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COSTA, S.S. Utilizacdo de Doppler como fator prognéstico e suas
correlagbes com marcadores imunoistoquimicos no mastocitoma cutaneo
canino. Botucatu, 2011. 74p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universdade Estadual Paulista.

RESUMO

O mastocitoma (MCT) cutaneo é uma das neoplasias malignas mais comuns
em céaes, representa 11% dos tumores de pele nesta espécie e apresenta
comportamento biolégico variavel. Este trabalho da continuidade a pesquisas
com biomarcadores prognésticos em MCTs cutaneos em cdaes. Foi realizado
um estudo em busca de critérios complementares ao exame clinico
(ultrassonografia pelo método Doppler), que auxiliem na determinagdo do
potencial de recidiva e metastase do tumor, correlacionando-os com a
expressdo da proteina KIT, densidade microvascular (DMI), tamanho, nimero
de tumores, tempo de evolugdo, ulceragcdo, tempo de sobrevida e graduacao
histopatoldgica. Além disso, foi realizada uma analise dos parametros clinicos,
incluindo dados epidemiolégicos, achados histolégicos e moleculares e a
correlagdo destes com o comportamento biolégico do MCT. Foram avaliados
20 caes, que totalizaram 28 tumores. A ultrassonografia (US) pelo método
Doppler permitiu a identificacdo de vasos em 54% dos tumores. Ndo houve
correlacdo entre a presenca de vasos e a DMI, a localizacdo da proteina KIT,
0s graus histolégicos, o tempo de evolucdo, o tamanho, a ocorréncia de
recidivas e metastases, e o tempo de sobrevida, mas sim com a presenca de
ulceracdo tumoral. Observou-se correlagé@o estatistica entre o grau histolégico,
a DMI, a presenca de ulceracdo e o numero de tumores e também da
expressdo de Ki-67 com os padrées de marcacdo da proteina KIT. O grau
histolégico no MCT cuténeo canino nao deve ser avaliado isoladamente, mas
sim em conjunto com a expressdo da proteina KIT, DMI, proliferacédo celular,
presenca de ulceracdo, nimero de tumores e ocorréncia de recidivas e
metéstases. Indicamos que estudos adicionais sejam realizados para que a US
pelo método Doppler possa ser utilizada como método ndo invasivo para
caracterizar a vascularizacéo e o fluxo sanguineo em MCTs cutaneos caninos

e sua relacao com fatores prognésticos como metastase.

Palavras-chave: Doppler; Angiogénese; Cao; Mastocitoma; Progndstico
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COSTA, S.S. Use of Doppler as a prognostic factor and its correlation with
immunohistochemical markers in canine cutaneous mast cell tumor.
Botucatu, 2011. 74p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universdade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Cutaneous mast cell tumor (MCT) is one of the most common malignant
neoplasms in dogs, representing 11% of skin tumors in this species and shows
a variable biological behavior. This article maintains the search on prognostic
biomarkers in cutaneous MCTs in dogs. A study was conducted to find
additional criteria to the clinical examination (Doppler ultrasound) to add in
determining the potential for recurrence and metastasis of tumors, correlating
them with KIT protein expression, intratumoral microvessel density (IMD), size,
number of tumors, duration time, ulceration, survival rates and histological
classification. In addition, we performed an analysis of clinical parameters,
including epidemiological data, histological and molecular ones and correlate
them with the biological behavior of MCT. We evaluated 20 dogs, in a total of 28
tumors. The Doppler ultrasound (US) allowed the identification of vessels in
54% of tumors. There was no correlation between the presence of vessels and
IMD, KIT protein location, histological grades, duration time, tumor size,
recurrence and metastasis, and survival rates, but with ulceration. We have
observed statistical correlation between histological grade, IDM, presence of
ulceration and number of tumors and also the expression of Ki-67 with patterns
of KIT protein. The histological grade in canine cutaneous MCT should not be
assessed in isolation but in conjunction with expression of KIT protein, IDM, cell
proliferation, presence of ulceration, number of tumors and recurrences and
metastases rates. We suggest that additional studies should be done to further
evaluate the use of Doppler US as a noninvasive method to chacarterize the
vascularization and blood flow in canine cutaneous MCTs and its relationship

with prognostic factors, such as metastasis rates.

Key- words: Doppler; Angiogenesis; Dog; Mast cell tumor; Prognosis



INTRODUCAO

O MCT canino é a neoplasia cutanea maligna mais comuns em caes,
representando 11% dos tumores de pele nesta espécie (VILLAMIL et al., 2011).
Esta neoplasia possui comportamento biolégico variavel e pode se apresentar
tanto como massas solitarias, que podem ser tratadas e curadas com a
remogdo cirdrgica, ou mesmo como uma doenga metastatica sistémica e
potencialmente fatal (WEBSTER et al., 2008).

A carcinogénese é um processo desenvolvido em varias etapas, sendo
gue a formacao de novos vasos sanguineos a partir da vasculatura ja existente,
processo conhecido como angiogénese, representa uma fase essencial para a
progressao e metastase tumoral. O aporte sanguineo fornece nutrientes e
oxigénio a massa tumoral e funciona como uma rota vascular para a
disseminacao hematdgena de células neoplasicas (FOX, 1997).

Com base neste raciocinio, Folkman et al. (1963) desenvolveram os
primeiros trabalhos relacionando crescimento tumoral e neoformacéo vascular.
Desde entdo, a angiogénese tumoral vem sendo estudada na tentativa de
elucidar a relevancia clinica deste processo. Existem pesquisas em diversas
areas da oncologia humana abordando a angiogénese como um biomarcador
tumoral (CHEN et al., 2000; YANCE & SAGAR, 2006; SOUZA et al., 2007; LEE
et al., 2008). Em medicina veterinédria, as pesquisas nesta area sao recentes e
a importancia da angiogénese foi documentada em algumas neoplasias
caninas (SCHARZ et al., 2005; LUONG et al., 2006; NYMAN et al., 2006).

Devido a elevada prevaléncia do MCT cutdneo na espécie canina e
considerando o comportamento biolégico varidvel desta neoplasia, a presente
pesquisa busca um melhor entendimento do papel da angiogénese como fator
prognostico no MCT cutaneo canino. Uma vez que a graduagdo histopatolégica
proposta por Patnaik et al. (1984) apresenta controvérsia entre observadores
(NORTHRUP et al.,, 2005; PINCZOWSKI et al., 2008), este trabalho da
continuidade a pesquisas com biomarcadores prognosticos em MCTs cutaneos
em caes. A hipbétese é que as caracteristicas vasculares se correlacionem com
0s marcadores imunoistoquimicos e parametros clinicos. O estudo busca
critérios complementares ao exame clinico (US pelo método Doppler), que

auxiliem na determinacao do potencial de recidiva e metastase do tumor, bem



como de seu crescimento, correlacionando-0s com imunomarcadores tumorais
associados a proliferacéo celular (Ki-67), expressao da proteina KIT, apoptose
(caspase-3) e DMI (fator VIII), além de tamanho e numero de tumores, tempo
de evolucdo e ulceragcdo do tumor, tempo de sobrevida e graduacéo

histopatoldgica. Esta tese é apresentada sob a forma de dois artigos cientificos.



REVISAO DE LITERATURA

Mastocitoma cutaneo canino

O MCT caracteriza-se pela proliferacdo de mastécitos e é a terceira
neoplasia cutdnea mais comum em cdes. Em estudos de ocorréncia realizados
no exterior e no Brasil, estes correspondem de 11 a 13% das neoplasias
cutaneas em caes (SOUZA et al., 2006; VILLAMIL et al., 2011).

A doenca acomete principalmente caes de meia idade a idosos, com
média de nove anos (THAMM & VAIL, 2007; MURPHY & BREARLEY, 2008).
As racas mais acometidas incluem Boxer, Boston Terrier, Bull Mastiff, Labrador
Retriever, Golden Retriever, Pug, Shar-Pei Chinés, Weimaraner, Rhodesian
Ridgeback, Vizsla, Poodle miniatura, Collie e Pastor Alemao (VILLAMIL et al.,
2011).

Cées da raca Boxer apresentam a neoplasia em fase mais jovem
guando comparados as outras ragas, e em geral, estes tumores sdo menos
agressivos, ou seja, bem ou moderadamente diferenciados, logo, apresentam
melhor progndstico. Apesar de cdes da raga Shar-Pei Chinés também
apresentarem MCT na fase jovem, com idade média de quatro anos,
geralmente estes tumores sdo pouco diferenciados e tem comportamento
biolégico mais agressivo (MURPHY & BREARLEY, 2008; WELLE et al., 2008).
NIEL et al. (2006) identificaram maior ocorréncia de MCT em cées da raga Pug;
e apesar da presenca de tumores multiplos na maioria dos animais, em geral o
MCT nao tem comportamento agressivo nesta raca. Estes autores acreditam
gue a presenca de varios tumores indique distintos focos primarios e nao
doenca em estagio avancado.

Até recentemente, ndo havia dados na literatura quanto a predilecédo
sexual ou associacdo entre género e taxa de sobrevida em cédes com MCT
cutdneo, a excecdo de um trabalho realizado por Kiupel e colaboradores
(2005), no qual foi observado tempo de sobrevida mais curto em machos,
guando tratados apenas com excisao cirargica. Em um estudo recente, Laufer-
Amorim (2011) observou correlagcdo entre o sexo dos animais e 0S graus
histolégicos, sendo que as fémeas apresentaram tumores de menor grau de

malignidade.



White et al. (2011) concluiram que a castracao é um fator de risco para o
surgimento de MCT. Os autores investigaram o sexo e estado reprodutivo de
animais acometidos e observaram que fémeas castradas apresentaram maior
risco de desenvolver a neoplasia do que as néo castradas e que possivelmente
0 mesmo ocorre em machos. Estes autores destacam que apesar de o0s
receptores de estrégeno e progesterona ja terem sido identificados em
amostras de MCT canino, o papel “protetor” dos horménios sexuais ainda deve
ser mais bem investigado.

A caracteristica clinica do MCT é muito variavel e este pode mimetizar
gualquer lesdo cutanea (MURPHY & BREARLEY, 2008). Os tumores podem
ter origem na derme, ser Unicos ou multiplos, de tamanho e tempo de
crescimento variaveis. Pode ocorrer alopecia e ulceracdo. Ha4 uma forma que
se restringe ao tecido subcutaneo e se assemelha a um lipoma, e os tumores
ocorrem principalmente em tronco e membros (THAMM & VAIL, 2007).

A abordagem diagnostica em cdes com suspeita de MCT deve incluir o
estabelecimento do diagnéstico definitivo por meio de citologia ou
histopatologia e a identificacdo de sinais paraneoplasicos, oriundos da
liberacdo de histamina, heparina, fator quimiotatico de eosindfilos e enzimas
proteoliticas, que podem causar ulceracdo gastrointestinal, hemorragias e
cicatrizacao prejudicada (WELLE et al., 2008).

A caracterizacdo histolégica e o comportamento biolégico do MCT
cutaneo canino s&o variaveis. Por essa razdo, foram propostos dois sistemas
de classificacdo baseados nas caracteristicas de diferenciagdo das células
neoplasicas (PATNAIK et al., 1984; KIUPEL et al. 2010). O primeiro critério
designa graus 1, 2 e 3 para tumores bem, moderadamente e pouco
diferenciados, respectivamente (PATNAIK et al., 1984) e o segundo, de baixo e
alto graus de malignidade (KIUPEL et al., 2010).

De acordo com Patnaik et al. (1984), 93% dos cdes com MCT grau 1,
removidos cirurgicamente sobreviveram aproximadamente quatro anos e 47%
dos caes com tumores grau 2 tratados com cirurgia sobreviveram pelo mesmo
periodo de tempo. Entretanto, cdes com MCT grau 3 apresentaram sobrevida
média de 18 semanas, quando tratados apenas com cirurgia.

Em estudo cego realizado para avaliar a classificagdo microscépica e o

valor prognoéstico do sistema estabelecido por Patnaik et al. (1984), 95



amostras de cades acometidos por MCT cutaneo foram avaliadas por 28
patologistas veterinarios de 16 instituicdes. A porcentagem de concordancia
entre os avaliadores foi de 75% no diagnostico de MCT grau 3 e inferior a 64%
em tumores de graus 1 e 2 (KIUPEL et al., 2010).

Para reduzir a discrepancia entre patologistas e fornecer valor
prognéstico, Kiupel et al. (2010) sugerem um sistema de classificacdo em
apenas duas categorias, sendo estas: alto e baixo graus de malignidade. De
acordo com este novo sistema, os MCTs de alto grau foram associados com
menor tempo de surgimento de metastases, surgimento de novos tumores e
tempo de sobrevida mais curto. O tempo médio de sobrevida foi inferior a
guatro meses para tumores de alto grau, mas superior a dois anos para
tumores de baixo grau.

O MCT é conhecido como uma neoplasia de dificil controle tendo em
vista que a apresentacao clinica, o comportamento e a resposta ao tratamento
sdo variaveis. Pode-se utilizar intervencao cirurgica, radioterapia, quimioterapia
ou a combinacdo das modalidades como tratamento da neoplasia (DOBSON &
SCASE, 2007). Atualmente, o uso de inibidores de receptores de tirosina
guinase em neoplasias que possuem mutacao no proto-oncogene c-KIT é uma
abordagem terapéutica promissora (RAMANATHAN et al., 2008).

Angiogénese tumoral

Angiogénese é a formagdo de novos vasos sanguineos a partir da
vasculatura ja existente. Este processo ocorre na cicatrizacdo de feridas, na
embriogénese, nas doencas nao-neoplasicas e nas neoplasias propriamente
ditas, sendo necessario ndo sO para o crescimento tumoral, mas também para
0 acesso a vasculatura e consequente disseminacdo metastatica (KENT et al.,
2002).

As alteracbes angiogénicas sdo controladas por estimulos fisiolégicos.
Além disso, o equilibrio entre os fatores angiogénicos e 0os que a inibem podem
ser produzidos diretamente pelas células tumorais, por células inflamatorias
(macrdéfagos) ou outras células estromais, associadas aos tumores (STRICKER
& KUMA, 2008).



A vasculatura tumoral difere das demais tanto em relacdo as
caracteristicas bioquimicas quanto morfolégicas. Determinados marcadores
bioquimicos de angiogénese encontrados em vasos sanguineos intratumorais
néo sao vistos nos demais vasos (HANAHAN & FOLKMAN, 1996).

O avanco das pesquisas relacionadas a interacdo entre estas moléculas
e como elas afetam a estrutura e o funcionamento vascular tem possibilitado o
desenvolvimento de novas abordagens no tratamento do cancer (CARMELIET
& JAIN, 2000).

Ultrassonografia pelo método Doppler

O método mais usado para avaliar quantitativa e qualitativamente a
vascularizacdo tumoral é o exame imunoistoquimico (OHLERTH & KASER-
HOTZ, 2003). A US pelo método Doppler fornece um mapeamento dos sinais
de fluxo sanguineo no tumor por completo, em tempo real, tornando-se um
método direto de avaliacdo dos vasos sanguineos intratumorais (PETERS et
al., 1998).

Chen e colaboradores (2000) pesquisaram a utilizacdo da US pelo
método Doppler colorido em pacientes humanos acometidos por cancer de
colon. Os resultados demonstraram que este exame forneceu dados pré-
operatoérios Uteis que permitiram a identificacdo de pacientes com mau
progndéstico e aqueles que precisariam de terapia adjuvante, sendo este um
bom indicador da possibilidade de recorréncia e sobrevida dos pacientes.

Na Alemanha, um grupo de pesquisadores avaliou o numero de artérias
relacionadas a tumores de mama em mulheres através de US com meétodo
Doppler, na tentativa de utilizar este dado como fator prognéstico e concluiram
gue a vascularizaco tumoral foi um fator preditivo da sobrevida das pacientes
acometidas por este tipo de cancer (WATERMANN et al., 2004).

Gene c-KIT

O proto-oncogene c-KIT codifica o receptor tirosina-quinase (KIT), que é

necessario para o desenvolvimento, sobrevivéncia e maturacdo adequada de



mastocitos, além de ser importante também para a adesdo de fibronectina,
guimiotaxia e degranulacao (ZEMKE et al., 2001; WEBSTER et al., 2006).

Expressao aberrante da proteina KIT (KIUPEL et al., 2004) e mutacdes
ativadoras em c-KIT foram identificadas em casos de MCT cutaneo canino
(ZEMKE et al., 2001). Desta forma, acredita-se que a etiologia desta neoplasia
seja multifatorial, sendo que fatores genéticos, além dos previamente citados,
como hormonais e raciais, estejam envolvidos na tumorigénese (WHITE et al.
2011).

Em 2002, Zemke e colaboradores demonstraram que mutacdes no gene
c-KIT estavam associadas a graduacao histopatolégica de MCTs e que 0s
animais com mutacfes apresentaram prognéstico desfavoravel em relagao
aqueles gue nao as apresentavam.

Baseando-se em  pesquisas realizadas com técnica de
imunoistoquimica, Webster e colaboradores (2004) propuseram uma nova
classificacdo prognéstica para o MCT, de acordo com o padrdo de marcagao
da proteina KIT. Foram identificados trés padrdes de localizacdo desta proteina
em mastdcitos neoplasicos, sendo estes, membranoso, citoplasmatico focal e
citoplasmético difuso. Estes padrées foram correlacionados com a
agressividade do tumor e os animais que possuiam o0 padrdo citoplasmatico

focal ou difuso apresentaram progndstico desfavoravel.

Proliferacéo celular

O Ki-67 é uma proteina nuclear e nucleolar presente em células em
proliferacdo, mas ndo em células em repouso. Sua expressao comeca a ser
detectada na fase de sintese do ciclo celular, aumenta na fase gap e atinge seu
maior pico na fase de mitose (ENDL & GERDES, 2000).

A expressao da proteina Ki-67 por meio de reacdo imunoistoquimica é
amplamente utilizada para avaliar o indice de proliferacao celular, uma vez que
possui valor progndstico em casos de MCT (ABADIE et al., 1999; WEBSTER et
al., 2008). Um estudo realizado por Scase et al. (2006) também demonstrou
gue a expressédo de Ki-67 é um marcador prognostico para o MCT canino. Os
autores utilizaram o indice de proliferacdo celular para dividir os MCT

classificados em grau 2, de acordo com o sistema de Patnaik et al. (1984), em



dois subgrupos com tempo de sobrevida notadamente diferente. WEBSTER et
al. (2007) preconizam que a proteina Ki-67 seja analisada rotineiramente em
animais portadores de MCT, juntamente com outros marcadores prognosticos,
como grau histologico e padrdo de marcacdo da proteina KIT. A atividade
proliferativa determinada por meio de marcacdo imunoistoquimica pode
também ser associada a susceptibilidade do tumor a quimioterapia, uma vez
gue a maioria dos farmacos antineoplasicos atua na divisao celular (ABADIE et
al., 2001; WEBSTER et al., 2007).

O indice mitético (IM) corresponde a mensuracdao indireta da proliferacéo
celular baseada na quantificacdo de figuras de mitose presentes na lamina.
Romansik e colaboradores (2007) concluiram que o IM possui alto valor

preditivo em relacdo a sobrevida de cées portadores de mastocitoma cutaneo.

Densidade microvascular e Fator de Von Willebrand

A densidade microvascular é um parametro de angiogénese
freqlentemente utilizado, o qual é regulado por fatores pré e anti-angiogénicos
(WOLFESBERGER et al., 2008). Este parametro pode ser mensurado por
microscopia Otica e sua evidenciacdo é feita aplicando-se anticorpos com
afinidade por epitopos especificos da célula endotelial, como o fator de Von
Willebrand, também conhecido como fator VIII (SOUZA et al., 2007).

Em oncologia humana, sabe-se que existe uma relacéo importante entre
a alta DMI e a agressividade do tumor, ocorréncia de metastases e diminui¢ao
do tempo de sobrevida em pacientes acometidos por neoplasia de célon, lingua
e outras (FOX, 1997; VERMEULEN et al., 1999; SOUZA et al., 2007).

Estudos recentes em medicina veterinaria também demonstraram a
importancia da DMI em animais (ROSENTHAL, 2000; MAIOLINO et al., 2001).
Preziosi et al. (2004) concluiram que este parametro pode ser utilizado como
fator prognéstico quanto ao comportamento biolégico do MCT cutaneo canino

no periodo pés-cirdrgico.



Apoptose e caspase-3

A apoptose é um processo biolégico complexo e fundamental que
permite ao organismo eliminar e remover células impréprias (PORTER &
JANICKE, 1999). As caspases sd0 enzimas que participam de uma cascata
desencadeada em resposta a sinais pro-apoptéticos que culminam na
eliminacao da célula (THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998), sendo essenciais a
ativacdo e execucdo da apoptose (PORTER & JANICKE, 1999). Além disso,
alguns estudos sugerem que o grau de expressao e a localizacdo desta enzima
podem ser importantes na progressao da tumorigénese (NAKAGAWARA et al.,
1997).

Nakagawara et al. (1997) demonstraram que a elevada expressao de
caspase-3 esta relacionada a um prognéstico favoravel em casos de
neuroblastoma e afirmam que a expressdo desta enzima pode ser utilizada
como indicador do potencial de regressdo do tumor. Do mesmo modo, a
expressdo elevada de caspase-3 foi observada em linfomas e leucemias
crbnicas (KRAJEWSKI et al., 1997).

Outras pesquisas revelam que a baixa expressdo de caspase-3 esta
ligada a resisténcia a quimioterapia (EICHHOLTZ-WIRTH et al., 1997). Hannun
(1997) sugere que muitas células neoplasicas sao intrinsecamente incapazes
de ativar o mecanismo de apoptose e podem, assim, ser resistentes a

guimioterapia e possivelmente a radioterapia.
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RESUMO

O mastocitoma (MCT) cutdneo é uma das neoplasias malignas mais comuns
em cdes e possui comportamento biologico variavel. A carcinogénese € um
processo desenvolvido em vérias etapas e a angiogénese representa uma fase
essencial para a progressdo e metastase tumoral. A hipétese deste trabalho é
gue as caracteristicas vasculares se correlacionem com o0s marcadores
imunoistoquimicos e parametros clinicos. O estudo incluiu 20 cdes com MCT
cutaneo e investigou o uso da ultrassonografia (US) pelo método Doppler na
determinacdo do potencial de recidiva e metastase do tumor, correlacionando-
0s com imunomarcadores relacionados a proliferacdo celular, expressao da
proteina KIT, apoptose e densidade microvascular intratumoral (DMI), além de
tamanho e numero de tumores, tempo de evolucdo e ulceragdo do tumor,
tempo de sobrevida e graduacao histopatolégica. A US pelo método Doppler
permitiu a identificacdo de vasos em 54% dos tumores. Nao houve correlacao
entre a presenca de vasos e a DMI, a localizacdo da proteina KIT, os graus
histoldgicos, o tempo de evolugcdo, o tamanho, a ocorréncia de recidivas e
metastases, e o tempo de sobrevida, mas sim com a presenca de ulceracdo
tumoral. Observamos que os indices obtidos na US pelo método Doppler
podem ser ferramentas promissoras na diferenciacdo dos tumores de acordo

com o grau histolégico no periodo pré-operatério e que estudos com maior
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numero de animais podem esclarecer a utilidade destes. Houve uma tendéncia
de tumores vascularizados apresentarem maior taxa de 6bito e metastase em
linfonodo regional. Pelo nimero reduzido de amostra, indicamos que estudos
adicionais sejam realizados para que esta técnica possa ser utilizada como
método ndo invasivo para caracterizar a vascularizacao e o fluxo sanguineo em
MCTs cutaneos caninos e sua relacdo com fatores prognosticos como
metéstase.

Palavras-chave: Doppler, angiogénese, cdo, mastocitoma, prognostico

ABSTRACT

Cutaneous mast cell tumor (MCT) is one of the most common malignhant
neoplasms in dogs and show variable biological behavior. Carcinogenesis is a
process developed in several stages and angiogenesis represents an essential
step for tumor progression and metastasis. Our hypothesis is that vascular
features correlate with clinical parameters and immunohistochemical markers.
The study included 20 dogs with cutaneous MCT and investigated the
usefulness of Doppler ultrasound (US) in determining the potential for tumor
recurrence and metastasis, correlating them with antibodies related to tumor
cell proliferation, KIT protein expression, apoptosis and intratumoral
microvessel density (IMD), in addition to tumor size and number, time of
evolution and tumor ulceration, survival time and histological grade. Doppler US
identificated vessels in 54% of tumors. There was no correlation between the
presence of intratumoral vessels and IMD, location of KIT protein, histological
grades, time evolution, recurrence and metastases rates and survival time. The
presence of vessels correlated with size and presence of tumor ulceration. We
observed that index obtained on Doppler US may be promising tools in the
differentiation of tumors according to histological grade in the preoperative
period and that studies with larger number of animals may explain its
usefulness. There was a tendency of vascularized tumors to show lower
survival rates and regional lymph node metastasis. We indicate that further
studies should be conducted so that this technique can be used as a
noninvasive method to characterize vascularization and blood flow in canine
cutaneous MCTs and its relation to prognostic factors such as metastasis.
Keywords: Doppler, angiogenesis, dog, mast cell tumor, prognosis
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INTRODUCAO

O MCT caracteriza-se pela proliferacdo de mastdcitos e representa 11%
das neoplasias cutaneas no céao (VILLAMIL et al., 2011). Estudos a respeito
dos fatores prognosticos sdo importantes devido ao seu comportamento
bioldgico variavel, taxas de recidiva e mortalidade de até 50% (FURLANI et al.,
2008; HUME et al., 2011).

A avaliacdo histoldgica ainda é o principal método de diagnéstico. O
sistema de graduacado proposto por Patnaik et al. (1984) classifica os tumores
em graus 1, 2 e 3. Entretanto, os MCTs de grau 2 compartilham caracteristicas
tanto dos de grau 1 quanto de grau 3, 0 que resulta em divergéncia entre 0s
patologistas (NORTHRUP et al., 2005; PINCZOWSKI et al., 2008). Para
melhorar o nivel de concordancia entre patologistas e fornecer melhor valor
prognéstico, Kiupel et al. (2010) sugerem um sistema de classificacdo em dois
grupos, sendo estes alto e baixo graus de malignidade. Outros fatores
prognésticos como localizacdo da proteina KIT (WEBSTER et al., 2004), indice
mitotico (ROMANSIK et al., 2007) e o numero de células marcadas pela
proteina Ki-67 (WEBSTER et al., 2007) podem ser usados para determinar o
comportamento biolégico dos MCTs cutaneos.

O aporte sanguineo fornece oxigénio e nutrientes a todos os 6rgéos,
mas também participa da patogénese de algumas doencas, como o cancer
(CARMELIET & JAIN, 2011). A angiogénese € necessdria para o crescimento
tumoral, mas também para 0 acesso a vasculatura e consequente
disseminacdo metastatica (KENT et al., 2002). Na medicina veterinaria, as
pesquisas nesta area sao recentes e a importancia da angiogénese foi
documentada em neoplasias em cdes, como sarcomas de tecido mole, tumores
de mama e linfomas (SCHARZ et al., 2005; NYMAN et al., 2006; LUONG et al.,
2006, AL-DISSI et al., 2010; QUEIROZ et al. 2010; ZIZZO et al., 2010; IM et al.,
2011).

O método mais usado para avaliar quantitativa e qualitativamente a
vascularizacdo tumoral é o exame imunoistoquimico (OHLERTH & KASER-
HOTZ, 2003). Entretanto, a US pelo método Doppler também tem sido utilizada

para este fim e é considerada uma técnica altamente sensivel e ndo invasiva
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para avaliar a neovascularizagdo em tumores in vivo (CHEN et al., 2000;
DONNELLY et al., 2001; CHEN et al., 2009, ZHU et al., 2011, EPSTEIN et al.,
2011). A US pelo método Doppler fornece informagfes qualitativas, como a
presenca ou ndo de fluxo sanguineo na regido analisada, e quantitativas, como
as medidas de velocidades minimas e maximas, e os indices de pulsatilidade
(IP) e resistividade (IR), que refletem a impedancia e resisténcia vascular,
respectivamente (CARVALHO, 2009).

O calculo de IR e IP tem sido alvo de pesquisas recentes em medicina
humana. Embora existam controvérsias, alguns autores afirmam que estes
valores podem ser utilizados para diferenciacdo entre neoplasias benignas e
malignas no periodo pré-operatério, o que auxilia no planejamento do
procedimento cirtrgico (ALGIN et al., 2010).

A angiogénese é um processo dinamico e grande parte das pesquisas
avalia a densidade microvascular, que é o produto final da angiogénese
(HASAN et al., 2002). A DMI baseia-se na identificacdo de células endoteliais
utilizando-se marcadores moleculares, principalmente o fator VI, também
chamado de fator de Von Willebrand (LUONG et al., 2006). Em caes, o valor
prognéstico da DMI foi descrito em tumores como osteossarcoma, carcinomas,
MCTs, sarcomas de tecidos moles e seminomas (COOMBER et al., 1998;
MAIOLINO et al., 2001; RANIERI et al., 2003; PREZIOSI et al., 2004; LUONG
et al., 2006; GAL et al., 2007; KIM et al., 2010).

Ohlerth e colaboradores (2010) observaram correlacdo moderada entre
a US com o método Doppler e a DMI em carcinomas de células escamosas,
melanomas e sarcomas de cées. Outros autores utilizaram a DMI para
correlacionar a vascularizacdo detectada por exame ultrassonografico com os
achados histologicos em casos de adenocarcimona endometrial em mulheres,
mas os resultados n&o foram promissores (LEE et al., 2000).

Baseando-se nos mecanismos envolvidos na carcinogénese, a
associacdo entre os métodos de imagem e expressao de fatores angiogénicos
€ importante na abordagem diagnostica e terapéutica de cdes com MCT
cutadneo. Entretanto, existem poucos relatos que avaliaram estes parametros
em conjunto, conforme descrito acima. O objetivo desta pesquisa foi
correlacionar os achados obtidos no exame ultrassonografico pelo método

Doppler com a DMI, as classificacbes propostas por Patnaik et al. (1984),
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Webster et al. (2004) e Kiupel et al. (2010) e o comportamento bioldgico do

MCT cutaneo em caes.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 20 caes portadores de MCT cutaneo, sendo oito caes
com tumores multiplos (dois tumores cada)de diferentes idades, com ou sem
raca definida, entre machos e fémeas, totalizando 28 nddulos. Os caes
incluidos nesta pesquisa foram submetidos aos seguintes critérios de inclusao:
1. diagnostico citopatolégico de MCT cutaneo, 2. nao realizacdo prévia de
tratamento quimioterapico e 3. exérese cirlrgica do tumor para realizacdo da
graduacao histopatoldgica e das rea¢gdes imunoistoquimicas.

Os dados de resenha e tempo de evolugdo do tumor (TET) foram
documentados. Os tumores foram mensurados com um paquimetro em trés
dimensdes (largura, comprimento e espessura) e classificados quanto a
localizacdo anatébmica (cabeca, tronco, membros, bolsa escrotal, vulva e
cauda), presenca de ulceracao e nimero de nédulos. A presenca de nddulos a
uma distancia superior a 10 cm do tumor original caracterizava um caso de
tumores maltiplos, conforme proposto por Murphy et al. (2006).

Inicialmente, administrou-se difenidramina  (1mg/Kg), por via
intramuscular. Foi realizada a puncdo aspirativa dos nodulos e linfonodos
regionais, independente de linfadenomegalia, US abdominal e radiografia
toracica em 3 proje¢Bes, com o intuito de pesquisar a ocorréncia de metastases
locais ou a distancia. As citologias de linfonodos foram interpretadas de acordo

com as diretrizes recomendadas por Krick et al. (2009).

Ultrassonografia pelo método Doppler

Os tumores foram avaliados por meio de imagem ultrassonogréafica em
modo B com transdutor de 10MHZ linear. Posteriormente, foi realizada
varredura pelo modo Doppler (colorido e espectral) com transdutor convexo de
4 a 7TMHZ, para investigar a presenca de vasos. Dessa forma, os tumores
foram divididos em duas categorias, sendo estas - com vasos detectateis ou

sem vasos detectaveis. Em seguida, os valores de IR [IR= VPS (velocidade de
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pico sistolico final) - VDF (velocidade de pico diastélico final)/VPS] e IP foram
calculados e salvos [IP=VPS-VDF/VM (velocidade média)] (CARVALHO, 2009).

Os exames foram realizados sete dias antes da cirurgia, sempre por um
mesmo observador, para eliminar a possibilidade de variacdo entre
observadores. A avaliacao ultrassonografica foi realizada em um equipamento
Sonoscape modelo SSI — 1000 v, equipado com transdutor convexo
multifrequencial com frequéncia variando de 4 a 7 MHz e transdutor linear
multifrequencial com frequéncia variando de 5 a 11MHz. O posicionamento dos
animais variou de acordo com a localizacdo do tumor. Para avaliar a relevancia
dos achados obtidos pelo método Doppler, estes foram correlacionados aos

achados histoldgicos e imunoistoquimicos.

Coleta de amostras teciduais, exame histopatoldégico e expresséao

protéica por imunoistoquimica

Foi realizada excisdo cirargica dos nodulos, os quais foram fixados em
solucdo tamponada de formol por 24 horas e processados para avaliacdo
histopatoldgica e imunoistoquimica. Para estudar a expressdo das proteinas,
0s cortes histologicos foram desparafinizados, re-hidratados e lavados com
agua deionizada. A recuperacédo antigénica foi feita com tampdo citrato 10mM,
pH 6,0, em panela de pressdo (Pascal®/Dako) durante 30 segundos a 125°C.
As laminas foram incubadas em peréxido de hidrogénio 3% (diluido em
metanol) durante 20 minutos, para o blogueio da peroxidase endodgena,
lavadas em agua deionizada e incubadas em solug¢édo tampao TRIS, pH7,4, por
10 minutos. Os cortes foram submetidos ao bloqueio de proteinas inespecificas
com caseina a 3% (Leite Molico®, Nestlé) durante 1 hora, a 27°C. Os
anticorpos primario foram incubado (Tabela 1) durante 18 horas (overnight) em
camara Umida a 4°C. As laminas foram lavadas duas vezes com solucdo
tampao TRIS pH7,4, por 5 minutos cada e incubadas com sistema de polimero
(Advance, Dako) de acordo com recomendacdes do fabricante, a 27°C, lavadas
com solugdo tampéo TRIS pH7,4, duas vezes por 5 minutos cada e coradas
com solugcédo pronta para uso de DAB (3,3 diaminobenzidinetetrachloride-
Dako, Carpinteria, USA) por 3 minutos. Os cortes foram contra-corados com

Hematoxilina de Mayer e as laminas foram montadas com resina e laminula.
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Como controle negativo, a incubacdo do anticorpo primario foi
substituida por soro ndo imune (imunoglobulina de camundongo ou coelho -
Dako) em lamina convencional. Como controle positivo foi utilizada lamina
convencional, de tecido de céo, escolhido de acordo com as indicagbes do
fabricante de cada anticorpo primario e que sabidamente reagia com este
(Tabela 1). Todas as reacdes de controle positivo ou negativo foram feitas

concomitantemente as laminas com as amostras de MCT cutaneo.

Tabela 1 — Relacdo dos anticorpos primarios utilizados na reacdo de
imunoistoquimica, fabricante, clone, controle positivo, padronizacdo da técnica

e tipo de avaliacao dos resultados.

o Localizacéo )

) o Controle Positivo R Tipo de

Anticorpo primario Clone ) - Diluigao da o
(Tecido de céo) . Avaliacéo

marcagao
) Mastécitos Membrana/ Padrédo

¢c-KIT (CD117) Policlonal ) o 1:400 ) .2

Dermatite alérgica citoplasma marcagao
Anti-fator VIII Policlonal Hemangiossarcoma  1:2000  Citoplasma  Area vascular

1 - Dakocytomation, Carpenteria, CA, USA
2 - de acordo com Webster et al., 2004

Os cortes foram avaliados com auxilio de um programa de andlise de
imagens Leica QWin v3.0, em microscopio 6ptico convencional (Leica, DMR)
equipado com camera digital (Leica, DFC500), para o registro fotografico. O
parametro morfométrico utilizado para avaliar a DMI foi a area percentual dos
vasos marcados, considerando-se cinco campos tumorais aleatérios, sendo
gue cada um correspondeu a uma area de 265041.03 micrometros, em objetiva
de 20x. Os valores representam a média obtida. O padrdo de marcagédo da
proteina KIT foi classificado em membranoso ou citoplasmatico, conforme
descrito por Webster et al. (2004). As marcacdes citoplasmaticas focal e difusa
foram agrupadas, uma vez que o0 prognéstico de ambas € semelhante
(WEBSTER et al., 2004; GIL DA COSTA et al., 2007).

Seguimento clinico
Todos os caes foram acompanhados durante o periodo minimo de um

ano até o maximo de 2 anos, para avaliar a recidiva, metastases e tempo de

sobrevida. Os caes foram classificados como vivo sem evidéncia da doenca,
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Obito em conseqtiéncia do MCT cutaneo ou 6hito por causas nao relacionadas
a neoplasia. O tempo de sobrevida foi definido como o tempo desde o
diagnostico até a morte pelo MCT ou eutanasia em consequéncia de doenca
progressiva. Os critérios para 0os casos censurados foram: (1) caes que
estavam vivos ao final do tempo de observacéo e (2) cdes que morreram por

causas nao relacionadas ao MCT cutaneo.

Analise estatistica

O teste de Qui-quadrado (grau de liberdade 1) ou o teste exato de Fisher
foi aplicado para avaliar a forca de associacdo entre os valores obtidos pelo
método Doppler, a graduagdo histolégica e expresséo protéica dos diferentes
anticorpos utilizados. As funcfes de sobrevida foram calculadas empregando-
se 0 método de Kaplan-Meier. O teste Log-rank foi utilizado para comparar as
funcbes de sobrevida com os valores obtidos pelo método Doppler, as
graduacdes histoldgicas, DMI e padrao de marcacdo da proteina KIT. Todas as
analises estatisticas consideraram o nivel de significancia de 5% e o software

de analise utilizado foi 0 GraphpadPrism verséo 3.0.

RESULTADOS

A idade dos animais variou de 60 a 168 meses, com média de 100
meses (+24), sendo que 85% (17) tinham acima de 84 meses de idade. Quanto
ao sexo, 60% (12) eram machos. Observou-se que 85% (17) dos animais eram
de racas definidas, como Boxer (5), Labrador (3), Pit Bull Americano (3), Fila
Brasileiro (2), Teckel (1), Pinscher (1), Poodle (1) e Dogue Alemao (1). Os
tumores localizaram-se nos membros (14/28), torax (8/28), cabeca (3/28), bolsa
escrotal (1/28), cauda (1/28) e vulva (1/28).

O TET variou de 5 a 1080 dias (Mi = 150 dias) e ndo houve correlacéo
estatistica entre este, a presenca de vasos e os sistemas de classificacdo
estabelecidos por Patnaik et al. (1984), Webster et al. (2004) e Kiupel et al.
(2010). Entretanto, foi possivel observar que a maioria dos animais (9/10) com
TET superior a 150 dias apresentou tumores de baixo grau de malignidade e

tumores de graus 1 ou 2, de acordo com os dois critérios de classificacdo
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histolégica. O tamanho das lesdes variou de 1 a 640 cm® (Mi = 39 cm®). N&o
houve associacdo entre o tamanho das lesdes e a presenca de vasos e 0s
sistemas de classificacao estabelecidos por Patnhaik et al. (1984), Webster et al.
(2004) e Kiupel et al. (2010). Em alguns nodulos havia ulceracdo, o que se
correlacionou ao sistema de classificacao histoldgica proposto por Kiupel et al.
(2010) (p<0,05). Os tumores ulcerados, em sua maioria, foram considerados de
alto grau de malignidade, enquanto que os tumores sem ulceracdo foram de
baixo grau de malignidade e estes apresentaram DMI maior (Mi = 5,74) que os
nao ulcerados (Mi = 2,08).

Dentre os 20 animais, 40% (8/20) apresentaram nodulos multiplos,
sendo 2 em cada um deles, o que totalizou 16 nédulos. Destes, em 62%
(10/16) nao foram detectados vasos e em apenas 38% (6/16) foram detectados
vasos pela US pelo método Doppler. Quanto a classificacdo histologica, 12%
(2/16) eram de grau 1 e 88% (14/16) de grau 2. Houve relagdo entre o numero
de tumores e o sistema de classificac@o histoldgica proposta por Kiupel et al.
(2010) (p<0,05), onde todos os tumores multiplos foram considerados de baixo
grau de malignidade. Nao houve associacdo entre o nimero de tumores e a
presenca de vasos, o0 sistema de graduacdo estabelecido por Patnaik et al.
(1984) e a DMI. Porém, a DMI nos tumores unicos foi maior (Mi = 6,31) que a
observada nos caso de tumores maltiplos (Mi = 1,28).

Foram detectados vasos em 54% (15/28) dos tumores, e destes, 67%
(10/15) eram de baixo grau e 33% (5/15) de alto grau de malignidade. Quando
se considerou o sistema de classificacdo proposto por Patnaik et al. (1984), 7%
(1/15) eram de grau 1, 80% (12/15) de grau 2 e 13% (2/15) de grau 3. Por outro
lado, em 46% (13/28) dos ndédulos ndo foram detectados vasos, e destes, 92%
(12/13) eram de baixo grau de malignidade e 8% (1/12) de alto grau.
Considerando-se o sistema de classificacdo proposto por Patnaik et al. (1984),
15% (2/13) eram de grau 1 e 85% (11/13) de grau 2. Observou-se localizacéo
membranosa e citoplasmatica da proteina KIT em 33% (4/12) e 67% (8/12) das
amostras nas quais foram detectados vasos, respectivamente. Dentre os
tumores nos quais ndo foram detectados vasos, 50% (4/8) apresentaram
localizacdo membranosa e 50% (4/8) localizacdo citoplasmatica. Nao houve
correlacdo entre a presenca de vasos e 0s sistemas de classificacdo propostos
por Patnaik et al. (1984), Webster et al. (2004) e Kiupel et al. (2010).
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Os valores do IR variaram de 0,14 a 0,99. A média foi 0,51 (x0,22) e
0,66 (x£0,23) em tumores de baixo e alto grau de malignidade, respectivamente.
Os valores do IP variaram de 0,60 a 5,1. A média foi 0,90 (+0,41) e 2,15 (+1,80)
em tumores de baixo e alto grau de malignidade, respectivamente. Nao houve
correlacdo estatistica entre os valores de IP e IR com o grau histolégico.
Entretanto, observou-se que o valor médio de ambos os indices nos tumores
de alto grau foi maior que em tumores de baixo grau.

Houve metéastase para linfonodo regional em 8% dos animais com
vasos identificados pelo método Doppler, enquanto que nenhum dos animais
sem vasos apresentou metastases.

Observamos recidiva em 55% (11/20) dos animais e destes, 57%
(7/11) apresentaram vasos na US e na maioria das amostras (9/11) notamos
localizacdo citoplasmatica da proteina KIT. Baseando-se no sistema de
graduacao proposto por Patnaik et al. (1984), os tumores eram de grau 2 (9/11)
ou 3 (2/11). Nos casos onde houve recidiva, observou-se DMI maior (Mi = 2,92)
em relac&do aos demais (Mi = 2,83).

Apesar dos tumores sem vasos detectados pela US apresentarem a
DMI menor, entre 0,50 a 15,48% (Mi = 1,73), este dado nao foi estatisticamente
diferente dos tumores vasculares, nos quais a DMI foi superior e variou de 0,79
a 17,81% (Mi = 4,90). As amostras com padrao citoplasmatico tiveram DMI
maior (Mi = 4,33) que as de padrdo membranoso (Mi = 2,19).

N&o houve correlacdo estatistica entre a presenca de vasos e a
sobrevida dos cées (p =0,06). Entretanto, houve uma tendéncia de tempo de
sobrevida mais curto nos casos nos quais foi possivel identificar vasos pela US
(Figura 1). A figura 2 ilustra os distintos graus histologicos do MCT cutaneo,
DMI e expressdo de KIT de acordo com presenca ou auséncia de vasos
identificados pela US. Os valores obtidos de acordo com as classificacfes
utilizadas estdo descritos na tabela 2. Os resultados obtidos quanto a
correlacdo entre a presenca/auséncia de vasos e as variaveis estudadas estdo

dispostos na tabela 3.
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Figura 1 — Curvas obtidas pela andlise de Kaplan-Meier para sobrevida global
estratificada por classificagdo dos MTCs de acordo com a presenca ou

auséncia de vasos.

Tabela 2 - Densidade microvascular intratumoral em amostras de MCT cutaneo

canino de acordo com o grau histoldgico e a localizagédo da proteina KIT.

Todos Grau histolégico Grau histolégico Localizag&o de KIT
(Kiupel et al., (Patnaik et al., 1984) (Webster et al., 2004)
2010)
Baixo Alto Grau Grau Grau Membranosa  Citoplasmatica
Grau Grau 1 2 3
N=20 N=14 N=6 N=2 N=16 N=2 N=8 N=12
Mediana* 1,95 13,26 3,99 2,69 15,39 2,19 4,33
<valor 0,50 3,55 1,63 0,50 12,98 0,50 0,79
> valor 15,48 17,81 6,36 15,48 17,81 15,48 17,81

* Mediana da area correspondente aos vasos, em porcentagem, referente aos campos

avaliados.
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E F

Figura 2. MCT cutaneo canino: distintos graus histolégicos, DMI e expressao
de KIT de acordo com presenca ou auséncia de vasos identificados pela US. A,
tumor avascular. B, tumor vascular. C, MCT de baixo grau de malignidade. HE,
obj 40x. D, MCT de alto grau de malignidade. HE, obj 40x E, Padrdo
perimembranoso de marcacado para c-kit em amostras avascular. DAB, obj 40x.

F, DMI em amostra vascular, DAB, obj 20x.
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Tabela 3 - Comparagdo entre amostras de MCT cuténeo canino classificadas

como vasculares e avasculares e as variaveis clinico-patoldgicas.

MCT cutaneo canino (n) p*
Variaveis Vasos Vasos nao
detectaveis detectaveis

Idade
<100 meses 4 6 >0,05
> 100 meses 8 2

Sexo
Macho 6 6 >0,05
Fémea 6 2

Raca
Boxer 3 2 >0,05
QOutras racas 8 4
SRD 1 2

TET
< 150 dias 7 3 >0,05
= 150 dias 5 5

Tamanho
<39 cm® 4 6 >0,05
>39 cm® 8 2

Ulceracéo
Sim 6 1 <0,05
Nao 6 7

Nimero de tumores
Unico 9 3 >0,05
Multiplos 3 5

Graduacao histologica
Grau 1 1 1 >0,05
Grau 2 9 7
Grau 3 2 0

Graduacdao histologica
Baixo grau 7 7 >0,05
Alto grau 5 1

Proteina KIT
Membranosa 4 4 >0,05
Citoplasmética 8 4

DMI
<287% 5 5 >0,05
22,87 % 7 3

Metastase
Sim 1 0 >0,05
Nao 11 8

Recidiva
Sim 5 2 >0,05
Nao 7 6
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram a vasculariza¢do tumoral e os
indices obtidos por meio de US pelo método Doppler em amostras de MCT
cutaneo canino, que foram correlacionados aos sistemas de classificacdo
histolégica propostas por Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al. (2010) e também a
DMI, localizagédo da proteina KIT (Webster et al., 2004) e parametros clinicos,
como TET, tamanho, localizagdo, nimero de tumores, presenca de ulceracao,
metastases, recidiva e sobrevida.

No presente estudo ndo foi possivel estabelecer relacdo entre a
presenca de vasos avaliados pela US pelo método Doppler e os graus
histolégicos do MCT cutaneo canino, utilizando-se as classificagcdes de Patnaik
et al. (1984) e Kiupel et al. (2010). A provavel falha no método pode ser
atribuida a baixa sensibilidade do Doppler para esse fim, muito embora
pesquisadores relatem sucesso. Estudos com tumores de mama em cadelas
conseguiram determinar a vascularizagdo e associa-la aos achados
histolégicods (Nyman et al., 2006). Além disso, as velocidades de fluxo
méaximas e minimas correlacionaram-se com os graus histologicos (LUVONI et
al., 2011). Estes achados sdo semelhantes aos descritos por Moon et al.
(2010), que ndo conseguiram diferenciar neoplasias benignas e malignas em
tireéide em humanos utilizando o método Doppler.

Existiram limitagbes em nosso estudo, como a localizagdo anatdmica de
alguns nodulos, proximos a protuberéncias 6sseas e em cabeca, além da
mobilidade e consisténcia macia dos nodulos que dificultavam a realizagdo do
ultrassom. E importante destacar que diversos fatores influenciam a deteccéo
dos vasos pela técnica de Doppler, como por exemplo, o didmetro do vaso, a
profundidade de penetracdo das ondas do transdutor, a regido anatbmica e a
experiéncia do técnico, o que pode ser uma desvantagem (CHEN et al., 2009).

Os valores médios do IR e IP foram mais Uteis na distincdo dos tumores
de acordo com os graus de diferenciacao histopatologica, tanto a proposta por
Patnaik et al. (1984) quanto por Kiupel et al. (2010) do que a identificagdo de
vasos intratumorais pelo método Doppler, uma vez que os tumores de alto grau
de malignidade apresentaram indices superiores aos encontrados em tumores

de baixo grau de malignidade. Os vasos foram detectados em tumores de



24

distintos graus histoldgicos, mesmo ndo havendo diferenca estatistica. Um
maior nimero de amostras fosse importante para validar este resultado. Esse
achado corrobora com os descritos por Algin et al. (2010), que enfatizam a
utilidade do IR e IP na diferenciagdo de tumores benignos e malignos em
tiredide. Prieto et al. (2009) identificaram metastases em linfonodos iliacos e
mesentéricos em caes acometidos por tumores pancreaticos, intestinais,
mamarios e hematopoiéticos. Os valores mais elevados de IR e IP encontrados
em tumores de alto grau de malignidade podem ser decorrentes do aumento da
resisténcia ao fluxo vascular pela compressdo dos vasos e inducdo de
angiogénese, com formagdo de desvios arteriovenosos, o que torna o fluxo
sanguineo turbulento e rapido (TAYLOR et al, 1988). Além disso, ha
possibilidadede de estenose e/ou oclusdo de artérias por excesso de
proliferacéo celular em tumores malignos (ALGIN et al., 2010)

A localizacdo da proteina KIT ndo teve correlagdo com o0s graus
histolégicos classificados de acordo com Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al.
(2010). Este resultado contradiz os dados de literatura, possivelmente em vista
do menor numero de amostras avaliadas, pois é sabido que os graus
histolégicos se correlacionam com o padrdo de marcacdo desta proteina
(WEBSTER et al., 2004).

Foi possivel observar que as amostras com padrdo citoplasmatico
tiveram DMI maior que as de padrdo membranoso. Possivelmente, este dado
tem relacdo com resultados de estudos anteriores, que comprovaram a ligagéao
entre a fosforilagdo do receptor c-Kit e a expressdo protéica de fatores
angiogénicos por células endoteliais. A sinalizacao do receptor c-Kit aumenta o
nivel nuclear do fator de transcricdo do fator induzido por hipoxia-1a (HIF-1cr)
(LITZ & KRYSTAL, 2006). Alguns autores estudaram a expressao de HIF-1a e
observaram elevada expressdo desta molécula em neoplasias (STEWART et
al.,, 2002; BACHTIARY et al., 2003; DUPUY et al., 2003). De acordo com
SEMENZA (2002), a expressdo do HIF-1a esti correlacionada com o grau
histolégico do tumor, a presenca de angiogénese e a mortalidade dos
pacientes.

Preziosi et al. (2004) demonstraram que a DMI é um fator prognostico

importante quanto ao comportamento biolégico do MCT cutaneo canino. Além
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disso, estes autores concluiram que este parametro se correlaciona a outras
variaveis histopatolégicas que também possuem valor prognéstico, como
invasividade e indice mitético. Entretanto, o mesmo nao foi observado por
Badurek et al. (2009),que concluiram que a DMI ndo se correlacionou com o0s
graus histolégicos propostos por Patnaik et al. (1984). Nossos resultados foram
semelhantes, uma vez que a DMI néo apresentou correlacdo com o grau de
diferenciacdo e malignidade, padrdo de marcacdo da proteina KIT, tamanho,
localizacéo e TET.

Apesar dos tumores sem vasos detectaveis pelo método Doppler
apresentarem DMI menor que os tumores com vasos detectados, ndo houve
correlacdo estatistica entre os achados da US e a DMI. Estes resultados sao
contrarios aos descritos por Donnelly et al. (2001), que concluiram existir
correlacdo entre estes dois parametros e coincidentes com os resultados de
Chen et al. (2009) e Ohlerth et al. (2010) que encontraram correlacdo entre a
DMI e os dados obtidos pelo metodo Doppler. E possivel que a auséncia de
associacdo seja devido a sensibilidade da técnica, que reflete a diferenca de
calibre dos vasos identificados pela ultrassonografia. Ohlerth & Kaser-Hotz
(2003) acreditam que esta discordancia seja, em parte, devido as diferencas
entre as técnicas. Na maioria dos estudos, uma area focal com alta densidade
microvascular € considerada e este dado € comparado a avaliagdo global da
vascularizacdo obtida pelo Doppler. Além disso, a DMI é uma medida
anatdbmica e ndo funcional da vascularizagdo tumoral. Portanto, a mensuracao
da vascularizacéo por estas duas técnicas pode fornecer informacdes distintas,
e estes métodos podem ser apenas parcialmente substituidos um pelo outro.

Nos casos onde houve recidiva, observou-se DMI maior em relacédo aos
demais. NOs acreditamos que a relacdo entre estes dois parametros seja
baseada na invasividade tumoral, que é uma das principais razdes para que
ocorra recidiva local (SEGUIN et al., 2006; OZAKI et al., 2007). Os resultados
obtidos por Preziosi et al. (2004) fortalecem essa hipotese, dada a significativa
correlagdo estabelecida entre invasividade e DMI (p=0,002).

A DMI nos tumores unicos foi maior que a observada nos casos de
tumores mudltiplos, sugerindo que a menor DMI observada nos casos de
tumores multiplos, somada a auséncia de vasos identificados pela US, o baixo

grau de malignidade e as taxas de sobrevida dos cées afetados evidencia o
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comportamento bioldgico menos agressivo destes tumores. Da mesma forma,
Mullins et al. (2006) afirmam que os animais com tumores mdultiplos
apresentam baixa taxa de metastase e prognoéstico favoravel em relacdo a
sobrevida. Kiupel et al. (2005) observaram pior prognéstico em cdes com
tumores multiplos quando comparados a tumores Unicos e sugerem tratamento
adicional, além da cirurgia para estes casos. Nossos resultados se opdem a
estes, uma vez que os tumores multiplos foram considerados de baixo grau de
malignidade. Nenhum dos animais foi submetido a quimioterapia ou
radioterapia, houve recidiva em apenas dois animais (apos 12 e 18 meses) e
nenhum caso de metastase ou 6bito relacionado ao MCT. Um estudo realizado
com 280 casos de MCT cutaneo canino, 0os autores ndo observaram correlacéo
entre a sobrevida e o nimero de tumores (MURPHY et al., 2006) e a maioria
destes tumores, nao foi possivel identificar vasos pelo método Doppler, o que
nos faz inferir a participacdo da angiogénese na diferenciacao tumoral.

O TET variou de 5 a 1080 dias (Mi = 150 dias) e a maioria dos animais
(9/10) que apresentaram TET superior a 150 dias tiveram tumores de baixo
grau de malignidade, de graus 1 ou 2, de acordo com os dois critérios de
classificagdo histologica. Estes achados corroboram com os relatos de outros
autores, que afirmam que MCTs com crescimento lento (superior a seis meses)
geralmente se comportam de forma benigna, enquanto tumores com tempo de
evolucao inferior a seis meses, em geral, sdo mais agressivos e culminam em
menor tempo de sobrevida (FURLANI et al., 2008).

Segundo Murphy & Brearley (2008) tumores mais agressivos tendem a
apresentar areas de ulceracdo. Esse dado é semelhante ao obtido neste
estudo, no qual tumores ulcerados foram de alto grau de malignidade, de
acordo com a sistema de classificagdo de Kiupel et al. (2010), mesmo com
areas vasculares semelhantes aos tumores de baixo grau de malignidade. E
possivel que nestes tumores exista maior expressdo de moléculas envolvidas
na degradacdo da membrana basal e componentes da matriz extracelular,
como colageno, elastina e fibronectina, como as metaloproteinases 2 e 9,
conforme sugerido em estudos anteriores (LEIBMAN et al., 2000). Meuten
(2002) relaciona a ulceracdo ao tamanho tumoral, entretanto, nossos
resultados discordam desta informagdo, uma vez que tumores pequenos

apresentaram ulceracao.
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Além disso, os tumores ulcerados (n=7/25%) apresentaram DMI maior
gue os nado ulcerados. Para Folkman et al. (1971), o aumento do aporte
sanguineo promove proliferacdo celular, muito embora os vasos sanguineos
tumorais possuem alteragfes funcionais e estruturais, quanto a forma, tamanho
e ramificagcdes (RIBATTI & CRIVELLATO, 2011). Baseando-se nestas
caracteristicas, é possivel que ocorra prejuizo na perfusdo tecidual e necrose
na periferia tumoral, o que pode culminar em ulceragao.

Nenhum animal com tumores sem vasos detectados pela US com
método Doppler apresentou metastase. Entretanto, houve disseminacao para
linfonodo regional em 8% dos animais com vasos identificados por este
método, além de ter-se observado alta DMI nestes casos. Estes dados
reforcam a participagéo da angiogénese na progressao tumoral.

Aos cdes que apresentaram tumores em locais de dificil excisdo
cirargica completa, como membros, cabega, vulva e bolsa escrotal, de distintos
graus histologicos (exceto tumores bem diferenciados) foi recomendada
guimioterapia adjuvante, conforme sugerido por Séguin et al. (2006). Os
farmacos utilizados foram ciclofosfamida, vimblastina, vincristina, prednisona e
lomustina, em distintos protocolos. A taxa de recidiva (35%) foi superior a
descrita por Davies et al. (2004), que observou apenas 7% de recidiva local nos
casos de MCT grau 2 sem excisdao cirargica completa e tratados com
vimblastina e prednisona. A recidiva tumoral associada a identificacédo de vasos
pela US, marcacgédo citoplasméatica da proteina KIT e alto grau de malignidade
culminou em pior progndstico e menor tempo de sobrevida (2 a 4 meses). De
forma semelhante, Séguin et al. (2006) observaram que caes com recidiva local
e tumores moderadamente diferenciados também apresentaram menor
sobrevida e Preziosi et al. (2004) relacionaram a invasividade tumoral a
angiogénese em amostras de MCT cutaneo canino. Considerando-se estes
dados, é provavel que os tumores com vasos detectaveis pela US apresentem

maior invasividade, o que facilita a disseminacéo e progressao tumoral.

CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos, sugerimos que o IR e o IP podem

ser ferramentas promissoras na diferenciagdo dos tumores de acordo com o
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grau histolégico no periodo pré-operatério. Houve uma tendéncia a tumores
com vasos detectaveis a US apresentarem maior taxa de Obito e metastase em
linfonodo regional e este dado deve ser acrescido do DMI para melhor

interpretacao.
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RESUMO

O mastocitoma (MCT) cutaneo canino possui comportamento bioldgico variavel
e pode se apresentar tanto como massas solitarias, que podem ser tratadas e
curadas com a remocao cirdrgica, ou como uma doenca metastatica e
sistémica, fatal. Existem alguns fatores progndsticos a serem considerados,
sendo estes, clinicos, histoldgicos e moleculares. O objetivo deste estudo foi
investigar a correlacdo entre alguns fatores, como raca, idade, sexo,
localizacdo anatbmica, tamanho, tempo de evolucdo e aspecto tumoral,
namero de tumores, ocorréncia de metéstases e recidiva, proliferacdo celular,
densidade microvascular intratumoral e indice apoptético com o grau
histologico e padrédo de marcacdo da proteina KIT. Foram avaliados 20 cées
com MCT cutaneo, totalizando 28 ndédulos. Observamos correlagdo estatistica
entre o grau histoldgico, a densidade microvascular, a presenca de ulceragéo e
0 nimero de tumores. Além disso, houve também correlacdo entre a expressao
de Ki-67 e o indice mitético com os padrbées de marcacao da proteina KIT. Nao
houve correlagdo entre o grau histolégico e idade, sexo, raca, tempo de
evolugdo tumoral, tamanho tumoral, ocorréncia de recidivas e metéstases e a
expressao de Ki-67. O sistema de graduacao proposto por Patnaik et al. (1984)
se correlacionou apenas ao indice mitotico. O grau histolégico no MCT cutaneo

canino ndo deve ser avaliado isoladamente, mas sim em conjunto com a
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expressao da proteina KIT, DMI, proliferacéo celular, presenca de ulceracéo,
numero de tumores e ocorréncia de recidivas e metastases.

Palavras-chave: cdo, mastocitoma, prognostico

ABSTRACT

Cutaneous mast cell tumor (MCT) show a variable biological behavior in dogs
and may present either as solitary masses that can be treated and cured with
surgical removal, or even as a systemic metastatic and fatal disease. There are
some prognostic factors to be considered, such as clinical, histological and
molecular findings. The aim of this study was to investigate the correlation
between some of these, such as breed, age, gender, anatomic site, size,
duration time and tumor appearance, number of tumors, occurrence of
metastasis and recurrence, cell proliferation, intratumoral microvessel density
and apoptotic index with the histological grade and pattern of Kit protein. We
have evaluated 20 dogs with cutaneous MCT, in a total of 28 nodules. We
observed statistical correlation between the histological grade, microvascular
density, presence of ulceration and number of tumors. Moreover, there was
correlation between Ki-67 expression and mitotic index with KIT patterns. There
was no correlation between the histological grade criteria and age, sex, breed,
time of tumor growth, tumor size, recurrences and metastases rates and Ki-67
expression. The grading system proposed by Patnaik et al. (1984) correlate
onlu to mitotic index. The histological grade in canine cutaneous MCT should
not be assessed in isolation but in conjunction with the expression of KIT
protein, DMI, cell proliferation, presence of ulceration, number of tumors and
recurrences and metastases.

Key-words: dog, mast cell tumor, prognosis

INTRODUCAO

O mastocitoma (MCT) cutdneo canino possui comportamento biolégico
variavel e pode se apresentar tanto como massas solitarias, que podem ser
tratadas e curadas com a remocédo cirargica, ou mesmo como uma doenca
metastatica sistémica e fatal (WEBSTER et al., 2008). Os principais fatores

prognosticos no MCT cutaneo canino sdo: grau histoldgico, idade, raga, sexo,
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localizacdo, tempo de crescimento, tamanho tumoral, ocorréncia de recidiva,
microdensidade vascular e mutagao no proto-oncogene c-Kit (THAMM & VAIL,
2007). A presenca de ulceragéo, o numero de tumores e o estadiamento clinico
também devem ser considerados (KIUPEL et al, 2005; MURPHY &
BREARLEY, 2008). O indice mitdtico, a expressao de Ki-67 e o padrao de
marcacédo da proteina KIT sdo usados como fatores prognésticos (WEBSTER
et al.,, 2004; SCASE et al.,, 2006; ROMANSIK et al., 2007). Recentemente,
White et al. (2011) observaram que a castracdo € um fator de risco para o
surgimento de MCT em fémeas.

O principal sistema de graduacéo histologica utilizado no diagnoéstico do
MCT cuténeo canino foi descrito por Patnaik et al. (1984) e tendo em vista as
divergéncias entre patologistas ao utilizarem este método (NORTHRUP et al.,
2005; PINCZOWSKI et al., 2008), Kiupel et al. (2010) propuseram um novo
esquema.

O objetivo deste estudo foi investigar a relacédo entre raca, idade, sexo,
localizacdo anatémica, tamanho, tempo de evolugcdo e aspecto tumoral,
numero de tumores, ocorréncia de metastases e recidiva, proliferacdo celular,
densidade microvascular intratumoral e indice apoptético com o grau

histolégico e padrdo de marcagéo da proteina KIT.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados vinte cdes portadores de MCT cuténeo, totalizando 28
nodulos, sendo 12 caes com tumores Unicos e oito cdes com tumores multiplos
(dois tumores cada). Os cdaes incluidos nesta pesquisa foram submetidos aos
seguintes critérios de inclusdo: 1. diagndstico citopatologico de MCT cutéaneo,
2. ndo realizagéo prévia de tratamento quimioterapico e 3. remocao cirurgica do
tumor para realizacdo da graduacdo histopatoldégica e das reacdes
imunoistoquimicas.

Foram incluidos dados como raga, sexo, idade, tempo de evolucdo do
tumor (TET), presenca de sinais sistémicos (emese, hematoemese, melena,
anorexia e perda de peso) que ocorrem como manifestacdo de sindromes
paraneoplasicas; localizacdo anatémica, presenca de ulceracdo e numero de

tumores (Gnico ou multiplo - caso existissem nodulos a uma distancia superior
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a 10 cm do tumor original) conforme proposto por Murphy et al. (2006). As
lesdes neoplasicas foram mensuradas com auxilio de um paquimetro em trés
dimensdes, sendo estas, largura, comprimento e espessura, que permitiram
calcular o volume do tumor, em centimetros.

Foi realizada puncdo aspirativa dos nddulos e linfonodos regionais,
independente da presenca de linfadenomegalia ultrassonografia abdominal e
radiografia toracica, com o intuito de pesquisar a ocorréncia de metastases
locais ou a distancia. As citologias de linfonodos foram interpretadas de acordo

com as diretrizes utilizadas por Krick et al. (2009).
Coleta de amostras teciduais, exame histopatolégico e indice mitético

Os tumores foram removidos cirurgicamente, fixados em solucdo
tamponada de formol por 24 horas, processados para inclusao em parafina e
laminas histologicas coradas por HE foram confeccionadas. A graduacgao
histopatoldgica foi feita de acordo com Patnaik et al (1984) e Kiupel et al.
(2010). Para as lesdes multiplas consideramos o maior grau histolégico, bem
como para os demais critérios avaliados. A contagem das figuras de mitose foi
feita de acordo com Romansik et al. (2007)

Expressdao protéica por imunoistoquimica

Os cortes histolégicos de 3um foram distendidos em laminas de vidro
silanizadas, desparafinizados e submetidos a recuperacdo antigénica em
solucdo tampéo citrato (10mM, pH 6,0) em panela de pressdo (Pascal®/Dako)
durante 30 segundos a 125°C. As laminas foram resfriadas por 15 minutos &
temperatura ambiente, lavadas em agua deionizada, incubadas em peroxido de
hidrogénio 3% (diluido em metanol) durante 20 minutos, para o bloqueio da
peroxidase enddgena, lavadas em agua deionizada e incubadas em solucdo
tampdo TRIS, pH7,4, por 10 minutos. Apdés o blogqueio de proteinas
inespecificas com caseina a 3% (Leite Molico®, Nestlé) durante 1 hora, a 27°C,
os cortes foram incubados com o anticorpo primario (Tabela 1) durante 18
horas, em camara Gmida & 4°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas

duas vezes com solucao tampao TRIS pH7,4, por 5 minutos cada e incubadas
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com sistema de polimero (Advance, Dako) de acordo com recomendacdes do
fabricante, a 27°C e lavadas com solucéo tampdo TRIS pH7,4, duas vezes por
5 minutos cada. A coloragdo foi obtida utilizando-se solucao pronta para uso de
DAB (3,3’ diaminobenzidinetetrachloride- Dako, Carpinteria, USA) por 3
minutos. As laminas foram contra coradas com hematoxilina de Mayer,
desidratadas em concentracdes crescentes de alcool e xilol, e montadas com
resina e laminula.

Utilizou-se soro ndo imune (imunoglobulina de camundongo ou coelho -
Dako) em lamina convencional ao invés do anticorpo primario, como controle
negativo e como controle positivo foi utilizada lamina convencional, de tecido
de cdo, escolhido de acordo com as indica¢cfes do fabricante de cada anticorpo
primario e que sabidamente reagia com este (Tabela 1). Todas as reacdes de
controle positivo ou negativo foram feitas concomitantemente as laminas com
as amostras de MCT cutaneo.

Os cortes foram avaliados com auxilio de um programa de andlise de
imagens Leica QWin v3.0, em microscopio 6ptico convencional (Leica, DMR)
equipado com camara digital (Leica, DFC500), para o registro fotogréafico. O
padrdo de marcacao da proteina KIT foi avaliado de acordo com a classificacdo
proposta por Webster et al. (2004), em membranoso ou citoplasmatico. As
marcagles citoplasmaticas focal e difusa foram agrupadas, uma vez que o
prognéstico de ambas é semelhante (WEBSTER et al., 2004; GIL DA COSTA
et al., 2007). Na avaliagdo das células positivas para o Ki-67, considerou o cut-
off de 23 células, conforme estabelecido por Webster et al. (2007). Nas laminas
referentes ao anticorpo caspase-3, foi feita a contagem de células positivas e
negativas, sendo entdo obtido um percentual de células marcadas. O
parametro morfométrico utilizado para avaliar a DMI foi a area percentual dos
vasos marcados. Foram considerados cinco campos tumorais escolhidos
aleatoriamente, sendo que cada um correspondeu a uma area total de
265041.03 micrébmetros, em objetiva de 20x. Os valores representam a média

da porcentagem relativa a area dos vasos em relacdo a area total analisada.
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Tabela 1 — Relacdo dos anticorpos primarios empregados nas reacdes
imunoistoquimica, destacando-se os clones, controles positivos das reacoes,
diluicGes utilizadas, padrées de marcacéo esperados e critérios para avaliacao

das reac0Oes. Botucatu, 2011.

. . Localizacdo .
Anticorpo . Controle Positivo I Tipo de
primério Fabricante Clone Tecido de cao Diluigdo  da < avaliacao
marcacao
c-KIT . . Mastécitos Membrana/  Padrdo
DakoCytomation Policlonal ) o 1:400 ) 1
(CD117) Dermatite alérgica citoplasma  marcacao
Numero
Ki-67 DakoCytomation MIB-1 Linfonodo 1:50 Nuclear de células
marcadas®
Caspase-3 ) % células
) Neomarkers Asp 175 Linfonodo 1:50 Nuclear
clivada marcadas
Anti-fator Area

de Von DakoCytomation Policlonal Hemangiossarcoma 1:2000 Citoplasma  vascular
Willebrand (%)

1 — de acordo com Webster et al. (2004)
2 — de acordo com Webster et al. (2007)

Seguimento clinico

Os cées foram acompanhados durante o periodo minimo de um ano,
para recidiva, metastase e tempo de sobrevida. Os caes foram classificados
como vivo e sem evidéncia da doenca, Obito em consequéncia do MCT
cutdneo ou o6bito por causas nao relacionadas a neoplasia. O tempo de
sobrevida foi definido como o tempo desde o diagnéstico até a morte pelo MCT
ou eutanasia em consequéncia de doenca progressiva. Os critérios para 0s
casos censurados foram: (1) cdes que estavam vivos ao final do tempo de
observacdo e (2) cdes que morreram por causas nao relacionadas ao MCT

cutaneo.

Analise estatistica

O teste de Qui-quadrado (grau de liberdade 1) ou o teste exato de Fisher
foi aplicado para avaliar a forca de associacdo entre a graduacao histolégica
(Patnaik et al., 1984; Kiupel et al., 2010) e as analises de expressao protéica

dos diferentes anticorpos utilizados. As fun¢gdes de sobrevida foram calculadas
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empregando-se o método de Kaplan-Meier. O teste Log-rank foi empregado
para comparacdo das funcBes de sobrevida com as graduacdes histologicas
(Patnaik et al., 1984; Kiupel et al.,, 2010), DMI e padrdo de marcacdo da
proteina KIT (Webster et al., 2004) e indice apoptético. Todas as andlises
estatisticas consideraram o nivel de significancia de 5% e o software de analise

utilizado foi o GraphpadPrism verséo 3.0.

RESULTADOS

Foram acompanhados 20 cées portadores de MCT cutaneo, os quais
totalizaram 28 tumores. Histologicamente, de acordo com Patnaik et al. (1984),
dois (10%) tumores foram de grau 1, 16 (80%) de grau 2 e dois (10%) de grau
3. Segundo o sistema de graduacéo descrito por Kiupel et al. (2010), 14 (70%)
foram de baixo grau e seis (30%) de alto grau de malignidade. O padrdo de
marcacgao citoplasmatico da proteina KIT foi visto em 12 (60%) dos tumores,
enquanto que oito (40%) apresentaram padrdo membranoso. Seis (46%)
tumores apresentaram nuamero de células positivas para Ki-67 inferior a 23,
sete (54%) apresentaram mais de 23 células positivas por campo e outras
setes foram desconsideradas por ndo haver marcacdo de mastdcitos
neoplésicos, tampouco de queratindcitos, que sédo controle interno da reagéo e
evidenciam a sensibilidade desta proteina ao formol. A positividade para a
proteina Ki-67 foi estatisticamente diferente de acordo com os padrdes de
marcagdo da proteina KIT (Tabela 2). A DMI variou de 0,50% a 17,81%
(5,7445,70). Baseando-se no valor médio obtido, as amostras com valores
abaixo e acima deste foram consideradas como baixa DMI e alta DMI,
respectivamente. Dessa forma, houve correlacdo estatistica entre a DMI e a
classificacdo histolégica proposta por Kiupel et al. (2010), uma vez que a
maioria dos tumores com baixa DMI foram considerados de baixo grau de
malignidade (11/12) (Figura 1). Nao houve correlacdo entre a expressao de

caspase-3 e as classificacbes utilizadas.
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Tabela 2. NUmero de amostra, média e desvio padrao da DMI e expressao de
caspase-3 em amostras de MCT cutaneo canino de acordo com as
classificagbes de Patnaik et al. (1984), Webster et al. (2004) e Kiupel

et al. (2010).

Variaveis Grau histolégico Grau histolégico Localizagédo de KIT

(Kiupel et al., 2010) (Patnaik et al., 1984) (Webster et al., 2004)
N Baixo grau  Alto grau Grau 1 Grau 2 Grau 3 Membranosa Citoplasmatica

DMI 14 6 2 16 2 8 12
Mediana 1,95 13,26 3,99 2,69 15,39 2,19 4,33
< valor 0,50 3,55 1,63 0,50 12,98 0,50 0,79
> valor 15,48 17,81 6,36 15,48 17,81 15,48 17,81

Caspase-3 5 2 0 6 1 5 2
Mediana 4,01 2,05 - 3,11 1,90 4,01 2,05
< valor 1,77 1,90 - 1,77 - 1,77 1,90
> valor 48,72 2,20 - 48,72 - 48,72 2,20

* Mediana da area correspondente aos vasos, em porcentagem, referente aos campos avaliados.

Quanto as caracteristicas clinicas, observou-se ulceragdo em sete (35%)
casos. Houve correlacdo entre a ulceracdo e o sistema de classificacdo
histolégica proposto por Kiupel et al. (2010) (p<0,05). Os tumores ulcerados,
em sua maioria (5/7), foram considerados de alto grau de malignidade,
enquanto que os tumores sem ulceracdo foram de baixo grau de malignidade.
Além disso, 5/7 dos tumores ulcerados apresentaram padréo citoplasmatico de
marcagao da proteina KIT. Houve associagcdo entre o numero de tumores e 0
sistema de classificacédo proposto por Kiupel et al. (2010) (p<0,05), onde todos
os tumores multiplos foram considerados de baixo grau de malignidade. Nao
houve correlacdo do numero de tumores com o sistema de graduacédo
estabelecido por Patnaik et al. (1984) e padrdo de marcacao da proteina KIT.

Também n&o houve relacdo entre as varidveis patoldgicas e a idade,
sexo e raca, tampouco em relacao a localizacdo, TET, tamanho e ocorréncia
de recidivas e/ou metastases.

A idade dos animais variou de 60 a 168 meses, com média de 100
meses (£24) e 60% (12/20) eram machos e 40% (8/20) fémeas. Observou-se
que 85% (17/20) dos animais eram de racas definidas, como Boxer (5/17),
Labrador (3/17), Pit Bull Americano (3/17), Fila Brasileiro (2/17), Teckel (1/17),
Pinscher (1/17), Poodle (1/17), Dogue Aleméo (1/17) e 15% (3/17) sem raca
definida. Os tumores localizavam-se nos membros (14/28), térax (8/28), cabeca
(3/28), bolsa escrotal (1/28), cauda (1/28) e vulva (1/28). O TET variou de 5 a
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1080 dias (Mi = 150 dias). As lesdes eram de distintos tamanhos, de
consisténcia firme a macia. O tamanho das lesées variou de 1 a 640 cm® (Mi =
39 cm®). Grande parte das amostras com tamanho inferior a mediana foi
considerada de baixo grau de malignidade (10/13). Houve metéstase para
linfonodo regional em 8% dos animais e recidiva local em 55% (11/20) dos
animais. A maioria dos animais (9/11) que tiveram recidivas possuia

localizacao citoplasmatica da proteina KIT.
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Figura 1 — Curvas obtidas pela analise de Kaplan-Meier para sobrevida global estratificada por:
(A) Classificacdo dos MTCs de acordo com Kiupel et al. (2010); (B) Classificacdo dos MTCs de
acordo com Patnaik et al. (1984); (C) Ocorréncia de recidiva; (D) Ocorréncia de metastase.
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Figura 2. MCT cutaneo canino, distintos padrées de marcagéo de acordo com
o grau histoldgico. A, baixo grau de malignidade. HE, obj 40x. B, alto grau de
malignidade. HE, obj, 40x. C, imunomarcacéo de Ki-67 (<23 células). DAB, obj
40x. D, imunomarcagdo de Ki-67 (>23 células). DAB, obj 40x E, Padrédo
perimembranoso de marcacdo para c-kit. DAB, obj 40x. F, Padrédo
citoplasmatico de marcacao para c-kit, DAB, obj 40x. G, H, imunomacac&o com
anticorpo anti-Fator VIII. DAB, obj 20x. |, J, imunomarca¢do com anticorpo anti-
caspase-3. DAB, obj 20x.
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Tabela 3 - Correlagéo entre as variaveis clinico-patolégicas e os sistemas de

classificacédo utilizados no diagndstico do MCT cutaneo canino. Botucatu, 2011.

MCT cuténeo canino (N = nimero de amostras)
Variaveis Grau histolégico Grau histoldgico Localizac&o da proteina KIT
Patnaik et al. (1984) Kiupel et al. (2010) Webster et al. (2004)
1 2 3 p* Baixo  Alto p* Membranoso  Citoplasmatico  p*
Idade
<100 meses 2 7 1 >0,05 8 2 >0,05 5 5 >0,05
> 100 meses 0 9 1 6 4 3 7
Sexo
Macho 2 9 1 >0,05 9 3 >0,05 5 7 >0,05
Fémea 0 7 1 5 3 3 5
Raca
Boxer 0 5 0 4 1 3 2
Outras ragas 2 9 1 >0,05 8 4 >0,05 3 9 >0,05
SRD 0 2 1 2 1 2 1
TET*
< 150 dias 1 7 2 >0,05 5 5 >0,05 2 8 >0,05
= 150 dias 1 9 0 9 1 6 4
Tamanho
<39cm’ 2 8 0 >0,05 8 2 >0,05 2 8 >0,05
=39 cm® 0 8 2 6 4 6 4
Ulceragéo
Sim 0 6 1 >0,05 2 5 <0,05 2 5 >0,05
Nao 2 10 1 12 1 6 7
Numero de tumores
Unico 1 9 2 >0,05 6 6 <0,05 4 8 >0,05
Mdltiplos 1 7 0 8 0 4 4
Ki-67
<23 0 6 0 >0,05 6 0 >0,05 5 1 <0,05
> 23 1 5 1 3 4 1 6
IMt
<5 2 13 0 <0,05 14 1 <0,05 7 8 >0,05
>5 0 3 2 0 5 1 4
DMIt
< 5,74% 1 1 0 >0,05 11 1 <0,05 6 6 >0,05
> 5,74% 1 5 2 3 5 2 6
Metastase
Sim 0 0 1 >0,05 0 1 >0,05 0 1 >0,05
N&o 2 16 1 14 5 8 11
Recidiva
Sim 0 9 2 >0,05 6 5 >0,05 2 9 >0,05
N&o 2 7 0 8 1 6 3

*Tempo de evolugédo tumoral
T Indice mitético
F Densidade microvascular intratumoral

DISCUSSAO
Os resultados deste estudo relacionaram dados epidemioldgicos, TET,

localizagéo, tamanho, niUmero e aspecto tumoral, taxas de recidiva, metastase

e sobrevida, grau histoldgico, indice mitético, expressao de Ki-67, proteina KIT,
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caspase-3 e fator de Von Willebrand e a correlacéo entre estes parametros em
caes acometidos por MCT cuténeo.

Os animais tinham entre 60 a 168 meses, com média de 100 meses. Em
geral o MCT acomete caes de meia idade a idosos, conforme descrito por
Furlani et al. (2008). Alguns autores afirmam que cdes da raca Boxer
apresentam o MCT quando mais jovens, e em geral, estes tumores sdo menos
agressivos, ou seja, bem ou moderadamente diferenciados, o que lhes confere
um melhor prognoéstico (MURPHY & BREARLEY, 2008; WELLE et al., 2008).
Entretanto, no presente estudo, a maioria dos cdes da raca Boxer acometidos
tinham idade avancada, o que discorda dos dados descritos em literatura
quanto a predisposicdo etaria. Em contrapartida, corroborando com estes
autores, todos os cdes da raca Boxer apresentaram tumores moderadamente
diferenciados baseando-se nos critérios descritos por Patnaik et al. (1984) e
guando utilizou-se a classificagdo histolégica proposta por Kiupel et al. (2010),
apenas um animal apresentou tumor de alto grau de malignidade. Além disso,
0 maior acometimento de cdes da raca Boxer reforca a predisposicdo descrita
na literatura (THAMM & VAIL, 2007).

Laufer-Amorim (2011) observou que cadelas apresentaram MCTs de
menor grau de malignidade. Entretanto, ndo foi possivel fazer esta mesma
observacao nestes animais, uma vez que tanto os machos quanto as fémeas
apresentaram em sua maioria tumores moderadamente diferenciados e de
baixo grau de malignidade. London e Seguin (2003) afirmam n&o existir
predisposicao sexual ao MCT cutaneo canino, o que foi observado em nosso
estudo, sendo 12 machos e oito fémeas.

O TET variou de 5 a 1080 dias (Mi = 150 dias) e a maioria dos animais
(9/10) que apresentaram TET superior a 150 dias tiveram tumores de baixo
grau de malignidade e tumores bem ou moderadamente diferenciados, de
acordo com os dois critérios de classificacdo histolégica. Estes achados
corroboram com os relatos de outros autores, que afirmam que MCTs com
crescimento lento (superior a seis meses) geralmente se comportam de forma
benigna, enquanto tumores com tempo de evolugéo inferior a seis meses em
geral sdo mais agressivos e culminam em menor tempo de sobrevida
(FURLANI et al., 2008).
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Em nosso estudo, a localizacdo anatbmica nao foi estatisticamente
considerada um fator progndstico importante, entretanto, os dois animais com
neoplasia em vulva e bolsa escrotal apresentaram tumores de alto grau e
vieram a 6bito em menos de quatro meses. Ha controversa na literatura quanto
ao valor prognoéstico da localizacdo anatdmica. Alguns autores afirmam que os
tumores em leito ungueal, cavidade oral, focinho e regides inguinal, prepucial,
perineal e outras juncbes mucocutaneas sdo muitas vezes associados a um
prognoéstico mais reservado e que estes tendem a apresentar comportamento
maligno, independentemente da classificacdo histolégica, sendo mais aptos a
apresentar recidivas ou metastases, comparativamente aqueles localizados em
outras regides (GIEGER et al., 2003; THAMM & VAIL, 2007; MURPHY &
BREARLEY, 2008; DALECK, 2009). Porém, em um estudo recente, 0s autores
nao notaram correlacao entre a localizacdo do MCT em cavidade oral ou regido
perioral e a sobrevida (HILLMAN et al., 2010). Outros estudos questionam o
significado deste parametro, pois ndo observaram pior prognéstico em tumores
em regido inguinal ou perineal, considerando-se tempo livre de doenca e
sobrevida e os autores afirmaram que em grande parte dos estudos publicados
ndo houve correlacdo estatistica significativa e as conclusbes basearam-se
apenas na observacao clinica (KIUPEL et al., 2005; SFILIGOI et al., 2005).

A correlacdo entre a presenca de ulceracdo e o grau de malignidade
pode ser consequéncia de uma elevada taxa de proliferacdo celular,
acompanhada por aporte sanguineo insuficiente. E aceito que a angiogénese é
importante para a progressao tumoral (FOLKMAN et al., 1971). Entretanto,
segundo Ribatti & Crivellato (2011), os vasos sanguineos tumorais possuem
alteracBes funcionais e estruturais, quanto a forma, tamanho e ramificacées, o
gque pode prejudicar a perfusdo tecidual na periferia tumoral e levar a
ulceracao. Estes achados sdo semelhantes aos descritos por Gil da Costa et al.
(2007), que observaram correlacéo entre a ulceracéo e a taxa de proliferacédo
celular e expressdo aberrante da proteina KIT, ambos importantes na
diferenciacdo e progressdo tumoral. Além disso, outros autores também
descreveram a relagdo entre tumores mais agressivos e areas de ulceracao
(MURPHY & BREARLEY, 2008).

Houve correlacdo entre o nimero de tumores e o grau histolégico de

acordo com Kiupel et al. (2010), sendo que os tumores mdultiplos foram
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considerados de baixo grau de malignidade. Estes achados sdo semelhantes
aos descritos por Mullins et al. (2006) e Preziosi et al. (2007) no que se refere
ao comportamento biolégico do tumor. Estes autores afirmam que os animais
com tumores mdltiplos apresentam baixa taxa de metastase e prognéstico
favoravel em relacdo a sobrevida. Porém, nossos resultados séo divergentes
dos obtidos por Kiupel et al. (2005), que observaram pior progndstico em caes
com tumores multiplos quando comparados a tumores Unicos e recomendam
gue seja realizado tratamento adicional, além da cirurgia para estes casos. Em
nosso estudo, ndo houve relagdo entre a sobrevida e o nimero de tumores, o
gue corrobora com os resultados de um estudo realizado com 280 casos de
MCT cutédneo canino, no qual outros autores também n&do observaram
correlagcéo entre estes parametros (MURPHY et al., 2006).

A associacao obtida entre a DMI e o sistema de classificacdo proposto
por Kiupel et al. (2010) destaca o papel da angiogénese na diferenciacao e
progressao tumoral. Entretanto, o mesmo néo foi observado por Badurek et al.
(2009),que concluiram que a DMI ndo se correlacionou com 0s graus
histolégicos, porém, a comparacdo foi feita com os critérios propostos por
Patnaik et al. (1984). Preziosi et al. (2004) demonstraram que a DMI é um fator
progndstico importante quanto ao comportamento biolégico do MCT cutaneo
canino. Além disso, estes autores concluiram que este parametro se
correlaciona a outras variaveis histopatologicas que também possuem valor
prognostico, como invasividade e indice mitotico.

A expressdo aberrante da proteina KIT se correlacionou estatisticamente
com a positividade celular para o Ki-67. Esses resultados concordam com 0s
obtidos por Gil da Costa et al. (2007) e Webster et al. (2007), que acreditam
gue uma das consequéncias de mutacbes no proto-oncogene c-Kit e por
conseguinte, expressdo aberrante da proteina KIT seja o aumento na
proliferacdo celular. A proteina KIT é um receptor para o fator de crescimento
para mastdcitos, uma citocina que estimula o crescimento e diferenciacao dos
mastécitos. Porém, na presenca de mutacdo, ha producao de proteina KIT
mesmo na auséncia de seu ligante, o que culmina em proliferacdo de
mastacitos neoplasicos (WELLE et al., 2008).

Houve recidiva em 55% (11/20) dos casos e este parametro

apresentou correlagdo significativa com a sobrevida, assim como foi descrito
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por Séguin et al. (2006), que observaram sobrevida mais curta em caes com
recidiva local. Apesar de nao existir valor estatistico entre a ocorréncia de
recidiva e o padrdo de marcacao da proteina KIT, foi possivel notar predominio
do padrao citoplasmatico nestas amostras (9/11). Da mesma forma, Kiupel et
al. (2004) também associaram este padrdo a maiores taxa de recidiva e tempo
de sobrevida mais curto.

O tempo de sobrevida se correlacionou também aos graus histolégicos
de acordo com os dois sistemas de graduacgéo histolégica utilizados, conforme
descrito e amplamente aceito na literatura (PATNAIK et al., 1984; KIUPEL et
al.,, 2010). Segundo Kiupel et al. (2010), os tumores de alto grau de
malignidade tiveram tempo de sobrevida médio inferior a 4 meses e em nosso
estudo isso foi observado na maioria dos animais com esse grau histoldgico, a
excecdo de um cao da raca Boxer com tumor de alto grau, contagem de
células positivas para Ki-67 superior a 23 e padrao citoplasmatico da proteina
KIT. Esse animal ilustra bem a dificuldade em prever o comportamento
biologico do MCT, pois apesar de apresentar diversos marcadores
progndésticos negativos acima citados, ser uma fémea castrada e ter um tumor
ulcerado, apresentou sobrevida de 22 meses.

Houve metastase para linfonodo regional em 8% dos animais e este
dado teve correlagdo com a taxa de sobrevida. Este dado corrobora com os
descritos por. Welle et al. (2008). Porém, é possivel que este valor tenha sido
subestimado, uma vez nao foi feita citologia de bago e figado, conforme
recomendado por Stefanello et al. (2009). De acordo com um estudo recente
realizado com caes com MCT cutaneo (BOOK et al., 2011), a ultrassonografia
€ uma técnica com sensibilidade de apenas 43% e 0% na identificacdo de
metdstases em baco e figado, respectivamente, o que pode ter inferido em

falha no diagndstico de metastases a distancia.

CONCLUSAO

Embora os resultados de nosso estudo confirmem dados de pesquisas
anteriores que demonstram o valor progndstico do grau histoldgico no MCT
cutaneo canino, este parametro ndo deve ser avaliado isoladamente, mas sim

em conjunto com a expressao da proteina KIT, DMI, proliferacdo celular,
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presenca de ulceracdo, nimero de tumores e ocorréncia de recidivas e

metastases.
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DISCUSSAO GERAL

A abordagem clinica dos animais portadores de MCT ¢€ alvo de diversos
estudos, tendo em vista o variavel comportamento biolégico que esta neoplasia
pode apresentar. Nés investigamos o uso da US pelo método Doppler nestes
animais e também correlacionamos entre si dados ja consagrados como
fatores progndsticos por outros autores. Dessa forma, resumimos nesses dois
artigos cientificos a importdncia e associacdo entre parametros clinicos,
histolégicos, moleculares e de diagnéstico de imagem.

Um dos principais focos de nossos estudos foi a avaliagdo da
angiogénese, que foi estimada por meio de reacao imunoistoquimica (DMI) e
avaliacao ultrassonogréfica. A auséncia de correlagdo entre a DMI e 0s vasos
detectaveis no interior dos tumores possivelmente foi decorrente da diferenca
de sensibilidade entre as técnicas, conforme descrito por Ohlerth & Kaser-Hotz
(2003).

Além disso, existem diversas modalidades de Doppler, tais como
Doppler pulsado ou espectral, colorido e de amplitude (também chamado
Power Doppler), os quais possuem sensibilidade em ordem crescente quanto a
identificacao de vasos intratumorais. Logo, € possivel que estudos feitos com o
uso de Power Doppler resulte em valores distintos dos obtidos por nés e em
maior sensibilidade na deteccao de fluxo lentos, lumen de pequenos vasos e
avaliacdo qualitativa da perfusdo (CARVALHO, 2009). Existem algumas
técnicas em ascensdo tanto em medicina veterinaria quanto humana para
determinar a angiogénese, como a tomografia e a US guiada por tomografia
optica difusa (LI et al., 2011; ZHU et al., 2011). O PET SCAN (Positron Emition
Tomography) é uma técnica de imagem que permite a deteccdo de
metabolismo associado a glicose em casos de neoplasias antes que ocorram
alteracdes anatdbmicas. Logo, este pode ser mais sensivel que radiografia, US
ou tomografia para a deteccao de cancer (LEBLANC et al.,, 2009). Dessa
forma, a auséncia de correlacdo observada em nosso estudo entre estes dois
métodos utilizados para mensurar a vascularizacdo tumoral ndo diminui a
importancia deste mecanismo, mas sim refor¢ca a necessidade da busca por

novas técnicas, que sejam mais sensiveis.
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Algumas destas técnicas podem ser inclusive usadas para o
estadiamento do paciente, o qual € alvo de tanta controvérsia em animais com
MCT, uma vez que o PET SCAN por exemplo, identifica focos de metabolismo
tumoral no organismo do animal. Isso provavelmente melhoraria a detec¢éo de
metastases em linfonodos, baco, figado ou medula, pois a interpretacdo do
exame citoldgico oriundo destes locais € um dos principais pontos
guestionados durante o estadiamento clinico dos caes, uma vez que 0s
mastdcitos ocorrem normalmente nestes locais.

A correlacé@o observada entre a DMI e o grau histolégico de acordo com
a classificacdo de Kiupel et al. (2010) sustenta a influéncia e participacdo da
angiogénese na diferenciagdo e progressao tumoral, conforme descrito por
Folkman et al. (1971). De acordo com literatura, a imunoexpresséao da proteina
KIT e também de Ki-67 sdo associados ao grau histolégico no MCT cutaneo
canino (GIL DA COSTA et al., 2007). Nos observamos correlacdo entre estas
duas proteinas. E esperado que mutacdes no gene c-KIT levem a expresséo
aberrante da proteina KIT e este quando mutado, pode ser ativado mesmo na
auséncia de seu ligante, o que culmina em crescimento e diferenciacao de
mastocitos (WELLE et al., 2008). Além disso, esta correlacdo entre expressao
de KIT e Ki-67 reforca a importancia da descricdo do numero de figuras de
mitose nos laudos histopatoldgicos de MCT cutaneo canino, ja que houve
correlacdo entre a expressdo de Ki-67 e o IM em nosso estudo e outros
pesquisadores ja descreveram a correlacdo do IM com o prognostico dos
animais.

Ao longo do acompanhamento dos animais deste estudo foi possivel
observar que a classificacéo proposta por Kiupel et al. (2010) foi mais coerente
com a evolucdo clinica dos animais do que a classificacdo proposta por Patnaik
et al. (1984).

A metodologia utilizada destacou a importancia de determinados
parametros clinicos durante a abordagem de um paciente oncolégico. Neste
contexto merecem destaque a presenca de ulceracdo, o numero de tumores e
a ocorréncia de recidiva ou metastases. Tanto em medicina humana quanto
veterinaria, os tumores ulcerados sdo associados a um grau de malignidade
mais alto. Quanto ao nimero de tumores, 0s nossos dados sao discordantes

de resultados anteriores, descritos por outros autores, que relacionam tumores
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multiplos a um pior prognéstico (KIUPEL et al., 2005). Esse achado reforca a
necessidade de uma reorganizacao do estadiamento clinico de cdes com MCT,
uma vez que a atual classificacdo determina que caes com tumores multiplos
sao estadio 3 (THAMM & VAIL, 2007). Alguns autores afirmam que os tumores
multiplos ndo sao lesbes metastaticas, mas sim distintos focos primarios (Niel
et al., 2006).

Os dados referentes a recidiva demostram a necessidade de realiza¢éo
de cirurga radical em caso de MCT cutaneo, pois de acordo com Dobson e
Scase (2007), tumores recidivantes tendem a apresentar crescimento mais
rapido, invadem planos mais profundos e causam ulceragéo e dor. De acordo
com estes autores, cdes com recidiva local, apesar de tratamento agressivo,
tem risco de 6bito 4 vezes maior do que cades com tratamento agressivo na
primeira ocorréncia. Estas descricbes corroboram com nossos resultados, uma
vez que 0s animais com recidiva apresentaram tempo de sobrevida mais curto.
E importante que seja feita a diferenciacéo entre um caso de recidiva e novos
tumores, ja que no primeiro caso, os tumores devem estar a menos de 10 cm
da lesdo primaria.

A menor sobrevida observada nos casos de metdstase destaca a
importancia da determinacdo da extensdo da doenca na abordagem inicial.
Acreditamos que sempre que possivel, apesar da auséncia de
linfoadenomegalia, devemos puncionar os linfonodos regionais para investigar
a presenca de metastase. Book et al. (2011) recomendam que seja feita
puncéo biopsia aspirativa do baco de cédes acometidos por MCT agressivo
independentemente de alteracBes ultrassonograficas no 6rgdo. Em nossa
opinido, existem alguns critérios a serem considerados, tais como: experiéncia
do operador, comportamento do animal, estado clinico e experiéncia do
patologista. Neste contexto, é importante mencionar novamente o advento de
outras técnicas de imagem como o PET SCAN que possivelmente podem ser
utilizados para aumentar a acuracia do diagnéstico de metastase esplénica.

N&o observamos correlacdo entre os dados de resenha, como raca,
idade e sexo, e 0os demais parametros. Entretanto, White et al. (2011)
destacam maior predisposicdo de cées de racas grandes e gigantes.
Possivelmente, esta maior ocorréncia se relaciona aos niveis mais elevados do

fator de crescimento semelhante a insulina 1(IGF-1), o qual é um ligante do
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receptor tirosina quinase e promove proliferacdo e sobrevivéncia celular. Um
estudo recente realizado com quase 26 mil cades portadores de distintos
tumores de pele revelou que as racas mais acometidas sdo Labrador, Golden,
Pastor Alemao, Boxer, Cocker, Poddle miniatura e Pinscher. Além disso, neste
mesmo estudo os autores observaram maior ocorréncia de mastocitoma em
fémeas castradas (VILLAMIL et al., 2011). Entretanto, este é um dado de dificil
interpretacdo, uma vez que nos EUA grande parte da populacdo canina é
castrada precocemente. Apesar do maior risco descrito em fémeas castradas
em estudos estrangeiros, Laufer-Amorim (2011) observou que cadelas tendem
a apresentar tumores bem diferenciados. Dessa forma, € possivel que o estado
reprodutivo ndo seja considerado um fator prognostico negativo, assim como
ocorre com a presenca de tumores multiplos.

Em relacdo a idade dos animais, nossos achados sdo semelhantes aos
descritos na literatura, que descreve aumento no risco de desenvolvimento do
MCT de acordo com avangada idade (FURLANI et al., 2009). Porém, é possivel
gue este resultado tenha sido influenciado pela demora do proprietario em
procurar atendimento veterinario, o que foi confirmado pelo tempo de evolucao
tumoral estimado. Alguns dos argumentos descritos pelos proprietarios foram o
desconhecimento da gravidade da afeccéo e a restricédo financeira.

N&o observamos associagdo entre a localizacdo anatdomica e o grau
histolégico e/ou outras variaveis. Entretanto, alguns autores afirmam que caes
com tumores em regido inguinal, perineal, prepucial, cavidade oral, focinho,

leito ungueal e jun¢des mucocutaneas sdo associados a um pior prognostico.
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CONCLUSOES GERAIS

De acordo com a metodologia empregada, nés concluimos que:

= A DMI é um fator progndstico a ser considerado em cdes com MCT.

= Houve uma tendéncia de tempo de sobrevida curto nos casos nos quais
foram detectados vasos intratumorais, mas a US ndo auxiliou na
determinacédo do potencial de recidiva e metastase tumoral.

= (Os graus histoldgicos, a ocorréncia de recidivas e também de
metédstases foram os parametros que auxiliaram na determinacédo do
prognostico em relacao a taxa de sobrevida.

= O sistema de classificacdo proposto por Kiupel et al. (2010) foi mais
fidedigno na determinacdo do progndstico dos animais do que aquele
descrito por Patnaik et al. (1984), uma vez que se correlacionou a um
numero maior de parametros.

= Clinicamente, as caracteristicas mais importantes foram a presenca de

ulceracdo e o nimero de tumores.
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