0,6
CA. tubular e
Caso 8 1 M5D 4,5x4 - - * - Mioepitelioma - - 0,64x0,39 0,61
maligno
M2D 2,7x2,2 T.M.B.
Caso 9 2 M5D 7.5x7 - - - - TMB. - - 0,61x0,28 0,46
Caso 10 1 M2E 1x1 - - * - C.TM - - 0,85x0,53 0,62
M2D 0,5 AD.M
Caso 11 3 M3D 1,5x1,0 - - * - T.M.B. - - 0,55x0,44 0,8
M5D 2,5x2,0 C.T.M.
Caso 12 1 M1E 0,5 - - - - T.M.B. - - 0,59x0,38 0,64
Caso 13 1 M5D 8x8 - - - - Ca. Papilar - - 1,35x,0,75 0,55
M1D 3x2
Caso 14 3 M3D 1x0,5 - - - - C.CE.eCT.M. 0,78x0,38 0,48
M4D 1x0,7

Legenda: M1 (torécica cranial), M2 (toracica caudal), M3 (abdominal cranial), M4 (abdominal caudal) e M5 (inguinal). La: linfonodo axila. Lis: linfonodo inguinal superficial. Linfonodo
alterado a palpacdo quanto ao: tamanho (+T), mobilidade (+M) e consisnténcia (+C). Razdo C/L: divisdo do eixo curto (C) pelo eixo longo (L) do linfonodo. (+) amostra positiva. () amostra
negativa. * material acelular/ndo representativo. CA.: carcinoma. C.T.M.:carcinoma em tumor misto. T.M.B.:tumor misto benigno. A.D.M:adenomioepitelioma. C.C.E.:carcinoma de células
escamosas. USG: ultrassonografia.
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Tabela 2 — Apresentagdo dos resultados clinicos e citoldgicos das cadelas com tumores de mama que vieram a
oObito atendidas pelo setor de Teriogenologia de Animais de Companhia do Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Londrina no periodo entre abril e dezembro de 2018

EXAME CLINICO CITOLOGIA USG
n.° de Localizagdo Tamanho | Palpacéo Tumor Tamanho Razdo
. do tumor LA | LIS L.
nodulos - tumoral mamario LA C/L
mamario LA | LIS
Compativel
Caso M4D 7,3x6,6 +T, -
15 2 M5D 2%3 +C + - com _tumor 1,11x0,96 0,86
misto
Compativel
Caso M3D 3,2x2,6 +T,
16 2 M2E 1,5x1 +C + - corrr;it;?or 1,03x0,67 0,65

Legenda: M1 (torécica cranial), M2 (toracica caudal), M3 (abdominal cranial), M4 (abdominal caudal) e M5
(inguinal). La: linfonodos axilares. Lis: linfonodos inguinais superficiais. Linfonodos alterados a palpacdo
guanto ao: tamanho (+T), mobilidade (+M) e consisnténcia (+C). (+) amostra positiva. (—) amostra negativa.

Razdo C/L.: divisdo do eixo curto (C) pelo eixo longo (L) do linfonodo. CA.: carcinoma. C.T.M.: carcinoma em
tumor misto. T.M.B.: tumor misto benigno. USG: ultrassonografia. * massa ndo permitiu a palpagdo do
linfonodo inguinal. .
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Figura 1 — Carcinossarcoma mamario em cadela (caso 1, Tabela 1). A) Fotografia de uma
cadela posicionada em decubito dorsal, onde é possivel observar a distribuicdo das
neoformacdes nas cadeias mamarias, com aumento de volume em topografia do linfonodo
axilar (seta) e auséncia da mama abdominal cranial direita (*). B) Fotomicrografia digital de
corte histoldgico de carcinossarcoma mamario em uma cadela, demonstrando componentes
epiteliais (setas) em padrdo micropapilar in situ e mesenquimais (*) em grandes feixes.
Hematoxilina e eosina, 10x. C) Fotomicrografia digital de esfregaco citolégico do linfonodo
axilar de uma cadela, sendo observadas células mesenquimais atipicas, apresentando bordos
mal definidos, vacuolizacdo citoplasmatica, forma estrelada, arredondada ou alongada, por
vezes binucleadas e apresentando multiplos nucléolos. Giemsa, 20x. D) Fotomicrografia
digital de corte histolégico de metastase em linfonodo axilar em uma cadela. Note o limite
tumoral (*) envolto por tecido subcutaneo (seta vermelha) adjacente a derme (seta azul), ndo
sendo observado tecido mamario nao neoplasico. Hematoxilina e eosina, 20x.
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Figura 2 — Fotomicrografia digital de esfregaco citoldgico do linfonodo axilar de uma cadela
com tumor mamaério (Caso 3, Tabela 1). Ha presenca de linfocitos e macrdfagos, raros
plasmdcitos e um grande numero de neutréfilos ndo degenerados, sendo possivel observar
corpusculos linfograndulares ao fundo, predominio de sangue. Giemsa, 20x

Figura 3 — Fotomicrografia digital de esfregago citologico de amostra sugestiva de metéstase
mesenquimal maligna em linfonodo axilar de uma cadela com tumores em mamas abdominais
cranial e caudal (Caso 15, Tabela 2). Note agregados celulares entremeados a populagdo
linféide, com destaque para a presenca de matriz mesenquimal (seta). Giemsa, 100x.
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CAPITULO 3 — CLINICOPATHOLOGICAL AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL ASPECTS OF A
MAMMARY CARCINOSARCOMA IN A CAT
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SUMMARY

A 16-year-old mixed breed female cat, spayed at age three, with a history of progestogen
administration, presented a non-ulcerated mass with nine centimetres in the right caudal
abdominal mammary gland, 6 months before clinical care. Histologically, was mammary
carcinosarcoma (MCaSa) due to the coexistence of malignant epithelial and mesenchymal
elements. Immunohistochemistry revealed that cytokeratin and vimentin in neoplastic cells. In
addition, there was co-expression of p63 in spindle and stellate cells and sporadically in
epithelial cells. This case represents the first report of a MCaSa in the mammary gland of a
cat immunolabeling by p63. MCaSa is a rare tumour in cats, but it should be among the
differential diagnoses of mammary gland neoplasms, considering the poor prognosis in the

few reported cases.

Keywords: feline; gland mammary; immunohistochemistry; p63; tumour.

In cats, the mammary tumours is the third most common, following cutaneous and
haematopoietic and lymphoid malignancies (De Campos et al., 2016; Paniago et al., 2010). It
was estimated that at the time of diagnosis, about 90% of mammary tumours in female are
malignant (Amorim et al., 2006).

Since the 1980s, mammary carcinomas in female cats have been accepted as a viable
natural animal model for the study of breast cancer in women because of their biological
similarities (Misdorp and Weijer, 1980). Invasive carcinomas in cats are the most frequent
tumours representing 89% of the cases, followed in 11% of carcinomas in situ (De Campos et
al., 2016). Among the invasive carcinomas, the tubulopapillary and cribriform subtypes are
the most prevalent (Schirato et al., 2012), being the carcinosarcoma, mucinous carcinoma and

mixed tumours rare in cats (De Campos et al., 2016).
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Carcinosarcoma are rare in cats, a few reports was described in mammary gland (Boos
et al., 2011; Paniago et al., 2010), apocrine sweat gland (Herraez et al., 2005), salivary gland
(Kim et al., 2008), lung (Ghisleni et al., 2003), and biliary tract (Cavicchioli et al., 2013). In
addition of the site of origin, the carcinosarcoma is defined as presenting simultaneously, in
the same tumour, an epithelial and a mesenchymal component, both malignant (Sanchez et
al., 2005), and believed that this cancer originates from totipotent stem cells (Cavicchioli et
al., 2013). This study describes the clinical aspects, histopathological patterns and
immunohistochemical findings observed in a case of mammary carcinosarcoma (MCaSa) in a
female cat.

A 16-year-old female cat, mixed breed, presenting of a six-month evolution of
mammary nodules and fast growing. This cat was spayed with 3 years-old, and previous to
surgery, had been treated with progestational drugs for contraceptive, but the tutor was not
able to tell us how long time. At the clinical examination, there was a nodule in the right
caudal abdominal mammary gland measuring 9 cm diameter, firm, non-adherent and non-
ulcerated.

The patient was submitted unilateral radical mastectomy and the surgical specimen
was forwarded to the Animal Pathology Laboratory for the histopathological examination.
The cat died on the day after the mastectomy for reasons not determined and the autopsy was
not authorized by tutor.

A mass examination performed soon after cut revealed multiple cystic cavitations,
areas of necrosis, zones of calcification, abundant fibrous-looking tissue and rigid
consistency. Five samples were sectioned and fixed in 10% buffered formalin solution for 48
h and then routinely processed. Sections were stained by Haematoxylin and Eosin (H&E)
submitted to IHC using monoclonal antibodies to anti-vimetin (V9, 1:100, Dako, Glostrup,

Denmark), anti-pancytokeratin (AE1/AE, 1:50, Dako, Glostrup, Denmark), anti-p63 (4A4,
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1:30, Dako, Glostrup, Denmark). Incubation with the secondary antibody SuperPicture™
Polymer Detection kit (Invitrogen Corporation, Camarillo, CA, USA), after which the
chromogen 3,3-diaminobenzidine (DAB, Invitrogen Life Technologies, Frederick, MD,
USA). The slides were counterstained with Harris’ Haematoxylin.

Histopathological evaluation observed neoformation composed predominantly of
mesenchymal elements, arranged in large bundles, represented by spindle and stellate shaped
cells, vacuolated and with moderate pleomorphism, frequent mitosis figures, including
atypical forms and chondroid differentiation focus. Embedded in this tissue are dilated ductal
structures covered by epithelial cells with pleomorphism accentuated in cribriform pattern,
with frequent comedonecrosis (Fig. 1). Additionally, small nests of epithelial cells are seen
infiltrating adjacent tissue, extensive areas of necrosis of liquefaction, and focus of dystrophic
calcification associated with moderate diffuse mixed inflammatory infiltrate. The inguinal
lymph node was without metastasis.

By immunohistochemistry, the epithelial cells of ductal structures and nests exhibit
diffuse cytoplasmic expression of pancytokeratin (Fig. 2), while spindle neoplastic cells are
positive for vimentin (Fig. 3). Immunoblotting to p63 is observed in the nuclei of most
spindle neoplastic cells (Fig. 4), and sporadically in the nests and ducts epithelia.

This case represents the first report of a MCaSa in cat with evaluation and
immunolabeling for p63. The diagnosis of MCaSa in the present case was based on the
histopathological and immunohistochemical features of the mammary tumour (Boos et al.,
2011, Paniago et al., 2010). The histopathological features in the mesenchymal and epithelial
cells of the tumour, including the cellular pleomorphism, cellular pattern, and mitotic activity,
favoured the diagnosis of a malignant lesion. Immunoreactivity for vimetin and cytokeratin in
neoplastic cells supported the diagnosis of MCaSa, similar features are described in the

veterinary literature (Boos et al., 2011; Sanchez et al., 2005). In addition, the nuclear
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immuno-expression of p63, was present in almost all the spindle and stellate cells and rarely
in epithelial cells was observed, due myoepithelial cells express the nuclear protein p63
(Koker and Kleer, 2004; Werling et al., 2003).

P63 is a marker used primarily for the identification of myoepithelial cells in the
differentiation between in situ tumours and invaders (Werling et al., 2003). In addition,
immunolabeling in woman metaplastic tumours, with a consistent marking of spindle cells
and sporadic epithelial cells with squamous differentiation, reinforcing the hypothesis of
origin from a totipotent cell with potential for differentiation in several ways, in addition to
supporting the idea that metaplastic spindle elements have myoepithelial differentiation
(Koker et al., 2004).

The diagnosis of less differentiated mammary carcinoma can be difficult (Paniago et
al., 2010). Although it is rare in the felines, the MCaSa should be included in the differential
diagnosis of undifferentiated mammary neoformations in cats, the mesenchymal proliferation,
may contain areas of differentiation in bone, cartilage (Boos et al., 2011), and myxoid matrix
(Paniago et al., 2010). In women, regardless of the presence of chondroid differentiation, the
separation between the cartilage and the epithelium by a mesenchymal tissue strip that allows
the diagnosis of MCaSa, distinguishing it from matrix-producing metaplastic carcinoma
(Wargotz and Norris, 1989a; Wargotz and Norris, 1989b).

Unknown the mammary gland most affected by tumours in feline species. In our relate
and clinical study with 20 cats and 27 mass (Amorim et al., 2006), the mammary mass was
more frequently (66%; 17/27) in abdominal and inguinal mammary gland. In a retrospective
study with 207 cases of mammary tumours in cats (Togni et al., 2013), observed 44 cases in
thoracic and cranial mammary glands, 26 cases in abdominal and inguinal mammary gland
and other 26 cases diffuse in mammary glands. Further studies are need to confirm this

anatomical predisposition.
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Intact female cats are more possible to develop mammary tumours compared to
spayed cats (Maniscalco et al., 2012). The cat in our report was spayed when it was 3-years
old and before the surgery, this had already been treated with progestational drugs. There is a
positive correlation of regular progesterone administration with a significant increase in the
probability of development of benign and malignant mammary tumours in felines (Misdorp et
al., 1991).

In our report the patient was 16 years old, older than described by other authors in cats
for MCaSa (13 years) (Boos et al., 2011; Paniago et al., 2010), being superior of the mean age
for mammary cancer in cats (11 years) (Cassali et al., 2018). Possibly this neoplasm is later in
cats, however, a greater number of cases is necessary to support this hypothesis.

Despite the rare occurrence of MCaSa in the mammary glands, this tumour should be
included in the differential diagnosis of mammary tumours of cats. The definitive diagnosis is
obtained by histopathological and immunohistochemical examination and the prognosis of

MCaSa is poor due its aggressive and infiltrative behaviour.
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Figures

Figure 1 - Mammary carcinosarcoma in a cat. A) Solid neoformation with ductal formation
covered by epithelial cells in micropapillary arrangement, with comedonecrosis, surrounded by
vacuolated spindle and stellate cells (*), which transition with areas of hyaline cartilage (arrows).
Haematoxylin and Eosin stain. Bar 100 um. B) Section from the mammary mass showing strong
expression anti-pancytokeratin antibody (AE1/AE3) in the cytoplasm of neoplastic epithelial cells of
ductal structures. Immunoperoxidase counterstained with Hematoxylin. Bar 100 um. C) Section from
the mammary mass showing strong expression of anti-vimentin, in spindle and stellate cells, and
negative in the ductal structures and nests. Bar 100 um. D) Section from the mammary mass showing
strong expression of p63 diffuse in spindle and stellate cells. Immunoperoxidase counterstained with

Hematoxylin. Bar 20 um.




