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RESUMO

A incidéncia dos sarcomas das partes moles cutineos nd gato tem vindo a
aumentar. Estas neoplasias aparecem sobretudo em areas anatomizas de elei¢do para a
administracio de vacinas, tendo sido descritos varios estudos epidemiologicos que
relacionam o acto de vacina¢dio com fendmenos de carcinogénese.

Neste trabalho foram avaliados sessenta e dois sarcomas das partes moles do
gato, através de estudos de histopatologia convencional, histoquimica,
imunohistoquimica e de citometria de imagem. Foram estudadas algumas variaveis
clinicas bem como a sobrevida dos animais, desenvolvenco esforgos para a
identificacdio de factores de prognostico.

Os gatos apresentaram, na altura do primeiro diagnostico, a idade média de 8,9
anos, ocorrendo em ambos os sexos (48,4% fémeas e 51,6% machos) maioritariamente
de raca Europeu Comum (79,0%). A localizagdo anatomica das neoplasias mais
frequentemente observada foi a parede costal (83,9%). O valor da mediana para o tempo
de sobrevida total foi de 277 dias e para o tempo de sobrevida livre de doenga de 198
dias.

O tipo histologico mais observado foi o sarcoma miofibroblastico (45,2%), tendo
também ocorrido o fibrossarcoma (16,1%), mixofibrossarcoma (14,5%), sarcoma com
células gigantes (12,9%), condrossarcoma mesenquimatoso extra-esquelético (4,2%),
tumor maligno das bainhas nervosas (3,2%), um sarcoma rebdoide (1,6%) e um
lipossarcoma desdiferenciado (1,6%). A maioria dos sarcomas estudados apresentou
grau 3 (82,3%). A média do indice de proliferagdo para todas as nzoplasias foi de 49%.

Das neoplasias do nosso estudo, foi possivel avaliar a imunorreactividade ao
marcador p53 em quarenta e oito casos (77,4%) da nossa amostragem. Ocorreu
expressdo de proteina p53 em 20,8% dos casos analisados.

Os sarcomas felinos apresentaram aneuploidia de ADN em trinta e quatro
(82,9%) das neoplasias estudadas. Apenas 17,1% dos casos analisados apresentaram
conteido de ADN dipléide. Dentro da categoria dos aneuploides de ADN, onze
neoplasias destacaram-se pela presenca de clones multiplos, tendo sido considerados
multiploides de ADN.

A raga dos gatos, o tamanho, o padrio de crescimento € i necrose das neoplasias

revelaram-se importantes factores de prognostico.
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SUMMARY

The incidence of cutaneous sarcomas in cats has risen. These neoplasms arise
especially in proper sites to vaccine administration and several epidemiological studies
have been reported, relating the vaccination act with carcinogenesis events.

In this study, sixty-two feline’s soft tissue sarcomas have been evaluated by
conventional histopathology, histochemistry, immunohistochemistry and image
cytometry. We have also evaluated some clinical variables and cats’ survival, having
developed efforts to identify prognostic factors.

Cats’ average of age, at the first diagnosis, was 8,9 years. affecting both sexes
(48,4% females and 51,6% males), mainly Short Haired breed (79,0%). The most
frequent anatomic location observed was the thoracic wall (83, 9%). The median for
time of global survival was 277 days and for the time of survival disease free was 198
days.

The most frequent histological type observed was the myofibroblastic sarcoma
(45,2%). Moreover, fibrosarcoma (16,1%), myxofibrosarcoma (.4,5%), sarcoma with
giant cells (12,9%), mesenchimal extra skeletical condrosarcorna (4,2%), malignant
nervous sheath tumour (3,2%), a rhabdoide sarcoma (1,6%) and a dedifferentiated
liposarcoma (1,6%) also occurred. The majority of the sarcomas presented histological
grade 3. The average for the proliferative index was 49%.

Based on the neoplasms studied, forty-eight cases (77,4%) have been evaluated
for p53 immunorreactivity. Protein p33 has been expressed in 20,8% of the analysed
cases.

The feline’s sarcomas showed DNA aneuploidy in thirt y-four (82,9%) of the
analysed cases. Only 17,1% presented diploid DNA content. Cn the DNA aneuploid
category, eleven neoplasms showed multiple clones and have been considered DNA
multiploid.

Cats’ breed, tumour size, growth patterns and necrosis showed important

prognostic values.
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1- INTRODUCAO

O cancro afecta milhares de pessoas em todo o mundo (Gamer, 1998; Ferlay, et
al., 2001) e faz parte de um grupo de doengas cuja incidéncia ndo parece diminuir,
apesar dos grandes avangos cientificos das ultimas décadas (Huff, 1994; Tomatis, 1995,
Trichoupoulus ef al., 1996).

Em Portugal, a importancia do cancro como causa de morbilidade e mortalidade
ndo tem cessado de aumentar. Em 1960 a causa da morte por cancro era de 9%
aumentando em 1998 para 20%, representando um quinto de todas as causas de morte.
O cancro, como causa de morte, é mais importante nos homers (22%) do que nas
mulheres (17%) tendo ocorrido entre 1988 e 1998, aumentos corsideraveis da taxa de
mortalidade por cancro da prostata, colon e recto, pulméo, cavidade oral, linfoma néo
Hodgkin, mieloma multiplo, rim e figado, para o sexo masculino. No sexo feminino, e
no mesmo periodo, a taxa de mortalidade baixou para o cancro do estdmago e do utero,
aumentando para o cancro do ovario, linfoma n3o Hodgkin, pulmao e do célon e recto
(Pinheiro et al., 2002).

De todos os tipos de cancro os sarcomas das partes moles (SPM) sédo

considerados de rara ocorréncia no adulto (Pape et al., 1992; Pollock, 1994; Calonje &
Fletcher, 2000; Casparie ef al., 2001; Fletcher et al., 2002a; Hesegawa et al, 2002),
sendo mais frequentes nas criangas, representando cerca de 6,5% das neoplasias em
jovens de idade inferior a quinze anos, constituindo a quinta causz. de morte por cancro,
nesta faixa etaria. As partes moles compreendem todos os tecidos extra-esqueléticos que
suportam, delimitam e interrelacionam outras estruturas anatomicas. Estes tecidos
constituem mais de 50% do peso corporal e incluem musculos  tenddes assim como
tecido adiposo, sinovial e fibroso (Lewis & Brennan, 1998). A maioria dos SPM tém
origem na mesoderme, embora alguns sarcomas derivam da ectoderme e outros
partilham algumas caracteristicas epiteliais, como a expressio de filamentos intermédios
do tipo citoqueratina (Folpe & Gown, 2001)
A etiologia destas neoplasias é desconhecida na maioria dos casos, parecendo surgir “de
novo” sem qualquer causa aparente. No entanto em alguns casos foi possivel associa-los
a radiagdes, infecgdes viricas, deficiéncias imunologicas, factores genéticos e
ambientais. Na literatura esta descrita a sua localizagdo proximo de cicatrizes, locais de
fractura e implantes cirargicos (Huang & Mackillop, 2001; Weiss & Goldblum, 2001,
Fletcher et al., 2002a; Yoo et al., 2002).
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Os SPM, apesar de clinicamente semelhantes, constituem um grupo complexo e
variado na observacio microscopica, podendo evidenciar grande capacidade de
diferenciaco (Jensen et al., 1998, Fletcher, 2000). O conceito de Fistogénese para estas
neoplasias nem sempre esta bem definido e salvo raras excepgdes, ndo existem
evidéncias suficientes para considerar que estas lesdes se originan a partir de tecidos
bem diferenciados (Calonje & Fletcher, 1995; Fletcher, 2000). A constatacdo de que a
maioria dos lipossarcomas ocorre em locais desprovidos de tecico adiposo, a maioria
dos rabdomiossarcomas ocorre em locais desprovidos de tecido muscular esquelético, e
a ocorréncia de osteossarcomas extra-esqueléticos, ilustra este ponto de vista. O
conceito da existéncia de uma célula mesenquimatosa primitiva, progenitora deste tipo
neoplasico, parece academicamente conveniente, apesar de nic existirem evidéncias
deste tipo celular para além do estadio de embriogénese intra-uterina (Fletcher, 2000).

O estudo das neoplasias que ocorrem espontaneamente nos animais, quer de
companhia quer nos de interesse pecuario, pode revelar-se de grande importancia no
estudo da complexa dinimica do cancro. Os animais de companhia, em especial 0s
citadinos, acabam por estabelecer ligagdes intimas com os seus donos, partilhando no
seu dia a dia de “agressdes” comuns, tais como habitos alimentares, exposi¢do a agentes
poluentes de diversa natureza, modos de vida e até, por vezes, estados de “stress”
emocional. Para além disso, atingem maior longevidade, tendo maior probabilidade de
apresentarem neoplasias durante a sua vida, constituindo por issn, modelo potencial de
estudo comparado.

Os SPM aparecem com relativa frequéncia nos animais de companhia. Num
estudo descritivo, realizado no Norte do nosso pais, as neoplasiis mesenquimatosas da
pele e das partes moles representaram 29,9% de todas as neoplasias observadas no cio,
logo a seguir ao cancro da mama (Pires ef al, 2003). Nos gatos, representam
aproximadamente 7% de todas as neoplasias da pele € do tecidc: subcutaneo (Brown et
al., 1978; Pulley & Stannard, 1990; Mauldin, 1997; Ryan, 1998) ocorrendo variagGes de
prevaléncia consoante o pais (Bostock, 1986, Miller et al., 1991). Nesta espécie, 0
fibrossarcoma constitui o tipo histolégico mais comum (Brown ot al., 1978; Bostock &
Dye, 1979; Hendrick & Goldschmidt, 1991; Hendrick et al., 1¢92, Esplin ef al., 1993,
Kass et al., 1993; Hendrick & Brooks, 1994; Hendrick et al., 1994b; Doddy et al., 1996;
Cronin et al.,. 1998; Hershey et al., 2000; Cohen et al., 2001; Madewell et al., 2001,
Couto et al., 2002; Kobayashi et al., 2002). Classicamente, observam-se dois tipos

distintos de apresentagdo clinica: a forma multicéntrica dos gatos jovens (geralmente
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com menos de 4 anos de idade), causado pelo Virus do Sarcoma Felino (FeSV), um
Oncornavirus da familia Retroviridae, e uma forma solitaria tanto nos jovens como nos
adultos, em que o FeSV ndo parece estar implicado (Snyder, 1969; Brown ef al., 1978,
Hoover & Mullins, 1991; Pereira & Tavares, 1998).

Mais recentemente (em 1990), observou-se aumento dos sircomas solitarios em
gatos de varias faixas etarias, na derme e no tecido subcutineo, na porgdo dorsal do
pescogo € na regido interescapular (Hendrick & Goldschmidt, 1991). Estes sarcomas
diferem das formas classicas pela presenga de infiltrado inflamatorio peritumoral linfo-
granulomatoso, semelhante ao descrito em reacgdes inflamatorias pos vacinais por
Hendrick e Dunagan (1991). A partir de 1988 estes autores observaram aumento da
incidéncia de reac¢des inflamatorias pos vacinais em gatos, associada a administragdo
subcutinea e intramuscular de vacinas. Este facto coincidiu com a vacina¢do anti-rabica
compulsiva obrigatéria por lei no Estado Americano da Pensilvania (1987), imposta
devido ao aumento da raiva felina naquele Estado (Macy & Bergrnan, 1995). Para estes
investigadores, os dois fenomenos estavam relacionados e em 1992, Hendrick e seus
colaboradores, baseados em dados epidemiologicos, designaram estas neoplasias de
“sarcomas pos vacinais”, termo que ainda hoje ¢ utilizado na literatura. Outros autores
propuseram a designagdo de “Complexo fibrossarcoma feliny” para englobar os
diferentes subtipos histologicos de sarcomas, observados em locais anatomicos de
administragio de vacinas (Devauchelle ef al., 1997). Os protocolos de vacinagdo variam
de acordo com a localizagdio geografica, mas essencialmente os gatos estdo sujeitos a
imunizacdo para o Virus da Raiva, Virus da Leucemia Felina, Herpesvirus Felino tipo 1
(agente etiologico da rinotraqueite felina), Calicivirus Felino, Parvovirus Felino (agente
etiolégico da panleucopénia) e Clamidia. Para além da vacinagdo, a inoculagdo
parentérica de outras substincias como a penicilina, metilprednisiolona e lufenurona ou
outros procedimentos terapéuticos, como a utilizagio de material de sutura, ja foram
associadas a formagfio dos sarcomas no gato (Gagnon, 2000; Cohen et al., 2001).

Para alguns autores, os sarcomas em locais de vacinagdo tém origem em
mecanismos oncogénicos diferentes dos observados para os sarcomas classicos,
constituindo uma entidade patologica distinta (Kass ef al., 1993; Hendrick et al., 1994b;
Doddy et al., 1996). Nesta hipotese, a vacinag¢io induziria a i1flamagio cronica com
transformagdo neoplasica das células mesenquimatosas participantes no processo de
reparagdo, os fibroblastos e miofibroblastos, fundamentando-se nos seguintes

pressupostos (Hendrick & Dunagan, 1991; Hendrick & Goldschmidt, 1991; Dubielzig
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et al., 1993; Esplin et al., 1993; Kass et al., 1993; Hendrick & Brooks, 1994; Hendrick
et al., 1994a; Hendrick et al., 1994b; Doddy et al., 1996, Macy & Hendrick, 1996;
Schultze et al., 1997):

- o aumento da frequéncia dos sarcomas do gato associado ao aumento de
vacinagdes (sobretudo anti-rabica);

- aparecimento de sarcomas em gatos mais jovens e alteragdo das localiza¢Ges
anatomicas classicas, cabeca e extremidades, que passaram a ser
preferencialmente os locais de vacinago;

- o facto de ndo serem reconhecidos em paises onde a vacinagio para o FeLV
(Virus da Leucemia Felina) ou para a raiva ndo é utilizada regularmente,
como o Japio, a Australia, a Holanda, entre outros;

- o aumento da frequéncia de reacgdes inflamatorias pos vacinais (paniculite
focal granulomatosa),

- a presenga de tecido de granulagdo periférico, frequentemente associado a
este tipo de lesdes;

- a identifica¢io de aluminio (utilizado como adjuvantz vacinal) nas células
macrofagicas;

- as caracteristicas histopatologicas de maior malignidade, com
comportamento biologico mais agressivo relativamente aos classicos,

recidivando mais frequentemente e por vezes metastizando.

Os mecanismos da carcinogénese associados as injecgdes, vacinais ou néo, sio
complexos. A compreensio destes mecanismos € importante ndo so no que respeita ao
problema de satide felina, mas também pelas suas implicagdes na saide humana. O
FeLV ¢é um retrovirus felino com grandes homologias com o Viris da Imunodeficiéncia
Humana (HIV). A forte associagio destes sarcomas com a vacine¢ao para o FeLV pode
ser relevante no desenvolvimento e na utilizagio das vacinas con:ra o HIV em humanos
(Hendrick et al., 1994a; Hendrick, 1999). A informagdo obtida na investigacdo destes
sarcomas no gato pode aumentar o conhecimento geral do papel dos carcinogénios e dos
promotores de carcinogénese e podem especificamente contribuir para o0
desenvolvimento de vacinas apropriadas, implantes e proteses para uso na Medicina
Veterinaria e Humana (Hendrick et al., 1994a; McNiel, 2001).

O componente da vacina que tem sido mais associado a reacgGes pos vacinais €

o adjuvante vacinal (Hendrick e al., 1992; Couto & Macy, 199¢). Os unicos adjuvantes
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vacinais aprovados para uso humano sio os adjuvantes aluminicos. (Eickhoff & Myers,
2002; Hunter, 2002), sendo largamente utilizados tanto em vacinas humanas como
veterinarias. Estima-se que sejam utilizados em 20% das vacinas do gato (Hendrick &
Brooks, 1994). Existem trés tipos de adjuvantes vacinais contendc aluminio: Hidroxido
de Aluminio, Alimen (Sulfato de Potassio Aluminio) e Fosfato de Aluminio
(Hogenesch, 2002).

Em Medicina Humana tém sido descritas varias reacgdes adversas as vacinas
que contém adjuvantes aluminicos. Tratam-se geralmente de reucgdes locais de facil
resolugiio clinica, como abcessos estéreis, eritemas, nodulos subcutaneos, inflamagao
granulomatosa e hipersensibilidade por contacto (Clements & Griffiths, 2002). Estdo
descritos sintomas de mialgia, atralgia e fadiga em pacientes que receberam vacinas
contendo aluminio. Quando sujeitos a bidpsias no misculo deltoide todos os pacientes
revelaram imagens histopatologicas de miofascite macrofagica caracterizada por
extensa infiltragio macrofagica em torno das fibras musculares, com alguns linfocitos T
CDS8+. A maioria dos macrofagos continham estruturas cristalinas PAS positivas que
foram subsequentemente identificadas como sais de aluminio (Brenner, 2002).

Em meados dos anos 80, antes do aumento da incidéncia dos sarcomas felinos,
houve a introdugdo, no mercado veterinario, de vacinas mortas para a raiva ¢ para a
leucemia felina contendo aluminio como adjuvante, em substitu ¢io das vacinas vivas
modificadas utilizadas até a data (Hendrick ef al., 1994b; Couto & Macy, 1998; Ryan,
1998; Madewell er al, 2001). A maioria destas vacinas ¢ monovalente e requere
elevados teores de antigénio ou adjuvantes para produzir uma resposta imunologica
mais eficaz. Embora mais potentes que as suas precedentes, sdo mais irritantes
(Hendrick et al., 1994b; Esplin et al., 1996). Revisdes histopatologicas de reacgdes
inflamatérias pos vacinais e de fibrossarcomas em gatos revelaram focos bem
demarcados de paniculite granulomatosa, com presen¢a de liafocitos e macrofagos
(Hendrick et al., 1992). Dentro dos macrofagos, foi possivel identificar a presenga de
material estranho composto por aluminio. Este composto podera induzir reacgdes
inflamatorias e imunologicas persistentes, causando reparagdo aberrante do tecido
conjuntivo (Hendrick et al., 1994b; Macy & Hendrick, 1996, Couto & Macy, 1998;
Hendrick, 1998). Contudo, é possivel que o aluminio seja simplesmente marcador do
local de injecgiio, ou promotor da resposta inflamatoria permitindo a acgdo de factores

cocarcinogénicos, uma vez que, os sarcomas em local de vacinagdo continuam a ser
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descritos apos a introdugdo de vacinas livres de adjuvantes alurninicos (Kass ef al.,
1993; Esplin et al., 1993; Macy & Hendrick, 1996).

O conceito de carcinogénese associada a inflamaggo surgiu a partir do momento
em que a infecgio cronica, foi reconhecida como factor de risco, para o cancro humano
(Ohshima & Bartsch, 1994). Infecgdes cronicas com o virus da Hepatite B, parasitas e
bactérias como o Helicobacter pylori, estio profundamente associadas ao cancro
(Tiollais et al, 1985, Rosin ef al, 1994; Houben & Stockbrugger, 1995). Os
osteossarcomas foram relacionados com a presenga de material de osteossintese, os
sarcomas do es6fago com a presenga do parasita Spirocerca lupi e os sarcomas oculares
com traumatismos e presenga de corpos estranhos persistentes (Harms & Mausle, 1979;
Woog et al., 1983; Dubielzig, 1984; Ryu, 1987; Dubielzig et al. 1990; Hankanson ef
al, 1990). Os sarcomas localizados em areas anatomicas de ‘/acinagdo apresentam
caracteristicas morfologicas e imunohistoquimicas semelhantes aos sarcomas oculares
felinos pos traumaticos, com a participagdo de fibroblastos e miofibroblastos na
reparagiio fibrosa durante o processo de cicatrizagio (Hankanson 27 al.,, 1990; Dubicelzig
et al, 1993, Hendrick et al, 1994b). Estas células parecem estar envolvidas na
formagdo do tecido reparador fibroso, que ocorre em inflamagdes cronicas, e participam
provavelmente na produgdo da capsula fibrosa, presente na maioria dos sarcomas
felinos localizados em 4reas anatomicas de vacinagdo. Poclem estar envolvidas
citoquinas libertadas pelas células inflamatorias, alteragio nos faciores de crescimento e
os seus receptores, o Virus do Sarcoma Felino (FeSV), oncogeaes, genes supressores
tumorais e genes envolvidos na apoptose (Hendrick & Brooks, 1994). Estes eventos,
interrelacionados com as caracteristicas genéticas do gatc, produzirdo efeitos
mitogénicos e perda da homeostasia celular, aumentando a possibilidade de
transformagdo neoplasica de células tio labeis e heterogeneas ccmo os miofibroblastos
(Bergman, 1998; Hendrick, 1998a). Outros autores relacionam 2 carcinogénese com a
libertagdo cronica de radicais livres oxidantes pelas células inflamatorias recrutadas para
o local de injeccdo, os quais parecem participar em alteragdes iriportantes na molécula
de ADN, a cronicidade do fenémeno conduziria a perda da capacidade das enzimas
reparadoras do ADN (Doliger & Devauchelle, 1998).

A relacdo potencial entre um acto clinico e o aparecimento de neoplasias
levantou um problema de saide felina emergente, estabelecendo-se em Novembro de
1996 o grupo de estudo designado por “VAFSTF — Vaccine Associated Feline Sarcoma

Task Force” composto pelos esforgos conjuntos das entidadss “AVMA- American
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Veterinary Medical Association”, “AAHA- American Animal Hospital Association” ,
“AAFP- American Association of Feline Practitioners” e “VCS- Veterinary Cancer
Society” (Esplin,1997; Starr, 1998 Morrison & Starr, 2001). Em 1997 surgiu o grupo
francés de estudo do fibrossarcoma felino, constituido por membios de dois grupos, o
“GEO — Groupe d Etude en Oncologie” e 0 “GEDAC — Groupe d'J3tude e Dermatologie
des Animaux de Compagnie”, juntamente com o laboratério produ:or de vacinas, Mérial
(Devauchelle et al., 1997). Os dois grupos propuseram-se a estudar mais profundamente
a origem destes sarcomas e Os seus aspectos epidemiologicos, etiologicos,
imunologicos, genéticos, histologicos e terapéuticos (Esplin, 1997, Starr, 1998,
Morrison & Starr, 2001; Devauchelle ef al., 1997).

O estudo dos sarcomas do gato constitui tema em aberto e apesar do empenho da
comunidade cientifica veterinaria a sua abordagem permanece celicada, tanto para o
patologista, como para o clinico e proprietario. O acto de vacinagdo e 0s seus
beneficios, na prevengio de doengas, assim como na defesa da sat de publica, ndo foram
no entanto, colocados em causa, ja que estes sarcomas ocorrem num baixo nimero de
gatos quando comparado com o grande numero de animais vacinados (Kass ef al.,
1993).

Este trabalho ndo teve como objectivo principal o estudc da etiopatogenia dos
sarcomas das partes moles no gato, pois compreendemos que séio necessarios estudos
multidisciplinares concertados, mas pretende ser um contributo na pesquisa de factores
de prognostico € na compreensdo da sua biopatologia, numa tentativa de aprofundar os
conhecimentos das neoplasias animais, para além dos caracteres tradicionais de

malignidade.
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2- OBJECTIVOS

Através deste trabalho pretendemos contribuir para a claritficagdo dos seguintes

aspectos:

1- Caracterizagiio mais aprofundada dos sarcomas das partes moles no gato:

1.1-

1.2-
1.3-

1.4-

1.5-
1.6-

Estudar as variaveis clinicas dos animais portadores das
neoplasias;

Estudar as caracteristicas histopatoldgicas das neoplasias;

Estudar a distribuicio de marcadores celulares nas células
neoplasicas, filamentos intermédios e protema S-100, através de
técnicas de imunohistoquimica, auxiliando a classificagdo
histopatologica,;

Determinar o indice de proliferagdo tumoral pela expressdo de um
marcador especifico, 0 PCNA;

Estudar a expressdo do gene p53;

Caracterizar a ploidia de ADN das células neoplasicas, através da

técnica de citometria de imagem.

2- Averiguacdo de possiveis associagdes entre os parimetros esiudados e a sobrevida,

valorizando os factores que possam ter interesse prognostico.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - AMOSTRAS

Neste trabalho estudaram-se sessenta e dois sarcomas das partes moles de gatos,
recorrendo a amostras do arquivo histologico do Laboratorio de Anatomia Patologica da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa (n=58) e do
Servico de Histopatologia do Laboratério Nacional de Investigacio Veterinaria-
Delegagio (n=4).

As neoplasias, diagnosticadas nos anos de 1999, 2000 e 2001, estavam
disponiveis em blocos de parafina. Foram eliminadas do estudo todas as neoplasias
cujas pegas apresentavam tamanho insuficiente, limites perifér cos mal definidos e
localizagio anatomica incerta, pelo que as preparagdes histologicas utilizadas eram
representativas do tumor, continham margens tumorais definidas ¢ areas de pele integra
para posterior controlo interno.

A partir dos blocos de parafina, efectuaram-se cortes de 4 pym em micrétomo
rotativo para o estudo histopatologico, histoquimico, imunohisto juimico e cortes de 6

um para o estudo do conteado de ADN.

3.2-METODOS

3.2.1- Dados clinicos

Os dados clinicos considerados, tais como a idade & data da primeira cirurgia, 0
sexo, a raga ¢ a localizagdo das neoplasias, descritas nas foltas de requisicdo para
analise, foram confirmados com os clinicos assistentes por telefone. Foram também
recolhidas informagdes sobre o historial de vacinagdo e a evidéncia de reacgdes poOs

vacinais.
3.2.2- Estudo da sobrevida
Os animais do estudo foram sujeitos a excisdo cirirgica para extirpagdo do

tumor primario, sem tratamento adicional. Num dos casos, a recolha do tumor coincidiu

com o acto de necropsia. O seguimento clinico foi possivel para cinquenta e um animais
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e a data do final do estudo foi 31 de Dezembro de 2002. Foram registadas as datas da
cirurgia, da primeira recidiva e a eventual data da morte eutanasica ou natural através de
contacto telefdnico com o clinico veterinario assistente. Quando alguma destas
informagdes ndo estavam disponiveis, ¢ sempre que possivel, foram contactados os
proprietarios dos animais. Os resultados ambiguos ou incompletos foram eliminados do
estudo. Estas informacdes foram utilizadas para a determiragdo dos seguintes
parametros:

Tempo da primeira recidiva (TPR) ou tempo de sobrevida livre de doen¢a — o
intervalo de tempo (em dias) desde a data da primeira excisdo at$ a data declarada da
primeira recidiva,

Tempo de sobrevida total (TST) — o intervalo de tempo (en dias) desde a data da

primeira excis3o até a data da morte do animal ou a data final do estudo.

3.2.3- Estudo anatomopatologico

Para o estudo das caracteristicas macroscopicas das neoplisias estudadas, foram
consultados os registos do Laboratério de Anatomia Patologica da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa e do Servico de
Histopatologia do Laboratério Nacional de Investigagio Veterinaria-Delegagdo,

relativamente as caracteristicas da superficie de corte e ao tamanhc das neoplasias.

3.2.4- Estudo histopatolégico

As preparagdes histologicas foram coradas pela coloragio de Hematoxilina e
Eosina (H&E), pelo procedimento de rotina. Procedeu-se & avaliagdo histologica das

neoplasias, determinagdo do grau histologico e a avaliagdo do infilirado inflamatorio.

3.2.4.1- Caracteristicas histopatologicas

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas histopatologicas, para além da
morfologia citonuclear das células neoplasicas:

Padrio de crescimento: Infiltrativo; Expansivo; Misto

Células neoplasicas multinucleadas: Presente/Ausente

Hemorragia: Presente/Ausente

Calcificagdo: Presente/Ausente

10
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3.2.4.2- Graduacio histologica

A graduagio dos sarcomas foi realizada de acordo com um dos sistemas de
graduagio mais utilizados em Oncologia Humana, o sistema FNCLCC (French
Fédération Nationale des Centres de Lutte Contre le Cancer) (Fletcher e al., 2002a) que
tem sido adaptada em Oncologia Veterinaria (Couto ef al., 2002; Bettini ez al., 2003). O
sistema FNCLCC baseia-se em pontuagdes obtidas pela avaliagiio de trés pardmetros
seleccionados a partir da analise multivariada de varios parimetros histopatologicos:
diferenciagio tumoral, contagem de mitoses e a quantidade d: necrose tumoral. E
atribuida uma pontuagdo independente a cada pardmetro e o grat. ¢ obtido adicionando
os trés valores, como esquematizado na tabela 1. Consoante a sua pontuagdo no

pardmetro “contagem de mitoses”, as neoplasias foram categorizaias em indice mitotico

(M) 1,2e3.

Diferenciagio Tumoral:

Pontuagio 1:
Sarcomas compostos por células semelhantes ao tecido mesenquimatoso normat
Pontuagio 2:
Sarcoma compostos por células pouco diferenciadas, mas com alguma semelhanga
com tecido mesenquimatoso normal
Pontuagao 3:
Sarcomas embrionarios, indiferenciados, sem semelhanca com tecido

mesenquimatoso normal

Contagem de Mitoses:
Pontuacdo 1: 0-9 Mitoses por 10 campos (400x), indice mitotico 1

Pontuacio 2: 10-19 Mitoses por 10 campos (400x), indice mitdtico 2

Pontuagdo 3: 220 Mitoses por 10 campos (400x), indice mitético 3
Necrose Tumeoral:

Pontuacio 0: ausente
Pontuagio 1: <50% Necrose

Pontuagio 2: > 50% Necrose

Grau Histologico:

Grau 1: Total pontuaciio: 2,3
Grau 2: Total de pontuag¢io: 4,5

Grau 3: Total de pontuagio: 6,7,8

Tabela 1- Sistema de Graduacio da FNCLCC: Defini¢io de parimetros (Adaptado de Fletcher ef
al., 2002a).

11
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3.2.4.3- Avaliacio do infiltrado inflamatério

Quando presente, o infiltrado inflamatorio intra e periturioral foi avaliado em
relacdo 4 sua intensidade, a sua distribui¢do e ao tipo celular constituinte. A intensidade
do infiltrado foi avaliada pela observagio dos agregados inflamatorios nos campos
peritumorais em fraca ampliagio (40x), tendo-se atribuido uma pontuagao subjectiva, de
acordo com a escala representada na tabela 2, a semelhanga do realizado em outro

estudo (Couto et al., 2002).

Abundante (3) | Agregados ou foliculos inflamatorios em mais de 50% dos campos

peritumorais

Moderado (2) | Linfocitos difusamente distribuidos ou em pequenos foliculos

presentes em pelo menos 50% dos campos peritumorais

Baixo (1) Baixa quantidade de linfocitos, com formagdo folicular minima ou

ausente

Negativo (0) | Auséncia de infiltrado inflamatorio

Tabela 2- Avaliacdo da intensidade e distribuicdo do infiltrado inflamatério peritumoral (Adaptado de
Couto et al., 2002 ).

3.2.5- Estudo histoquimico

Neste trabalho foram avaliados os mucopolissacaridos em nove neoplasias com
maior quantidade de estroma de natureza mixéide. Fizeram-se dois cortes de 4 pm em
micrétomo rotativo e as preparagdes histologicas foram submetidas em simultineo a
coloragdo Azul Alcido, a pH 1 e a pH 2,5 utilizando um “kit” de: coloragdo (Biodptica,
161802). Os corantes alcidio unem-se aos polianides constituidos por radicais sulfiricos
e carboxilicos dos mucopolissacaridos, s6 reagindo com as mucinas acidas. Para o

procedimento de coloragdo seguiram-se as indicagdes do fabricante.

12
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3.2.6- Estudo imunohistoquimico

Neste trabalho utilizou-se a técnica de imunohistoquimica com o seguinte
objectivo:

- Caracterizacio da expressio dos filamentos intermécios do citoesqueleto
(vimentina, o-actina, desmina e citoqueratinas) e proteina S-100 das células neoplésicas;

- Determinagio do indice de proliferagio (IP) utilizando marcadores de
proliferagio, associados ao ciclo celular PCNA ¢ Ki67,

- Avaliagio da expressdo da proteina p53;

- Determinagio da densidade de microvascularizagdo, utllizando um marcador
das células endoteliais vasculares (anti-CD31);

- Caracterizagdo dos subtipos de linfocitos do infiltrado inflamatorio associado

aos tumores, utilizando os anticorpos anti- CD3 e anti-CD20.

Os anticorpos utilizados sdo especificos para Medicina Humana e foram
inicialmente testados numa das nossas amostras, para a verificagdo da existéncia de
reaccdo cruzada no gato e para a determinagdo da dilui¢io, dos tempos de incubagio e
dos pré-tratamentos mais adequados. O anticorpo monoclonal anti-CD31 (clone JC70,
Dako, N1596) nfio apresentou imunorreactividade nas nossas amostras € 0 anticorpo
anti-Ki67 (clone MIB-1, Dako, M7240) apresentou imunor-eactividade de fraca
intensidade, inviabilizando uma contagem segura, pelo que a m:todologia descrita no

ponto seguinte diz respeito a utilizagio de todos os outros anticorpos.

3.2.6.1-Metodologia

Foram efectuados cortes de 4 um e colocados em laminas revestidas em Poli-L-
Lisina a 0,1% (Sigma).

Utilizou-se o método indirecto de Avidina-Biotina-Percxidase (ABC) usando
como cromogéneo o Tetrahidrocloreto de 33 Diaminobenzina (DAB) para a maioria
dos anticorpos, com excepgdo dos soros desmina e p53, em qie o método indirecto
Avidina-Biotina-Fosfatase Alcalina, com cromogéneo Fucsina, revelou redugdo

consideravel da marcagio inespecifica, possibilitando assim, melhor interpretagdo dos
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resultados. As incubagBes foram realizadas em cimara humida e as lavagens foram
efectuadas numa solu¢do de Tampdo Tris Salino (TBS).

Apos terem sido desparafinados e hidratados, os cortes foram incubados durante
30 minutos numa solu¢io aquosa de Peroxido de Hidrogénio a 3% (Merck) para a
inibicio da peroxidase enddgena dos tecidos. Esta reacgiio foi bloqueada com égua
destilada sendo, no entanto, dispensada para os soros desmina e pS3.

O tratamento térmico foi utilizado na recuperagio antigénica, procedimento
comum para todos os anticorpos. Os cortes foram colocados numa “cuvette” de plastico
contendo Tampdo Citrato de Sodio a 0,01 M (pH 6,0) e colocados em banho-maria a
99°C durante 20 minutos. Em seguida foram arrefecidos, durante 20 minutos, e
colocados em TBS.

Posteriormente para bloqueio de reacgBes inespecificas, as preparagdes foram
incubadas em soro normal, diluido a 1/5 em TBS. Utilizou-se soro normal de coelho
(Dako, X0902) para os anticorpos monoclonais e soro normal de: suino (Dako, X0901)
para os anticorpos policlonais. Seguiram-se as incubagdes com o: anticorpos primarios,
de acordo com o descrito na tabela 3.

Ap6s a exposi¢do ao anticorpo primario, os cortes foram incubados durante 30
minutos com o anticorpo secundario biotinilado adequado, soro de coelho anti-ratinho
(Dako, E0354) a diluido 1/400 (anticorpos monoclonais) ou soro de suino anti-coelho
(Dako, E0353) a diluido 1/500 (anticorpos policlonais).

Os cortes foram incubados 30 minutos com o soro comglexo Avidina- Biotina-
Peroxidase (Dako, K0377) para amplificar o reconhecimento do: epitopes e utilizou-se
o cromogeneo Tetrahidrocloreto de 3’3 Diaminobenzidina (IDAB) (Dako, K0391)
durante 8 minutos para visualizar a reac¢dio. A reacgio foi interrompida com éagua
destilada e as preparagdes foram contrastadas com Hematoxilna de Gill, durante 5
minutos, desidratadas, clarificadas e montadas com Entellan ® (Merck).

Nos soros desmina e p53, apds a incubagio com o anticorpo secundario
biotinilado, os cortes foram incubados com o soro complexo Avidina-Biotina-Fosfatase
Alcalina (Dako, K0391), durante 30 minutos e utilizou-se como cromogeneo, uma
solucdo de Fucsina (Dako, K0624) e de Levamisole a 0,2mM, inibidor da fosfatase
alcalina endégena (Dako, X3021), durante 8 minutos. A reacgio foi interrompida com
agua destilada e as preparagdes foram contrastadas com Hematoxilina de Gill, durante 5

minutos e em seguida montadas em meio aquoso, glicergel (Dako. C0563)
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Os estudos foram realizados para a totalidade da amostra para os soros
vimentina, desmina, a-actina, proteina S-100 e PCNA. Devido a escassez de material
histologico, a avaliagdo da expressdo da p53 apenas foi possivel em quarenta e oito
neoplasias deste estudo. A citoqueratina 14 foi estudada apenas nos sarcomas
localizados na mama (n=4) e a marcagdo dos anticorpos CD3 e CD20 foi avaliada em

oito neoplasias, seleccionadas por possuirem infiltrado inflamatoric: abundante.

Tempo de
Anticorpo Tipo Referéncia Diluigdo Incubagio
Vimentina (Clone V9) Monoclonal Dako, M0725 1/50 60 minutos
Desmina (Clone D33) Monoclonal Dako, M0760 1/50 60 minutos
a-Actina de miisculo liso Monoclonal Dako, M0851 1/50 60 minutos
(Clone 1A4)
S-100 Policlonal Dako, Z0311 1/200 60 minutos
Citoqueratina 14 Monoclonal Serotec, MCA890H 1/10 Durante a
(Clone LL002) noite
CD3 Policlonal Dako, A0452 1/50 60 minutos
CD20 (Clone L26) Monoclonal Dako, M0755 1/50 60 minutos
PCNA (Clone PC10) Monoclonal Dako, M0O879 1/50 60 minutos
p53 Policlonal Novocastra, (/1000 Durante a
NCL-CM1 noite

Tabela 3- Anticorpos primarios utilizados, dilui¢des e tempos de exposi¢io.

3.2.6.2- Laminas de controlo

Controlo positivo:

Para os soros vimentina, desmina, a-actina, proteina $-100 e citoqueratina,
utilizou-se um controlo interno, tendo-se avaliado a imunorreactividade especifica em
areas de pele integra, misculo esquelético e nervos periféricos associados aos tumores.

Para o soro PCNA foi utilizado como controlo, um linfoma humano (Dako,
T1058), para os anticorpos CD3 e CD20, amigdala bumana (D'ako, T1075) e para a

proteina p53, um carcinoma da mama de gata positivo a proteina p53.

Controlo negativo:
As preparagdes foram submetidas ao procedimerto habitual referido

anteriormente, tendo-se substituido o anticorpo primario por TBS.
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3.2.6.3- Métodos de interpretagio

3.2.6.3.1- Métodos semi-quantitativos (vimentina, desmina, a-ac'ina, proteina S-100 e

citoqueratina 14)

Foi considerada imunorreactividade positiva quando a marcagdo ocorria no
citoplasma das células neoplasicas, com excep¢do para a prot:ina S-100 em que a
marcac¢dio nuclear também foi considerada, independentemente do grau de intensidade.
Apo6s a confirmagdo da marcagdo, a neoplasia foi observada em fraca ampliagdo

(objectiva de 10x) e avaliada de acordo com a seguinte escala:

(-) - Marcag@o ausente
(+) - 0 a 25% células neoplasicas marcadas
(++) - 25 a 50% células neoplasicas marcadas

(+++) > 50% células neoplasicas marcadas

3.2.6.3.2- Métodos quantitativos (PCNA e p53):

Foi considerada imunorreactividade positiva quando a marcagdio ocorria no
nucleo das células neoplasicas, independentemente do grau de inteasidade.

A quantificagio da marcagio foi realizada pela contagem de nicleos positivos
em quinhentas células neoplasicas em cinco ou mais campos de grande ampliagio
(objectiva de 40x). Para efectuar a contagem recorremos ao auxilio do sistema de
analise de imagem, Dp-Soft da Olympus (Labocontrole). Os valores obtidos foram
expressos pela relagdo percentual das células marcadas e o namero total de células.
Consideramos indice de proliferagdo (IP) para o marcador de PCNA e indice de p53
(Ip53) para o marcador p53. As neoplasias foram consideradas com expressdo de p53
quando revelavam valores de Ip53 superiores ou iguais a 10%, a semelhanga de estudos

realizados na mama da mulher (Krishnamurthy & Sneige, 2002).

3.2.6.3.3- Métodos qualitativos (CD3 e CD20):

Consideraram-se linfocitos T os linfécitos com marcagio citoplasmatica forte ao

CD3 e linfocitos B os linfocitos com marcagio citoplasmatica fort: ao CD20.
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3.2.7- Classificacdo histologica

As neoplasias foram agrupadas em sarcomas miofibroblasticos, fibrossarcomas,
mixofibrossarcomas,  sarcomas com  células  gigantes,  condrossarcomas
mesenquimatosos extraesqueléticos, tumores malignos das baintas nervosas, sarcoma
rabdoide e lipossarcoma desdiferenciado, pelos critérios morfologicos observados e
padrdio imunofenétipico das células neoplasicas, com base na Classificagdo de Tumores

das Partes Moles e Osseos da Organizagio Mundial de Saude (Fletcher et al., 2002b).

3.2.8- Citometria de imagem

Os estudos da ploidia de ADN fornecem informagGes mais precisas do
comportamento biolégico dos tumores e tém sido cada vez mais utilizados na obtengdo
de informacdo com validade prognéstica (Siitonen ez al., 1993; Seigneurim et al., 1994).
Recorremos a técnica de citometria de imagem, pois possibilita a analise de material de
arquivo, permitindo ao operador uma monitorizagdo activa, na selec¢do das células ¢ na

rejeicio de artefactos (Pape ef al., 1992; Mitchie et al., 1994).

3.2.8.1- Metodologia

Foram efectuados cortes de 6 um de espessura para laminas revestidas em Poli-
L-Lisina (Sigma) de quarenta e sete neoplasias do estudo e procedeu-se a coloragdo de
Feulgen utilizando o “kit” de coloragdo “CAS DNA” (Becton Dickinson, Cell Analysis
Sistems, Emhurst, III). A coloragio de Feulgen ¢ especifica para 0 ADN nuclear, produz
uma coloraciio azul que reflecte a ligagio estequiométrica do co-ante a0 ADN nuclear,
resultando numa intensidade de coloragdo, proporcional a quantidade de ADN
(Martinez- Nistal ef al., 1993; Lee ef al., 1994; Cohen et al., 2001; Haroske et al.,
2001).

Todo o procedimento foi realizado de acordo com as indicagdes do fabricante.
Em cada banho de coloragdo foi incluida uma lamina de hepatocitos de rato para
calibragio do aparelho e controlo externo da coloragdo. Apds desparafinagio e
hidratagdo, as preparagdes histologicas, juntamente com uma limina de calibragéo,
foram submetidas a hidrolise numa solugdo de Acido Cloridrico 5N (Merck) durante 60

minutos, transferidas para a “solugdo de colora¢do” onde ficarara a incubar 60 minutos
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apos os quais foram submetidas a trés passagens sucessivas pela “solugdo de lavagem”.
Seguiram-se a diferenciagdo em Alcool Acido a 1%, desidrata¢do e montagem com
Entellan® (Merck). As preparagdes histologicas foram guardadas ao abrigo da luz até

posterior leitura.
3.2.8.2- Quantificacio do conteido de ADN nuclear

A quantificagio e interpretagio dos resultados foi efectuada no sistema de
analise de imagem CAS 200® (Cell Analysis Sistems, Inc., Elmhurst, II) através do
programa “Quantitative DNA Analysis 3.0). Este programa permite medir o conteido
de ADN nuclear em cortes de tecidos e estabelecer a correcgdo entre o contetido de
ADN de um nicleo individual com a espessura do corte. Uma vez quantificado, o
contetido de ADN foi expresso em “unidades ¢”, onde o “c” representa “conteiido” e a
ploidia foi determinada como “ploidia de ADN” para diferencia-la claramente da
contagem cromossomica obtida pelas técnicas de citogenética (Chieco & Derenzini,
1999).

Apos a calibragdio do aparelho com a lamina de hepatocitcs de rato, procedemos
a analise das preparagdes histologicas das neoplasias em estudo. Analisamos em cada
1amina o valor médio de ADN de um numero minimo de vinte linfocitos peritumorais.
Os linfocitos funcionam como controlo interno da ploidia de ADN, constituindo a
populagiio de células de referéncia para definir o contendo de ADN diploide (2¢). A
analise do conteido de ADN das células neoplasicas foi realizada através da leitura no
minimo de cem nucleos bem preservados, evitando-se os sobrepostos, destruidos ou
marginais (Bacus ef al., 1993; van Velthoven et al., 1995a; Reeder et al., 1997).

Os resultados da analise de citometria de imagem s3o apresentados sob a forma
de histogramas de ADN, representando a distribui¢io da populagdo celular em fungdo
da intensidade da coloragio do ADN nuclear. Através da analise dos histogramas foram
avaliados os seguintes pardmetros: a ploidia de ADN, indice de ADN (IA), percentagem
de células com teor de ADN superior a 2,5¢, 5¢ e 9c.

Na interpretagio dos histogramas de ADN consideramos os seguintes
parametros:

Populagiio de células de referéncia: populagio de células ndo neoplasicas com

conteido de ADN conhecido, funciona como garantia de controlo e da reprodutibilidade
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da andlise e permite estabelecer o pico diploide (Wied et al., 1989; Hardisson et al.,
1993; Lee et al., 1994).

Populagio diploide ou euploide (2n ou 2c): populagio com conteado de ADN
considerado normal e idéntico ao das células de referéncia para uma determinada
espécie (Orfao ef al., 1993; Stockle ef al., 1993; Wheless et al., 1993; Lee et al., 1994).

Populagdio aneuploide: populagdo ou clone celular com conteitido de ADN
anormal, como tal, diferente da populagio celular diploide de referéncia (Wheeless et
al., 1993; Lee et al., 1994).

Na analise dos histogramas de ADN de cada neoplasia identificamos o pico
Go/G1 ¢ calculamos o IA, o desvio padrio e o coeficiente de variagdao (CV).

O IA representa a razio do valor médio de contetido de ADN da populagdo de
células em estudo nas fases Go/G1 e a média do conteado de ADN das células diploides
normais nas mesmas fases. Células com contendo dipldide apresentam indice de ADN
igual a 1, enquanto que populagdes celulares aneuploides podem apresentar conteudos
de ADN variaveis (Bacus ef al., 1993; Orfao et al., 1993; Lee et al., 1994; Epp et al.,
1996).

O CV do pico GO/G1 da populagdo de referéncia ¢ uma medida de preciséo que
expressa a variabilidade da populagdo celular estudada, servindo como controlo de
qualidade dos estudos citométricos realizados (Orfao ef al., 1993; Lee ef al., 1994).
Definimos a regido diploide de ADN como o conteiido de ADN compreendido entre os
valores de TA médio da populagio de referéncia + 2 desvios padr3es. As neoplasias que
apresentavam pico GO/G1 com IA médio compreendido na regido diploide foram
classificadas como diploides de ADN. Por sua vez aquelas cujos picos GO/G1 se
localizavam fora desta regidio, foram classificadas como aneuploides de ADN (Raju et
al., 1993).

Avaliamos também a percentagem de células com conteado de ADN superior a
2,5¢, 5¢ € 9c. As células com contetido de ADN superior a 2,5¢ poderédo corresponder a
células em proliferagio enquanto que as células com valor de ADN superior a 5¢
indicam micleos verdadeiramente aneupléides. A populagio de células com conteudo de
ADN superior a 9¢ representa niicleos aneuploides, muito aberrantes e com conteudo de

ADN muito elevado (Auer et al., 1980).
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3.3- ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em frequéncias absolutas e relativas
(percentagens) e para as varidveis numéricas foi calculada a média, desvio padrdo,
mediana e valores minimo e maximo.

As variaveis continuas foram estudadas através dos testes t de Student ou
ANOVA. Quando necessario, as variaveis foram categorizadas, utilizando a média
como valor “cut off” nas variaveis numeéricas.

A sobrevida global foi calculada pelo método de Kaplan-Meyer. Os dados
foram censurados quando os gatos estavam vivos no final do estudo. A associagdo da
sobrevida com os diferentes pardmetros clinico-patologicos e citométricos foi estudada
através do teste de log Rank.

As associagbes encontradas foram consideradas significativas para valores de

p<0,05.
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4- RESULTADOS

4.1- ESTUDO DOS ANIMAIS PORTADORES DAS NEOPLASIAS

4.1.1- Dados clinicos

No nosso estudo utilizamos sessenta ¢ dois gatos, com idades compreendidas
entre os oito meses e os vinte anos, 4 data da cirurgia, sendo a média de idade de 8,9
anos (desvio padrdo=2,9). As neoplasias ocorreram em trinta e dois machos (51,6%) €
trinta fémeas (48,4%). A raga Europeu Comum foi a predominante, 49 gatos (79,0%),
estando também representadas as ragas Siamesa (14,5 %, n=9), Persa (4,9%, n=3) ¢

Bosque da Noruega (1,6%, n=1).

4.1.2- Localizagiio das neoplasias

Todos os animais apresentavam neoformagdes cutneas, distribuidas em diferentes
4reas anatémicas (Figura 1), incluindo as regides: toracica-dorso lateral (56,5%, n=35),
interescapular (12,9%, n=8), dorso cervico-costal (3,2%, n=2), hipocondrio (11,3%,
n=7), mama (6,5%, n=4), membro (3,2%, n=2), axila (1,6%, n=1), sacro (3,2%, n=2) e
zona inguinal (1,6%, n=1). Para facilitar o tratamento de dados consideramos que as
regides toracica-dorso lateral, interescapular, dorso cervico-costal e hipocondrica, como
parede costal (PC) representando 83,9% (n=52) das localizagdes neoplasicas

observadas.

351

30

251

201
N° de neoplasias

151

10+

1Moo -

TDL ESC DCC Hipocondrio  Mama Membros Axila Sacro Inguinal

Localiza¢do anatémica das neoplasias

Figura 1 — Distribuigdo anatomica das neoplasias observadas.

Legenda: TDL- Téracica dorso-lateral; ESC- Interescapular; DCC- Dorso cervico-costal
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4.1.3- Estudo da sobrevida

O estudo da sobrevida foi baseado nos registos clinicos de cinquenta ¢ um gatos,
82.3% dos animais em estudo. Foram descartados, deste estudo, oito animais, por
impossibilidade de acesso 4 sua ficha clinica, dois por abandono das consultas sem que
tivesse havido possibilidade de contactar os proprietrios e um cuja colheita da
neoplasia coincidiu com o acto de necropsia, num total de onze animais.

Apesar de doze casos (23,5%) apresentarem historial de vacinagdo confirmada,
ndo ocorreram registos clinicos de reac¢des pés vacinais. Estavam disponiveis testes
serologicos para o FeLV em quatro animais do estudo (7,8%) cujos resultados foram
negativos.

Quatro animais apresentaram evidéncias clinicas de metastases (7,8%),
recorrendo a consulta com estado de saude precario, apresentando dispneia intensa, e
houve confirmacfo radiografica em dois casos. Um gato apresentou linfadenopatia
inguinal.

O valor da mediana do tempo de sobrevida total foi de 277 dias (9 meses),
variando de 19 dias a 1263 dias (42 meses). No final do estudo treze animais
permaneciam vivos (25,5%), tendo-se censurado as datas de final do estudo. Dois destes

casos apresentaram tempos de sobrevida superiores a 1000 dias (Fig. 2).

Ap6s a primeira excisdo cirurgica sete gatos ndo apresentaram recidivas, um
gato apresentou uma recidiva e os restantes apresentaram varias, tendo sido submetidos
a sucessivas intervencdes cirdrgicas (de trés a dezasseis cirurgias). No final do estudo o
total de animais mortos foi de trinta e oito (74,5%). As recidivas foram observadas em
quarenta e quatro casos (86,3%) e o tempo mediano do seu aparecimento foi de 198 dias
(6,6 meses) variando entre 19 a 515 dias. Apenas trés animais apresentaram tempos de

primeira recidiva superiores a um ano.

4.2- ESTUDO DAS NEOPLASIAS

4.2.1- Exame anatomopatoldgico

As neoplasias observadas variavam, de pequenas lesdes solitarias (0,5 cm) a
neoplasias de grandes dimensdes (9 cm), por vezes multinodulares. Ao corte
apresentavam consisténcia dura, cor branca e frequentemente areas de aspecto

necroético.
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Figura 2- Proporgdo de sobrevida de cinquenta e um gatos com sarcomas das partes moles.

4.2.2- Exame microscépico

Os sarcomas das partes moles dos gatos foram agrupados em sete tipos
histologicos, encontrando-se sumariados na tabela 4. Os tipos histologicos estdo
caracterizados relativamente as variaveis clinico-patoldgicas nas tabelas 11 € 12 (em

Anexos).

TOTAL n (%)

Tipo histologico

A- Sarcoma miofibroblastico (SM) 28 (45,2)
B- Fibrossarcoma (FSA) 10 (16,1)
C- Mixofibrossarcoma (MFSA) 9 (14,5)
D- Sarcoma com células gigantes (SCG) 8 (12,9)
E- Condrossarcoma mesenquimatoso extra-esquelético (CME) 3 42)
F- Tumor maligno das bainhas nervosas (TMBN) 2 (3,2)
G- Sarcoma rabdoide (SRD) 1(1,6)
H- Lipossarcoma desdiferenciado (LPSA) 1(1,6)
TOTAL 62 (100)

Tabela 4- Classifica¢do histologica dos sarcomas observados.
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A - Sarcoma miofibroblastico (SM)

O tipo histolégico mais observado foi o sarcoma miofibroblastico, num total de
vinte e oito neoplasias. A maioria destas neoplasias estava localizada na parede costal
(89,3%, n=25) estando as restantes localizadas na glandula mamaria (10,7%, n=3).

Estas neoplasias caracterizaram-se por apresentar células fusiformes
miofibroblasticas, dispostas em feixes multidireccionais (Fig. 3), acentuada densidade
celular ¢ padrio de crescimento predominantemente infiltrativo (78,6%, n=22).
Apresentaram-se fracamente delimitadas por uma fina capsula de tecido conjuntivo,
tendo sido observado padrio de crescimento misto em quatro casos (14,3%) e

crescimento expansivo em dois casos (7,1%).

As células caracterizaram-se pela presenga de citoplasma escasso, mal definido,
frequentemente vacuolizado, nucleos ovéides a fusoides, com cromatina disposta a
periferia e de aspecto grumoso. A heterocromasia e multinucleolagéio foram fenébmenos
frequentemente observados. A actividade mitética era em geral, muito elevada, tendo-se
observado indice mitético (IM) 3 em 82,1% das neoplasias deste tipo histolégico, por
vezes com figuras atipicas. Em cinco neoplasias (17,6%) observou-se a presenca de
células gigantes mononucleares, com macrontcleos, assumindo formas bizarras (Fig.3).
Onze casos (39,3%) apresentaram focos de células neopldsicas bi e multinucleadas. Em

duas neoplasias foi possivel observar a presenga de 4reas de matriz do tipo mix6ide.

Em duas lesdes, foi possivel observar espagos cisticos, contendo material
hialino, ocorrendo, numa delas, rarefacgfo da area central da lesdo com afastamento das
células neoplasicas, formando uma cavidade intratumoral.

Foram frequentemente observadas areas de necrose (78,6%, n=22) e com menor
frequéncia calcificagdo focal (7,1%, n=2) e hemorragia (28,6%, n=8) (Fig.3). Doze
neoplasias (42,9%) apresentaram infiltra¢do linfocitaria intratumoral.

As células neoplasicas revelaram imunorreactividade difusa com os marcadores
vimentina e a—actina de musculo liso (Fig. 4 € 5). A maioria das neoplasias revelou
auséncia de imunorreactividade para o marcador desmina (Fig 6), & excepgdo de duas

onde ocorreu marcagio focal.

24



Sarcomas das partes moles no gato

A
-

|
i
r
4
L
-
l
El

]
;

Figura 3- SM. Feixes multidireccionais de células neoplasicas fusiformes. Anisocitose e hemorragia.

H&E.100x.
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Figura 6- SM. Auséncia de expressdo ao antigénio desmina pelas células neoplasicas. ABComplex-FA,
40x.
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B - Fibrossarcoma (FSA)

Dos dez fibrossarcomas observados, sete (70%) estavam localizados na derme
da parede costal € os restantes na derme nas regides sagrada, mamadria ¢ muscular no
membro posterior.

As neoplasias observadas caracterizaram-se por apresentarem células fusiformes
organizadas em fasciculos multidireccionais, dispostas em “espinha de peixe”, com
estroma de colagénio, discreto a moderado, padriio de crescimento infiltrativo, com

invasio e dissociagdo dos tecidos vizinhos (Fig.7 € 8).

As células apresentaram ntcleos escuros fuséides a ovdides, com varios e
proeminentes nucledlos, por vezes acidofilos, citoplasma escasso € frequentemente
vacuolizado. O pleomorfismo celular foi mais evidente em duas neoplasias, com padrdo
de células redondas, por vezes bi e multinucleadas. As lesdes apresentavam, geralmente,
elevada densidade celular mas em trés casos foi possivel observar células neoplésicas
mais dispersas, de forma estrelada a poligonal e 4reas focais de estroma mixoide. A
actividade mitética era elevada, 90% apresentaram indice mitético 3 e com figuras
atipicas frequentes.

Foi observada necrose na maioria das neoplasias (90%, n=9).

As células neoplasicas revelaram imunorreactividade, de padrdo difuso para o
marcador anti-vimentina. Em seis neoplasias (60%), foi possivel identificar baixo
nimero de células miofibroblasticas, dispersas, cujo fenétipo foi, maioritariamente,
vimentina/ a-actina (VA), tendo ocorrido numa neoplasia o fendtipo vimentina/ desmina

(VD).

C - Mixofibrossarcoma (MFSA)

Foram observadas nove neoplasias fibroblasticas malignas, com localizag¢do na
parede costal, caracterizadas pela presenga de estroma de natureza mix6ide, moderado a
abundante, acentuado pleomorfismo citonuclear, com presen¢a de proeminentes vasos
sanguineos, de paredes finas com condensagdo perivascular radial de células tumorais,
assumindo padriio vascular curvilinear, caracteristico (Fig. 9 e 10). Trés lesGes
apresentavam nédulos multiplos e as restantes apresentavam-se divididas por finos

septos, incompletos, de tecido conjuntivo.
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Figura 7- FSA. Feixes multidireccionais de células neoplasicas fusiformes. H&E.100x.

Figura 8- FSA. Padro de crescimento infiltrativo com invasio e dissocia¢do de fibras musculares
esqueléticas e tecido adiposo. H&E.100x.
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As células neoplésicas variavam de fusiformes a estretadas, com citopla;mzr
claro, separadas por estroma variavel de mucina, predominantemente composta por
mucopolissacaridos 4cidos. A anisocitose ¢ a anisocariose foram fenomenos frequentes,
com presenga de niicleos de formas bizarras e de células binucleadas. Trés neoplasias
(33,3%) apresentaram focos de células neoplasicas multinucleadas. A celularidade
destas lesdes foi variavel. Geralmente apresentaram areas focais de elevada densidade
celular que alternavam com outras 4reas hipocelulares, em que as células neoplésicas
estavam dispostas perpendicularmente a finos septos de tecido conjuntivo, com
producio de mucina, para o centro da lesdo, em geral necrosado.

As mitoses foram frequentemente observadas, por vezes com caracteristicas de
atipia acentuada, apresentando indice mitético 3 em 88,9% das neoplasias deste tipo
histolégico.

Cinco neoplasias (55,6%) apresentaram padro de crescimento expansivo, duas
apresentaram crescimento infiltrativo (22,2%) e nas restantes foi possivel observar
invasdo apenas numa pequena érea, pelo que foram consideradas de crescimento misto
(22,2%).

As células neoplasicas apresentaram marcagdo, num padréo difuso, ao anticorpo
anti-vimentina. A marcagio focal, com o anticorpo anti-a-actina, ocorreu em trés

neoplasias (33,3%), pressupondo diferenciagdo miofibroblastica focal.
D - Sarcoma com células gigantes (SCG)

Em oito das neoplasias, da série em estudo, observamos a presenga de uma
proeminente reacgdo estromal de células gigantes multinucleadas (CGM), do tipo
osteoclasto, num substrato de células fusiformes, de nicleos ovéides a redondos (Fig.
11). Seis neoplasias (75%) estavam localizadas na parede costal, estando as restantes
localizadas nas zonas axilar e inguinal.

Estas lesdes apresentaram-se fracamente delimitadas por uma céapsula de
miofibroblastos, tendo sido possivel observar, em iguais propor¢des quer o padrdo de
crescimento infiltrativo quer o expansivo. As mitoses observadas eram frequentemente

atipicas, e todas as neoplasias deste grupo revelaram indice mitético 3.
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Figura 9- MFSA. Estroma mix6ide moderado. Anisocitose e anisocariose das células neoplasicas.
H&E.100x.

Figura 10- MFSA. Condensagfo perivascular de células neoplésicas- padrdo vascular curvilinear.
H&E.100x.
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Figura 11- SCG. Células gigantes multinucleadas do tipo ostoclasto. H&E.100x.

Em todas as neoplasias foi possivel observar vacuolizagdo intracitoplasmatica
nas células neoplasicas e nas CGM (Fig. 13). No geral, estas lesdes apresentaram
acentuada celularidade, com estroma colagenoso a variavelmente seroso, por vezes
assumindo aspectos de pequenas locas intratumorais de liquido seroso acumulado (n=4,
50%). Numa neoplasia foi possivel observar estroma de natureza mixoide. A necrose
ocorreu em 50% das neoplasias deste grupo e 75% (n=6) das amostras revelaram areas
de acentuada congestdo, hemorragia e depositos de hemosiderina (Fig. 12 e 13).

As células neoplasicas revelaram imunorreactividade difusa para o marcador anti-
vimentina € em seis neoplasias (75%) ocorreu imunorreactividade para o anticorpo anti-
a-actina, pressupondo diferenciagio miofibroblastica. As CGM apresentaram
imunorreactividade ao  anticorpo  anti-vimentina, mas ndo apresentaram

imunorreactividade aos soros desmina, a-actina e proteina S-100.
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Figura 13- SCG- Presenga de vaciolos intracitoplasmaticos, hemorragia e depdsitos de hemosiderina.

H&E,200x.
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E - Condrossarcoma mesenquimatoso extra-esquelético (CME)

Trés neoplasias subcutdneas eram caracterizadas pela presenca de células
pequenas indiferenciadas misturadas em ilhotas de cartilagem hialina. Duas neoplasias

estavam localizadas na parede costal e uma na regido sagrada.

As neoplasias apresentavam nddulos multiplos e estavam aparentemente
delimitadas por uma capsula de miofibroblastos. A cartilagem ocupava a quase
totalidade da massa neoplésica, ocorrendo calcificagdo focal em duas neoplasias. O
componente de células pequenas apresentava grande actividade mitética (66,7% das
neoplasias do grupo revelaram IM 3). Foi possivel observar vacuolos
intracitoplasmaticos, nucleos de forma redonda a fusiforme, com pelo menos um
nucléolo proeminente e cromatina grumosa. A necrose foi observada em todas as lesdes,
apresentando-se mais extensa nas lesdes localizadas na parede costal e assumindo
aspecto hialino numa delas. Observaram-se padrdes de crescimento do tipo expansivo
(66,7%) e misto (33,3%).

O componente de células pequenas dos CME revelou imunorreactividade difusa
aos soros vimentina e focal aos soros a-actina e proteina S-100. As células de
diferenciagdio condréide foram imunorreactivas ao anticorpo anti-proteina S-100 e anti-

vimentina.
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Figura 15- CME. Imunorreactividade ao marcador proteina S-100. Intensa marcagdo das células de
diferenciagdo condréide. ABComplex-HRP, 100X
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F — Tumor maligno das bainhas nervosas (TMBN)

Duas neoplasias caracterizaram-se pela presenga de fasciculos multidireccionais
de células fusiformes pequenas, ocasionalmente justapostas em paligada (Fig.16).
Uma das neoplasias localizava-se no membro posterior ¢ estava intimamente
relacionada com a presenga de nervos periféricos. A outra estava localizada na
parede costal e apresentava anisocariose acentuada, com presen¢a de nicleos, com
formas bizarras e frequentemente células multinucleadas. Em ambas, ocorreram
focos hemorragicos e necrose. As mitoses foram frequentes (IM 3) e o padrdo de

crescimento observado foi do tipo infiltrativo.

As células neoplasicas revelaram imunorreactividade difusa ao anticorpo anti-

vimentina e ao anticorpo anti-proteina S-100 (Fig.17).

L
s 2

Figura 16- TMBN. Células neoplasicas justapostas em palicada. H&E.100x
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Figura 17- TMBN. Imunorreactividade ao marcador proteina S-100. ABComplex-HRP, 100X

G - Sarcoma rabddéide (SRB)

Uma neoplasia, localizada na regifio toracica dorso lateral, no tecido subcutineo
era caracterizada pela presenga de células redondas, com citoplasma claro € abundante,
com um ou dois nucleos, encostados a periferia, revelando pleomorfismo citonuclear
elevado e indice mitotico 3 (Fig. 18). As células expressaram antigénio vimentina (Fig.
19) e o-actina, sendo negativas a4 desmina e & proteina S-100. Foram observadas
extensas areas de necrose € de hemorragia bem como areas focais de acumulagio de
uma substincia de caracteristicas hialinas. Esta lesfio apresentava-se fracamente

encapsulada e o padréo de crescimento observado foi do tipo expansivo.
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Figura 19- SRB. Imunorreactividade ao marcador vimentina. Intensa marcagdo citoplasmatica.
ABComplex-HRP, 200X
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H - Lipossarcoma desdiferenciado (LPSA)

Neoplasia localizada na regido tordcica dorso lateral, no tecido subcuténeo
caracterizada por possuir celularidade intratumoral variavel, assim apresentava uma area
demarcada de células fusiformes, de elevada celularidade, com crescimento infiltrativo
e dissociacdo das fibras musculares esqueléticas adjacentes e outras dreas menos densas,
de matriz do tipo mixo6ide, com células de caracteristicas fusiformes a poligonais
(Fig.20). As células poligonais dispersas na matriz possuiam por vezes vacuolos
lipidicos multiplos e de variados tamanhos, que deformavam as células e indentavam o
nticleo, revelando diferenciagfio no sentido do lipoblasto (Fig.21 e 22). O pleomorfismo
citonuclear foi bastante acentuado, com presenga de células neoplasicas multinucleadas
¢ apresentava indice mitético 3. Foi possivel identificar areas de necrose e de
calcificagdo focal.

As células neoplasicas com diferenciagio lipoblastica foram imunorreactivas ao

marcador proteina S-100 (Fig. 22).
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Figura 20- LPSA. Transigfo entre uma area de elevada celularidade e outra drea menos densa, de matriz
do tipo mix6ide, com células de caracteristicas fusiformes a poligonais. H&E.40x.
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Figura 21- LPSA. Estroma de natureza mixéide moderado, células estreladas e contendo vaciolos
lipidicos. H&E.100x

&4

i |
B 2 LR ]
i LT 2 “

BRI

Figura 22- LPSA. Imunorreactividade ao marcador proteina S-100. Intensa marcacédo das células de
diferenciagdo lipoblastica. ABComplex-HRP, 200X
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4.2.2.1- Caracterizacio da imunorreactividade das células neopldsicas aos

filamentos intermédios e proteina S-100.

As células neoplasicas revelaram imunorreactividade de padrdo difuso para o
marcador vimentina em todos os tipos histolégicos. Este filamento intermédio
tradicionalmente associado a células mesenquimatosas, esteve presente numa grande
variedade de células, tendo sido identificado em fibroblastos, condroblastos, células
musculares lisas e endotélio. A expressdo das células neoplasicas aos filamentos
intermédios desmina, a-actina de misculo liso e & proteina S-100 foi variavel (Tab.

5), tendo sido utilizada na determinagéio da sua linha de diferenciagfo.

O anticorpo anti-desmina apresentou marcagio focal em 6,5% das neoplasias
estudadas, ocorrendo apenas nos tipos histologicos com padrio fusocelular
predominante, SM (7,1%), FSA (10%) ¢ MFSA (11,1%), ocorrendo também no

miusculo esquelético e de forma varidvel nos vasos.

A expressividade do antigénio a-actina de musculo liso foi observada em
todos os tipos histologicos, apesar da sua presenga ndo se verificar em todas as
neoplasias. Este facto pressupde ampla distribui¢do deste filamento intermédio nos

sarcomas felinos.

Foi possivel identificar imunofendtipo miofibroblasto em todos os tipos
histolégicos, num total de cinquenta neoplasias (80,6%), das quais quarenta e seis
expressaram  antigénios vimentina/a-actina (tipo VA), duas vimentina/a-
actina/desmina (tipo VAD) e duas vimentina/desmina (tipo VD). Em neoplasias do
tipo histologico FSA (n=3), MFSA (n=5), SCG (n=1) ¢ CME (n=1), observou-se
expressdo do antigénio vimentina, sem imunorreac¢do positiva para os marcadores

anti-desmina e anti-a-actina num total de doze neoplasias.

O anticorpo anti-proteina S-100 revelou marca¢do de padrdo difuso para os
tipos histologicos CME, TMBN e LPSA. Observou-se auséncia da sua expressio no

FSA e SRB e marcagdo focal no SM (7,1%) e MFSA (11,1%).

40



Sarcomas das partes moles no gato ;
|
|

Tipo Desmina (n/T) a-Actina (n/T) S-100 (v/T)

Histoldgico + ++ ++H % + ++ -+ % + =+ %

SM 1728 128 _ 7,1 B 10/28 18/28 100 228  _ _ 7.1

FSA 1/10 _ _ 10 510 _ _ 50 _ _ _ 0
MFSA 19 _ _ 1,1 19 1/9 19 333 19 _ _ 11,1

SCG _ _ _ 0 _ 1/8 5/8 75 _ _ 2/8 25
CME _ _ B 0 13 173 _ 66,7 _ _ 33 160
TMBN _ _ _ 0 _ 12 12 100 ~ _ 2/2 100

SRB _ _ _ 0 B 1/1 _ 100 _ _ _ 0
LPSA _ _ _ 0 _ _ 1 100 _ _ 11 160
Total (%) 438 1,6 0 65 113 24,1 419 774 48 0 12,9 17,7

Tabela 5- Expressio dos marcadores desmina, a-actina e proteina S-100 nos diferentes tipos
histolégicos.

A imunorreactividade ao marcador citoqueratina 14 foi avaliada em quatro
neoplasias localizadas na glandula maméria. As células sarcomatosas destas

neoplasias evidenciaram auséncia de expressdo desta proteina (Fig. 23).

Figura 23- SM localizado na mama, auséncia de imunorreactividade ao marcador citoqueratina 14 pelas
células neoplasicas e positividade difusa das células epiteliais. ABComplex-HRP, 40X
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4.2.2.2- Graduagio histolégica

Dos sessenta e dois sarcomas do nosso estudo, 82,3% (n=51) apresentaram grau
histologico 3, 16,1% (n=10) apresentaram grau 2 e 1,6% apresentaram grau 1 (n=1). A
distribui¢io do grau histolégico e os tipos histologicos esta representada na Figura 24.
Todas as neoplasias agrupadas nos tipos histolégicos MFSA, SCG, LPSA e SRB
apresentaram grau histologico 3. O sarcoma de grau 1 pertencia ao tipo histolégico SM.
Os sarcomas de grau 2 apresentaram tipos histolégicos SM, FSA, CME e TMBN. O
estudo de analise de varidncia entre o grau histologico e as variaveis clinicas e
patologicas estd representado na tabela 13 (em Anexos). Desta andlise, encontramos
associacdes significativas entre esta variavel e a idade (p=0,01), localizagdo anatomica

das neoplasias (p=0,02) e o infiltrado inflamatério (p=0,04) (Fig.25, 26 ¢ 27).

| N° de neoplasias 10

o N & o
T h L i ‘

SM FSA MFSA SCG CME TMBN  Outros
Tipos histolégicos

Figura 24- Caracterizagdo dos tipos histologicos observados € o grau histologico.

01 W Idade = 9 anos

[| Widade <9 anos

N° neoplasias

Grau 1l Grau2 Grau3

Figura 25- Associagdo do grau histolégico e a idade dos gatos (p=0,01).
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Figura 26 - Associagdo da localizagdo anatomica das neoplasias e o grau histolégico (p=0,02).
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Figura 27 - Associagdo do infiltrado inflamatério peritumoral e o grau histoldgico (p=0,04).

4.2.2.3- Caracterizagio do infiltrado inflamatério

A presenca de infiltrado peritumoral de células do tipo inflamatério foi
frequentemente observada (93,5%, n= 58) independentemente dos tipos histolégicos,
estando a sua distribuicdo representada na Figura 28. Foi possivel observar infiltragdo
peritumoral abundante em vinte e duas neoplasias (35,5%). Nestas neoplasias o
infiltrado inflamatério era principalmente constituido por células do tipo linfo-
plasmocitario e macrofagico e estava organizada sob a forma de agregados foliculares
linfogranulomatosos, perivasculares, distribuido em mais de 50% dos campos
peritumorais (Fig.29). Em vinte e seis neoplasias (41,9%) os linfécitos estavam

distribuidos de forma difusa ou em pequenos foliculos e estavam presentes em pelo

43



Sarcomas das partes moles no gato

menos 50% dos campos peritumorais, tendo-se considerado neoplasias com infiltrado
inflamatério moderado. Em dez neoplasias (16,1%) este infiltrado foi menor com
formagdo folicular minima, ¢ quatro neoplasias (6,5%) revelaram auséncia de infiltrado
inflamatorio.

Os foliculos revelaram heterogeneidade, de linfocitos B e T, tendo-se verificado
maior propor¢io de linfocitos imunorreactivos ao anticorpo anti-CD3 do que ao
anticorpo anti-CD20, pela observagdo das mesmas areas, em cCOrtes contiguos,
pressupondo presenga predominante dos linfécitos T.

Em vinte neoplasias (32,3%) observou-se a presenga de linfocitos intratumorais
(Fig.30), doze pertenciam ao tipo histolégico SM, tendo ocorrido também nos tipos

histologicos FSA (n=3), MFSA (n=2), SCG (n=2) e um SRB.

OModerado [ Abundante

"l i B Ausente  EBaixo

N° de neoplasias

Tipos histologicos

Figura 28- Caracterizagio do infiltrado inflamatério peritumoral nos tipos histologicos observados.

Em doze neoplasias, foi possivel observar grandes quantidades de neutréfilos
nas proximidades de areas necrosadas ¢ de detritos nucleares.

Em duas neoplasias (SM e SCG) localizadas na parede costal, observaram-se
aglomerados de células macrofagicas, compativeis com células espumosas. A natureza
do material fagocitado ndo foi identificada.

O infiltrado inflamatério esteve associado a neoplasias localizadas na parede
costal (p=0,000001) e de elevado grau histologico (p=0,03) (Tabela 14 em Anexos; Fig.
31e32).
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N° de neoplasias

B Parede Costal
B Qutras

Ausente Baixo Moderado Abundante

Infiltrado inflamatério peritumoral

Figura 31- Associagdo da presenca de infiltrado inflamatorio e a localizagfio anatémica das neoplasias
(p=0,000001).
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16
14+
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N° de neoplasias 10-

Ausente Baixo Moderado Abundante

Infiltrado inflamatério peritumoral

Figura 32- Associagdo do infiltrado inflamatorio e o grau histologico dos sarcomas felinos observados
(p=0,03).

4.2.2.4- Avaliacdo da actividade proliferativa

A actividade proliferativa das células neopldsicas foi avaliada pelo método
classico de contagem de mitoses e pela avaliagdo do indice proliferativo através do
marcador PCNA. Obtivemos associagiio estatistica significativa entre os dois métodos
(p= 0,01, teste t de Student), representada na Figura 33. Os sarcomas apresentaram valor
mediano de células em mitose de 41, ocorrendo variagio bastante acentuada nos valores
da contagem de mitoses (minimo 1, maximo 110) sendo o valor médio de células em

mitoses nas neoplasias de 41,5.
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Todas as neoplasias estudadas apresentaram imunorreactividade ao marcador
PCNA e os valores da percentagem de células marcadas foram considerados valores de
indice de proliferagéo (IP), com distribui¢do normal, pelo que consideramos o valor da
média 49% (minimo 9,4%, maximo 89%) como valor “cut off” de forma a subdividir as

neoplasias com indice de proliferagdo baixo (<49 ) e alto (= 49).
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Indice proliferativo Contagem de mitoses
Figura 33- Associagdo do indice de PCNA e a contagem das mitoses (p=0,01).
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o S v T proliferagdo com o grau de necrose, p= 0,006
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80 (em cima & direita) e grau histolégico, p=0,01
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P (%)

40

Da analise de variancia entre o indice de proliferacio e as variaveis clinicas e

patolégicas, utilizou-se 0 método ANOVA, cujos resultados se encontram expressos na
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tabela 15 (em Anexos). Desta andlise, ocorreram associagbes estatisticamente
significativas entre o IP e o IM (p=0,003), necrose tumoral (p=0,006) e o grau
histolégico (p=0,01) (Fig.34).

4.2.2.5- Expressio da proteina p53

Das neoplasias do nosso estudo, foi possivel avaliar a imunorreactividade ao
marcador p53 em quarenta € oito casos (77,4%) da nossa amostragem. Catorze
neoplasias foram excluidos deste estudo devido a escassez de material histologico.

Das neoplasias analisadas catorze revelaram imunorreactividade nuclear ao
marcador p53 (Fig.35), das quais dez (20,8%) revelaram indices de p53 superiores a
10%, tendo sido consideradas positivas & p53, tal como descrito em Material ¢ Métodos.

Para estudar a relagfio entre este pardmetro patologico e as restantes variaveis
clinico-patologicas utilizamos estudos de analise de varidncia, método de ANOVA, no
entanto, ndo foram verificadas associagdes com significado estatistico, provavelmente

devido ao reduzido ntiimero de casos.
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Figura 35- SM. Imunorreactividade nuclear a p53 (Ip53=55%). ABComplex-FA (200x)

Pela avaliagio das frequéncias relativas sumariadas na tabela 16 (em Anexos),
podemos observar que as neoplasias que evidenciaram expressdo de p53 pertenciam
sobretudo a gatos de raga Europeu Comum (90%) e estavam localizadas
preferencialmente na parede costal (80% dos casos). As neoplasias apresentaram
necrose em 70% dos casos e estavam associadas a infiltrados inflamatérios, moderados

a abundantes, grau histolégico 3 e indices mitotico e proliferativo altos.
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4.3- ANALISE DE CITOMETRIA DE IMAGEM

Dos sessenta ¢ dois sarcomas incluidos neste trabalho, foram inicialmente
analisados quarenta e sete por citometria de imagem, para a avaliagdo do conteddo de
ADN das células neoplasicas. As restantes neoplasias foram excluidas deste estudo
devido a escassez de material histolégico. Das neoplasias avaliadas ndo foi possivel a
caracterizagdo citométrica de seis casos, devido & sobreposigdo nuclear excessiva ou
provavelmente devido a condi¢des de fixagdio deficientes, pelo que o estudo das
variaveis citométricas foi limitado a quarenta ¢ uma neoplasias. Lembramos que a
técnica requer controlo rigoroso de fixagdo e a avaliagio deve ser efectuada em nucleos
ndo sobrepostos (Falkmer, 1989; Bacus et al, 1993; van Velthoven et al., 1995b;
Reeder et al., 1997).

4.3.1.- Ploidia de ADN

Observou-se aneuploidia em trinta € quatro (82,9%) das neoplasias estudadas.
Apenas sete sarcomas (17,1%) da nossa amostra apresentaram conteudo de ADN
dipléide. Dentro da categoria dos aneupldides, onze neoplasias destacaram-se pela
presenga de clones multiplos, tendo sido considerados multiploides. As figuras 36, 37 e
38 sdo histogramas obtidos duma neoplasia dipl6ide, aneupldide e multipldide de ADN,
respectivamente.

Para analise estatistica entre esta varidvel e os pardmetros clinicos e patologicos
foi aplicada a analise de varidincia ANOVA. No entanto os resultados do teste foram
considerados ndo vélidos, provavelmente devido ao reduzido nimero de casos em cada
uma das trés classes de ploidia de ADN. Os resultados desta relagdo encontram-se
sumariados na tabela 18 (em Anexos). Pela andlise das frequéncias relativas verificamos
que as neoplasias dipldides de ADN pertenciam essencialmente aos grupos histoldgicos
de padrio fusocelular (SM, 42,9%, FSA, 28,6%) revelando indices mitotico e
proliferativo altos, grau 3, auséncia de expressdo de proteina p53, ocorrendo
maioritariamente em neoplasias de menores dimensdes. As neoplasias aneupldides e
multipléides de ADN quando comparadas entre si, apresentaram frequéncias relativas
similares, para os pardmetros clinico-patologicos estudados, observando-se no entanto,
uma variacio ligeira, relativamente ao IP: 56,5% das neoplasias aneupldides de ADN
revelaram IP altos, enquanto 63,6% das neoplasias multipléides de ADN apresentaram

IP baixos.
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A presenga de hemorragia, calcificagfio e de células neoplasicas multinucleadas
foram eventos observados com maior frequéncia nas neoplasias aneupldides de ADN,
tendo-se observado expressio de p53 exclusivamente na categoria dos aneuploides e

multiploides de ADN.

4.3.2- indice de ADN (IA)

O valor médio de IA dos sarcomas foi de 1,5 (minimo-1,03, méximo- 2,17). Para
efeitos de comparagdio com as varidveis patologicas, utilizou-se o valor da média como
valor “cut off” para definir os intervalos de baixo (<1,5) e alto (= 1,5) [A. Dos sarcomas
analisados, 58,8% apresentaram IA alto e 42,2% IA baixo.

Nzo foram observadas grandes variagdes entre os grupos de neoplasias com IA
Baixo e Alto, apresentando frequéncias relativas de eventos clinicos e patolégicos muito
similares, representadas na tabela 19 (em Anexos). Analisada a relagio entre o valor de
IA e a variavel infiltrado inflamatorio, verificou-se que, infiltrados abundantes estavam
associados a IA alto (p= 0,03). Por sua vez, os tipos histologicos que apresentaram
diferenciagio condréide, miofibroblastica e perineural revelaram IA superiores
(p=0,02). A expressio da proteina p53 foi mais frequentemente observada nas

neoplasias de 1A alto.

4.3.3- Fracg¢io de células com conteido superior a 2,5¢, Sc e 9¢

Cada uma destas variaveis foi categorizada em dois subgrupos utilizando o valor

da média como valor “cut off”’, como sumariado na tabela 6.

Variaveis Média Minimo Maximo Indices Citométricos

Baixo n (%) Alto n (%)

>2,5¢ 62,0 4,25 100 18 (43,9) 23 (56,1)
> 5¢ 12,1 0,0 38,1 23 (56,1) 18 (43,9)
> 9¢ 0,9 0,0 6,1 29 (70,7) 12(29,3)

Tabela 6- Valores das varaveis citométricas > 2,5¢,> 5c €> 9¢

As associagdes entre estas varidveis citométricas e as variaveis clinicas e
patologicas estdo sumariadas na tabela 20 (em Anexos). Desta avaliagdo, salientamos

que as fracgdes elevadas de células com conteudo de ADN superior a 2,5¢ e 3¢
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estiveram relacionados com tipos histoldgicos sem padréio fusocelular predominante (p
= 0,006 e p=0,05) e que as fracgdes elevadas de células com conteudo de ADN superior
a 9c ocorreram apenas em neoplasias localizadas na parede costal (p=0,04) e de grau
histologico 3 (p=0,04). Frac¢des elevadas de células com conteudo de ADN superior a 5
¢ e a 9c revelaram associagdo estatistica significativa com a hemorragia (p=0,05 ¢

p=0,02).

4.4- ESTUDO DE FACTORES DE PROGNOSTICO

As variaveis clinicas, patologicas e de citometria de imagem foram relacionadas
com o tempo de sobrevida total (TST). Foram calculadas as medianas do TST para cada
uma das categorias, € as diferengas entre os grupos foram comparadas pelo teste de log-
Rank, com o objectivo de estudar a sua importdncia como possiveis factores de
prognédstico. Os resultados s3o apresentados em tabelas para as variaveis clinicas,
patoldgicas e citométricas e também em curvas de sobrevida para os parametros

considerados validos.

4.4.1- Variaveis clinicas

O tamanho das neoplasias e a raga influenciaram a sobrevida destes animais.
Pela analise das respectivas curvas de sobrevida, os gatos de raga Europeu Comum
apresentaram uma curva mais suave ao longo do tempo (Fig.39), sugerindo maior
resisténcia ao cancro do que as restantes ragas, ¢ animais com neoplasias de maiores
dimensbes apresentam uma curva de sobrevida muito acentuada, ndio ocorrendo
sobreviventes deste grupo no final do estudo, revelando-se factor de mau progndstico
(Fig. 40). As variaveis sexo, idade e localizagdo tumoral ndo influenciaram o
progndstico, contudo pudemos verificar valores de medianas de TST inferiores para

gatos de sexo feminino, faixa etdria elevada ¢ com neoplasias localizadas na parede

costal (Tab.7).
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TST (dias) P
Varigveis Clinicas N* gatos (%) (Mediana) (log rank)

Sexo Feminino 25 (49,0) 262,2 0,47
Masculino 26 (51,0) 286,5

Idade <9 anos 24 (47,1) 286,5 0,44
>9 anos 27(52,9) 262

Tamanho <3cm 20 (39,2) 399,5 0,02*
23 cm 31 (60,8) 251

Raca Europeu 40 (78,4) 321 0,05%
Comum
Outras 11 (21,6) 239

Localizaciio Parede costal 42 (82,4) 277 0,49
Outras 9 (17,6) 309

Tabela 7- Caracteristicas clinicas ¢ analise univariada com os tempos de sobrevida total em 51 gatos com

sarcomas das partes moles. *- Valor estatisticamente significativo.
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Figura 39-Curva de sobrevida e o efeito da raga (p=0,05).
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Figura 40- Curva de sobrevida e o efeito do tamanho das neoplasias (p=0,02).

4.4.2- Variaveis patolégicas

Para avaliacfio das variaveis patoldgicas, categorizamos em dois grupos todas as

variaveis, a fim de facilitar o tratamento de dados.

Observamos associagdes estatisticas significativas para as variaveis padrio de
crescimento, necrose e expressdo de p53. Pela analise das respectivas curvas de
sobrevida, o padrio de crescimento expansivo (Fig.41), a auséncia de necrose (Fig.42) e

a expressdo da proteina p53 (Fig. 43) revelaram-se factores de prognéstico favoraveis.

No nosso estudo o valor prognostico foi limitado para as varidveis tipo
histolégico, IM, grau histologico, infiltrado inflamatério, hemorragia, células
neoplasicas multinucleadas e IP das neoplasias, provavelmente devido a desproporgdo
dos grupos (Tab.8). No entanto pudemos observar, para as varidveis IM e grau
histolégico, valores de mediana para o TST mais baixos no grupo de animais com
neoplasias de IM 3 e grau 3, assim como para os animais cujas neoplasias apresentavam
hemorragia e multinucleagio das células neopldsicas. A presen¢a de infiltrados
inflamatérios peritumorais moderados (2) e abundantes (3) ¢ IP alto estiveram

associados a valores de mediana para o TST superiores.
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Varidveis patolagicas N° gatos (%) TST (dias) p
(Mediana) (log rank)

Tipos histolégicos SM 22 (43,1) 275 0,36
Outros 29 (56,9) 285

Padro de crescimento Infiltrativo + Misto 41 (80,4) 269 0,04*
Expansive 10 (19,6) 474

Necrose Ausente 10 (19,6) 485 0,05*
Presente 41 (80,4) 262

™M 1+2 7(13,7) 334 0,41
3 44 (86,3) 265,5

Grau 1+2 10 (19,6) 369 0,32
3 41 (80,4) 251

Infiltrado Inflamatério Ausente ou baixo 14 (27, 35) 241,5 0,42
Moderado ou 37 (72,5) 309
abundante

Multinucleaciio de células Auséncia 37 (72,5) 288 0,39

neopldsicas
Presenca 14 (27,5) 236

Hemorragia Auséncia 35 (68,6) 309 0,38
Presenca 16 (31,4) 256,5
Baixo 22 (43,1) 275 0,38

indice de proliferagio
Alto 29 (56,9) 285

Expressio de p53 Presen¢a 9(23,1) 518 0,005*
Auséncia 30(76,9) 255

Tabela 8- Caracteristicas patologicas das neoplasias e analise univariada com os tempos de sobrevida

total. *- Valor estatisticamente significativo.
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Figura 41- Curva de sobrevida e o efeito da variavel patolégica padrdo de crescimento (p=0,04).
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Figura 42- Curva de sobrevida e o efeito da varidvel patologica necrose (p=0,05)
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Figura 43- Curva de sobrevida e o efeito da variavel patologica expressdo de p53 (p=0,05).
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4.4.3- Varidveis citométricas

Para avaliagdo das varidveis citométricas com os tempos de sobrevida,
categorizamos em dois grupos a varidvel ploidia em dipléides e aneuploides de ADN,
juntando na mesma categoria os casos aneuploides e multiploides de ADN.

Foi possivel observar associagdo estatistica significativa para a variavel
citométrica fracgdo de células >2,5¢ (p=0,01), revelando prognostico mais favoravel
para os gatos cujas neoplasias continham esta fraccdo elevada (Fig.44). As outras
variaveis citométricas avaliadas nfio revelaram associagdo significativa com a sobrevida,
revelando baixa importancia como factores de prognostico, tendo-se observado que os
grupos de gatos com neoplasias aneuploides de ADN ou fracgdes elevadas de células
com >5¢ e >9¢, revelaram valores de mediana para tempos de sobrevida, superiores

(Tab. 9).

Varidveis N.° gatos (%) TST (dias) P
(Mediana) (log rank)
Ploidia Dipléide 5(15,2) 248 0,33
Anecupldides 28 (84,2) 351
Indice de ADN Baixo 13 (39,4) 248 0,42
Alto 20 (60,6) 351
>25¢ Baixo 13 (51,5) 231 0,01*
Alto 20 (60,6) 455,5
>5¢ Baixo 17 (51,5) 244 0,11
Alto 16 (48,5) 379
>9¢ Baixo 23 (69,7) 334 0,27
Alto 10 (30,3) 437

Tabela 9- Caracteristicas citométricas das neoplasias e analise univariada com os tempos de sobrevida

total. *- Valor estatisticamente significativo.
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5- DISCUSSAO

Classicamente a caracterizagio das neoplasias é realizada com base nas
caracteristicas citologicas e histologicas. Contudo, & medida que novos conhecimentos
emergem, novas técnicas sdo usadas para apoiar o diagnostico histologico, estabelecer o
prognostico e methorar o conhecimento da historia natural das neoplasias.

No presente trabalho caracterizaram-se mais profundamente os sarcomas das
partes moles felinos através de estudos de histologia convencional, histoquimica, HQ e
de citometria de imagem. Foram estudadas também algumas variaveis clinicas como o
sexo, idade, raga, localizagdo tumoral e tentamos obter algumas informagBes sobre o
acompanhamento clinico dos animais.

Para efectuar este estudo recorremos a material de arquivo embebido em
parafina. Os blocos de parafina revelaram ser repositorio ideal para arquivar os tecidos
(Robinson, 1994), permitindo estudos retrospectivos que relacionam o tempo de
sobrevida com parimetros de prognéstico, incluindo a caracterizagio da ploidia
(Miettinen et al., 1982; Soini et al., 1992; Pape et al., 1992, Cattoretti et al., 1992; Baas
et al., 1994; Clemo et al., 1994; Stenersen et al., 1994; Josen e Rudolph, 1997, Subdo et
al, 2001; Couto et al, 2002). No entanto foi motivo de algumas limitagdes neste
trabalho, pois a escassez do material histologico impossibilitou a realizagdo de algumas
determinagbes como a detecgio da proteina p53 e do contetdo de ADN para a
totalidade das amostras.

O estudo da sobrevida baseou-se no registo de informagdes dos clinicos e de
alguns proprietarios, como a data da primeira recidiva e a data da morte de cinquenta e
um gatos. No entanto, as informag3es sobre o historial de vacinagdo, envolvimento de
ganglios linfaticos, estado serologico para o FeLV e de outros exames como
confirmacdes radiograficas de metastizago foram escassas ou ambiguas. Alguns erros
de preenchimento das requisi¢des de analise, como a omissdo da identificagdo completa
do proprietario impediram o acesso 4 ficha clinica de oito animais. O envio de material
em condigdes deficientes e a escassez de informagdes fornecidas pelo clinico,
importantes para um diagndstico histologico correcto, sdo pratica corrente no exercicio
da clinica Médico-Veterinaria. Esta conduta tem sido alvo de preocupagdo nas reunides
anuais da Sociedade Portuguesa de Patologia Animal, que tem vindo a promover acgoes

de sensibilizag@o junto dos clinicos no sentido de estabelecer colaboragdo mutua.
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Os sarcomas estudados ocorreram em gatos com idade média de 8,9 anos, o que
esté de acordo com o observado na grande maioria dos estudos (Hendrick et al., 1994b;
Doddy et al., 1996; Lester et al., 1996; Davidson et al., 1997; Cronin et al., 1998;
Doliger & Davauchelle, 1998; Hershey ef al., 2000; Cohen et al., 2001; Couto et al.,
2002; Kobayashi ef al, 2002). A idade média do aparecimento das neoplasias foi
superior  idade geralmente apresentada por gatos infectados com o FeSV (4 a 5 anos)
(Hoover & Mullins, 1991, Quackenbush ef al, 1996; Pereira & Tavares, 1998) e
inferior 4 apresentada pelos gatos com sarcomas classicos (12 anos) (Ryan, 1998).

Estas neoplasias ocorreram quer em machos quer em fémeas, néo se observando
predisposigdo sexual, o que esta de acordo com a literatura consultada (Kass et al, 1993,
Hendrick et al, 1994b; Doddy et al., 1996; Lester ef al., 1996; Davidson et al., 1997,
Hershey et al., 2000; Cohen et al., 2001; Couto et al., 2002; Kobayashi et al., 2002).

As racas dos gatos foram variaveis, sendo a mais frequente a raga Europeu
Comum (79,0% dos casos). Apesar de alguns estudos retrospectivos indicarem auséncia
de predisposigio racial (Kass ef al., 1993; Hendrick et al., 1994b; Doddy ef al., 1996),
existem varios estudos em que o mesmo facto foi observado (Brown ef al., 1978;
Bostock & Dye, 1979; Davidson et al., 1997; Cronin et al., 1998, Hershey et al., 2000;
Cohen et al., 2001; Kobayashi et al., 2002). A predisposi¢do da raga Europeu Comum
pode reflectir a maior frequéncia desta raga em Portugal e em outros paises, no entanto a
raca siamesa, apesar de muito frequente em Portugal, revelou-se pouco representada no
nosso estudo.

A localizagio neoplasica mais frequentemente observada foi a parede costal
(83,9% dos casos observados), principalmente a regido toracica dorso-lateral, que
representa uma 4rea anatomica de elei¢do para a administragdo de vacinas. Trabalhos
publicados na década de 70, descrevem a regido dos membros e da cabega como a
localizagdo mais frequente dos sarcomas do gato (Brown et al., 1978; Bostock & Dye,
1979). A descrigio dos locais de vacinagdo como é4reas anatomicas para a ocorréncia
preferencial dos sarcomas do gato, tem vindo a ser referida em estudos mais recentes,
que sugerem origem iatrogénica para estas neoplasias (Hendrick & Goldschmidt, 1991,
Doliger et al., 1992; Kass et al., 1993; Esplin et al., 1993; Gruffydd-Jones & Sparkes,
1994 Hendrick et al., 1994b; Doddy et al., 1996; Davidson et al, 1997, Macy &
Hendrick, 1996; Cohen et al., 1998; Doliger & Devauchelle, 1998, Gagnon, 2000;

Gobar & Kass, 2002). Como o historial de vacinagdo s6 estava disponivel para doze
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animais da nossa amostra, ndo foi possivel, verificar a sua relagdo com o aparecimento

das neoplasias.

Neste estudo, os gatos foram sujeitos ao tratamento cirargico para a extirpagdo
do tumor primario, sem recurso a terapias adicionais e apresentaram valor mediano para
a sobrevida total de 277 dias (9 meses) e para a sobrevida livre de doenga de 198 dias
(6,6 meses), valores inferiores ao apresentado em estudos semelhantes (Brown et al,
1978; Bostock & Dye, 1979; Davidson et al., 1997; Hershey et al., 2000). A utilizagéo
de terapias neoadjuvantes e adjuvantes no tratamento dos SPM em Oncologia Humana
visa o prolongamento do tempo de sobrevida (Frezza et al, 1992; O’Sulliven et al.,
2002) suscitando interesse para a sua aplicabilidade no campo da Oncologia Veterinaria.
A quimiossensibilidade in vitro de linhas celulares neoplasicas de sarcomas de gato ja
foi avaliada para os agentes anti-mitoticos, vincristina e paclitaxel (Banerji ef al., 2002).
Tém sido publicados varios trabalhos sobre a utilizagio de multiplas modalidades
terapéuticas, tendo-se observado, aumento dos tempos de sobrevida total para os gatos
recorrendo a radioterapia neoadjuvante (Macy & Bergman, 1995; Couto & Macy, 1998;
Cronin et al., 1998; Doliger & Devauchelle, 1998), radioterapia adjuvante (Couto &
Macy, 1998; Bregazzi et al., 2001), radioterapia intersticial e imunogenoterapia (Macy
& Bergman, 1995; Doliger & Devauchelle, 1998). Outros tratamentos incluiram a
criocirurgia ¢ a imunoterapia adjuvante com ou sem quimioterapia, mas sem grande
sucesso (Brown et al, 1978; Miller, 1991). A utilizagdo da quimioterapia adjuvante
com ou sem radioterapia ja foi avaliada, mas a sua importincia permanece controversa.
Foram utilizados varios agentes quimioterapicos, como a metotrexato (Brown et al,
1978), adriamicina (Macy & Bergman, 1995, Doliger & Devauchelle, 1998),
doxorrubicina (Cronin et al., 1998; Barber et al., 2000, Bregazzi et al., 2001; Cohen et
al., 2001; Kobayashi ef al., 2002), vincristina (Brown et al., 1978; Barber et al., 2000;
Kobayashi er al, 2002), ciclofosfamida (Brown et al., 1978; Cohen et al., 2001
Kobayashi et al., 2002) e a carboplatina (Kobayashi ef al., 2002).

O nosso estudo parece reforgar a ideia de que a cirurgia por si s0, ndo parece ser
suficiente, no tratamento dos sarcomas felinos reforgando a necessidade de pesquisar
novas formas de tratamento. A utilizacdo destas terapias em Medicina Veterinaria, €, no
entanto condicionada pela sua grande exigéncia quer em recursos econémicos quer
técnicos, sendo a extirpagdo cirargica a principal terapéutica. A precocidade da

intervencdo e a extensdo alargada da exerese sio factores que contribuem para o sucesso
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do tratamento cirdrgico (Brown et al., 1978; Bostock & Dye, 1979; Davidson ef al.,
1997; Devauchelle et al., 1997; Doliger & Devauchelle, 1998; Couto & Macy et al.,
1998; Richards, 1998; Heldmann et al., 2000; Hershey et al., 2000; Romanelli, 2000;
McEntee & Page, 2001).

No nosso estudo 86,3% dos gatos apresentaram recidivas, o que esta de acordo
com a literatura consultada, com varias referéncias relativas ao aparecimento frequente
de recidivas para estas neoplasias (Brown ef a.l, 1978; Bostock & Dye, 1979; Hendrick
et al., 1994b; Lester et al., 1996; Devauchelle et al, 1997; Doliger & Devauchelle,
1998; Couto & Macy, 1998; Hershey et al., 2000). Observamos no entanto, uma
frequéncia de recidivas, superior, & descrita em outros estudos, que ronda os 30 a 60%
(Couto & Macy, 1998; Hershey et al., 2000; Cohen et al, 2001; Kobayashi ef al,
2002). O tempo mediano do seu aparecimento foi de 198 dias (6,6 meses) variando
entre 19 a 515 dias. Apenas trés animais apresentaram tempos de primeira recidiva
superiores a um ano.

Foram registadas quatro mortes associadas a metastizagdo neoplasica dos
sarcomas, 7,8% dos animais avaliados neste estudo. Este valor pode ser um numero
abaixo do valor real, pois, alguns animais permaneciam em risco no final do estudo e
ndo foram clinicamente avaliados e noutros casos, a sua detecgdo ndo foi possivel pela
auséncia de necropsias. Alguns estudos sugerem que a metastizagio destas neoplasias
seja mais frequente, do que inicialmente se pensava, atingindo 10 a 25% dos gatos
(Couto & Macy ef al., 1998; Cronin ef al., 1998; Hershey et al., 2000; Kobayashi e al.,
2002). Pela sintomatologia descrita as metastases ocorreram sobretudo no pulméo,
tendo sido confirmada por radiografia toracica em dois casos e nos ganglios linfaticos.
Estudos anteriores citam os pulmdes como os Orgdos mais afectados, seguidos dos
ganglios linfaticos regionais, rim, bago, intestino, pele, esqueleto e figado (Brown ef al,
1978; Bostock & Dye, 1979; Hendrick ef al., 1994b; Esplin et al., 1996, Rudmann et
al., 1996; Davidson et al., 1997; Gemmil, 1998; Couto & Macy, 1998; Cronin ef al.,
1998; Hershey et al., 2000; Kobayashi ef al., 2002).

A avaliagio do estado imunologico relativamente ao FeLV (Virus da Leucemia
Felina) ¢ importante em gatos com sarcomas, ja que todos os gatos positivos ao FeSV
(Virus do Sarcoma Felino) s3o positivos para o FeLV (Bergman, 1998). O FeLV € um
retrovirus exogeno capaz de incorporar ou transportar oncogenes, sendo altamente
prevalente no gato. A infecgdo pelo FeLV pode resultar em numerosas doengas

mieloproliferativas e hematologicas no gato, eventualmente fatais (Hardy, 1981; Hoover
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& Mullins, 1991; Callanan et al, 1996, Quackenbush et al, 1996, Deslile &
Foumenteze, 1997; Pereira & Tavares, 1998). O FeSV é um virus formado a partir da
recombinagio de genes do FeLV com pelo menos um dos proto-oncogenes felinos, e
esta implicado no desenvolvimento de sarcomas multicéntricos no gato (Snyder, 1969;
Hoover & Mullins, 1991; Bergman, 1998; Pereira & Tavares, 1998). Apesar de um
estudo epidemioldgico ndo o relacionar com os sarcomas associados a vacinagio (Ellis
et al., 1996), o papel da subfamilia oncornaviridae dos retrovirus exogenos e endogenos
na patogenia dos sarcomas felinos, apesar de desconhecido, ndo deve ser esquecido,
particularmente nos sarcomas de rapido aparecimento (muitas vezes trés a nove meses
apos a vacinagdo) situagdo mais compativel com a oncogénese viral do que com o
intervalo prédromal mais extenso dos tumores associados as reacgdes inflamatorias
cronicas (Kass ef al, 1993; Hendrick et al., 1994a; Hendrick, 1998; Madewell et al,
2001). Madewell e colaboradores (2001) detectaram a presenca de particulas retrovirais
nas células neopléasicas de um sarcoma de gato, serologicamente positivo ao FeLV. No
nosso estudo, apenas obtivemos informagdo seroldgica para quatro animais, negativos
ao FeLV, pelo que ndo foi possivel estudar a sua influéncia na sobrevida ou na

biopatologia das neoplasias.

Os sarcomas do nosso estudo, a semelhanga do descrito na literatura consultada,
constituiram um grupo neoplasico de grande heterogeneidade na sua aparéncia
microscopica, apesar de semelhantes do ponto de vista clinico e biologico (Devauchelle
et al, 1997, Doliger & Devauchelle, 1998). No geral os sarcomas estudados
apresentaram células neoplasicas fusiformes, sugestivas de origem mesenquimatosa, e
diferenciagio variavel, no sentido do fibroblasto, miofibroblasto, condroblasto,
lipoblasto, perineural ou outras. Também foi possivel observar pleomorfismo
citonuclear acentuado, elevada actividade mitotica, presenga de extensas areas de
necrose e infiltrado inflamatério peritumoral abundante, o que esta de acordo com o
observado noutros estudos (Hendrick & Brooks, 1994; Doddy et al., 1996; Esplin et al.,
1996; Duarte, 2001; Couto et al., 2002).

Os sarcomas estudados foram enquadrados nos tipos histologicos sarcomas
miofibroblasticos, fibrossarcomas, mixofibrossarcomas, sarcomas com células gigantes,
condrossarcomas mesenquimatosos extraesqueléticos, tumores malignos das bainhas
nervosas, lipossarcoma desdiferenciado e sarcoma rabdéide de acordo com os critérios

morfologicos observados e o padrio fenotipico das células neoplasicas baseada na
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Classificagio de Tumores das Partes Moles e Osseos da OMS (Fletcher ef al., 2002b).
Dado o marcado pleomorfismo celular de cada neoplasia do nosso estudo, sentimos
necessidade de recorrer a uma classificagiio histologica mais precisa e actualizada, para
além da designagio de sarcomas pos vacinais, da Classificagio Histologica dos
Tumores Mesenquimatosos da Pele e Partes Moles dos Animais Domésticos, da OMS
(Hendrick et al., 1998). Esta necessidade foi também partilhada por alguns autores
(Couto et al., 2002). Na nossa opinido se a amostragem fosse superior, encontrariamos
maior diversidade de tipos histologicos, pois verificamos na literatura consultada,
referéncias da ocorréncia de outros tipos histologicos no gato, como o osteossarcoma
(Hendrick & Brooks, 1994; Macy & Bergman, 1995; Doddy ef al., 1996; Lester ef al.,
1996, Coyne et al., 1997; Heldmann et al., 2000; Hershey et al., 2000; Cohen et al.,
2001), o rabdomiossarcoma (Hendrick & Brooks, 1994; Macy & Bergman, 1995; Lester
et al., 1996; Doliger & Devauchelle, 1998), o fibrohistiocitoma maligno (Hendrick &
Brooks, 1994; Doddy et al., 1996; Lester et al., 1996, Coyne et al., 1997, Doliger &
Devauchelle, 1998; Hershey et al, 2000), o hemangiossarcoma (Doliger &
Devauchelle, 1998) para além de sarcomas indiferenciados (Doddy ef al., 1996; Lester
et al., 1996; Doliger & Devauchelle, 1998; Cohen ef al., 2001). Assim os SPM no gato,
parecem ser um grupo complexo de neoplasias heterogéneas, com varios tipos
histologicos, & semethanga do que se encontra descrito para os humanos (Miettinen et
al., 1982; Fletcher et al., 2002a). Sendo assim, esta espécie animal pode representar
grande potencialidade na investigagdo dos SPM humanas, ja que a sua caracterizagdo
esta por vezes limitada pela sua rara ocorréncia no Homem representando menos de 1%
de todos os tumores malignos (Pape et al., 1992; Calonje & Fletcher, 1995; Fletcher ez
al., 2002a; Hasegawa et al., 2002).

O tipo histologico mais observado foi o sarcoma miofibroblastico,
correspondendo a 42,5% das neoplasias do estudo, ao contrario do observado noutros
estudos em que o fibrossarcoma foi o tipo histologico mais frequente (Brown et al,
1978; Bostock & Dye, 1979; Hendrick & Goldschmidt, 1991; Hendrick ef al., 1992,
Esplin et al., 1993; Kass et al., 1993; Hendrick & Brooks, 1994; Hendrick et al., 1994b;
Doddy et al., 1996; Davidson et al., 1997; Cronin et al., 1998; Hershey et al., 2000;
Cohen et al., 2001; Madewell et al., 2001; Couto et al., 2002; Kobayashi ef al., 2002).
Este facto pode ser devido a impossibilidade de distinguir morfologicamente estas duas
entidades, pela coloragio de H&E, aliada a auséncia de consenso na classificagdo

histologica dos SPM usada em Medicina Veterinaria, pois o grande polimorfismo dos
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sarcomas de células fusiformes no gato implica por vezes, varias classificagdes, em
diferentes publicagdes (Hendrick & Brooks, 1994; Doliger & Devauchelle, 1998). Na
literatura consultada encontramos referéncias da ocorréncia de sarcomas
miofibroblasticos no gato (Dubielzig ef al., 1993, Doliger & Devauchelle, 1998), assim
como da presenga de miofibroblastos, estreitamente associadas aos sarcomas felinos ou
na composigio da sua pseudocapsula (Hendrick & Brooks, 1994; Hendrick et al, 1994b;
Couto et al., 2002), tendo sido implicados varias vezes na sua patogenia (Hendrick ez al,
1994b; Doddy et al., 1996; Hendrick ef al., 1998a). Ja foi possivel, inclusive, a sua
identificagdo através estudos de ultraestrutura (Dubielzig et al., 1993; Hershey et al,
2000, Madewell ef al., 2001). Com o advento da imunohistoquimica, os miofibroblastos
tornaram-se “popularizados”, sendo reconhecidos numa grande variedade de tecidos
normais e patologicos. As cicatrizes e as fibromatoses, pelo menos inicialmente sdo
compostas por miofibroblastos proliferativos, contudo a4 medida que as lesdes
envelhecem ou hialinizam, as células com as caracteristicas de fibroblastos tornam-se
progressivamente mais proeminentes (Mentzel & Fletcher, 1997, Coffin & Fletcher,
2002). Além de participarem em respostas reparativas e na resposta estromal de
neoplasias, representam um componente muito importante de numerosas neoplasias
mesenquimatosas malignas e benignas (Miettinen, 1988, Roche, 1990, Mentzel &
Fletcher, 1997). Para alguns autores, os sarcomas miofibroblasticos sdo provavelmente
mais frequentes do que se pensava e incluem grande variedade de formas clinico-
patologicas. O estabelecimento do miofibroblasto como tipo celular distinto ndo s6 veio
aumentar o nosso entendimento da biologia das células mesenquimatosas e da sua
plasticidade fenotipica, como também veio permitir a caracterizagdo mais apurada de
lesdes mesenquimatosas reactivas, benignas ou malignas (Mentzel & Fletcher, 1997,
Couto et al., 2002).

O fibrossarcoma representou 16,1% das neoplasias estudadas e o seu diagnostico
foi essencialmente baseado na aparéncia microscopica e na auséncia ou baixa expressdo
de outros marcadores, com excepgdo da vimentina (Weiss & Goldblum, 2001; Fisher ef
al., 2002). A frequéncia deste tipo neoplasico foi inferior & observada noutros estudos,
como ja referido. Em Oncologia Humana, este diagnostico passou a ser considerado
cada vez menos frequente com o advento da microscopia electronica e da
imunohistoquimica em combinagdo com a aplicagdo de critérios morfologicos mais
rigorosos (Calonje & Fletcher, 1995) sendo em grande parte um diagnostico de excluséo
(Weiss & Goldblum, 2001).
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Neste estudo a frequéncia relativa de mixofibrossarcomas foi de 14,5%. Nestas
neoplasias foi possivel observar a presenga de critérios morfologicos semelhantes ao
descrito na literatura, como a presen¢a de estroma variavelmente mixdide, areas
hipocelulares, crescimento multinodular ou presenga de septos incompletos, padrdo
vascular curvilinear caracteristico e diferenciagdo miofibroblastica focal (Rubin &
Fletcher, 2000; Fletcher, 2000; Weiss & Goldblum, 2001; Mentzel ef al., 2002). Na
literatura veterinaria consultada encontramos referéncias a ocorréncia no gato de
mixofibrossarcomas (Lester ef al., 1996) mixossarcomas (Hendrick et al., 1998; Cohen
et al., 2001) e de fibrohistiocitoma maligno (FHM) do tipo mixdide (Doliger &
Devauchelle, 1998). O termo FHM pretendia designar as neoplasias caracterizadas pela
presenga simultinea de células neoplasicas de aspecto mesenquimatoso € outras de
aspecto histiocitario, com estroma de colagéneo relativamente abundante. Poderiam
possuir focos de metaplasia 6ssea ou cartilaginea ou células neoplasicas com fenétipo
miofibroblastico. Quando se observavam numerosas células gigantes multinucleadas ou
estroma mixéide eram subdivididos em FHM de células gigantes ou mixoide (Kerlin &
Hendrick, 1996; Doliger & Devauchelle, 1998; Hendrick ef al., 1998). A designagdo de
FHM foi amplamente utilizada na Medicina Humana, tendo-se considerado um dos
sarcomas das partes moles mais frequente, podendo aparecer em cinco variantes —
pleomorfico, de células gigantes, mixoide, inflamatorio e angiomatoide (Fletcher,
2000). No entanto a familia FHM tem vindo progressivamente a ser desmembrada,
tendo em conta o padrio fenotipico e as caracteristicas genéticas das células
neoplasicas, que deixaram de suportar a ideia de diferenciagdo histiocitaria. A
caracterizacdo da expressdo antigénica das células neoplasicas dos sarcomas ndo so6
permitiu desafiar o conceito de fibrohistiocito como permitiu o reconhecimento de outro
tipo de neoplasias que possam ser confundidas com os sarcomas € dentro dos sarcomas
péde permitir subclassificar sarcomas pleomoérficos, muitos deles classificadas em
categorias alargadas (Calonje & Fletcher, 1995).

Os sarcomas com células gigantes ocorreram em 12,9% das neoplasias
estudadas. Eram caracterizadas pela presenga abundante de células gigantes
multinucleadas do tipo osteoclasto. Nestas neoplasias a hemorragia com depositos de
hemosiderina ocorreu frequentemente (75% das lesdes) a semelhanga do descrito na
literatura (Fletcher, 2000; Weiss & Goldblum, 2001; Nascimento, 2002). Encontramos

referéncias da ocorréncia de FHM do tipo células gigantes no gato, correspondendo ao
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subtipo de FHM mais frequente, no gato, sendo também designado como tumor de
células gigantes das partes moles (Doliger & Devauchelle, 1998; Hendrick et al., 1998).

Foram observados trés condrossarcomas mesenquimatosos extra-esqueléticos
(4,2%) na série de neoplasias do nosso estudo. A ocorréncia de condrossarcomas esta
descrita no gato (Brown et al., 1978; Hendrick & Brooks, 1994; Lester et al., 1996;
Doliger & Devauchelle, 1998, Hershey et al, 2000). O termo “mesenquimatoso”
pretende descrever o padrdo bimorfico destas lesdes, pois além de serem compostas por
ilhotas de cartilagem hialina, também s3o constituidas por outro componente celular
menos diferenciado (Fletcher, 2000; Weiss & Goldblum, 2001). O termo “extra-
esquelético” pretende distinguir estas neoplasias das ocorridas no osso.

Foram observados dois tumores malignos das bainhas nervosas (3,2%), uma
destas neoplasias apresentava-se estreitamente relacionada com a presenca de nervos
periféricos. A sua identificagio foi essencialmente devido 4 sua aparéncia morfologica e
a expressividade difusa para o marcador proteina S-100. Encontramos na literatura
consultada, referéncias a ocorréncia no gato de neurofibrossarcomas (Brown et al,
1978; Doddy et al., 1996) e de tumores das bainhas nervosas periféricas (Hendrick ez
al., 1998).

Uma das neoplasias foi classificada como lipossarcoma desdiferenciado. Os
lipossarcomas estdo descritos no gato, mas sdo considerados raros (Esplin ef al., 1996).
A designagio de lipossarcoma desdiferenciado define uma neoplasia com caracteristica
de lipossarcoma bem diferenciado mas que mostra transi¢do, por vezes abrupta, para
outro sarcoma ndo lipogénico (Fletcher, 2000; Weiss & Goldblum, 2001; Deitos &
Pedentour, 2002). No nosso estudo, este componente estava representado pela area com
células de padrio fusocelular e crescimento infiltrativo, enquadravel num sarcoma
miofibroblastico.

A neoplasia classificada como sarcoma rabdoéide possuia critérios histologicos
particulares, caracterizando-se pela presenga predominante de células de formas
redondas, citoplasma abundante e nicleo redondo, por vezes mais do que um, encostado
a periferia. Morfologicamente era semelhante ao sarcoma rabdoide extra-renal descrito
na literatura humana, nio tendo sido possivel, no entanto, observar a presenca de
inclusdes intracitoplasmaticas acidofilas frequentemente observadas naquele tipo
histologico (Weiss & Goldblum, 2001; Schofield, 2002). O termo sarcoma rabdoide

pretende descrever a lesdo em termos de morfologia e ndo de diferencia¢do celular.
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Em algumas neoplasias foi possivel a observagdo de células com numerosos
vacuolos lipidicos ou de células dispersas que expressaram antigénios especificos para
células musculares, que podem levar a confusdo com o diagndstico de lipossarcoma ou
rabdomiossarcoma, contudo uma observagio mais cuidada permitiu interpretar estas
imagens como a consequéncia da invasdo da hipoderme e tecido muscular pela células

neoplasicas.

Todas as neoplasias do nosso estudo revelaram imunorreactividade para o
marcador anti-vimentina, a semelhanca do observado em estudos anteriores (Hendrick
& Brooks, 1994; Duarte, 2001, Madewell ef al., 2001, Couto et al., 2002). Apesar da
sua importancia diagnostica, nos ultimos tempos, ter vindo a diminuir em relagdo a
outros filamentos intermédios, existem alguns casos em que a sua forte expressdo pode
sugerir um diagnéstico. Como este filamento € ubiquitario também serve de controlo
positivo intrinseco para a avaliagio da preserva¢do antigénica do tecido aos outros
filamentos intermédios (Denk ef al., 1983; Battifora, 1991; Folpe & Gown, 2001). A
desmina foi identificada nas células neoplasicas num padrio focal. Em 77,4% das
neoplasias estudadas, foi possivel reconhecer a expressio antigénica de a-actina de
musculo liso, pelas células neoplasicas. Os padrdes de imunomarcagdo observados
sugerem diferenciagdo miofibroblastica. E geralmente aceite que os miofibroblastos
representam células “transicionais” entre fibroblastos e células musculares lisas sendo
caracterizados pelos seus imunofenétipos diversos, podendo ocorrer variagdes dentro da
mesma lesio & medida que esta progride (Mentzel & Fletcher, 1997). Em termos de
marcadores de imunohistoquimica, tém sido identificados quatro fenotipos que mostram
além da imunorreactividade s B- e y-actinas, imunorreactividade & vimentina (tipo V),
vimentina e desmina (tipo VD), vimentina e a-actina de musculo liso (tipo VA) ou
vimentina, a-actina de musculo liso e desmina (tipo VAD) (Mentzel & Fletcher, 1997,
Coffin & Fletcher, 2002). No nosso estudo observamos o tipo VAD em 3,2% das
neoplasias, o tipo VD em 3,2%, sendo o tipo mais frequentemente observado o tipo VA
em 74,2 % das neoplasias. Como ndo utilizamos marcadores para evidenciar as B- € v-
actinas nfio foi possivel identificar o tipo V. Assim os sarcomas estudados enquadraram-
se em varios tipos histologicos mas assentaram num fenotipo celular comum: o
miofibroblasto. Isto reforca a ideia de uma origem comum para todas estas neoplasias e
que o miofibroblasto desempenha um papel fundamental nos processos de cancerizagdo

e de evolugdo da doenga.
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A expressio difusa da proteina S-100 ocorreu nos TMBN, CME e LPSA da
nossa série de neoplasias, auxiliando o seu diagnéstico, a marca¢do focal no SM (7,1%)
e MFSA (11,1%) foi interpretada como marcagdo aberrante.

A THQ apresentou valor muito limitado no diagnéstico dos sarcomas de
diferenciagdo mixoide. Apesar da importancia da THQ como precioso método auxihiar
de diagnostico, a observagdo cuidada das caracteristicas morfologicas no exame H&E
nunca pdde ser dispensada, sobretudo no diagnostico de MFSA, CME, LPSA e SRD.

Os quatro sarcomas localizados na mama revelaram auséncia de expressdo ao
marcador citoqueratina 14, em geral presente nas células mioepiteliais (Wetzels et al.,
1989) excluindo a hipotese de estarmos a abranger no nosso estudo mioepiteliomas
malignos da mama. Um sarcoma da mama foi diagnosticado como fibrossarcoma, 0s
restantes trés apresentaram diferenciagdo miofibroblastica, tendo sido considerados
sarcomas miofibroblasticos. Na literatura consultada, encontramos referéncias
bibliograficas da ocorréncia de sarcomas mamarios na gata, cujas células neoplasicas
revelaram caracteristicas ultraestruturais e de imunofendtipo compativeis com
miofibroblastos, sugerindo que em determinadas circunstdncias pode ocorrer a
transformacdo de algumas células mesenquimatosas em miofibroblastos (Hayden,
1986). A avaliagio da expressdo de citoqueratinas para todos os sarcomas do nosso
estudo, ndo foi possivel devido a escassez de material histologico. No entanto ndo
desvalorizamos esta avaliagio, pois esta descrita para os sarcomas do gato (Dubielzig et
al, 1993; Hendrick & Brooks, 1994; Duarte, 2001). Ja foram utilizados outros
anticorpos no estudo dos sarcomas felinos tais como o EMA, CD34, Factor VIII,
mioglobina, miosina e GFAP, contudo estas neoplasias permanecem mal caracterizados
em termos de imunomarcagio, pois a casuistica utilizada nestes estudos foi baixa
(Dubielzig et al., 1993; Hendrick & Brooks, 1994; Duarte, 2001). Em lesdes individuais
& dificil avaliar os beneficios da THQ, contudo é particularmente Util no conhecimento

da biologia destas neoplasias e na determinagdo das suas linhas de diferenciagio celular.

O padriio de crescimento dos sarcomas estudados foi variavel, predominando o
crescimento infiltrativo com dissociagdo dos tecidos vizinhos pelas células neoplasicas.
Este padrio foi mais frequentemente observado nos tipos histologicos SM, FSA e
TMBN, enquanto que os tipos histologicos MFSA, SCG e CME apresentaram
sobretudo padrio de crescimento expansivo tal como descrito na literatura (Fletcher,

2000; Weiss & Goldblum, 2001)
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A necrose esteve presente na maioria dos sarcomas estudados (80,6%). A
hemorragia foi observada em 29% das neoplasias estudadas, tendo sido mais
frequentemente observada no SCG, onde também ocorreram depositos de hemosiderina.
A calcificagdo foi rara (8,1%) e observada essencialmente, proximo a areas de necrose e
de diferenciagio condroide.

A presenca de células neoplasicas multinucleadas foi observada em 29,0% das
neoplasias estudadas, frequéncia inferior, quando comparada com estudos anteriores
(Couto et al., 2002). Neste estudo reconhecemos dois tipos distintos de células gigantes,
as neoplasicas e as reactivas ndo neoplasicas ou do tipo osteoclasto, baseado
essencialmente no seu aspecto morfolégico e na sua distribuigio. Esta disting3o parece
importante, na medida em que alguns investigadores associam a presenga de células
neoplasicas multinucleadas a fenétipos tumorais menos diferenciados, grau histologico
elevado e a prognostico reservado, ao contrario do que esta associado as células do tipo
osteoclasto (Josten e Rudolph, 1997). Em dois estudos consultados, esta distingdo foi
efectuada pelo padrio de imunomarcagdo observado, utilizando marcadores associados
a células macrofigicas (CD68 e CDI18) para a identificacio das células do tipo
osteoclasto, e evidenciando a sua baixa actividade proliferativa pela auséncia de

marcagio ao anticorpo anti-Ki67 (Josten & Rudolph, 1997; Couto ef al., 2002).

O tipo histologico dos sarcomas nem sempre fornece informagio suficiente em
relagio ao decurso clinico e tipo de tratamento a seguir. A graduagdo baseada nos
parametros histologicos avalia o grau de malignidade e ¢ considerada um dos principais
factores de prognostico para os SPM em Oncologia Humana, no que respeita a
probabilidade de metastizagio a distincia e taxa de sobrevida total (Fletcher et al,
2002a). A determinagio do grau histologico tem sido descrita para varias neoplasias
animais, inclusive para os sarcomas do gato (Davidson et al., 1997, Couto et al., 2002).
No nosso estudo, em cada tipo histologico ocorreram neoplasias de grau 3. A frequéncia
de neoplasias de grau 3 (82,3%) foi superior & verificada num estudo anterior (Couto et
al., 2002). Os tipos histologicos MFSA, SCG, LPSA e SRD da nossa série de neoplasias
apresentaram sempre grau 3. As neoplasias de grau 2 pertenciam maioritariamente
(70%) ao tipo histologico SM, ocorrendo também nos tipos histologicos FSA (10%),
CME (10%) e TMBN (10%). A neoplasia de grau 1 observada era do tipo histologico
SM.
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O grau histologico esteve associado & localizagdo tumoral (p=0,02), tendo-se
verificado que 70% das neoplasias de grau 2 e 88,4% das neoplasias de grau 3 estavam
localizadas na parede costal. A presenga de células neoplasicas multinucleadas e de
hemorragia ocorreu em 33,3% das neoplasias de grau 3. Estas observagSes estdo de
acordo com o observado num estudo anterior que relaciona as neoplasias de localizagdo
anatémica em areas de elei¢do para a vacinagiio, com caracteristicas histopatologicas de
maior malignidade relativamente as localizadas em outras regides (Doddy ef al, 1996).
O grau histologico esteve associado & idade dos gatos (p=0,01), tendo-se observado a
tendéncia dos individuos mais velhos para apresentarem neoplasias de grau 3, o que

pode estar relacionado com a depressdo do seu estado imunologico.

A presenga de infiltrado inflamatorio peritumoral foi observada em 93,5% dos
sarcomas do nosso estudo. Alguns autores sugerem que a pseudocapsula de
miofibroblastos, geralmente presente nestas neoplasias, serd responsavel por exercer
uma barreira mecinica que impede a penetragdo de linfocitos e de macrofagos na massa
neoplasica, formando-se agregados foliculares peritumorais (Couto et al., 2002). Em
vinte e duas neoplasias (35,5%) os infiltrados foram considerados abundantes,
caracterizados pela presenca de agregados foliculares linfo-granulomatosos,
perivasculares e peritumorais. O infiltrado inflamatério foi considerado moderado em
vinte e seis neoplasias (41,9%) e baixo em dez neoplasias (16,1%). Apenas quatro
(6,5%) dos sarcomas estudados revelaram auséncia deste componente.

Em duas neoplasias localizadas na parede costal foi possivel identificar
agregados de macrofagos com material fagocitado. A natureza do material fagocitado
ndo foi identificada. Outros estudos ja descreveram a ocorréncia de células com
caracteristicas semelhantes, quer no gato quer em humanos, cujo conteudo, descrito pelo
exame de ultraestrutura como particulas de material cristalino, foi identificado como
sendo particulas de aluminio e oxigénio e relacionadas com a administragdo de vacinas
contendo adjuvantes vacinais aluminicos (Hendrick et al., 1992; Madewell et al., 2001,
Brenner, 2002). Alguns autores consideram a presenca de infiltrado inflamatorio
peritumoral e de agregados de macrofagos contendo material fagocitado como critérios
histopatologicos especificos para os sarcomas em locais de injec¢do do gato (Doddy et
al.,, 1996; Hendrick et al., 1998; Couto ef al., 2002). No nosso trabalho a sua presenca
esteve relacionada com a localizagdo tumoral, (p=0,000001) e com o grau histolégico

(p=0,03) refor¢ando essa ideia.
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Os foliculos linfoides revelaram heterogeneidade de linfocitos B ¢ T, com
predominancia de linfocitos com imunofenoétipo T. Esta observa¢ao esta de acordo com
o descrito em estudos anteriores (Hendrick, 1998b; Couto ef al., 2002). A caracterizagio
da populagdo linfocitaria, associada a este tipo tumoral parece importante para
desvendar o papel que desempenham na patogenia. Ja foi evidenciada
imunorreactividade a factores de crescimento, tais como PDGF (factor de crescimento
derivado das plaquetas) em linfocitos e ao seu receptor nos macrofagos (Hendrick,
1998b) associados a estas neoplasias. Estes dados sugerem que os linfocitos secretem
PDGF para o recrutamento de macrofagos e causam proliferagdo de fibroblastos. Os
factores de crescimento representam reguladores importantes no crescimento celular
normal e neoplasico. A co-expressdo de factores de crescimento e dos seus receptores,
frequentes nos SPM em humanos, pode indicar auto-estimulagdo do crescimento
tumoral e pode reflectir comportamento biologico mais adverso (Calonje & Fletcher,
1995). Para Hendrick (1998b) devem aprofundar-se estudos dos mecanismos
imunologicos e inflamatérios nos locais de injecgdo, pois a utilizagdo de citoquinas,

factor de necrose tumoral e interferdo, pode revelar-se importante no acto terapéutico.

A proliferagio celular ¢ dos processos biologicos mais importantes no
crescimento e na manutengio da homeostasia dos tecidos, sendo considerada como
importante mecanismo na oncogénese ¢ estad relacionada com o comportamento
biologico das neoplasias. A avaliagdo deste pardmetro pode providenciar informagdo
relevante para o prognostico e diagnéstico sobretudo de lesSes de fronteira, por exemplo
na distingio de hiperplasia reactiva, displasia ¢ malignidade (Gerdes et al., 1984; van
Dierendonck ef al., 1991; Cattoretti et al., 1992; Gerdes et al., 1992; Rose et al., 1994,
Calonje & Fletcher, 1995; van Diest et al., 1998). No geral, os sarcomas estudados
apresentaram elevada actividade mit6tica, o que esta de acordo com o observado em
estudos anteriores (Couto et al., 2002), o que pode ser interpretado como evidéncia
morfologica de rapida proliferagdo e malignidade.

A contagem de mitoses ¢ um método pouco laborioso de ter acesso a actividade
proliferativa das neoplasias, no entanto na sua determinagdo podem ocorrer erros de
contagem, devido essencialmente a espessura do corte, tamanho do campo, detectando
apenas as células na fase M, a Unica em que se torna possivel o seu reconhecimento
morfologico. A identificagdo por IHQ de antigénios especificos para células em divisdo

oferece boa estimativa da fraccdo de crescimento das células neoplasicas (Rose et al.,
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1994 van Diest et al., 1998). O antigénio nuclear de proliferagio celular (PCNA) é uma
proteina nuclear ndo histona de 36kD altamente conservada entre espécies que actua
como co-factor da ADN &—polimerase na fase S durante a sintese de ADN estando
também envolvida nos mecanismos de reparagio de ADN (van Dierendonck ef al,
1991; Sarli ef al., 1994). O clone PC10 reage com um epitope resistente do PCNA,
podendo ser utilizado em material histologico embebido em parafina. O PCNA ¢
expresso por células em proliferagdo e atinge o seu pico na fase S do ciclo celular.
Como a sua semi-vida é prolongada (mais de 20 horas) o PCNA pode ser detectado nas
células em repouso, isto é na fase GO, além de poder ser expresso por células ndo
ciclicas, nas quais estejam a decorrer fenomenos de reparagio de ADN (Mitchie ef al,
1994; Rose ef al, 1994; Sarli et al, 1994). Além da determinagdo da frac¢do
proliferativa das neoplasias animais, o indice de PCNA tem sido associado a
comportamento bioldgico adverso (Alves, 1999; Queiroga & Lopes, 2002). No nosso
trabalho o PCNA, revelou-se bom marcador da frac¢io de células em proliferagdo e
apresentou associagio estatistica significativa com o indice mittico, método classico de
acesso a actividade proliferativa (p=0,003). Encontramos associagdo estatistica

significativa com as variaveis necrose (p=0,006) e grau histologico (p=0,01).

A detecgio por IHQ da proteina p53 pode estar correlacionada com uma
mutagio no gene supressor tumoral p53, muitas vezes associada quer a iniciagdo do
cancro quer a sua progressdo, nos humanos e nos animais (Iggo ez al., 1990; Hollstein ef
al, 1991; Soini et al., 1992; Greenblatt et al., 1994; Hall & Lane, 1994; Calonje &
Fletcher, 1995; Alves, 1999; Nambiar et al., 2001; Flores et al., 2002; Koenig e al,
2002; Yoo et al, 2002). Nos tumores mesenquimatosos humanos o gene p53 esta
alterado em 25 a 65% dos casos (Yoo ef al., 2002). O produto expresso pelo gene pS3 €
uma fosfoproteina nuclear de 53kD, composta por 393 aminoacidos, que actua como
supressor tumoral (Hollstein ef al., 1991; Soini et al., 1992; Baas et al., 1994; Nambiar
et al., 2001). Em resposta a stress genotoxico, os niveis da proteina p53 aumentam por
mecanismos ainda nio bem esclarecidos. Este aumento determina estagnagdo do ciclo
celular na fase G1 ou induz a apoptose (morte celular programada). A estagnagio das
células em fase G1 permite & célula reparar o ADN danificado, evitando a propagagao
de lesdes genéticas as células filhas. O ciclo celular ¢ retomado assim que alteragdes do
ADN sdo reparadas, e no caso das alteragdes serem muito extensas, impossiveis de

reparar, a célula entra em apoptose. Assim a replicagio de ADN danificado progride em
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células com proteina p53 mutante ou ausente, gerando clones de células geneticamente
aberrantes dando origem a células malignas (Soini ef al., 1992; Pellegata & Ranzani,
1996; Bergman, 1998). As alteragdes do gene p53 sdo as alteragdes genéticas mais
frequentes que ocorrem em tumores humanos e ja foram detectadas mutagdes pontuais €
deleces génicas (perdas alélicas) numa grande variedade de tumores (Hollstein et al.,
1991; Pellegata & Ranzani, 1996).

O mecanismo de ac¢do da p53 na paragem do ciclo celular na fase G1 parece
estar relacionada com a activa¢io da transcrigio do gene p21. A proteina p21 bloqueia a
transicio da fase G1 para a fase S inibindo directamente a actividade cinase de varias
ciclinas/compexos ciclinas cinase dependentes e forma complexos com o antigénio
celular nuclear de proliferagio (PCNA) inibindo a replicagdo do ADN mas néo os
mecanismos de reparagdo (Gottliebe & Oren, 1996, Pellegata & Ranzani, 1996, Willie,
1997; Khan et al., 1999).

A semi-vida da proteina p53 nas células normais é de cerca de 20 a 30 minutos
enquanto que a maioria das proteinas mutantes tem uma semi-vida superior (varias
horas). Assim o tipo selvagem da proteina ndo ¢ detectado geralmente pela IHQ,
enquanto que as células neoplasicas exibem marcagdo positiva a p53, tipicamente
nuclear. A expressdo da proteina mutante é em geral consequéncia da sua estabilizagdo,
que resulta de mutagdes pontuais que modificam a conformagéo da proteina,
aumentando a sua estabilidade, assim a imunomarcagdo do tecido estd associada com
mutacdes do gene p53 ao nivel do ADN (Soini ef al., 1992; Baas et al., 1994; Pellegata
& Ranzani 1996; Nambiar et al., 2001).

No local de inoculagiio de vacinas pode ocorrer inflamagdo, necrose e proliferagao
celular tornando-se necessaria proteina p53 normal para uma reparagio apropriada de
ADN ou para induzir a apoptose em células com alteragdes no ADN irreparaveis
(Nambiar et al., 2000). O gene p53 do gato, partilha 82% de homologia com o gene
humano. Foi completamente sequenciado e localizado no cromossoma felino El
(Nambiar ef al., 2000). J4 foram detectadas por PCR mutagdes do gene p53 em varias
neoplasias do gato (fibrossarcoma, carcinoma mamario ¢ escamoso oral e cutineo)
(Mayer et al., 2000). A detecgdo das muta¢des do gene p53 € mais sensivel utilizando
técnicas de PCR e sequenciagio nucleotidica, mas estas técnicas sdo laboriosas e
dispendiosas sobretudo em tecidos fixados, pelo que se torna aceitavel a utilizagdo de
métodos indirectos como a THQ para predizer estas mutagdes (Iggo ef al., 1990; Baas et

al., 1994; Nambiar et al, 2000). A deteccdo da proteina p53 através de THQ em
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sarcomas das partes moles do gato ja foi descrita, tendo-se confirmado por PCR
mutacdes pontuais no gene p53 tendo-se estabelecido correlagdo directa entre mutagoes
do gene p53 e a sua expressdo por IHQ. Estas mutagdes resultaram em substitui¢do de
aminoacidos (Nambiar ef al., 2000, Nambiar et al., 2001).

Neste estudo ao examinar a expressdo da proteina p53 nos sarcomas, procuramos de
forma indirecta possiveis mutagdes do gene p53. Observamos expressdo nuclear da
proteina p53 em 20,8% das neoplasias analisadas. As neoplasias que evidenciaram
expressdo de p53 apresentaram critérios histopatologicos como a necrose em 70% dos
casos, grau histologico 3 e indices mitotico e proliferativo altos estando localizadas
preferencialmente na parede costal (80% dos casos), sugerindo que as mutagdes do gene
p53 possam estar envolvidas na patogénese e/ou na progressao destas neoplasias, a
semelhanga do observado em estudos ja realizados (Nambiar et al, 2000, Nambiar, e
al., 2001).

A instabilidade genética é uma das caracteristicas das células neoplasicas e a
expressdo gradual de alteragdes genéticas com aumento da malignidade histologica tem
sido implicada na carcinogénese (Hollstein et al., 1991; Bocking et al.,, 1994; Pihan &
Doxsey, 1999; Baily 2001; Plaja ef al, 2001; Krishnamurthy & Sneige, 2002). A
maioria das neoplasias solidas exibe aberragbes cromossomicas, sugestivas de
aneuploidia e mesmo as células diploides de ADN mostram frequentemente desarranjos
no emparelhamento de cromossomas (Auer ef al., 1989, Loeb, 1991;Turker et al,
1998). A quantificagio do contetido de ADN nuclear tem sido progressivamente mais
utilizada como auxiliar do diagnostico e na graduagio de tumores malignos. A
quantidade de ADN nuclear pode ser modificada pelos seguintes mecanismos:
replicagdo, poliploidizagdo, ganho ou delecgdo. Cada um destes eventos provoca
alteracdes no tamanho e no numero de cromossomas (Bocking ez al., 1994; Enchev,
1998). A aneuploidia de ADN é o parimetro citométrico equivalente da aneuploidia
cromossomica avaliada pela citogenética e serve de marcador neoplasico, reflectindo
alteragdes genomicas de larga escala devido & instabilidade genética e de marcador de
prognostico (Haroske et al., 2001).

Varios estudos de citometria de imagem e de fluxo encontraram associagdo entre a
ploidia de ADN e o grau histologico (Pape ef al., 1992; Clemo et al., 1994 Bocking et
al., 1994; vanVelthoven ef ai., 1995b) a metastizagdo (Lee ef al., 1994) a recorréncia

(Bocking et al., 1994; Lee ef ai., 1994) e a progressdo da doenga (Sazaki ef al., 1992;
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Zarbo, 1995; Subdo et al., 2002). No nosso estudo 82,9 % dos sarcomas analisados
apresentaram conteiido de ADN aneuploide e apenas 17,1 % eram diploides de ADN.
Das neoplasias aneuploides de ADN, 32,4% possuiam mais de um clone de células
aneuplodides, e foram consideradas multipléides de ADN.

Nio foi possivel correlacionar a ploidia de ADN com as variaveis clinico-
patologicas avaliadas, estudos de ploidia em neoplasias uroteliais de cdo e de bovino
obtiveram resultados semelhantes (Clemo ef al, 1994; Seixas, 1999). Na literatura
consultada, nio encontramos qualquer referéncia sobre a quantificagio de ADN nuclear
nos sarcomas do gato. Pela anilise das frequéncias relativas, observamos que as
neoplasias diploides de ADN ocorreram principalmente no grupo dos sarcomas com
padrio fusocelular predominante enquanto que as neoplasias com diferencia¢do
condroide, mixoide, perineural ou com células gigantes do tipo osteoclasto, revelaram
sobretudo aneuploidia de ADN. A maioria das neoplasias multiploides de ADN
apresentou grau histologico 3. As alteragdes genéticas progressivas podem produzir
propriedades fenotipicas associadas 4 malignidade, tais como, rapido crescimento €
capacidade de metastizagdo (Auer ef al, 1989; Shackney & Shankey, 1997) e lesdes
aneupléides tém tendéncia a apresentar células menos diferenciadas (Nenning et al,
1997). As neoplasias multipléides de ADN estdo associadas a comportamento biologico
mais agressivo (Lorenzato ef al., 2000; Subdo ez al.,, 2001). A presenga de hemorragia,
calcificagdo e células neoplasicas multinucleadas foram eventos observados com maior
frequéncia nas neoplasias aneuploides de ADN, enquanto que a expressao de p53 foi
exclusivamente observada na categoria dos aneuploides e multipldides de ADN.

O facto de que a maioria dos sarcomas estudados apresentaram aneuploidia de
ADN e grau histologico elevado pode reflectir-se no comportamento biologico
agressivo destas neoplasias e sugerir que possam estar envolvidos, no processo de
carcindgenese, fenomenos de instabilidade genética com repercussdes nas alteragdes
cromossdmicas numéricas, evento ja descrito na literatura (Duesberg ef al, 1998,
Duesberg, 1999).

O indice de ADN (IA) dos sarcomas variou entre 1,03 e 2,17 convencionando-se
que JA= 1 (+ 2sd) ocorre em sarcomas diploides de ADN. Relativamente ao TA
verificamos a existéncia de associagdo estatisticamente significativa entre este
pardmetro citométrico e o infiltrado inflamatério (p=0,03). Os sarcomas de TA alto

apresentavam predominantemente grau 3 e tendiam a apresentar tipos histologicos sem
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padrio fusocelular predominante (p=0,02). A expressdo da proteina p53 foi mais
frequentemente observada nas neoplasias de IA alto.

A detecgio de células verdadeiramente aneupldides >5c e >9c¢ é importante por
poderem ser marcadores de instabilidade e agressividade das neoplasias (Bocking et ai.,
1994; van Velthoven et ai., 1995b; Lorenzato ef al., 2000; Subdo et al., 2002). Varios
estudos encontraram correlac3o entre o nimero de células >5¢ e o grau (Siitonen ef al.,
1993; Schapers ef ai., 1993; van Velthoven et al.,1995), o estadio (Schapers ef ai.,
1993; Nenning ef ai, 1997) e a progressdo da doenga (Schapers et al, 1993)
nomeadamente para os sarcomas humanos (Mitchie ef al., 1994). A presenca de baixo
namero de células aberrantes em sarcomas diploides pode ser um marcador de
agressividade biologica ou eventualmente podem constituir populagdes celulares de tal
forma aberrantes que ndo sio viaveis. A avaliagio destas fracgdes celulares tem sido
utilizada em alguns estudos na classificagdo da ploidia (Subdo et al., 2002; Dias, 2003).
Nestes estudos, a presenca de fracgBes superiores a 1% de células com conteudos de
ADN superiores a 5¢ e 9c, so, por si s6 indicadores de aneuploidia.

Quando associamos as varidveis citométricas > 2,5¢, >5¢ e >9¢ com 0s varios
parimetros patolégicos verificamos tendéncia dos tipos histologicos sem padrdo
fusocelular predominante, para possuirem estes pardmetros altos ou seja elevado
namero de células com conteido aberrante de ADN. Fracgdes elevadas de células com
contetido de ADN superior a 5c e a 9c revelaram associagdo estatistica significativa com
a hemorragia (p=0,05 e p=0,02). Os sarcomas com os pardmetros > 9c¢ altos
apresentaram sempre grau 3 (p=0,04) e aparecerem apenas localizadas na parede costal
(p=0,04). A expressdo da proteina p53 ocorreu predominantemente em sarcomas com 0s
pardmetros >2,5¢, >5¢ e >9c¢ altos.

A expressio da proteina p53 foi mais frequentemente observada em neoplasias
aneuploides de ADN, IA e pardmetros >2,5¢, >5¢ e >9¢ altos, o que pode reflectir o
facto de que mutagdes no gene pS53 sejam impedimento da reparagdo eficaz das
anomalias na molécula de ADN. A progressio das células para a aneuploidia e
instabilidade genética estd muitas vezes associada ao desenvolvimento adicional de
anormalidades do gene p53 (Shackney & Shankey, 1997).

Um dos principais objectivos na investigagdo oncologica € a identificagdo de
biomarcadores especificos com significado prognostico (Rose er al, 1994,

Krishnamurty & Sneige, 2002). A identificacdo de alguns desses pardmetros ja foi
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possivel para algumas neoplasias animais (Clemo et al, 1994; Queiroga & Lopes,
2002), nomeadamente para os SPM do gato. A localizagdo tumoral (Bostock & Dye,
1979; Hendrick ef al., 1994b; Hershey ef al., 2000), o indice mitotico (Bostock & Dye,
1979), o tipo de excisdo cirargica (Bostock & Dye, 1979; Hershey et al., 2000; Cohen et
al., 2001; Kobayashi ef al., 2002), as margens cirargicas livres de células neoplasicas
(Cronin et al.,, 1998, Doliger & Devauchelle, 1998; Hershey et al., 2000; Kobayashi ez
al, 2002), o tamanho da neoplasia, a presenca de metastases e a precocidade da
radioterapia adjuvante (Cohen et al., 2001) ja foram significativamente associados com
a sobrevida total. Neste trabalho foi nosso proposito o reconhecimento de factores de
progndstico de entre os pardmetros estudados. Obtivemos valores estatisticamente
significativos para as varidveis, tamanho das neoplasias, raga dos gatos, padrdo de
crescimento e necrose das neoplasias, expressio da proteina p53 e frac¢des nucleares
com conteudo de ADN superiores a 2,5c. No entanto, na nossa opinido, teriamos
identificado outros factores, se a amostragem fosse superior ou se tivéssemos mais €xito
na recolha de informagdes. O arquivo de registos completos de vacinagio incluindo o
local de administragio, o tipo de vacina, o fabricante e a sua composi¢do, 0 tempo entre
a injec¢do e o aparecimento de massas pos vacinais, 0 comportamento biologico dessas
massas e o decurso clinico dos gatos, seria contributo valioso por parte do clinico
veterinario. Um dos aspectos mais importante a ter em conta para a interpretagdo do
nosso estudo consiste no facto de que o decurso clinico dos gatos ao longo da sua
doenga oncoldgica foi muitas vezes afectado por varios factores relacionados com o
proprietario, incluindo decisdes no que respeita a cirurgias sucessivas ou O recurso a
eutandsia, sempre que ocorriam as recidivas, influenciando desta forma o tempo de
sobrevida total. Para além disso, os grupos de comparagdo eram muitas vezes
desproporcionais, devido & tendéncia das neoplasias para apresentarem critérios de
malignidade acentuada e muito semethantes entre si.

A idade e o sexo ndo influenciaram a sobrevida total dos animais do nosso
estudo, a semelhanca do observado em estudos anteriores (Davidson ef al, 1997,
Cronin ef al., 1998), tendo-se no entanto, verificado valores de mediana de tempos de
sobrevida inferiores para gatos mais velhos e para individuos do sexo feminino. A raga
demonstrou influéncia na sobrevida total (p=0,05), ao contrario de outro estudo anterior
(Davidson ef al., 1997) os gatos de raca Europeu Comum tiveram maior longevidade,

do que os das restantes ragas, pressupondo maior resisténcia a este tipo de cancro. No
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entanto, temos que considerar, que os individuos desta raga estavam em maioria ¢ este
facto pode ter interferido nesta determinagéo.

Alguns estudos referem que as localizagSes anatomicas dos sarcomas do gato
influenciam a sobrevida total, na medida em que facilitam a exerese cirirgica mais
alargada, ou mesmo radical, como a amputagio (Bostock & Dye, 1979; Hendrick et al.,
1994b; Hershey et al., 2000). Neste trabalho, esta associagio ndo foi observada (p=0,49)
tal como nos estudos de Davidson et al., (1997) e de Cohen et al., (2001). No entanto os
gatos com neoplasias localizadas na parede costal, revelaram valor de mediana para a
sobrevida total inferior ao apresentado por gatos com neoplasias em outras localizagdes
anatomicas. A associagio dos sarcomas em locais de injecgdo com o comportamento
biologico mais agressivo, relativamente aos localizados em outras regides anatomicas,
tem sido descrita na literatura (Esplin et al., 1993; Dubielzig ef al., 1993; Kass et al.,
1993; Hendrick & Brooks, 1994; Hendrick et al., 1994a; Hendrick et al., 1994b).

O tamanho das neoplasias representa um factor classico de prognostico, sendo
considerado na avaliagio do estadiamento dos pacientes oncologicos (Frezza ef al,
1992; Fletcher et al., 2002a; Hasegawa et al., 2002; O’Sullivan et al., 2002), assim
como nos animais (Clemo et al., 1994; Queiroga & Lopes, 2002). No nosso trabalho o
tamanho das neoplasias mostrou associagdo estatisticamente significativa com a
sobrevida total (p=0,02), os sarcomas de maiores dimenses estiveram associados a pior
prognostico, facto também observado em estudos anteriores (Cohen ef al., 2001).

O tipo histologico ndo apresentou associagio significativa com a sobrevida total
(p=0,36), tal como observado na literatura (Bostock & Dye, 1979; Cohen et al., 2001).
Isto significa que apesar da sua diversidade microscopica, os sarcomas apresentaram
comportamentos biologicos muito semelhantes e que a classificagio tumoral tem
interesse limitado para o seguimento clinico, apesar do seu indiscutivel valor
académico. Este facto pode ser devido a baixa amostragem do nosso estudo, ja que em
Oncologia Humana este factor parece ter implicagdes ndo sO terapéuticas como de
prognostico (Calonje & Fletcher, 1995; Fletcher, 2000; Hasegawa et al., 2002).

Avaliamos a importincia dos pardmetros patologicos como factores de
prognostico, com excepgdo da calcificagdo, devido a sua baixa frequéncia e verificamos
que as variaveis padrio de crescimento e necrose estiveram associadas a sobrevida total.
Pela anilise das respectivas curvas de sobrevida, as neoplasias com padrio de
crescimento expansivo e auséncia de necrose estiveram associadas a melhor

prognostico. Este facto pode ser devido 4 dificuldade de completa excisdo ciriirgica e da
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obtengdo de margens cirurgicas livres de células neoplasicas aliado ao crescimento
infiltrativo. A necrose esta também relacionada com o rapido crescimento neoplasico e
aumento do tamanho das neoplasias. Estes factores ja foram relacionados com tempos
de sobrevida menores (Bostock & Dye, 1979; Davidson et al., 1997; Cronin et al.,
1998; Hershey et al., 2000; Cohen et al., 2001; Kobayashi ef al., 2002). A presenga de
hemorragia e de células neoplasicas multinucleadas ndo revelaram associagdo
significativa com a sobrevida total, contudo o grupo de gatos portadores de neoplasias
com auséncia destes componentes revelou valores de mediana superiores para o TST,
permitindo a sua conotagio com comportamento biologico adverso, como ja foi referido
em estudos anteriores (Couto et al., 2002).

A importincia do infiltrado inflamatorio peritumoral, como factor de
prognostico, foi limitada, mas pudemos verificar que neoplasias cujos infiltrados eram
mais abundantes corresponderam a valores de mediana para tempos de sobrevida
maiores. Na nossa opiniio esta observagdo sugere que estes infiltrados poderédo ter
influéncia na contengdo e delimitagdo das células neoplésicas.

O grau histolégico ndo revelou, associagio estatistica significativa com a
sobrevida total (p=0,32) & semelhanga de um estudo anterior (Davidson ef al., 1997)
provavelmente devido ao baixo nimero de amostras ou a tendéncia da maioria dos
sarcomas apresentarem grau 3. Serdo necessarios, mais estudos futuros para a sua
avaliacdo, de forma mais rigorosa, pois € considerado um dos principais factores de
prognostico para os SPM em Oncologia Humana (Jensen ef al, 1998, Weiss &
Goldblum, 2001; Fletcher et al, 2002a). Nos sarcomas do gato estd descrita a
associagdo significativa entre o indice mitdtico e a sobrevida total, (Bostock & Dye,
1979), facto que também ndo foi possivel observar no nosso estudo (p=0,41).

Em alguns trabalhos de sarcomas humanos, os indices de proliferagdo, obtidos
por IHQ, auxiliaram a obtengdo de grau e estadiamento, revelando grande valor
prognostico, relativamente aos métodos classicos (Jensen et al., 1998; Hasegawa et dl.,
2002). O indice de proliferagio do PCNA tem sido utilizado em estudos da actividade
proliferativa de algumas neoplasias animais (Sarli ef al., 1994; Alves, 1999, Queiroga &
Lopes, 2002), tendo revelado importancia como factor de prognéstico nas neoplasias da
mama da cadela (Queiroga & Lopes, 2002). No nosso estudo, este pardmetro nao
revelou associacdo com a sobrevida total (p= 0,38), o que pode estar relacionado com a
expressio do PCNA pelas células ndo ciclicas ¢ ao seu papel na reparagdo de danos na

molécula de ADN, muito frequentes nas neoplasias (van Diest et al., 1998).
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A expressio da p53 teve influéncia no decurso clinico dos gatos (p=0,005). Ao
analisar a curva de sobrevida, constatamos, para nossa surpresa, que o grupo dos gatos
cujas neoplasias revelaram expressdo de p53, obtiverem melhores tempos de sobrevida
ao longo do tempo, constituindo factor de melhor progndstico. Estes dados devem ser
analisados com prudéncia. Apesar do produto da expressio do gene p33 estar
relacionada com a reparagio do ADN, pelo exposto anteriormente, a técnica utilizada,
permitiu detectar sobretudo as formas mutantes desta proteina, sendo de esperar que as
neoplasias com imunorreactividade a este marcador apresentassem comportamento
bioldgico mais agressivo, ao contrario do ocorrido. Provavelmente a causa deste evento
tera sido a incapacidade de reconhecer todas as neoplasias com expressdo de p53, pois
auséncia de imunorreactividade a proteina p53 ndo € sinonimo de auséncia de mutagio.
A auséncia de marcagio pode ser justificada por: incapacidade do anticorpo em detectar
proteinas p53 mutadas (por perda da antigenecidade da proteina devido a fixagdo) ou
incapacidade em reconhecer os epitopes da proteina p53 do gato; ocorréncia de mutagao
ndo associada a produgdio de proteinas ou com formagdo de proteinas instaveis ou
mutacdo em areas de genoma ndo conservadas associadas a producdo de proteinas ndo
detectaveis pelo anticorpo usado. Outra hipétese, mas menos provavel sera a expressao
do tipo selvagem nas células em quantidade suficiente para a sua detec¢do pela THQ
(Soini et al, 1992). Para a avaliagio mais rigorosa da importancia deste gene no
mecanismo de tumorigénese dos sarcomas felinos e da sua influéncia na sobrevida sera
necessario aprofundar estudos de citogenética ¢ de biologia molecular.

A importincia prognéstica das varidveis citométricas nos SPM ¢ controversa
(Calonje & Fletcher, 1995). No nosso estudo esta importincia foi muito limitada,
observando associagdo estatistica significativa apenas para a variavel citométrica >2,5¢
(p=0,01), revelando prognostico mais favoravel para os gatos cujas neoplasias
continham esta fracgio alta. As outras variaveis citométricas avaliadas ndo revelaram
associagdo significativa com a sobrevida, revelando inesperadamente, valores de
mediana para tempos de sobrevida superiores nos grupos de gatos com neoplasias
aneupléides de ADN e fraccdes elevadas de células com contetido de ADN superior a
5c e 9¢, ao contrario da generalidade dos estudos que associam estes parametros a
comportamento biologico agressivo (Schapers ef al., 1993; Siitonen ef al., 1993; Epp et
al., 1996; Lorenzato et al., 2000; Subdo et al., 2002). Num estudo de SPM no Homem,
com numero idéntico de casos, foi possivel correlacionar a progressdo da doenga com a

ploidia de ADN, IA e fracgdes >2,5¢ e >5c, indicando a técnica de citometria de
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imagem, como ferramenta importante na obtengdo de indicadores de prognostico

validos para os SPM para além dos convencionais (Mitchie ez al., 1994).
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6- CONCLUSOES

O estudo realizado permitiu as seguintes conclusdes:

Dentro da nossa casuistica foi possivel diagnosticar sarcomas de células
fusiformes no gato, preferencialmente localizados em é4reas anatomicas de
eleicio para a administragio de vacinas, caracterizados pelo elevado
pleomorfismo citonuclear, areas de necrose e presenga de infiltrado inflamatorio
peritumoral, semelhantes ao descrito na literatura com a designagio de sarcomas
pds vacinais em outros paises, nomeadamente Estados Unidos da América e

Franga.

Os sarcomas das partes moles do gato apresentaram diversidade microscopica,
no entanto exibiram critérios de malignidade histologica e comportamento
biologico semelhantes, assentando num imunofenétipo celular maioritariamente
do tipo miofibroblasto, sugerindo uma origem comum para estas neoplasias e
um papel importante do miofibroblasto nos processos de carcindgenese € na

progressao da doenga.

A determinagio do tipo histolégico com base nos imunofenotipos das células

neoplasicas tem interesse prognostico limitado.

Fenomenos de instabilidade genética e de mutagdo do gene p53 podem ter um

papel importante na patogenia destas neoplasias.

O PCNA revelou-se um bom marcador da actividade proliferativa apresentando

associa¢io com o indice mitdtico, necrose e grau histologico.

O tamanho das neoplasias, a raga dos gatos, o padrio de crescimento e necrose

das neoplasias sdo importantes factores de prognostico.
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7- ESTUDOS FUTUROS

Os resultados do trabalho por nos desenvolvido despertaram-nos o interesse para a
continuagio da realizagdo de estudos nos sarcomas das partes moles no gato. Assim

achamos pertinente realizar:

- Caracterizagdo da imunoexpressio de marcadores vulgarmente utilizados em
Oncologia Humana como o CD34, EMA, citoqueratinas, GFAP e Factor VIII,

mioglobina, miosina.

- Caracterizacio da distribuigdo dos factores de crescimento e seus receptores,
nomeadamente factor de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e o factor

de crescimento epidermal (EGF).
_ A analise das altera¢des génicas associadas ao processo de cancerizagdo, em

particular dos genes p53, c-sis oncogene (codificante do PDGF) e c- erb

(codificante do EGF) e c- jun por técnicas de PCR e sequenciagdo de genes.
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Varidveis Clinicas ¢ Patolégicas N n %
Feminino 62 30 48,4
Sexo Masculino 62 32 51,6
>9anos 62 35 56,5

Idade <9anos 62 27 43,5
EC 62 49 79,0
Raga Outras 62 13 21,0
Parede costal 62 52 83,9

Localizacio Outras 62 10 16,1
<3cm 62 25 40,3
Tamanho >3cm 62 37 59,7
SM 62 28 45,2

FSA 62 10 16,1

MFSA 62 9 14,5
SCG 62 8 12,9

CME 62 3 4,8

TMBN 62 2 3,2

Tipos histolégicos Outros 62 2 3,2
Infiltrativo 62 41 66,1

Misto 62 7 11,3
Tipo de crescimento Expansivo 62 14 22,6
Ausente 62 44 71,0

Células neoplasicas multinucleadas Presente 62 18 29,0
Ausente 62 44 71,0

Hemorragia Presente 62 18 29,0
Ausente 62 57 91,9

Calcificagiio Presente 62 5 8,1

0 62 12 19,4

1 62 26 41,9

Necrose 2 62 24 38,7

1 62 3 4.8

2 62 5 8,1

Indice Mitético 362 54 87,1
1 62 1 1,6

2 62 10 16,1

Graun 3 62 51 82,3

0 62 4 6,5

1 62 10 16,1

2 62 26 41,9

Infiltrado Inflamatério 3 62 22 35,5
Baixo 62 30 48.4

Indice de Proliferacio Alto 62 32 51,6
Ausente 48 38 79,2

Expressio de pS3 Presente 48 10 20,8

Tabela 10- Varidveis clinicas e patoldgicas observadas.
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Tipo Idade Sexeo Raca Tamanhe Localizagio
histolégico  (anos) Anatomica

(médiatsd) F 9% M % EC % Outras % <3em % >3em % PC % OR %
SM (28) 9,6+3,5 15 536 13 464 21 75 7 25 11 393 17 60,7 25 893 3 10,7
FSA(10) 8321 5 S50 5 50 8 80 2 20 1 10 9 % 7 70 3 30
MFSA(9) 7729 3 333 6 667 8 89 1 11,1 6 66,7 3 333 9 100 0 0O
SCG (8) 9,0+2,7 2 25 6 75 6 715 2 25 2 25 6 75 6 15 2 25
CME@3)  8,6+0,6 2 667 1 333 2 667 1 333 1 333 2 66,7 2 667 1 333
TMBN(@2) 80+14 2 100 0 O 2 100 0 ) 2 100 0 0 1 50 1 50
Outros (2) 9.0+4.2 1 S0 1 50 2 100 0 0 2 100 0 0 2 100 0 0o
TOTAL 89+29 30 484 32 516 49 79 13 21 25 403 37 59,7 52 86,7 10 133
(62)

Tabela 11-Caracterizagio das variaveis clinicas e os tipos histolégicos observados.

Parimetros SM % FSA % MFSA % SCG % CME % TMBN % Outros %
histopatologicos
Padrio de Infilirativo 77 786 10 100 2 222 4 50 0 0 2 100 1 50
crescimento  Misto 4 143 0 0 2 222 0 0 1 333 0 0 0 0
Expansivo 5 794 0 0 5 556 4 50 2 667 0 0 1 50
CNM Ausente 17 607 8 80 6 667 8 100 3 100 1 50 1 50
Presente 1] 393 2 20 3 333 0 0 0 O 1 50 1 50
Hemorragia Ausente 59 714 9 90 9 1000 2 25 3 100 0 0 1 50
Presente g 286 1 10 O 00 6 75 0 0 2 100 1 50
Calcificagio  Ausente  7¢ 929 10 100 9 1000 8 100 1 333 2 100 1 50
Presente 5 714 ¢ 0 O 00 O O 2 667 0 0 1 50
Necrose 0 6 214 1 10 0 00 4 5 0 O 0 0 1 50
1 11 393 8 8 1 11,1 1 125 2 667 2 100 1 50
2 11 393 1 10 8 89 3 375 1 333 0 0 0 0
Indice 1 2 714 0 0 1 111 0 0 0 0 0 0 0 0
Mitotico 2 3 107 1 10 0 00 0 o0 1 333 0 0 0 0
3 230821 9 9% 8 889 8 100 2 667 2 100 2 100
Gran 1 135 0 0 0 00 0O O O O ©0 ©0 0 0
2 7 25 1 100 O 00 O O 1 333 1 5 0 0
3 20 714 9 9 9 1000 8 100 2 667 1 50 2 100
Infitrado  Auwsente 5 714 0 0 0 00 1 125 1 333 0 0 0 0
Inflamatério  Baixo 4 143 2 20 1 111 2 25 0 0O 0 0 1 50
Moderado 17 393 5 50 3 333 4 5 0 0 2 100 1 50
Abundate 17 393 3 30 5 556 1 125 2 667 0 0 0 0O

Tabela 12- Caracterizagiio das varidveis patologicas e os tipos histolégicos observados.
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VARIAVEIS CLINICAS E

GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 p=
PATOLOGICAS

n % n % n %

Sexo Feminino 1 100 4 40 25 49,0
Masculino 0 0 6 60 26 51,0 0,52

Idade >9 anos 0 0 5 50 30 58,8
<9 anos 1 100 5 50 21 41,2 0,01

Raga Europeu Comum 1 100 6 60 12 82,4
Outras 0 0 4 40 9 17,6 0,25

Localizagho _ Parcde Costal 0 0 7 70 45 832
Outras 1 100 3 30 6 11,8 0,02

Tamanho <3em 1 100 6 60 18 353
>3 em 0 0 4 40 33 64,7 0,16

Tipos Histologicos SM 1 100 7 70 20 39,2

FSA 0 0 1 10 9 17.6

MFSA 0 0 0 0 9 17.6
SCG 0 0 0 0 8 15,7 0,49

CME 0 0 1 10 2 3.9

TMBN 0 0 1 10 1 2,0

Outros 0 0 0 0 2 3,9

Padriio de Infiltrativo 1 100 7 70 33 64,7
crescimento  Misto 0 0 1 10 6 11.8 0,77

Expansivo 0 0 2 20 12 23,5

CNM Ausentc 1 100 9 90 34 66,7
Prosente 0 0 1 10 17 333 0,27

Hemorragia  Ausenie 1 100 9 90 34 66,7
Presente 0 0 1 10 17 333 0,27

Calcificagio  Ausente 1 100 8 80 48 94,1
Presente 0 0 2 20 3 59 0,32

Infiltrado  Ausente 1 100 1 10 2 3,9

Inflamatério Baixo 0 0 1 10 9 17,6
Moderado 0 0 6 60 20 392 0,04

Abundante 0 0 2 20 20 392

Tabela 13- Associagio entre a varivel grau histolégico e as varidveis clinicas e patolégicas.
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VARIAVEIS INFILTRADO INFLAMATORIO
CLINICAS E PATOLOGICAS AUSENTE BAIXO MODERADO ABUNDANTE
n % n % n % n % p=

Sexo Feminiro 3 75 3 30 10 385 14 636

Masculino 1 25 7 70 16 615 8 364 0,13
Idade >9 anos 2 50 3 30 16 615 14 636

<3 ancs 2 5 7 70 10 385 8 364 0,28
Raca Europeu C. 3 75 8 80 19 73,1 19 86,4

Outras 1 25 2 20 7 269 3 136 0,23
Localizagio _ Parede Costal 0 0 10 100 21 808 21 955

Outras 4 100 O 0 5 192 1 45 0,000001
Tamanho <3cm 3 75 2 20 11 423 9 409

>3 em 1 25 8 80 15 577 13 591 0,30
Tipes M 2 50 4 40 11 423 11 500
Histolégicos FSA 0 0 2 20 5 192 3 136

MFSA 0 0 1 10 3 11,5 5 22,7

SCG 1 25 2 20 4 154 1 45 0,74

CME 1 25 0 0 0 00 2 91

TMBN 0 0 0 0 2 77 0 00

Outros 0 0 1 10 1 38 0 00
Padrdo  de Infiltrativo 2 5 7 70 19 731 13 591
crescimento  Misto 1 25 2 20 7 269 3 136 0,52

Expansivo 1 25 1 10 0 00 6 213
CNM Ausenic 4 100 7 70 17 654 16 727

Presente 0 0 3 30 9 346 6 273 0,57
Hemorragia  Auscnic 3 75 6 60 18 692 17 713

Presente 1 25 4 40 8 308 5 227 0,79
Calcificagio  Ausente 3 75 10 100 23 885 22 1000

Presente 1 25 0 0 3 115 0 00 0,37
Necrose 0 2 50 3 30 5 192 2 91

1 1 25 2 20 11 423 12 545 0,65

2 1 25 5 50 10 385 8 364
Tndice 1 0 0 0 0 3 1L5 0 00
Mitético p 2 50 0 0 2 77 1 45 0,87

3 2 50 10 100 21 808 21 955
Grau 1 1 25 0 0 0 00 0 00

2 1 25 1 10 6 231 2 9.1 0,03

3 3 75 9 90 20 769 20 90,9

Tabela 14- Associagdo entre a varidvel infiltrado inflamatério e as varidveis clinicas e patologicas.
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VARIAVEIS CLINICAS E INDICE DE PROLIFERACAO
PATOLOGICAS BAIXO ELEVADO p=
n % n %
Sexo Feminino 13 433 17 53,1
Masculino 17 56,7 15 46,9 0,44
Idade > 9 anos 16 53,3 19 59.4
<9 anos 14 46,7 13 40,6 0.63
Raga Europeu comum 23 76,7 26 81,3
Outras 7 23,3 6 18,8 0.66
Localizagdo Parede Costal 24 80 28 87.5
Outras 6 20 4 12,5 0,76
Tamanho <3 cm 13 43,3 12 37.5
>3 om 17 56.7 20 62.5 0.43
Tipos Histologicos sM 16 53,3 12 37.5
FSA 3 10 7 21,9
MFSA 2 6,67 7 21,9
SCG 5 16,7 3 9,38 0,98
CME 2 6,67 1 3,13
TMBN 1 3,33 1 3,13
Outros 1 3,33 1 3,13
Padriio de crescimento  Infiltrativo 20 66,7 21 65,6
Misto 2 6,67 5 15,6 0,57
Expansivo 26,7 6 18,8
CNM Ausente 22 73,3 22 68’8
Presente 8 26,7 10 31,3 0.69
Hemorragia Ausente 20 66.7 24 75
Presente 10 33,3 8 25 0,47
Calcificacio Ausente 28 93,3 29 90,6
Presente ) 6,67 3 9,38 0,70
Necrose 0 9 30 3 9,38
! 14 46,1 12 37,5 0,006
2 7 233 17 53,1
Indice Mitético 1 3 10 0 0
2 4 13,3 1 3,13 0,003
3 23 76,7 31 96,9
Grau 1 1 3,33 0 0
2 8 26,7 2 6,25 o0
3 21 70 30 93 8
Infiltrado Inflamatério  Ausente 3 10 1 3,13
Baixo
10 7 21,9
Moderad ’ 0,77
ado 12 40 14 43,8
Abundante 12 40 10 31,3

Tabela 15- Associa¢iio entre a variavel indice de proliferacio e as variaveis clinicas ¢ patologicas.
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EXPRESSAQ DA ps3
VARIAVEIS CLINICAS E PATOLOGICAS PRESENTE AUSENTE p=
n % n %
Sexo Feminino 5 50 17 447
Masculino 5 50 21 55,3 0,77
Idade >9 anos 6 60 23 60,5
5o 0,84
4 40 15 39,5
Raga Europeu comum 9 90 30 78,9
Outras 1 10 8 21,1 043
Localizagiio Parede Costal 8 80 30 78,9
Outras 2 20 8 21,1 0,94
Tamanho <3cem 6 60 16 421
>3 em 4 40 22 57,9 0,32
Tipos Histologicos SM 4 40 16 42.1
FSA 1 10 8 21,1
MFSA 3 30 6 15,8
SCG 1 10 5 13,2 0,53
CME 0 0 2 5.3
TMBN 0 0 1 2,6
Outros 1 10 0 0,0
Padrao de crescimento Infiltrativo 5 50 25 6 5’8
Misto 2 20 4 105 0,32
Expansivo 3 30 9 23,7
CNM Ausente 7 70 30 78.9
Presente 3 30 8 21,1 0.5
Hemeorragia Ausente 8 R0 30 7 8,9
Presentc 2 20 8 21,1 0.9
Calcificaciio Ausente 9 90 35 92,1
Presente 1 10 3 7.9 0,33
Necrose 0 3 30 7 18,4
1 3 30 16 42.1 0,68
2 4 40 15 39,5
indice Mitotico 1 0 0 3 7,9
2 1 10 3 79 048
3 9 90 32 84,2
Gran 1 0 0 1 2,6
2 2 20 7 18,4 0.82
3 8 80 30 78,9
Infiltrado Inflamnatério  Ausente 1 10 3 79
Baixo
0 0 5 13,2
Moderado , 0.21
3 30 19 50,0
Abundante 6 60 i1 28’9
Indice de proliferagio  Baixo 2 20 18 47.4
Elevado 8 80 20 52,6 0,12

Tabela 16-Associagiio entre a varidvel expressio de p53 e as varidveis clinicas e patologicas.
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Varidveis Citométricas (n=41) n %
Diploide 7 17,1
Ancupléide 23 56,1
Ploidia Multipléide 11 26,8
Baixo 17 41,5
Indice de ADN Elevado 24 58,5
Baixo 18 43,9
g >25¢ Elevado 23 56,1
g3 Baixo 23 56,1
5 é > 5¢ Elevado 18 43,9
£5 Baixo 29 70,7
s < >9c Elevado 12 29,3

Tabela 17- Variaveis citométricas observadas.
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VARIAVEIS CLINICAS E DIPLOIDE ANEUPLOIDE MULTIPLOIDE

=
PATOLOGICAS - ” - % " %
Sexo Feminino 5 714 10 43,5 6 34,5 0,43
Masculino 2 28.6 13 56,5 5 455 ’
Idade > 9 anos 4 57,1 14 60,9 4 364 0.63
<9 anos 3 429 9 39,1 7 63,6 ’
Raga Europeu comum 6 85.7 18 783 9 81,8 0.90
Outras 1 143 5 21,7 2 18,2 ’
Localizagio Parede Costal 5 714 19 82,6 10 90,9 0.58
Outras 2 286 4 17,4 1 9,09 ’
Tamanho <3cm 4 57,1 7 304 4 36,4 0.45
>3em 3 429 16 69.6 7 63.6 ’
Tipos Histolégicos SM 3 42,9 12 52,2 4 36,4
FSA 2 28,6 5 21,7 0 0
MFSA 2 28,6 2 8,7 2 18,2 0,16
SCG 0 0 2 8,7 3 273
CME 0 0 1 435 1 9,09
TMBN 0 0 1 435 1 9,09
Padrio de Infiltrativo 5 71,4 16 69,6 6 54,5 0.82
crescimento Misto 1 143 2 8,7 1 9,09 ’
Expansivo 1 143 5 21,7 4 36,4
CNM Ausente 4 57,1 18 78.3 7 63,6 048
Presente 3 429 5 21,7 4 36,4 B
Hemorragia Ausente 6 85,7 18 78,3 7 63,6 0,53
Presente 1 143 5 21,7 4 36,4
Calcificacio Ausente 7 100 22 95,7 10 90,9 0.68
Presente 0 0 1 435 1 9,09 ]
Necrose (1) 1 14,3 5 21,7 3 27,3 0.62
2 28,6 10 43,5 4 36,4
2 4 57,1 8 34,8 4 36,4
™ ; 0 0 2 8.7 i 9,09 0.46
0 0 3 13 0 0
3 7 100 18 78,3 10 90,9
Grau 1 0 0 1 435 0 0 0,13
2 0 0 6 26,1 1 9,09 ’
3 7 100 16 69,6 10 90,9
Infiltrado Ausente 0 0 2 8.7 1 9,09
Inflamatério Baixo 2 286 3 13 1 9,09 0.85
Moderado 3 42,9 11 478 4 36,4
' Abundante 2 28,6 7 30,4 5 45,5
Indice Prolifera¢io Baixo 1 143 13 56,5 4 36,4 012
Elevado 6 85,7 10 435 7 63,6 ’
Expressio p53 Ausente 5 100 12 75 7 77.8 0.49
Presente 0 0 4 25 2 222 ,

Tabela 18- Associaciio entre a variavel ploidia e as variaveis clinicas e patolégicas.
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VARIAVEIS INDICE DE ADN
BAIXO ELEVADO
=
n % n %
Sexo Feminino 10 58,8 11 45,8
Masculino 7 41,2 13 54,2 0,42
Idade > 9 anos 10 58.8 12 50
<9 anos 7 41,2 12 50 0.23
Raga Europeu Comum 13 76,5 20 833
Outras 4 23,5 4 16,7 0.59
Localizagio Parede Costal 13 76,5 21 87,5
Outras 4 23,5 3 12,5 036
Tamanho <3cm 7 41,2 8 333
>3 cm 10 58.8 16 66,7 0.61
Tipos SM 10 58,8 9 37,5
Histolégicos FSA 4 23,5 3 12,5
MFSA 2 11,8 4 16,7
SCG 1 5,88 4 16,7 0,02
CME 0 0 2 8,33
TMBN 0 0 2 833
Padrio de Infiltrativo 13 76,5 14 58,3
crescimento Misto 2 11,8 2 8,33 0,49
Expansivo 2 11,8 8 333
CNM Ausente 12 70,6 17 70,8
Presente 5 29,4 7 29,2 0.98
Hemorragia Ausente 15 88,2 16 66,7
Presente 2 11,8 8 333 o.11
Calcificacio Ausente 16 94,1 23 95,8
Presente 1 5,88 1 4,17 0.80
Necrose 0 4 23,5 5 20,8
1 5 29,4 11 45,8 065
2 8 47,1 8 333
M 1 1 5,88 2 8,33
2 1 5,88 2 8,33 0,68
3 15 88,2 20 833
Grau 1 1 5,88 0 0
2 1 5,88 6 25 0,63
3 15 882 18 75
Infiltrado Ausente 2 11,8 1 4,17
Inflamatério Baixo 4 23,5 2 8,33 0,03
Moderado 8 47,1 10 41,7
Abundante 3 17.6 11 45,8
Indice Proliferagio Baixo 5 29,4 13 54,2
Alto 12 70,6 11 458 0.12
Acumula¢sio pS3 Ausente 11 84,6 13 76,5

Tabela 19- Associagfio entre a variavel indice de ADN e as variaveis clinicas e patologicas.
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VARIAVEIS CLINICAS CONTEUDO ANOMALO DE ADN
E PATOLOGICAS >2.5¢ = >S¢ = >%c =
BAIXO __ ELEVADO BAIXO __ ELEVADO BAIXO __ ELEVADO
n % n % n % n % n % n %
Sexe Feminino 11 61,1 10 435 14 609 7 389 15 517 6 50
Masculino 7 389 13 565 027 —5 391 11 6L1 017 —3 483 6 50 %2
Idade >9 Anos 12 667 10 435 13 5,5 9 50 14 483 8 667
<9 Anos 6 333 13 565 005 5 ms o s 9% 35 51,7 4 333 0.66
Raca Furopenc. 14 778 19 826 18 783 15 833 23 7193 10 833
Outras 4 222 4 174 0,70 5 217 3 167 0.69 —% 207 2 167 0.69
Localizagio  P. costal 15 833 19 826 18 783 16 889 22 759 12 100
Outras 3 167 4 174 0.95 5 21,7 2 111 038 — 24,1 0 o o0
Tamanho <3 em 6 333 39,1 9 391 6 333 12 414 3 25
>3 em 12 667 14 609 01 60,9 12 66,7 01 —7 586 9 75 %%
Tipos SM 10 556 9 391 12 522 7 389 14 483 s 41,7
Histologicos  FSA 6 333 1 43 6 261 1 556 7 24,1 0 0
MFSA 2 1Ll 4 174 2 87 4 222 3 103 3 25
SCG 0 0 5 217 op06 2 &7 3 167 g5 3 103 2 167 g3
CME 0 0 2 8,7 1 435 1 556 1 345 1 833
TMBN 0 0 2 8,7 0 0 2 11l 1 345 1 833
Padrio de Infiltrativo 15 833 12 522 18 783 9 50 22 759 5 417
crescimento  Misto 1 55 3 13 506 1435 3 167 45 2 69 2 167 4y
Expansivo 2 1Ll 8 3438 4 174 6 333 5 172 5 417
CNM Ausente 11 61,1 18 783 16 696 13 722 20 6 9 75
Presente 7 389 s 217 0.24 7 304 5 278 085 —3 31 3 75 088
Hemorragia  Ausente 16 889 15 652 20 87 11  6L,1 24 828 7 583
Presente 2 1Ll 8 348 0,08 3 13 7 389 0.0 5 172 5 41,7 0,02
Calcificacio  Ausente 17 944 22 957 21 913 18 100 27 931 12 100
Presente 1 556 1 435 0.86 2 87 0 ) 69 0 5 0%
Necrose 0 2 111 7 304 6 26,1 3 16,7 8 276 1 833
1 8 444 8 348 9 391 7389 443 12 44 4 333 4
2 8 444 8 348 8 348 8 444 5 31 7 583
Indice 1 1 55 2 8,7 1 435 2 111 2 69 1 833
Mitético 2 1 55 2 87 ge60 2 87 1 55 (5 3 103 0 0 462
3 16 89 19 826 20 87 15 833 24 828 11 917
Grau 1 0 0 1 435 1 435 0 0 1 345 0 0
2 2 1Ll 5217 gy 3 3 4 222 44 7 241 0 0 004
3 16 889 17 739 19 826 14 778 21 724 12 100
Infiltrado Ausente 1 55 2 8,7 3 13 0 0 3 163 0 0
Inflamatorio  Baixo 3 167 3 13 4 174 2 111 5 172 1 833
Moderado 7 389 11 478 069 s 348 10 556 027 12 414 6 50 0,54
Abundante 7 389 7 304 8 348 6 333 9 31 5 41,7
indice Baixo 5 278 13 56,5 9 391 9 50 15 51,7 3 25
Proliferagio  Alto 137 722 10 435 006 —3 609 9 500 %Y 483 9 75~ 025
Acumulagio  Ausente 12 857 12 75 16 89 8 667 18 857 6 667

Tabela 20-Associacio entre as varidveis citométricas >2,5¢, >5¢ e >9¢ e as variaveis clinicas e patologicas.
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