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RESUMO

CARVALHO, Nathélia da Silva. Aspectos anatomo-patoldgicos e avaliacdo da fracéo de
crescimento (Ki-67) das neoplasias melanociticas diagnosticadas em cdes no Setor de
Anatomia Patoldgica da UFRRJ (1999-2020). p.77 Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterindria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

As neoplasias melanociticas originam-se da proliferacdo de melanoblastos e melandcitos e séo
nomeadas melanomas, quando malignas e melanocitomas, quando benignas. Os melanomas
correspondem a 7% das neoplasias malignas em cdes, 0 que torna essencial estudo acerca
destes tumores. Uma vez que expressam comportamento agressivo e histologia variavel,
exames complementares sdo necessarios para o estabelecimento do diagnostico e prognostico.
A atividade mit6tica pode ser um importante critério de valor progndstico para os melanomas,
pois estima a taxa de proliferacdo celular. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram
realizar um estudo dos tumores melanociticos diagnosticados em cées no Setor de Anatomia
Patologica (SAP) entre janeiro de 1999 a agosto de 2020, avaliar a fracdo de crescimento
dessas neoplasias determinado pelo Ki-67 (MIB-1) e correlaciona-lo com a localizagdo e
critérios histoldgicos associados a gravidade. Além disso, objetivou-se estabelecer um método
de contagem unico e amplo para todos os tipos da neoplasia e suas localizagcbes mais comuns.
Foram avaliados os historicos, laudos de necropsias e bidpsias e reavaliadas as laminas
coradas com hematoxilina e eosina (HE). Todos os dados, incluindo os epidemioldgicos,
foram compilados. Os melanomas amelandticos foram submetidos ao exame imuno-
histoquimico com anticorpo Melan-A. Em seguida, realizou-se imuno-histoquimica com Ki-
67 e as laminas foram contracoradas com Giemsa. Calculou-se a fracdo de crescimento do Ki-
67 ao contar as células em 10 campos aleatorios de cada ld&mina em objetivas de 40x. Do total
de 78 casos de neoplasias melanociticas do SAP, 32 localizavam-se em cavidade oral, 29 em
pele, nove em leito ungueal e as demais em locais variados, totalizando 41 fémeas e 37
machos. Os cdes SRD (29) foram os mais acometidos. A idade foi informada em 70 fichas e
variou de trés a 19 anos. Em 48 casos foi possivel analisar as caracteristicas histopatologicas.
Com relagdo ao aspecto morfoldgico, os tumores foram classificados em fusiforme (um caso),
epitelidide (11 casos) ou misto (35 casos). O pleomorfismo foi acentuado em 36,9% das
neoplasias e a média das mitoses, de todos os campos, foi de 10,5. Em 36/78 casos (33
melanomas e trés melanocitomas) foi realizada a técnica imuno-histoquimica para Ki-67.
Destes, 12 apresentaram resultado positivo: trés melanomas amelandticos, oito melanomas
melanoticos e um melanocitoma. Apds analise estatistica, verificou-se que o resultado
corroborou com a literatura, visto que a variante maligna apresentou maior fracdo de
crescimento celular, maior indice mitético que a variante benigna, além das demais alteractes
histologicas observadas. Sabe-se que, quando o valor da fracdo de crescimento do tumor
encontra-se > 15%, indica progndstico desfavoravel e esta relacionado com indice mitético >3
em 10 campos na objetiva de 40x. Em quatro casos de melanomas, a fracdo de crescimento
corresponderam a 15,28%, 15,87%, 19,13%, e 51,3% e os indices mitéticos resultaram 5, 30,
60 e 70. Conclui-se que neoplasias melanociticas séo distribuidas igualmente em ambos os
géneros, acometem predominantemente cdes a partir de trés anos de idade e o local mais
frequente da leséo é a cavidade oral, seguido por pele e leito ungueal. No que diz respeito as
neoplasias melanociticas diagnosticadas nos ultimos 22 anos no Setor de Anatomia Patoldgica
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, pbde-se observar que 0s aspectos
epidemioldgicos relacionados ao sexo, idade, raca e localizagdo corroboram com aqueles
descritos na literatura, assim como os sitios de metastase. O melanoma melandtico foi



observado com mais frequéncia, semelhante ao relatada na literatura mundial. A morfologia
celular mais observada no presente estudo foi do tipo misto, diferentemente da maioria dos
relatos, onde a mais frequente é a forma epitelidide. A fracdo de crescimento determinada
pela contagem de mitoses e imunorreatividade ao Ki-67 variou significativamente entre
tumores melanociticos localizados na cavidade oral e pele. Na variante benigna, o indice
proliferativo foi menor quando comparado com as neoplasias malignas e o método de
contagem utilizado neste trabalho mostrou-se efetivo para todos os tipos de neoplasias
melanociticas estudadas independente da localizagéo.

Palavras-chave: canino, oncologia, tumores melanociticos.



ABSTRACT

CARVALHO, Nathélia da Silva. Anatomopathological aspects and evaluation of growth
fraction (Ki-67) of melanocytic neoplasms diagnosed in dogs in the Pathological
Anatomy Sector of UFRRJ (1999-2020). p.77 Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinéria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

Melanocytic neoplasms originate from the proliferation of melanoblasts and melanocytes and
are named melanomas when malignant and melanocytomas when benign. Melanomas account
for 7% of malignant neoplasms in dogs, which makes it essential to study these tumors. Since
they express aggressive behavior and variable histology, complementary tests are necessary
for the establishment of diagnosis and prognosis. Mitotic activity may be an important
criterion of prognostic value for melanomas, since it estimates the cell proliferation rate.
Thus, the objectives of this work were to perform a study of melanocytic tumors diagnosed in
dogs in the Sector of Pathological Anatomy (SAP) between January 1999 and August 2020,
evaluate the growth fraction of these neoplasms determined by Ki-67 (MIB-1) and correlate it
with the location and histological criteria associated with severity. In addition, we aimed to
establish a single, comprehensive counting method for all types of the neoplasm and its most
common locations. Histories, necropsy and biopsy reports were evaluated, and slides stained
with hematoxylin and eosin (HE) were reevaluated. All data, including epidemiological data,
were compiled. Amelanotic melanomas were subjected to immunohistochemical examination
with Melan-A antibody. Then immunohistochemistry with Ki-67 was performed and the
slides were counterstained with Giemsa. The growth fraction Ki-67 was calculated by
counting the cells in 10 random fields of each slide under 40x objectives. Of the total 78 cases
of SAP melanocytic neoplasms, 32 were located in the oral cavity, 29 in the skin, nine in the
nail bed, and the rest in varied sites, totaling 41 females and 37 males. SRD dogs (29) were
the most affected. The age was reported in 70 files and ranged from three to 19 years. In 48
cases it was possible to analyze the histopathological characteristics. Regarding the
morphological aspect, the tumors were classified as fusiform (one case), epithelioid (11 cases)
or mixed (35 cases). Pleomorphism was marked in 36.9% of the neoplasms and the mean
number of mitoses, of all fields, was 10.5. In 36/78 cases (33 melanomas and three
melanocytomas) the immunohistochemical technique for Ki-67 was performed. Of these, 12
were positive: three amelanotic melanomas, eight melanotic melanomas and one
melanocytoma. When considering the Ki-67 growth fraction obtained and correlating the
mitoses with the histological diagnosis, the result corroborated the literature, since the
malignant variant presented more pronounced parameters than the benign variant. It is known
that when the cell growth fraction value is > 15%, it indicates unfavorable prognosis and is
related to mitotic index >3 in 10 fields at 40x objective. In four melanoma cases, the
proliferation indices corresponded to 15.28%, 15.87%, 19.13%, and 51.3% and the mitotic
indices resulted 5, 30, 60, and 70. We conclude that melanocytic neoplasms are equally
distributed in both genders, predominantly affect dogs over three years of age, and the most
frequent site of the lesion is the oral cavity, followed by the skin and the nail bed. Regarding
melanocytic neoplasms diagnosed in the last 22 years in the Pathology Sector of the
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, it could be observed that the epidemiological
aspects related to sex, age, breed and location corroborate those described in the literature, as
well as the metastasis sites. Melanotic melanoma was observed more frequently, similar to
that reported in the world literature. The cell morphology most commonly observed in the
present study was the mixed type, unlike most reports, where the epithelioid form is most
frequent. The growth fraction determined by mitosis count and Ki-67 immunoreactivity

iv



varied significantly between melanocytic tumors located in the oral cavity and skin. In the
benign variant, the proliferative index was lower when compared to malignant neoplasms and

the counting method used in this study proved to be effective for all types of melanocytic
neoplasms studied regardless of location.

Key-words: canine, oncology, melanocytic tumors.
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1 INTRODUCAO

A oncologia é uma area de grande relevancia na medicina veterinaria, e estima-se que
as neoplasias constituam importante causa de Obito em animais de companhia. Com o
aumento da expectativa de vida, as doencas associadas ao envelhecimento, como as
neoplasicas, tendem a ser mais comuns. A identificacdo precoce das neoplasias pelos
proprietarios e o encaminhamento para o diagndstico adequado, contribuem para um
tratamento precoce, mais eficiente, com consequente aumento da perspectiva de cura e/ou
aumento da sobrevida com qualidade de vida.

A grande finalidade de estudar neoplasias nos animais € vislumbrar diagnosticos,
prognosticos e tratamento, além dos resultados servirem como base para posteriores estudos
em humanos.

Os tumores melanociticos podem ser benignos ou malignos. O melanoma é uma
neoplasia maligna frequente em caes, especialmente naqueles de pele pigmentada. Os locais
de maior ocorréncia sao: boca, labio, pele e leito ungueal. Os melanomas da cavidade oral e
leito ungueal possuem comportamento extremamente agressivo e prognadstico de reservado a
desfavoravel. Dentre os mais diversos tipos de cancer da cavidade oral, o0 melanoma € a
principal neoplasia desta regido e o cdo serve de modelo biologico natural para o estudo desta
neoplasia no homem (SMITH et al., 2002).

A proteina Ki-67 foi originalmente definida com o protétipo monoclonal Ki67,
reconhecido em 1983 como um antigeno nuclear associado com a fracdo de crescimento
celular. O Ki-67 ¢ um marcador da fracdo de crescimento celular usado para detectar a
proteina Ki-67 em tecidos parafinados expresso nas fases G1, M, G2 e S do ciclo celular, mas
ausente na fase GO (BERGIN et al., 2011). Em estudos realizados em humanos, foram
encontrados niveis elevados de Ki-67 correlacionados com significativo volume e ainda,
aumento em nevos displasicos, melanomas primarios e melanomas metastaticos em
comparacédo a nevos benignos (FIGUEIREDO et al., 2003).

A natureza agressiva do melanoma em humanos e animais, com tempos de
sobrevivéncia curtos e beneficios minimos obtidos através do tratamento cirurgico e terapias
adjuvantes, reforca a importancia da realizacdo de novos estudos para obtencdo de uma
modalidade de tratamento eficaz, prevencdo de metastizacdo e definicdo de fatores de
prognostico fidedignos para esta neoplasia (NISHIYA et al., 2016).

H& poucos estudos na literatura nacional que avaliam se a fracdo de crescimento
determinada pelo Ki-67 varia significativamente entre tumores melanociticos localizados em
diferentes regides no cdo (pele, cavidade oral, leito ungueal) e se nos melanocitomas a fragéo
de crescimento é menor quando comparado com 0s melanomas. De acordo com Smedley et
al., (2011) ndo ha um método de contagem Unico e padronizado para todas as localizacGes da
neoplasia.

Desta forma, os objetivos deste estudo foram realizar um estudo dos tumores
melanociticos diagnosticados em cdes no Setor de Anatomia Patoldgica (SAP) entre janeiro
de 1999 a agosto de 2020, avaliar a fracdo de crescimento dessas neoplasias determinada pelo
Ki-67 (MIB-1) e correlaciond-la com a localizacdo e critérios histolégicos associados a
gravidade. Além disso, objetivou-se estabelecer um método de contagem Unico e amplo para
todos os tipos da neoplasia e suas localizagdes mais comuns (pele, cavidade oral e leito
ungueal).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Melanécitos

Os melanoblastos tém origem neuroectodérmica e, durante o desenvolvimento fetal,
migram para a pele e os bulbos capilares. As células produtoras de pigmentos maduros séo
conhecidas como melandcitos. Essas células dendriticas sdo encontradas intercaladas entre
0s queratindcitos basais da epiderme e o bulbo capilar. Moléculas de E-caderina estdo
presentes na superficie celular de melandcitos e queratindcitos; essas moléculas séo o
mecanismo de adesdo entre os dois tipos de células (MEUTEN, 2016).

2.1.2 Melanina

A melanina produzida pelos melandcitos € armazenada nos melanossomas, que sdo
transferidos para 0s queratindcitos por um processo conhecido como citocrinia. Os
melanossomas se acumulam no citoplasma dos queratindcitos, onde servem para proteger a
pele dos efeitos nocivos da radiacgdo ultravioleta (MEUTEN, 2016).

2.2 Neoplasias melanociticas em animais domésticos

2.2.1 Etiologia

Em medicina humana, as neoplasias melanociticas foram identificadas na antiguidade
e tém sido encontradas em individuos mumificados que viveram ha cerca de 2000 anos. O
primeiro relato desses tumores na medicina veterinaria foi realizado por Bunker em 1882, em
um cdo (GARMA-AVINA et al., 1981).

Os tumores que cursaram com pigmento, na antiguidade, eram chamados por Celsius
de “melas”, devido a sua coloragdo negra. Em 1806, a LAENNEC introduziu o termo
"melanose” para a alteracdo cutanea pigmentar, também fazendo uma primeira classificacéo:
melanose encapsulada, melanose infiltrativa e melanose difusa. Em 1837, Carswell sugeriu o
termo melanoma para tumores pigmentares malignos e, em 1864, Virchow classificou os
melanomas em trés tipos, dependendo de sua estrutura macroscopica: melanoma simples,
caracterizado por aglomeracgdes de células tumorais no tecido conjuntivo; melanocarcinoma,
caracterizado por proliferacbes alveolares ou em forma de corddo; melanosarcoma,
caracterizado por uma estrutura de células fusocelulares. Virchow descreveu a estrutura de
tumores mistos melanicos e amelanéticos (BABA; CATOI, 2007).

Acredita-se, que da mesma forma que em outras neoplasias, a origem do melanoma
possua causa multifatorial, as quais alteraces epigenéticas, predisposi¢do genética e acao de
agentes ambientais sdo tidos como fatores de risco (MODIANO et al., 1999; GRANDI;
RONDELLI, 2016). Mas ao contrario do que é sugerido por Grandi e Rondelli (2016),
Bergman et al. (2003), acreditam que a fotoexposicdo € um fator menos provavel de ser
agente causador principal do melanoma nos pequenos animais, ja que esses possuem, de
forma geral, o pelo, que Ihes garante protecdo, além de que os tumores podem se desenvolver
em &reas com pouca acdo da luz solar. Outra possivel causa discutida na literatura é a
transformacdo de melanocitomas em melanomas, mas tem-se relatado um namero muito
pequeno de casos desse tipo em animais (SMITH et al., 2002).

Diversos agentes carcinogénicos sdo responsaveis por lesar o DNA. Na pele, séo
exemplos de agentes a radiacdo solar, raios-x, produtos quimicos, lesdes continuas entre
outros. Existe ainda outros agentes desencadeantes para aumento das mutagdes celulares e
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consequentemente do nimero de casos (SMITH et al., 2002), como a consanguinidade, raca e
trauma. O trauma continuo vai estimular o reparo celular, possibilitando maior ocorréncia de
mutacgdes e o desenvolvimento da neoplasia (HARGIS; GINN, 2013).

Em cées, algumas racas apresentam alto risco, sugerindo um histérico genético
especifico (SEGAOULA et al., 2018). Genes supressores de tumor que podem estar
relacionados ao melanoma sé@o da familia dos inibidores das quinases dependentes de ciclina
(CDKI), que incluem os prototipos Waf-1 e Ink-4a. S&o produtos de varios genes que s&o
pecas fundamentais nas vias normais de controle do ciclo celular, e quando ocorre perda de
suas funcbes ou inibicdo, podem levar ao crescimento celular descontrolado (MODIANO;
RITT; WOJCIESZYN, 1999). Para que se estabeleca um melanoma, ocorre um processo em
varias fases, que tem inicio em manchas na pele, passando por neoplasias intermediérias que
apresentam proliferacdo celular e estruturas teciduais e celulares anormais, até que se formam
tumores altamente invasivos e metastaticos (MANZAN et al., 2005).

2.2.2 Terminologia

A terminologia das neoplasias melanociticas nos animais domésticos ndo €
homogénea. Alguns autores usam o termo melanoma cutaneo para descrever o tumor que
demonstra diferenciagdo melanocitica, com potencial metastadtico ndo conhecido ou
comprovado (GOLDSCHMIDT, 1994). Porém, esses mesmos tumores tém sido chamados de
melanocitomas por outros autores (SMITH et al., 2002).

Similarmente, autores usam o termo melanoma maligno para indicar o tumor que tem
potencial metastatico conhecido ou comprovado (GOLDSCHMIDT, 1994). Porém, o termo
melanoma tem sido utilizado para esses tumores potencialmente malignos (SMITH, 2002).

2.2.3 Variantes Maligna e Benigna

Neoplasias melanociticas sdo formadas a partir de melanoblastos e melandcitos
(células dendriticas derivadas dos melanoblastos neuroectodérmicos que migraram para a
epiderme, derme, membranas mucosas e cordide durante a embriogénese) (SMITH et al.,
2002). As lesbes melanociticas se originam de melandcitos (células originalmente da crista
neural) que estdo localizados na camada basal da epiderme e ocorre em Vvérias espécies
animais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Geralmente, os melandcitos ndo formam
conexdo ou contato entre si, mas juncdes aderentes e regulatérias com cinco a oito
queratindcitos vizinhos, por meio da molécula de adesdo E-caderina (SMITH et al., 2002).
Como os melandcitos migram para outras posi¢cdes do corpo no inicio da vida embrionaria, 0s
dois tipos de tumores podem se originar em qualquer local, mesmo sendo mais comuns na
pele (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017).

O melanoma é um tumor que surge dos melandcitos, células geradoras de melanina
através do melanossoma, por uma série de glicoproteinas melanosomaticas (WITHROW et
al., 2012). As neoplasias surgem quando os melandcitos se multiplicam de forma autbnoma e
fogem do controle dos queratindcitos, crescendo difusa e descontroladamente, se tornando
tumores solidos que podem apresentar carater benigno ou maligno (MANZAN et al., 2005).
Quando em carater benigno recebe o nome de melanocitoma e, quando maligno, melanoma
ou melanoma maligno (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017; JONES; HUNT; KING,
2000).

O melanocitoma é uma neoplasia benigna decorrente dos melandcitos da epiderme,
derme ou anexos (principalmente da bainha radicular externa do foliculo piloso) (MEUTEN,
2016).



O melanoma em cdes é uma neoplasia com um comportamento bioldgico muito variavel,
existindo muitos estudos que definem marcadores de prognostico para esta neoplasia, mas
poucos sdo o0s que os avaliam. Além disso, ndo existe um critério universalmente aceito pela
comunidade cientifica no que diz respeito aos critérios de progndstico para estes tumores,
complicando assim as conclusdes que se poderiam tirar dos poucos estudos que existem
(SMEDLEY etal., 2011).

Este tumor é uma neoplasia maligna que ocorre em diversas espécies animais, sendo o
tumor oral mais frequentemente diagnosticado em cdes (BERGMAN et al., 2012). E
localmente agressivo e com grande potencial metastatico. Fatores como o estadiamento e
classificacdo histopatologica sdo de extrema importancia como fatores de prognostico,
embora os tempos de sobrevivéncia inconsistentes se relacionem com a imprevisibilidade
desta doenca (OTTNOD et al., 2013).

2.2.4 Aspectos clinicos e epidemioldgicos

Associado a essa neoplasia observam-se sinais clinicos como apatia, anorexia, disfagia e
emagrecimento. Quando o melanoma ocorre na cavidade oral, também podem ser observados,
dentes frouxos ou deslocados, salivacdo, deformacdo facial e/ou secreces nasais; extracdo
dentéria recente pode preceder o crescimento rapido de massa no local de extracdo
(NELSON; COUTO, 2001). A apreensdo dos alimentos pode estar anormal, e resultar em
ulceracBes secundarias ao traumatismo, em pacientes com neoplasias mais volumosas
(CARVALHO, 2005). O cansaco pode ser sinal de anemia ou de metastase pulmonar precoce
nos casos de neoformacéo oral pequena (PROULX et al., 2003).

Cées com menos de um ano de idade ocasionalmente desenvolvem melanocitomas, mas
é dificil estabelecer se sdo lesbes congénitas. O pico de incidéncia € entre 7 e 12 anos. Embora
varias racas estejam em maior risco, as cinco principais racas sdao Vizsla, Schnauzer
miniatura, Setter irlandés, Schnauzer padrdo e Terrier australiano (MEUTEN, 2016). Os
melanocitomas sdo comuns na regido da cabeca, tronco, bolsa escrotal, axila, membros e
digitos (GARMA-AVINA et al., 1981; CAMARGO et al., 2008).

De todas as neoplasias caninas, 30 a 40% sdo neoplasias de pele e tecido subcutaneo e,
destes, cerca de 20% a 40% sdo malignos (HAUCK, 2013). O melanoma é uma neoplasia
comum nos caes, especialmente nagueles com a pele bastante pigmentada, representa 3% de
todas as neoplasias e até 7% de todos os tumores malignos (SMITH et at., 2002; BERGMAN,
2007). O melanoma é o tumor oral canino mais comum (BROWN; BAKER; BARKER,
2007), ocorre principalmente em animais de meia idade, tendo pico entre 10 e 13 anos e ndo
ha predisposicdo por sexo (TEIXEIRA et al., 2010; GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT,
2017).

Curiosamente, os melanomas caninos estdo fortemente associados a predisposi¢do
racial e a cdes de pelagem preta (GILLARD et al., 2013).

Outras localizagdes incluem o olho e testiculos (SMITH et at., 2002; BERGMAN,
2007). Melanoma retal em cdes também foi relatado (CLARKE; RISSI, 2018). Conforme
descrito anteriormente, a cavidade oral e jun¢cdo mucocutanea dos labios sdo os locais onde a
maioria dos casos de melanoma ocorre em cdes e somente cerca de 10% surgem da pele
hirsuta e ha predilecdo pela pele da cabeca e escroto (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT,
2017). O melanoma surge com maior frequéncia na cavidade oral (56%), labios (23%), pele
(11%) e digito (8%), e outras localizages, incluindo o globo ocular, correspondem apenas a
2% dos casos (SMITH et al., 2002).

Segundo Ramos-Vara et al. (2000), quando observado em cavidade oral, os cées sdo
mais frequentemente acometidos na mucosa labial ou gengiva mandibular com 53% dos
casos. J& um estudo realizado por Sabattini et al. (2018) com 50 felinos, observou-se que
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quarenta e trés casos (86%; 27 cutaneos e 16 mucosos) foram diagnosticados como
melanomas malignos e apenas 7 (14%; 6 cutaneos e 1 oral) como melanocitomas.

O melanoma ocorre com frequéncia nas ragas Cocker Spaniel, Poodle Miniatura, Céo
Pastor da Anatolia, Boxer, Gordon Setter, Chow Chow e Golden Retriever (RAMOS-VARA
et al., 2000; SILVA, 2013), entretanto CAMARGO et al. (2008) relataram maior ocorréncia
desta neoplasia em animais sem raca definida.

A predisposicdo masculina foi relatada (CAMARGO et al., 2008), contudo outros
trabalhos revelaram que nao ha predisposicao sexual (RAMOS-VARA et al., 2000, SMITH et
al., 2002).

2.3 Aspectos Macroscopicos

Macroscopicamente, os melanomas podem ser pretos, amarronzados, castanho
ou avermelhado. A pigmentacdo ndo é patognoménica dos tumores melanociticos, uma vez
que outras lesdes neoplasicas ou ndao neoplésicas podem apresentar fendtipo semelhante. Os
melanomas amelandticos ndo produzem ou ha baixa sintese de melanina e deve ser
diferenciado de outros tumores com aspecto similar (TEIXEIRA, 2011). A principal
caracteristica dessa neoplasia é a manifestacdo de nodulo pedunculado solitéario e delimitado,
pigmentado, com coloragdo que varia de marrom a preta ou sem pigmentacdo, com tamanho
entre 0,5 a 10 cm de diametro (SOUZA et al., 2011).

O melanoma inicia como uma macula preta e se transforma em uma massa
firme de crescimento rapido. Pode ser em forma de clpula ou apresentar superficie ulcerada e
de sangramento facil (CARLTON; MCGAVIN, 2013). As massas nodulares geralmente sdo
solitarias e de crescimento rapido, e sdo comuns necrose e ulceracdo, assim como invasdo
Ossea pelos tumores gengivais (JONES; HUNT; KING, 2000; BROWN; BAKER; BARKER,
2007). O tamanho e o grau de pigmentacdo ndo sdo indicadores confiaveis do potencial
maligno dessas neoplasias melanociticas (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017).

Os melanocitomas variam consideravelmente em sua aparéncia, 0 que pode estar
relacionado ao periodo em que estdo presentes. As lesbes variam em tamanho, desde
pequenas maculas pigmentadas até massas maiores que podem ter 5 cm ou mais de diametro.
A cor da neoplasia depende da quantidade de melanina nas células e varia de preto a varios
tons de marrom, cinza e vermelho. A maioria dos melanocitomas é simétrica, circunscrita,
mas sem capsula definida. Na secdo de corte, a epiderme geralmente esta intacta e geralmente
ocorre queda de pelos (MEUTEN, 2016). Podem ter aspecto de manchas pequenas até
nodulos de 5 cm de didmetro, geralmente pigmentados, de coloracdo preta ou amarronzada
(CONCEICAO; LOURES, 2016).

2.4 Diagnostico e diagnosticos diferenciais

O diagnodstico do melanoma oral e de pele baseia-se principalmente no exame
histolégico e citopatologico (CARVALHO, 2005). Pode ser de dificil diagnostico,
principalmente nos casos em que ha pouca pigmentacdo melanica, ou até mesmo total
auséncia de pigmento, como nos melanomas amelanéticos (RAMOS-VARA et al., 2000).
Outros diagnosticos de melanoma incluem o uso de coloragdes especiais na histoquimica,
como Fontana Masson que marca os granulos de melanina de preto e imunohistoquimica
usando marcadores como Melan-A que € uma linhagem especifica de marcador de melandcito
(RAMOS-VARA; MILLER, 2011).

O surgimento da imuno-histoquimica diagnostica utilizando diferentes biomarcadores
tem um grande impacto na oncologia e tem sido referido carinhosamente como revolugéo
marrom e marcadores magicos (CHANDRASHEKARAIAH et al., 2011). Mukaratirwa et al.
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(2005) sugeriram investigacdo imuno-histoquimica usando marcadores tumorais para estudar
a natureza e o comportamento de tumores, como discriminar 0s tumores entre benigno e
maligno, classificar os tumores de acordo com a agressividade e risco metastatico, e prever o
prognostico, as taxas de sobrevivéncia livres de doencas e taxas globais de sobrevivéncia apos
excisdo cirdrgica ou terapia do tumor.

Os melanomas amelanédticos podem mimetizar outras neoplasias, como carcinomas
anaplasicos, tumores neuroendocrinos, sarcomas fusiformes principalmente fibrossarcoma,
hemangiopericitoma e tumores da bainha do nervo periférico e tumores de células
germinativas (SMITH et al., 2002, MEUTEN, 2017). Quando em cavidade oral, também séo
diagnosticos diferenciais o fibrossarcoma, o condrossarcoma, o carcinoma de células
escamosas e 0 osteossarcoma. No entanto, as neoplasias do epitélio odontogénico e do
ligamento periodontal também devem ser incluidas na lista de diagndsticos diferenciais
(PIPPI; GOMES, 2016).

2.4.1 Histopatologia

Microscopicamente, ha uma grande variacdo quanto aos subtipos celulares, sendo
classificadas também por seu comportamento biol6gico, localizacdo e presenca de
pigmentagio (BERGMAN, 2007; PRZEZDZIECKI et al., 2015). O melanoma pode
apresentar um quadro histopatoldgico dificultoso se o tumor ou a seccdo de bidpsia ndo
contém melanina, e os melanomas amelandticos representam um terco de todos os casos
(ROLIM et al., 2012; PRZEZDZIECKI et al., 2015).

O melanoma tem como caracteristicas um citoplasma palido e abundante, com
guantidades varidveis de pigmento, nucleos grandes pleomorficos e nucléolos proeminentes
sendo a sua principal funcdo a sintese de melanina, pigmento que confere cor aos pelos, pele e
cabelos e protege a pele contra os raios solares (TEIXEIRA, 2011). Coloragdes especiais por
histoquimica e imunohistoquimica podem ser Uteis para diagnosticar estas variantes
agranulares (VAIL; WITHROW, 2007).

Nos melanomas, as células neoplasicas na epiderme geralmente tém nucleos maiores e
nucléolos mais conspicuos do que os encontrados nos melanocitomas, e as mitoses sdo mais
frequentemente observadas. Os ninhos das células intraepidérmicas, quando presentes, séo
uma caracteristica muito atil para confirmar o diagnostico de melanoma, principalmente
guando a melanina ndo pode ser demonstrada no componente dérmico. O componente
dérmico geralmente consiste em melandcitos mais anaplésicos e pleomdrficos que podem ser
em forma epitelioides/poligonais ou fusiformes ou, em alguns casos, uma combinacdo dos
dois tipos de células. As células conttm uma quantidade varidvel de melanina
intracitoplasmatica (MEUTEN, 2017).

A maioria dos melanocitomas é fécil de diagnosticar devido a presenca de pigmento
de melanina, que, se abundante, é visivel de forma grosseira, em muitos casos com baixa
ampliacdo. Na experiéncia do autor, em cées, as neoplasias melanociticas cutdneas menores
tendem a ter um componente epidérmico e intradérmico (composto), enquanto as neoplasias
maiores  geralmente ndo possuem componente epidérmico e sS40  massas
intradérmicas/subcutaneas (MEUTEN, 2017).

A maioria dos melanocitomas dérmicos pode ter uma morfologia redonda, epitelioide
ou poligonal ou fusocelular, e casos raros podem ter morfologia de células dendriticas ou de
baldo. Os melanodcitos sdo celulas neuroectodérmicas e, portanto, nos melanocitomas
dérmicos, os melandcitos neoplésicos podem demonstrar diferenciacdo neuroidal & medida
que amadurecem em direcdo a base da neoplasia, com perda de pigmento e formacdo de
pequenos fasciculos de células fusiformes envolvidas por um fino estroma fibrovascular
(MEUTEN, 2017).



Um diagnostico histopatoldgico de sarcoma indiferenciado ou anaplésico ou até
mesmo cancer epitelial deve ser visto com suspeita de possivel reclassificagio como
melanoma (TUOHY et al., 2009).

2.4.2 Imuno-Histoquimica

Imuno-histoquimica (IHC) é a deteccdo de antigenos em sec¢es teciduais por meio de
anticorpos especificos. A vantagem da técnica em relacdo a outros métodos de deteccdo de
proteinas é a capacidade de correlacionar a presenca de um antigeno com sua localizagdo em
um tecido ou célula (RAMOS-VARA, 2017).

Isso € muito importante para o estudo da funcdo celular em tecidos normais e
patoldgicos. Desde sua introducgéo, ha seis décadas, a IHC tem sido aplicada extensivamente
em multiplas areas da biologia, incluindo funcéo celular e caracterizacdo de lesées (RAMOS-
VARA, et al., 2008).

Além da avaliacdo histoldgica tradicional, a imuno-histoquimica pode ser uma
ferramenta progndstica util, semiquantitativa e objetiva. A imuno-histoquimica é cada vez
mais usada, além da descri¢do histoldgica na oncologia humana por seu valor progndstico
(IDIKIO, 2009).

Entre os marcadores imuno-histoquimicos para melanoma, destacam-se a proteina
S100, uma proteina &cida de ligacdo de célcio que foi descoberta em células da glia, é
expressa em varios tecidos e ajuda a regular inimeros processos celulares, como contracéo,
motilidade, diferenciacéo celular, entre outros (OHSIE, et al., 2008). Existem dois tipos de
anticorpos que reagem com essa proteina permitindo sua visualizagdo, policlonal e
monoclonal, ambos marcam lesdes melanociticas com um padrdo de coloracédo forte e difusa
que pode tingir tanto o citoplasma como niicleo (COLMENARES-ROLDAN; VELASQUEZ;
VARGAS, 2008).

Outro marcador é Melan-A, também conhecido como MART-1, um antigeno
associado com o melanoma, que é reconhecido por linfdcitos T citotoxicos expressos pela
maioria das lesbes melanociticas benignas e malignas, este é muito Gtil para detectar
diferenciacdo melanécito com coloracdo citoplasmatica (COLMENARES-ROLDAN;
VELASQUEZ; VARGAS, 2008, ORDONEZ, 2014).

2.4.2.1 Anticorpo Ki-67

A caracterizacdo da proteina Ki-67 foi realizada pela primeira vez por Gerdes et al.
(1983). Posteriormente, em 1996, foi caracterizado o gene percursor desta proteina, com
30000 pares de bases, situado no braco longo do cromossoma 10.

A pKi-67 pode apresentar-se sob duas isoformas, uma de 395kDa e outra de 345kDa
resultantes de splicing alternativo do mRNA. A pKi-67 e é codificada pelo éxon 13, contendo
0s epitopos reconhecidos pelo anticorpo anti-Ki-67 e o anticorpo-MIB-1 (KUBBUTAT et al.,
1994; DUCHROW et al., 1996).

A atividade do anticorpo monoclonal Ki-67, em identificar células em proliferagéo,
correlaciona-se bem com uma baixa taxa de sobrevivéncia, tal como a presenca de
crescimento invasivo e da classificagdo com base em critérios citologicos (SMITH et al.,
2002).

O valor preditivo do indice de Ki-67 para um periodo de dois anos de sobrevivéncia é
de 97%, que é levemente superior ao valor preditivo associado a avaliacdo histoldgica de 91%
(SMITH et al., 2002). A expressdo proteica é regulada através de proteossomas, sendo a sua
duracdo de semivida entre 60 a 90 minutos. A fracdo de crescimento Ki-67 é especialmente



util para os casos com parametros histolégicos conflitantes, e é um teste altamente objetivo
que tem valor preditivo superior a de critérios histolégicos (SMEDLEY et al., 2011).

A pKi-67 é encontrada em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase GO, sendo a
caracteristica que Ihe permite ser usada como marcador da proliferacdo celular. Durante as
fases do ciclo celular G1, S e G2, a pKi-67 esta dentro do nucléolo e associada ao componente
fibrilar denso, que consiste em uma das trés regides nucleares identificadas por microscopia
eletronica. Durante a mitose, ela desloca-se para a camada pericromossomal (BROWN;
GATTER, 2002). Um indice mitético inferior a 3 por cada 10 campos de ampliacdo é
fortemente sugestivo de benignidade (VAIL; WITHROW, 2007).

Os melanomas altamente proliferativos, estudados através de analise imuno-
histoquimica por Ki-67 ou PCNA, tém sido associados com evolucdo maligna, mas estes
procedimentos mais avancados sdo apenas ligeiramente mais preditivos que o indice mitético
(VAIL; WITHROW, 2007).

Apesar de ser reconhecido que pKi-67 tem um papel extremamente importante
nafracdo de crescimento do tumor, ndo estdo exatamente esclarecidas as suas fungdes. Antes,
para identificacdo desta proteina, era usado o anticorpo anti-Ki-67, onde a desvantagem era a
sua utilizacdo s6 ser possivel em tecido fresco ou congelado. Posteriormente, e até hoje, o
anticorpo mais usado € o MIB-1 (molecular immunology Burstel-1), sendo este anticorpo
utilizado em tecidos conservados em formol e incluidos em parafina, permitindo a realizacao
de estudos retrospectivos com base em arquivos histolégicos (BROWN; GATTER, 2002).
Em medicina humana, estudos realizados por Brown e Gatter (2002) comprovaram que o Ki-
67 constitui um marcador bom para o crescimento do tumor, através da sua marcacao nuclear
das células que se encontram em replicacdo, em neoplasias.

Uma analise de imagem computadorizada semelhante de um grupo misto de
melanomas orais, leito ungueal e cutaneo demonstrou que uma maior marcacao de Ki-67 se
correlacionou com a diminuigdo do tempo de sobrevida em um acompanhamento de 6 meses
(ROELS, 1999).

N&o existe uma relacdo evidente entre as caracteristicas histoldgicas, incluindo o
indice mitoético e a intensidade de pigmentacdo, e a taxa de sobrevivéncia (SMITH et al.,
2002).

2.5 Prognéstico

Diversos fatores estdo implicados na determinacdo do progndstico dos melanomas
malignos, como: localizacdo, caracteristicas histoldgicas, raca e taxa de proliferacdo tumoral
(VAIL; WITHROW, 2007).

O diagnostico de melanoma cutaneo acarreta normalmente um progndstico ruim, uma
vez que é detectado em um estagio em que a ressecc¢do cirdrgica dificilmente € curativa e em
gue existem metastases detectaveis nos linfonodos regionais (SMITH et al., 2002).

A localizacdo ¢ um importante indicador de prognoéstico, pois 0s melanomas que
surgem na cavidade oral, na regido subungueal e nas jungdes mucocutaneas sdo normalmente
considerados malignos, independentemente das suas caracteristicas. Entretanto, ainda nédo foi
possivel estabelecer relacdo precisa entre as caracteristicas histologicas, incluindo o indice
mitotico e a intensidade de pigmentacdo, com a taxa de sobrevivéncia (SMITH et al., 2002).

Em relagdo a localizagdo, é possivel afirmar que os tumores que surgem a partir de
zonas de pele com pelo sdo mais frequentemente benignos, assim como as lesdes orais, sdo
normalmente malignas (VAIL; WITHROW, 2007).

Em relagdo a predisposicéo racial, os melanomas tém maior probabilidade de serem
benignos no Doberman e no Schnauzer miniatura (ha uma probabilidade superior a 75% de as
neoplasias em ambas as racas serem benignas), enquanto o Caniche miniatura é uma das racas
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com maior predisposigdo para apresentar melanomas malignos (cerca de 85% dos melanomas
diagnosticados nesta raca sao malignos) (VAIL; WITHROW, 2007).

A mensuracdo da atividade mitdtica pode ser um importante critério de valor
prognostico para 0os melanomas, pois fornece uma estimativa da taxa de proliferacéo celular
(LAPRIE et al., 2001; SMEDLEY et al., 2011).

A principal caracteristica histoldgica preditiva do progndstico € o indice de mitose; no
entanto, a invasdo de vasos linfaticos é também um fator que deve ser considerado (SMITH et
al., 2002). O comportamento agressivo desta neoplasia com infiltracdo local e metastizacdo
precoce, leva a um tempo médio de sobrevivéncia de apenas 1 ano (THEON et al., 1997;
MURPHY et al., 2005). Um indice mitético inferior a trés figuras de mitose por cada 10
campos de ampliagdo é fortemente sugestivo de benignidade (HAUCK, 2013).

A excisdo local agressiva € o tratamento primario em casos de melanoma, no entanto,
devido ao seu potencial altamente metastatico, a terapia sistémica deve também ser
considerada (LIPTAK; WITHROW, 2012; MCENTEE, 2012). Os melanomas mais
agressivos apresentam progndstico reservado, a recorréncia apds cirurgia € muito frequente
(SCOTT etal., 2001).

A resposta ao tratamento cirdrgico varia de ruim a bom, com taxas de recidiva local de
0 a 59% dos pacientes e tempo de sobrevida em média (TMS) de 150 a 510 dias, com 21 a
35% dos pacientes vivos ap6s 1 ano da terapia (LIPTAK; WITHROW, 2012). Ja segundo
Hauck (2013) as taxas de metastizacdo variam de 30 a 75%.

Ao associar a quimioterapia a cirurgia, os estudos ndo conseguiram evidenciar
melhora significativa no TMS para o controle do melanoma (BROCKLEY et al., 2013;
BOSTON et al., 2014). Boston et al. (2014) observaram um TMS de 352 dias para pacientes
que receberam terapia adjuvante, contra 335 dias do grupo tratado apenas com cirurgia, €
Brockley et al. (2013) evidenciaram um TMS de 389 dias para cdes com melanoma oral que
receberam quimioterapia adjuvante a intervencao cirdrgica.

O melanoma oral apresenta boa resposta a radioterapia, com resposta variando de 83%
a 94% e recorréncia local de 11 a 27% (LIPTAK; WITHROW, 2012).

As metastases sdo  frequentes (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).
Independentemente da sua localizagdo, os melanomas podem metastizar por via linfatica ou
sanguinea, sendo que os linfonodos regionais sdo normalmente os primeiros a serem afetados
(SMITH et al., 2002).

Qualquer um dos Orgdos viscerais pode ser potencialmente infiltrado, porém os
pulmdes sdo os 6rgdos mais frequentemente atingidos (SMITH et al., 2002). Mais raramente,
a metastizacao atinge serosas, como o pericardio, a pleura e o peritonio; as efusdes associadas
ao envolvimento destas serosas podem ser de coloracdo negra (SMITH et al., 2002).

Os melanomas também tém o potencial de invadir o tecido 6sseo e causar a lise em
areas como o digito, a mandibula, a maxila, as vértebras e as costelas (SMITH et al., 2002).
N&o é incomum a dispersdo dos melanomas a outras localizagdes, como o céerebro, coragéo e
bagco (SMITH et al., 2002).

Por Gltimo, a taxa de crescimento tumoral fornecida por técnicas laboratoriais como a
histoquimica e imuno-histoquimica (ex. MIB-1/Ki-67, PCNA) sdo igualmente de valor
prognostico; deve-se ter em conta que sdo apenas pouco mais preditivos que a andlise
histologica e que o indice mitético (VAIL; WITHROW, 2007).

2.6 Estadiamento Clinico

E baseado na observacio da invasdo local, regional e a distancia de uma neoplasia. E
imprescindivel para a selecdo do protocolo terapéutico mais adequado, o estabelecimento do
prognostico, a avaliacdo da resposta terapéutica, e para facilitar a troca de informacéo entre
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técnicos e especialistas (VERSTRAETE, 2005; DE AGUIAR et al., 2007; DERVISIS, 2008;
COYLE; GARRET, 2009).

E estabelecido pela Organizagdo Mundial de Satide (OMS) para 0 Homem e espécies
animais, um sistema anatbmico com critérios de estadiamento, designado por sistema “TNM”
(“Tumor”, “Node”, “Metastasis”). Onde, T de tumor inclui a dimenséo, o grau de invasdo e a
ulceracdo da neoplasia, 0 N de linfonodo regional considera a invasdo, o nimero e o tamanho
dos linfonodos envolvidos, e 0 M de metastases caracteriza a sua presenca ou auséncia a
distancia (OWEN, 1980).

O sistema de estadiamento clinico da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para 0s
tumores orais em cées pode ter um significado progndstico em cdes com melanoma oral
(OWEN, 1980; HAHN, et al., 1994; RAMOS-VARA et al., 2000; PROULX, et al., 2003).

2.7 Tratamento

O tratamento recomendado é a excisdo cirurgica, radioterapia ou quimioterapia, mas a
eficiéncia destes tratamentos é pequena e o progndstico de sobrevivéncia por mais de um ano
é de 10% (BENITES; MELVILLE, 2003). O tratamento ideal para melanoma maligno
envolve uma combinacdo de controle local que pode ser alcancada através de excisdo
cirtrgica e/ou radioterapia (LAVER et al., 2018) e controle de tumores sistémicos via
qguimioterapia ou imunoterapia para retardar a metastase (HENRY; HIGGINBOTHAM,
2010).

A radioterapia tem sido utilizada com sucesso no controle principalmente do
melanoma oral e é provavel que apresente beneficios para o tratamento do melanoma cuténeo,
qguando a cirurgia ndo é viavel, podendo ser util no controle dos melanomas cutaneos
incompletamente excisados e dos linfonodos regionais eventualmente envolvidos (VAIL;
WITHROW, 2007). Contudo, a maior parte dos cdes com melanoma acaba por vir a 6bito
devido a dispersdo sistémica do processo neoplasico (VAIL; WITHROW, 2007).

A resposta terapéutica ao tratamento local com administracdo intralesional de
cisplatina/carboplastina, hipertermia e terapia fotodindmica parece ser de curta duracdo
(VAIL; WITHROW, 2007).

Assim como a utilizacdo de quimioterapia sisttmica no tratamento do melanoma
parece pouco promissora (VAIL; WITHROW, 2007). Existem diversos agentes de
quimioterapia utilizados, sobretudo no melanoma oral, nomeadamente, a mitoxantrona,
doxorrubicina, dacarbazina e carboplatina. De forma geral, a resposta tem sido fraca e de
curta duracdo (VAIL; WITHROW, 2007). Porém, quimioterapia com carboplatina parece ser
atil impedindo a progressao local e metastizagdo, com uma resposta satisfatoria em 28% dos
casos (NORTHRUP; GIEGER, 2010).

Visto isso, recentemente, tem-se tentado utilizar a imunoterapia como medida
terapéutica no melanoma canino. A imunoterapia é utilizada para restaurar o controle do ciclo
celular e promover a morte de células tumorais atraves de células imunitarias efetoras
(MODIANO et al., 1999). Este tipo de terapia permite alterar geneticamente as células do
melanoma, tentando restabelecer o controle genético da divisdo celular e evitar a sua
capacidade de eludir a apoptose (MODIANO et al., 1999).
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CAPITULO |

Aspectos anatomo-patologicos das neoplasias melanociticas diagnosticadas
em cées no Setor de Anatomia Patoldgica da UFRRJ (1999-2020)
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RESUMO: Melanomas e melanocitomas séo neoplasias formadas a partir de mutacGes em
melandcitos e melanoblastos. Os melanomas tém grande importancia na oncologia veterinaria
por serem agressivos, invasivos e altamente metastaticos. O objetivo desse trabalho foi
realizar um estudo das neoplasias melanociticas diagnosticadas em cédes no Setor de Anatomia
Patoldgica (SAP) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) de 1999 a 2020 e
descrever os aspectos epidemioldgicos e anatomo-patoldgicos. Todos os dados foram obtidos
dos livros de registro e das fichas de necropsias e bidpsias do SAP. Foram identificados 78
cdes com neoplasias melanociticas, com predominio de fémeas (n=41) e média de idade de 10
anos, com variacdo de 3-19 anos. Em relacdo a raca, 29 cdes eram sem raca definida e os
outros 48 eram de racas puras diversas. Esses dados corroboram com a literatura, uma vez que
melanomas acometem principalmente cdes de meia idade, sem predilecdo por sexo. Foram
identificados 78 tumores localizados em diferentes regides: 29 na pele/tecido subcutaneo, 32
na cavidade oral e nove no leito ungueal. Outras localiza¢des incluiam: prepucio, bolsa
escrotal, cornea e orelha. Em cinco animais havia historico de metastase em linfonodos
regionais e, em outros quatro, havia metastase em linfonodos regionais e diversos 6rgaos
(principalmente pulméo). Pacientes com lesGes metastaticas regionais ou distantes totalizaram
nove casos e demonstraram alto potencial de malignidade. Destes, um foi diagnosticado como
melanoma amelandtico. Dos tumores avaliados, 82,05% (64/78) correspondiam a melanomas
melanoticos, 7,69% (6/78) melanocitomas, e 10,25% (8/78) melanomas amelanoticos. Cées
geriatricos apresentaram, em sua maioria, melanomas melanéticos. Com relacdo a morfologia
celular segundo classficagdo da OMS (1998), a maior parte dos melanomas era misto
(76,08%).

TERMOS DE INDEXACAO: canino, melanoma, neoplasia, patologia

ABSTRACT: Melanomas and melanocytomas are neoplasms formed from mutations in
melanocytes and melanoblasts. Melanomas have great importance in veterinary oncology
because they are aggressive, invasive and highly metastatic. The aim of this work was to
perform a study of melanocytic neoplasms diagnosed in dogs at the Sector of Pathological
Anatomy (SAP) of the Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ) from 1999 to
2020 and describe the epidemiological and anatomopathological aspects. All data were
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obtained from the registry books and the necropsy and biopsy forms of the SAP. We
identified 78 dogs with melanocytic neoplasms, with a predominance of females (n=41) and a
mean age of 10 years, with a range of 3-19 years. Regarding breed, 29 dogs were of undefined
breed and the other 48 were mixed breeds. These data corroborate the literature, since
melanomas affect mostly middle-aged dogs, without predilection for sex. We identified 78
tumors located in different regions: 29 in the skin/subcutaneous tissue, 32 in the oral cavity
and nine in the nail bed. Other locations included foreskin, scrotum, cornea, and ear. In five
animals there was a history of metastasis to regional lymph nodes, and in another four there
was metastasis to regional lymph nodes and several organs (mainly lung). Patients with
regional or distant metastatic lesions totaled nine cases and showed high potential for
malignancy. Of these, one was diagnosed as amelanotic melanoma. Of the tumors evaluated,
82.05% (64/78) corresponded to melanotic melanomas, 7.69% (6/78) melanocytomas, and
10.25% (8/78) amelanotic melanomas. Geriatric dogs showed mostly melanotic melanomas.
Regarding cell morphology according to WHO classfication (1998), most melanomas were
mixed

INDEX TERMS: canine, melanoma, neoplasm, pathology
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INTRODUCAO

As neoplasias melanociticas sdo derivadas de melanoblastos e melandcitos (células
dendriticas provenientes dos melanoblastos neuroectodérmicos da epiderme, derme,
membranas mucosas e coroide durante a embriogénese) (SMITH et al., 2002). Existem
controvérsias na literatura, porém na medicina veterinaria a forma benigna dos tumores
melanociticos €, geralmente, denominada melanocitoma e a maligna de melanoma
(CAMARGO et al., 2008). Ambas as formas sdo consideradas frequentes, porém o melanoma
é responsavel por cerca de 7% das neoplasias malignas que acometem a espécie canina
(SMITH et al., 2002; SMEDLEY et al., 2011).

O melanoma é uma neoplasia comum nos cées, representa 3% de todas as neoplasias
(SMITH et at., 2002; BERGMAN, 2007) e ndo hé& predisposicéo por sexo (GOLDSCHMIDT;
GOLDSCHMIDT, 2017). A neoplasia ocorre principalmente em animais de meia idade e ha
uma maior prevaléncia em racas pequenas e de pelagem mais escura e/ou membranas
mucosas pigmentadas (GINN; MANSELL; RAKICH, 2007).

Os locais mais frequentemente acometidos sdo a cavidade oral, labio, pele e leito
ungueal. Outras localizacGes incluem o olho e testiculos (SMITH et at., 2002; BERGMAN,
2007). Melanoma retal em cées também foi descrito (CLARKE; RISSI, 2018).

O diagndstico do melanoma baseia-se principalmente nos exames histolégico e
citopatoldgico (CARVALHO, 2005). Além da avaliacdo histoldgica tradicional, a imuno-
histoquimica pode ser uma ferramenta progndstica util, semiquantitativa e objetiva (IDIKIO,
2009).

Nos melanocitomas, as lesfes variam em tamanho, desde pequenas maculas
pigmentadas até massas maiores que podem ter 5 cm ou mais de didmetro. A cor depende da
guantidade de melanina nas células e varia de preto a varios tons de marrom, cinza e
vermelho. A maioria dos melanocitomas é simétrico, circunscrito, mas sem capsula definida.
Na secdo de corte, a epiderme geralmente esta intacta e ocorre queda de pelos (MEUTEN,
2016).

Uma vez que ndo ha descri¢do atual e completa sobre 0s aspectos andtomo-patoldgicos
das neoplasias melanociticas em cées, inclusive na regido metropolitana do Rio de Janeiro,
objetiva-se neste trabalho analisar e discutir os dados epidemioldgicos e andtomo-patoldgicos
observados nas neoplasias diagnosticadas em cdes no Setor de Anatomia Patoldgica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro no periodo compreendido entre 1999 e 2020.

MATERIAL E METODOS

Local

O trabalho foi realizado no Laboratério de Histopatologia e Imuno-histoquimica do
Setor de Anatomia Patoldgica (SAP) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Coleta de Amostras

Foram analisados e revisados todos os protocolos de necropsias e biopsias de
neoplasias melanociticas diagnosticadas em cdes no SAP no periodo compreendido entre
1999 a 2020. Posteriormente, foi realizada a leitura das ldaminas e os dados detalhados sobre
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historico, anamnese, raca, sexo, idade, localizacdo da lesdo, natureza da neoplasia, aspectos
clinicos e achados anatomo-patologicos foram compilados.

Critérios de Inclusado

Foram incluidas todas as neoplasias diagnosticadas no exame de rotina como
melanociticas (melanocitomas e melanomas) e confirmadas no exame imuno-histoquimico.

Histopatologia

As neoplasias foram classificadas de acordo com o boletim Médico
Veterinario da OMS (1998) em: melanocitomas, melanomas epitelidides, melanomas
fusiformes e melanomas mistos. Uma segunda classificagdo baseada no fendtipo
dividiu as neoplasias em melanoma melanético, melanoma amelanético, melanoma
parcialmente melandtico. Adicionalmente foram avaliadas as &reas de necrose e
Ulceras, a atipia celular, ou seja, o tamanho e a forma da célula, do nucleo e nucléolo,
presenca de mitose, fosse ela atipica ou ndo. As laminas foram avaliadas em
microscopio optico Nikon Eclipse E200 Field Number 20.

Imuno-histoquimica

Realizou-se exame imuno-histoquimico com anticorpo Melan-A (Dako-Clone A103)
para as neoplasias diagnosticadas como melanoma amelanético. As seccgles histoldgicas
foram desparafinadas, hidratadas e incubadas em perdxido de hidrogénio a 3%, para blogueio
das peroxidases endogenas. Apds a lavagem, as laminas ficaram submersas em tampdao
Citrato em pH 6.0 por 20 min em banho-maria a 96°C para recuperagdo antigénica. O
blogqueio de reacdes inespecificas foi realizado com leite desnatado a 5% (Molico® - Industria
Brasileira) por 30 min. Os cortes foram incubados em estufa a 37 graus Celsius com o
anticorpo Melan-A (Dako-Clone A103) pelo periodo de duas horas. O sistema de detec¢édo
utilizado foi o EnVision Flex/HRP - Dako e como cromo6geno a Diaminobenzidina (DAB).
Todas as sec¢des foram contra coradas por Hematoxilina e avaliadas em microscépio 6ptico,
Nikon Eclipse E200. Para controle positivo, utilizou-se um caso de melanoma parcialmente
melano6tico com pouca pigmentacdo e, como controle negativo, 0 mesmo caso foi utilizado,
porém incubado com PBS (tampao fosfato-salino).

RESULTADOS

De 1999 a 2020, foram realizados no SAP 4.634 exames de necropsias e bidpsias de
cdes e, destes, 2.118 (45,7%) eram neoplasias.

Neste mesmo periodo foram diagnosticados 78 casos de neoplasias melanociticas em
caes, destes (12/78 [15,38%]) eram provenientes de necropsias e (66/78 [84,62%]) de bidpsias
encaminhadas ao SAP. Das necropsias, apenas (1/12 [8,33%]) era melanocitoma, (11/12
[91,67%]) eram melanomas melandticos e, em trés casos houve metastases em pulméo, rim,
sistema nervoso central e musculo esquelético. O pulmao foi o 6rgdo mais acometido nos trés
casos.

Dos 78 caes, 41 (52,56%) correspondiam a fémeas e 37 (47,44%) a machos (Grafico 1
e 2). Em relacéo a raca, apenas um protocolo ndo informava esse dado (1/78 [1,28%]). Dos 77
casos em que a raga constava, as mais prevalentes foram Poodle e Rottweiler, ambas com oito
casos cada (8/77 [10,38%]). Outras ragas incluiam Dachshund (5/77 [6,49%]), Cocker Spaniel
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(4/77 [5,19%]), Chow Chow (3), Doberman (3) e Pinscher (3) (3/77 [3,9%]), Pastor Aleméo
(2), Boxer (2), Weimaraner (2), Yorkshire (2) e Beagle (2) (2/77 [2,6%]), Pitbull (1),
Labrador (1), Golden Retriever (1) e Shar-pei (1) (1/77 [1,3%]). Cées sem raca definida
(SRD) totalizaram 29 (37,66%). A idade estava informada em (70/78 [89,74%]) protocolos, e
variou de 3 a 19 anos (Grafico 1). Todos os cdes eram adultos (com trés ou mais anos de
idade) e notou-se uma nitida concentracdo dos casos em cdes com cerca de 10 anos (11/70
[15,71%]). Os aspectos epidemioldgicos das neoplasias melanociticas diagnosticadas em caes
no SAP/UFRRJ estdo descritas eno Quadro 1.

Dos 78 registros, 68 protocolos informaram aspectos macroscopicos (87,18%). Em 54
protocolos havia informacéo sobre a coloragdo (79,41%) e a enegrecida foi a mais prevalente
(29/54-53,70%), seguida da esbranquicada (11/54-20,37%), areas esbranquicadas por vezes
enegrecidas (8/54-14,81%) e outras coloracOes totalizaram seis casos (6/54-11,11%). O
tamanho estava presente em 20 de 68 protocolos (29,41%), e variou entre 0,2 a 10 cm de
didmetro. Desses 68, foram evidenciadas lesdes ulceradas (16/68 [23,53%]), superficie
irregular (13/68 [19,11%]), areas multilobulada (6/68 [8,82%]) (Figura 1), hemorragia e
consisténcia firme (5/68 [7,35%]), aderéncia e infiltracdo (4/68 [5,88%]), aspecto friavel,
presenca de exsudato e consisténcia macia (3/68 [4,41%]), areas cisticas, alopécicas e
circunscritas  (2/68 [2,94%]), ostedlise, miiase e atrofia nasal em um caso cada,
correspondendo a 1,47%. Importante ressaltar que o nimero de aspectos macroscopicos €
superior ao nimero de casos, uma vez que cada lesdo pode apresentar mais de um achado
concomitante. Apenas nove protocolos informavam os sinais clinicos (9/78), incluindo
anorexia (2/9) dispneia, prostragdo, halitose, odor fétido, dificuldade de mastigacao, prurido e
sinais neuroldgicos.

As manifestacbes clinicas relacionadas a cavidade oral foram principalmente,
dificuldade de mastigacdo e apreensdo dos alimentos, 0 que ocasionava anorexia, além de
desnutricdo, halitose, deslocamento de dentes e ostedlise. Na pele, observaram-se alopecia,
prurido, exsudatos e ndédulos com presenca de miiase. Quando em leito ungueal, os nddulos
cursaram com dificuldade de locomogéo (Figura 1, B).

Todos os 78 casos de neoplasias melanociticas incluidas neste estudo tinham
descricdes referentes a localizacdo. Desses, (32/78 [41,03%]) apresentavam-se em cavidade
oral, (29/78 [37,18%]), na pele e (9/78 [11,54%]) no leito ungueal/membro e os demais em
localizagdes diversas: prepucio, bolsa escrotal, cornea e orelha.

Em (6/78 [7,7%]) casos foram informadas metastases em linfonodos regionais e em
outros (4/78 [5,13%]) casos foram descritos metastases para pulméo (Figura 1, C), e em dois
destes, havia metastase também para outros 6rgdos, como tireoide, adrenal, musculo
esquelético, sistema nervoso central e rim.

A avaliacdo criteriosa das caracteristicas histopatolégicas foi realizada em 48/78
[61,54%] casos, devido a disponibilidade ou a conservacdo das laminas e/ou blocos. Além
disso, a andlise de alguns parametros microscopicos foi prejudicada, pois o grau de
pigmentacdo dificultava a andlise das caracteristicas nucleares e a técnica de clarificacdo
danificou os cortes onde foi realizada.

Os aspectos histologico e morfoldgico da neoplasia foram classificados de acordo as
regras da OMS (1998) e subdivididos em: melanomas epitelioides, compostos por celulas
arredondadas que se localizam nas camadas da epiderme, com bordas discretas e
arredondadas, citoplasma abundante e vitreo, ndcleo largo e nucléolo proeminente;
melanomas fusiformes, em que verificou-se proliferacdo de células alongadas, que formavam
ondas e feixes na regido mesenquimal, com estroma escasso e algumas vezes em forma de
ninho e melanomas mistos, em que observavam-se ambos tipos celulares proliferados. Das 47
neoplasias avaliadas, foram observadas 1 com caracteristica fusiforme (1/47 [2,13%]), 11
epitelioides (11/47 [23,40%]) e 35 mistos (35/47 [74,47%]). O pleomorfismo foi acentuado
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em 36,95% (17/46) e a atipia nuclear esteve presente em 37 casos (77,08%) dos casos, porém
foi acentuada em 10 casos (27,02%). Em 41,66% (20/48) dos tumores, havia grande
quantidade de melanina. Os nucléolos mostraram-se multiplos em 37,77% (17/45) e evidente
em 55,55% (25/45) das neoplasias. Para contagem da mitose foi realizada a média de todos 0s
casos, totalizando 10,5 mitoses em 10 campos com aumento de 40x.

Nos tumores diagnosticados na rotina (coloracdo HE) como melanomas amelandticos,
foi realizada e imuno-histoquimica com anticorpo Melan-A (Dako Clone A103) e observou-se
imunorreatividade em oito casos (10,25%) (Figura 2).

Grafico 1: Idade e sexo de cdes com neoplasias melanociticas diagnosticados no Setor de
Anatomia Patoldgica (SAP) da UFRRJ, entre 1999 a 2020
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Gréfico 2:

B Fémea

B Macho

Porcentagem de machos e fémeas com neoplasias melanociticas
diagnosticadas no Setor de Anatomia Patoldgica (SAP) da UFRRJ, entre 1999 a 2020

Quadro 1: Dados epidemiolégicos das neoplasias melanociticas diagnosticadas em céaes
no SAP/UFRRJ, entre 1999 a 2020

SAP Raca Sexo Idade Pelagem Localizacéo Diagnéstico
36660 SRD macho | 11 anos marrom pele Melanocitoma
36649 Beagle macho | 14 anos tipica pele Melanoma

melandtico

36571 Poodle macho 8 anos champanhe pele Melanoma
Amelanético

36446 SRD fémea NI preta pele Melanoma
Melanoético

36204 Labrador fémea 9 anos NI orelha Melanoma
parcialmente

melanético

36147 SRD fémea 9 anos amarela pele Melanocitoma
36034 Dachshund | fémea 9 anos marrom Cavidade oral Melanocitoma
36022 SRD fémea 13 anos marrom plano nasal Melanocitoma
35966 Chow Chow | fémea 11 anos NI cavidade Melanoma

oral/labio Amelanético

35884 Cocker fémea 15 anos preta cavidade oral Melanoma

Spaniel parcialmente
melanético

35584 SRD macho | 15 anos amarela pele Melanoma

parcialmente
melanético
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35257 Pastor macho | 11 anos NI cavidade oral Melanoma
Aleméo parcialmente

melanético

35164 SRD fémea 15 anos amarela pele Melanoma
parcialmente

melanético

35030 Yorkshire macho | 10 anos tipica cavidade oral Melanoma
parcialmente

melanético

34983 SRD fémea 8 anos NI cavidade oral Melanoma
parcialmente

melanético

34936 Chow Chow | macho | 13 anos NI cavidade oral Melanoma
parcialmente

melanético
34919 Pinscher macho 7 anos NI pele Melanocitoma

34916 Dachshund | macho | 10 anos NI prepucio Melanoma
Amelanoético

34838 SRD fémea 7 anos NI mpe Melanoma

Melandtico

34768 Weimaraner | fémea | 10 anos NI pele Melanoma

Melanético

34685 Boxer fémea 12 anos NI pele Melanoma
parcialmente

melandtico

34672 Dachshund | macho | 15 anos NI Pele/regido Melanoma
escapular parcialmente

direita melanotico

34635 Yorkshire fémea 11 anos tipica cavidade oral Melanoma

Melandtico

34591 Dachshund | macho 7 anos NI mandibula Melanoma
esquerda/linfo parcialmente

nodo melanotico

34562 Rottweiler fémea 8 anos tipica leito ungueal Melanoma
Amelanético

34506 Rottweiler macho | 10 anos tipica mandibula Melanoma
direita parcialmente

melanético

34473 SRD fémea 10 anos NI comissura Melanoma

labial direita Melanético

34341 Pitbull macho 11 anos NI bolsa escrotal Melanoma

Melanético

34323 Boxer fémea 9 anos NI palpebra Melanoma
parcialmente

melanético

34314 SRD macho 12 anos NI masseter Melanoma

parcialmente
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melanoético

34304 Chow Chow | macho 3 anos NI palato Melanoma
parcialmente
melanético
34268 Rottweiler fémea 5 anos tipica cavidade oral Melanoma
parcialmente
melanotico
34255 Poodle macho | 12 anos preto palato duro Melanoma
parcialmente
melanotico
34245 Shar Pei fémea 7 anos NI cavidade oral Melanoma
34199 Poodle macho | 12 anos marrom cavidade oral Melanoma
parcialmente
melanético
34146 Poodle fémea 13 anos NI pele Melanoma
Amelanético
33995 Pinscher fémea | 10 anos tipica pele Melanoma
Melanético
33904 SRD fémea 11 anos marrom cavidade oral Melanoma
Amelanoético
33759 Beagle macho 8 anos tipica pele Melanoma
Melandtico
33490 SRD fémea 15 anos dourada pele de mama Melanoma
Melandtico
33172 NI macho | 17 anos NI cavidade oral Melanoma
parcialmente
melandtico
H273/15 Golden macho adulto marrom pulmao, rim, Melanoma
Retriever musculo Melanético
esquelético,
snc, adrenal
H150/15 SRD fémea | 10 anos nédo leito ungueal Melanoma
informado Melanético
H44/15 SRD macho 9 anos NI labio Melanoma
Amelanoético
H381/14 SRD fémea 18 anos NI pele da mama Melanoma
Melanético
H376/14 SRD macho | 10 anos NI palpebra Melanocitoma
inferior com éarea de leve
direita atipia
H360/14 SRD macho | 15anos NI cavidade oral Melanoma
melanético
H308/14 Cocker fémea 9 anos NI mandibula Melanoma
Spaniel parcialmente
melanético
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H218/14 | Rottweiler fémea 14 anos tipica palato mole Melanoma
parcialmente

melanético

H210/14 Cocker macho | 12 anos NI cavidade oral Melanoma
Spaniel Melanético

H208/14 Cocker fémea NI NI leito ungueal Melanoma
Spaniel mpd Melanético

H164/14 Poodle fémea 7 anos NI cavidade oral Melanoma
parcialmente

melanotico

H194/13 SRD fémea 10 anos NI pele/mama Melanoma
Melanético

H14/12 Poodle fémea 12 anos NI cavidade oral Melanoma
Melandtico

H299/11 SRD fémea 8 anos NI cavidade oral Melanoma
Melandtico

H151/11 SRD macho | 12 anos NI pele Melanoma
Melanético

H27/11 SRD fémea 11 anos NI olho/cérnea Melanoma
parcialmente

melandtico

H204/10 SRD fémea NI NI cavidade oral Melanoma
parcialmente

melandtico

H182/10 SRD macho | 13 anos NI pele Melanoma
parcialmente

melanético

H109/10 | Dachshund fémea 14 anos NI pele Melanoma
melanotico

H105/10 SRD fémea | 11 anos NI pele Melanoma
melandtico

H367/09 SRD macho 8 anos branca e cavidade oral Melanoma
preta Melandtico

H312/09 SRD fémea 10 anos caramelo e pele Melanoma
branca parcialmente

melandtico

H121/09 Pinscher fémea 12 anos NI pele préoximo Melanoma
a mama Melanético

direita

H17/09 Rottweiler macho 8 anos NI pele Melanoma
parcialmente

melanético

H103/08 | Dobermann | macho | 15 anos NI cavidade oral Melanoma
Melanético

H130/06 | Dobermann | macho | 10 anos NI pele Melanoma
Melanético
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H128/06 Poodle fémea 17 anos acinzentada | cavidade oral Melanoma
Melanotico

H197/05 SRD fémea 19 anos branca e palpebra Melanoma
caramelo superior Melanético

esquerda

H101/05 Rottweiler macho | 11 anos tipica cavidade oral Melanoma
H86/05 | Weimaraner | fémea 12 anos marrom pele Melanoma
Melanético

H194/03 SRD macho 12 anos NI cavidade oral Melanoma
Amelanético

H144/03 | Dobermann | fémea NI marrom e cavidade oral Melanoma
caramelo Melanético

H72/03 Rottweiller macho adulto tipica digito mtd Melanoma
Melanotico

H04/02 SRD macho adulto NI mpe Melanoma
parcialmente

melanotico

H104/00 | Rottweiller | macho 4 anos tipica digito Melanoma
Melanotico

H155/99 Poodle macho 8 anos NI boca Melanoma
Melanotico

H49/99 Pastor macho NI NI cavidade oral Melanoma
Aleméo Amelanético

NI: Nao informado; snc: Sistema nervoso central; mpd: Membro pélvico direito; mtd: Membro torécico
direito; mpe: Membro pélvico esquerdo; SRD: Sem raca definida.
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Figura 1: Melanoma melanético em cdo diagnosticado no SAP/UFRRJ. A- No6dulo por vezes
enegrecido e irregular em cavidade oral de cdo, Poodle, diagnosticado com melanoma
melandtico. B- Nodulo enegrecido medindo cerca de 5¢cm, retirado de leito ungueal de cdo da
raca Rottweiler, diagnosticado com melanoma melanoético. C- Metéstase de melanoma
melandtico em pulmdo. Observam-se diversos nddulos enegrecidos distribuidos
aleatoriamente nos lobos caudais. D- Metastase de melanoma melanotico. Nodulo medindo
cerca de 3 cm de didmetro localizado no bago.
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DISCUSSAO

Com o desenvolvimento da medicina veterinaria e suas especialidades, além do
aumento da expectativa de vida dos cdes, procura-se cada vez mais aprimorar as técnicas
diagndsticas, progndsticas e o tratamento das mais diversas enfermidades, incluindo as
neoplasias.

Alguns estudos tém comparado a biologia molecular entre alguns tipos de neoplasias
em animais e humanos, para utiliza-los como modelos experimentais, uma vez que muitos
canceres em cdes de estimacdo mostram caracteristicas semelhantes ao humano, incluindo
aparéncias clinica e histoldgica, comportamento bioldgico, genética tumoral, vias moleculares
e resposta a terapias (GARDNER; FENGER; LONDON, 2016; ULVE, et al., 2017).

Tumores melanociticos sdo bastante comuns no cdo, e a maioria deles € maligno
(SPANGLER; KASS, 2006; BROCKLEY; COOPER; BENNETT, 2013; GILLARD, et al.,
2014). O melanoma cutaneo apresenta significativa relevancia entre os tumores malignos de
pele. As neoplasias melanociticas ocorrem com frequéncia nos cées e correspondem de 6% a
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20% do total das neoplasias cuténeas da espécie (GRANDI; RONDELLI, 2016) e 7% de
todos os tumores malignos em cdes (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). Em
outro estudo, semelhante ao que foi observado no presente trabalho (7,7% eram
melanocitomas), dos mais de 2.350 casos de tumores melanociticos, 70% eram malignos e
30%, benignos (chamados melanocitomas) (GILLARD, et al., 2014).

Na literatura brasileira, os dados se assemelham aos das pesquisas internacionais. Um
levantamento realizado por Rolim (2011) demonstra que 86,3% das neoplasias melanociticas
foram diagnosticadas como melanomas. O local mais frequente do melanoma é a cavidade
oral (GILLARD, et al., 2014; HERNANDEZ, et al., 2018), assim como observado por
estudos de Goldschmidt e Shofer (1992) em que os locais mais afetados foram cavidade oral
(56%), labio (23%), pele (11%), digito (8%) e, em menor proporcao, o olho (2%), dados que
corroboram com este estudo, em que 41,03% dos tumores encontravam-se na cavidade oral e
ainda resultaram em fraturas dsseas, disfagia e sangramento (RAMOS-VARA, et al., 2000).

Todos os cdes diagnosticados com neoplasias melanociticas eram adultos com mais de
trés anos de idade, com média de idade de 10 anos. Dados semelhantes foram observados por
Millanta et al. (2002) que concluiram que o melanoma é mais comum em cées adultos a
idosos com idade média de 9,8 anos a 11,6 anos. N&o ha predile¢do por sexo (BOLON et al.
1990) e este estudo comprova esta afirmativa, uma vez que 41 animais eram fémeas e 37,
machos. Racas com pele pigmentada sdo mais propensas a desenvolver melanomas, como é o
caso de Schnauzer, Terrier, Poodle, Dachshund, Cocker Spaniel e Chow Chow (RAMOS-
VARA, et al., 2000; GINN, MANSELL, RAKICH 2007; DOBSON, 2013; GILLARD, et al.,
2014; VAN DER WEYDEN, et al., 2016). As racas mais acometidas foram de pequeno porte
ou as de pelagem escura ou pele e mucosas pigmentadas. Dentre as ragas puras, no presente
estudo, Poodle, Dachshund, Cocker Spaniel e Chow Chow corresponderam a 20 animais.

Os autores propuseram que um limiar de indice mitético de 20 figuras em 10 campos
prevé o prognoéstico (LAVER et al., 2018). No que se trata de figuras de mitose houve uma
média de 10,5 mitoses em 10 campos com aumento de 40x.

O melanoma de leito ungueal é o segundo tumor de digito canino mais comum ap6s o
carcinoma de células escamosas e responde por 15% a 17% das neoplasias nesta localizacédo
(HENRY, et al., 2005; WOBESER, et al., 2007). Melanomas em leito ungueal resultaram em
11,54% dos casos e foram a terceira localizacdo mais comum, seguido de cavidade oral e
pele.

Os melanomas apresentam-se como tumores Unicos, ndo delimitados, sem presenca de
capsula, e sua coloracdo pode variar de tons acinzentados a castanho-enegrecido, e
apresentam divergéncias de tamanho (SILVA, 2013). O tumor pode apresentar
macroscopicamente com aspecto fibroso e superficie ulcerada. Pode ainda apresentar-se
hemorragico, com crescimento rapido e friavel (MORRIS; DOBSON, 2007). O tamanho é
variavel podendo ter milimetros a 10 cm de comprimento com superficie irregular e
assimétrica (GRANDI; RONDELLLI, 2016). Devido seu surgimento com varias apresentacdes,
na rotina clinica melanomas podem ser confundidos com outros tumores de pele como
carcinomas, sarcomas, linfomas e tumores osteogénicos (GILLARD et al., 2014; NISHIYA et
al., 2016). No presente estudo, em alguns casos foi possivel ter acesso aos dados referentes ao
aspecto macroscépico e a maioria dos tumores foram descritos como enegrecidos (53,70%).
Areas ulceradas foram observadas em 23,50% das neoplasias, superficie irregular em 19,12%
e hemorragia em 7,35%. Em relagdo ao tamanho, este foi descrito em 20 casos e variou de 0,2
a 10 cm.

Com relacdo a morfologia celular, os melanomas do tipo misto foram os mais comuns,
seguidos pelos tipos epitelioide e fusiforme. O tipo histologico, analisado isoladamente, ndo
pode ser levado em consideragdo para definicdo do prognostico (MODIANO et al., 1999) e
deve ser avaliado em conjunto com outros fatores (SCHULTEISS, 2006).
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Os melanomas fazem metéstase para diversos locais em todas as espécies. Os
linfonodos, pulméo e figado séo os locais mais comuns (DAY; LUCKE, 2002; LAVER et al.,
2018). Em um estudo com 87 cées, 12% apresentaram metéstases em linfonodos e 3,7% nos
pulmdes (LAVER et al., 2018). Metastases cerebral e 6ssea sao menos frequentes (ROVESTI,
GUANDALINI; PEIFFER, 2001; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002) e, em
outros 6rgdos abdominais, prostata e miocardio raramente foi relatado (DAY; LUCKE, 2002;
DELGADO et al., 2016). Por se tratar de um estudo retrospectivo, ndo foi possivel assegurar
que todas as informacdes sobre os animais, tais como ocorréncia de metastases, estariam
disponiveis. Nos arquivos havia relato de metastase em linfonodos de seis cdes e quatro
animais apresentaram metastases em outros 6rgéos e o pulmao foi 0 mais acometido.

CONCLUSOES

Neoplasias melanociticas sdo distribuidas igualmente em ambos 0s géneros e
acometem predominantemente caes a partir de trés anos de idade, com média de 10 anos.

O local mais frequentemente acometido é a cavidade oral, seguido por pele e leito
ungueal.

Os aspectos epidemioldgicos das neoplasias melanociticas diagnosticadas no SAP nos
ultimos 22 anos corroboram com os descritos na literatura.

Melanomas melanoticos do tipo misto foram, com relacéo ao fen6tipo e morfologia, os
tipos mais comumente observados.
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CAPITULO I
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RESUMO: As neoplasias melanociticas originam-se da proliferacdo de melanoblastos e
melanodcitos e sdo nomeadas melanomas, quando malignas e melanocitomas, quando
benignas. Os melanomas correspondem a 7% das neoplasias malignas em cées, o que torna
essencial estudo acerca destes tumores. Uma vez que expressam comportamento agressivo e
histologia variavel, exames complementares sdo necessarios para o estabelecimento do
diagnostico e progndstico. A atividade mitdtica pode ser um importante critério de valor
prognostico para os melanomas, pois estima a taxa de proliferacdo celular. Desta forma, os
objetivos deste trabalho foram avaliar a fracdo de crescimento dessas neoplasias determinado
pelo Ki-67 (MIB-1) e correlaciona-lo com a localizagéo e critérios histolégicos associados a
gravidade. Além disso, objetivou-se estabelecer um método de contagem Unico e amplo para
todos os tipos da neoplasia e suas localizagdes mais comuns. Realizou-se imuno-histoquimica
com Ki-67 em 36 neoplasias e as laminas foram contracoradas com Giemsa. Destes, 12
apresentaram imunorreatividade: trés melanomas amelandticos, oito melanomas melanéticos
e um melanocitoma. Calculou-se a fracdo de Ki-67 ao contar as células em 10 campos
aleatorios de cada lamina em objetivas de 40x. Apds analise estatistica, verificou-se que o
resultado corroborou com a literatura, visto que a variante maligna apresentou maior fracdo de
crescimento tumoral, maior indice mitdtico que a variante benigna e parte das alteracGes
histoldgicas encontravam-se correlacionadas a imunorreatividade ao Ki-67. Sabe-se que,
quando o valor da fracdo de crescimento tumoral encontra-se > 15%, é indicativo de
prognostico desfavoravel e esta relacionado com indice mitdtico >3 em 10 campos na objetiva
de 40x. Em quatro casos de melanomas, a fracdo de crescimento correspondeu a 15,28%,
15,87%, 19,13%, e 51,3% e os indices mitdticos resultaram 5, 30, 60 e 70. O indice
proliferativo determinado pela contagem de mitoses e imunorreatividade ao Ki-67 variou
significativamente entre tumores melanociticos localizados na cavidade oral, pele e digito. Na
variante benigna, a fragdo de crescimento tumoral foi menor quando comparado com as
neoplasias malignas e o0 método de contagem utilizado neste trabalho mostrou-se efetivo para
todos os tipos de neoplasias melanociticas estudadas independente da localizacao.

Palavras-chave: anticorpo, caninos, imunohistoquimica, neoplasia.
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ABSTRACT: Melanocytic neoplasms originate from the proliferation of melanoblasts and
melanocytes and are named melanomas when malignant and melanocytomas when benign.
Melanomas account for 7% of malignant neoplasms in dogs, which makes it essential to study
these tumors. Since they express aggressive behavior and variable histology, complementary
tests are necessary for the establishment of diagnosis and prognosis. Mitotic activity may be
an important criterion of prognostic value for melanomas, since it estimates the cell
proliferation rate. Thus, the objectives of this study were to evaluate the growth fraction of
these neoplasms determined by Ki-67 (MIB-1) and correlate it with the location and
histological criteria associated with severity. In addition, we aimed to establish a single and
broad counting method for all types of neoplasms and their most common locations.
Immunohistochemistry with Ki-67 was performed on 36 neoplasms and the slides were
counterstained with Giemsa. Of these, 12 showed immunoreactivity: three amelanotic
melanomas, eight melanotic melanomas and one melanocytoma. The Ki-67 growth fraction
was calculated by counting the cells in 10 random fields of each slide in 40x objectives. After
statistical analysis, it was found that the result corroborated with the literature, since the
malignant variant showed higher cell growth fraction, higher mitotic index than the benign
variant and part of the histological changes were correlated to Ki-67 immunoreactivity. It is
known that when the cell growth fraction value is > 15%, it is indicative of unfavorable
prognosis and is related to mitotic index >3 in 10 fields in the 40x objective. In four
melanoma cases, the growth fraction corresponded to 15.28%, 15.87%, 19.13%, and 51.3%
and the mitotic indices resulted 5, 30, 60, and 70. The growth fraction determined by mitosis
count and Ki-67 immunoreactivity varied significantly among melanocytic tumors located in
the oral cavity, skin, and digit. In the benign variant, the growth fraction was lower when
compared to the malignant neoplasms and the counting method used in this study proved to
be effective for all types of melanocytic neoplasms studied regardless of location.

Key words: antibody, canine, immunohistochemistry, neoplasia.
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INTRODUCAO

Atualmente, a oncologia é responsavel por grande parte dos atendimentos realizados
em clinicas e hospitais veterinarios. Esta visdo tem tornado os médicos veterinarios cada vez
mais empenhados em encontrar maneiras de descobrir diferentes tratamentos eficazes no
combate do cancer e principalmente, aprofundar o estudo sobre biologia molecular dos
tumores. Especificamente com relagdo ao melanoma, nas ultimas décadas houve um aumento
da frequéncia em cdes, visto que em 1882, Burkero descreveu o primeiro caso de melanoma
em cdo e, desde entdo, o aumento da frequéncia na veterinaria motiva cada vez mais 0
aprofundamento das pesquisas sobre a neoplasia (FERREIRA et al., 1997). Hoje sabe-se
que muitas varidveis dentro do tumor influenciam a sobrevida e isso tem sido essencial para o
estudo do comportamento e principalmente do prognostico.

O melanoma representa 7% de todos os tumores malignos em cdes (SMITH;
GOLDSCHMIDT, 2002), e a localizagdo mais frequente € a cavidade oral, mimetizando
melanomas da mucosa humana (GILLARD, et al., 2014; HERNANDEZ, et al., 2018). Com
relacdo a epidemiologia, segundo Withrow et al. (2013). Melanomas caninos também
ocorrem na pele, leito ungueal, olho, trato gastrointestinal, sistema nervoso central ou juncéo
mucocutanea (SMITH; GOLDSCHMIDT, 2002; WITHROW; SCHULTHEISS, 2006; VAIL;
PAGE, 2013).

O melanoma maligno humano é um cancer altamente heterogéneo que afeta varios
sitios anatdbmicos com diferentes comportamentos clinicos. Origina-se de melandcitos, que
sdo células dendriticas localizadas em epitélios como pele ou mucosa, mas também no olho
ou oOrgdos internos, definindo assim os principais subtipos com localiza¢cBes anatémicas
especificas e patogénese. Os principais subtipos incluem cutédneo (tipos induzidos e ndo
induzidos por raios ultravioletas), melanomas acrais, mucosos e oculares (PROTEAU;
ANDRE, 2019). Os melanomas cutaneos em humanos sdo responsaveis por aproximadamente
75% das mortes por cancer de pele (BASTIAN, 2014; WEISS, et al., 2015), e sua incidéncia
esta aumentando entre as populacBes de ascendéncia europeia, com 80.000 casos por ano nos
EUA (WILLIAMS, 2017).

Allen e Spitz observaram, em 1953, que a espessura do tumor estava associada ao
prognostico do melanoma em humanos. Esse foi o primeiro relato da correlacéo entre diversas
variaveis e o prognostico do melanoma, onde também verificou-se que a ulceracdo é um fator
prognoéstico adverso. Ja na década de 50, sugeriram que a presenca de mitoses no melanoma
era mais frequente nos pacientes que evoluiam para ébito (ALLEN; SPITZ, 1953).

A imuno-histoquimica pode ser uma ferramenta prognostica de grande utilidade,
semiquantitativa e objetiva. O método € cada vez mais usado, além da descrigdo histoldgica
na oncologia humana por seu valor prognéstico (IDIKIO, 2009).

A proteina Ki-67 foi caracterizada pela primeira vez por Gerdes et al. (1983). Em
1983, na universidade de Kiel na Alemanha, produziram o Ki-67, obtido através da 67° placa
de cultura em tecido, e sendo definido como anticorpo monoclonal de murganho (GERDES et
al., 1992). Trata-se de uma IgG1 (imunoglobulina G1) de murganho produzida contra uma
fraccdo nuclear da linhagem celular L428 da doenca de Hodgkin. A estrutura quimica do
antigeno reconhecido pelo reagente com o Ki-67 é desconhecida. A massa molecular é de 345
a 395 kDa e o cromossoma 10 parece estar envolvido na expressdo da proteina que apresenta
intima associa¢do com o ciclo celular (KEY et al., 1993). A imunomarca¢do MIB-1 tem-se
revelado extremamente importante e eficaz na classificacdo de tumores e correlacdo com a
sobrevivéncia dos pacientes em uma variedade de tumores humanos (BROWN; GATTER
1990; MILLANTA et al., 2002). Tem sido também relatada a sua correlagdo com 0s
parametros histolégicos relacionados com prognostico (SOYER, 1991; RIEGER et al., 1993;
MILLANTA et al., 2002).
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A fracdo de crescimento tumoral determinada pelo Ki-67, correlaciona-se bem com
uma baixa taxa de sobrevivéncia, tal como a presenca de crescimento invasivo e a
classificacdo com base em critérios histoldgicos (SMITH et al., 2002).

A pKi-67 é encontrada em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase de repouso, e
é a caracteristica que Ihe permite ser usada como marcador da proliferagdo celular. Durante as
fases do ciclo celular G1, S e G2, a pKi-67 esta dentro do nucléolo e associada ao componente
fibrilar denso. Durante a mitose, ela desloca-se para a camada pericromossomal (BROWN;
GATTER, 2002).

A fracdo de Ki-67 deve ser reportada como uma porcentagem de nucleos marcados
positivamente por 500 células. Neoplasias com uma fracéo de crescimento tumoral de Ki-67 >
15% apresentam um prognostico desfavoravel, e neoplasias com uma fracéo de Ki-67 <15%
um prognostico positivo, e estes valores correlacionam-se positivamente com o indice
mitdtico >3 e <3 em 10 campos na objetiva de 40X, respectivamente (SMEDLEY et al., 2011;
MEUTEN, 2016).

O anticorpo mais utilizado é o MIB-1 (molecular immunology Burstel-1), sendo este
anticorpo utilizado em tecidos conservados em formol e incluidos em parafina, o que permite
a realizacdo de estudos retrospectivos com base em arquivos histolégicos (BROWN;
GATTER, 2002).

Os objetivos do trabalho foram estabelecer um método de contagem Unico e amplo
para todos os tipos da neoplasia e suas localizagbes mais comuns (pele, cavidade oral e leito
ungueal), além de correlacionar a fracdo de crescimento tumoral com a localizacéo, aspectos
epidemioldgicos e caracteristicas histopatoldgicas da neoplasia.

MATERIAL E METODOS
Local

O estudo foi realizado no Laboratério de Histopatologia e Imuno-histoquimica do
Setor de Anatomia Patoldgica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(SAP/UFRRJ).

Amostras

Foram realizados exames imuno-histoquimicos em 36 neoplasias melanociticas
diagnosticadas em cdes no Laboratério de Histopatologia e Imuno-histoquimica do Setor de
Anatomia Patolégica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (SAP/UFRRJ) entre
1999 a 2020. As amostras foram obtidas a partir da revisdo e analise criteriosa das fichas e
laminas das necropsias [6/36 (16,66%)] e bidpsias [30/36 (83,33%)]. Como critério de
inclusdo, cada caso deveria possuir blocos de parafina e/ou laminas, com prévio diagndstico
através da coloracdo de rotina (hematoxilina e eosina) e apresentar imunorreatividade para o
Melan-A (melanomas amelandticos).

Histopatologia

As neoplasias foram classificadas de acordo com o boletim Médico Veterinario da
OMS (1998) em: melanocitomas, melanomas epitelidides, melanomas fusiformes e
melanomas mistos. Uma segunda classificagcdo baseada no fendtipo dividiu as neoplasias em
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melanoma, melanoma amelandtico, melanoma parcialmente melanético (pouco pigmento
observado). Caracteristicas como a contagem de mitose em 10 campos de 40x, atipia nuclear
leve (+), moderada (++) ou acentuada (+++), pleomorfismo leve (+), moderado (++) ou
acentuado (++), nucléolos mdltiplos, evidente ou pouco evidente, morfologia (epitelioide,
fusiforme ou misto), presenca de atividade juncional e ainda, pigmentagdo como pouca (+),
moderada (++), acentuada (+++) ou nenhuma, também foram avaliadas.

Imuno-histoquimica
Anticorpo Ki-67

As secces histoldgicas de 36 casos foram desparafinadas, hidratadas e incubadas em
peroxido de hidrogénio a 3%, para blogueio das peroxidases enddgenas. Apos a lavagem, as
laminas ficaram submersas em tampdo EDTA tris em pH 9.0 por 20 min em banho-maria a
96°C para recuperacao antigénica. O bloqueio de reac6es inespecificas foi realizado com leite
desnatado a 5% (Molico® - Industria Brasileira) por 30 min. Os cortes foram incubados em
estufa a 37 graus Celsius com o anticorpo Ki67 (Clone MIB-1 - Dako) pelo periodo de duas
horas. O sistema de deteccdo utilizado foi o EnVision Flex/HRP - Dako e como cromdgeno a
Diaminobenzidina (DAB). Todas as sec¢fes foram contra coradas Giemsa para diferenciacéo
do pigmento melénico da imunomarcacao e avaliadas em microscopio optico.

Para contracoloracdo com Giemsa, na sequéncia do cromogeno DAB, as laminas
foram lavadas em &gua por cinco minutos, depois de retirar a agua, foram cobertas por
Giemsa diluido a 20% (& base de agua) por 30 minutos. O excesso de Giemsa foi removido e
as laminas passaram por um banho rapido (2-3 passagens) em acido acético a 1% (a base de
agua). Sequencialmente, as laminas foram lavadas em alcool absoluto trés vezes e submersas
por um minuto em alcool isopropilico e deixadas para secar na estufa por 30 minutos. As
laminas foram entdo montadas de acordo com a rotina do laboratério. No microscdpio, o
pigmento melanico aparece como uma mancha verde a enegrecida, enquanto o cromogeno
DAB sera observado em marrom. Para controle positivo, utilizou-se um caso de mastocitoma
de alto grau e, como controle negativo, o0 mesmo caso foi utilizado, porém incubado com PBS
(Tampao fosfato-salino).

Fracdo de crescimento tumoral - Ki-67

A fracdo de crescimento foi avaliada em microscépio Optico Axio Scope. Al- Zeiss
Field Number 22 apds selecdo e contagem de 10 campos com aumento de 40x, segundo
técnica descrita por Smedley et al. (2011) e Silva (2013). A contagem foi realizada de forma
manual em 10 campos aleatérios, considerando a razdo de células positivas/ndo positivas e
posterior calculo da porcentagem. Considerou-se que, em cada lamina, havia cerca de 500
células por campo no aumento de 40x (SMEDLEY et al., 2011; MEUTEN, 2016).

Analise estatistica

Foram conduzidas anélises para avaliar a marcacdo de células imunorreativas ao Ki-67
em diferentes amostras de neoplasias melanociticas em cées, realizando o teste ANOVA e
considerando p < 0.005.

Para testar a eficicia do anticorpo, entre as diferentes variaveis, como presenca de
pigmento, local da neoplasia, presenca de Ulcera, hemorragia, necrose, inflamacao, sexo, raca,
idade e classificacdo histologica, utilizou-se a anélise de varidncia (ANOVA) com intervalo
de confianca de 5%. A normalidade e a homoscedasticidade dos dados foram testadas com os

33



testes de Kolmogorov—Smirnov e Levene, respectivamente. Os dados foram transformados
por log(x+1).

Por fim, o teste de Tukey foi conduzido nas andlises que resultaram em diferencas
significativas, com a finalidade de sinalizar as diferencas especificas dentro dos grupos.

Para testar a relagdo da marcacdo em células neoplasias e o total de mitoses contadas,
foi conduzido teste de correlagdo de Pearson.

Todas as analises foram conduzidas no R (R for Windows 4.0.3) com o auxilio da
interface grafica RStudio (v1.3.1093) e 0 uso dos pacotes FSA v0.8.31; car v3.0-10; agricolae
v1.3-3 e os gréaficos foram construidos com o pacote do R ggplot2 v3.3.2.

RESULTADOS
Histopatologia

Dos 36 cdaes diagnosticados com neoplasia melanocitica no SAP/UFRRJ, trés
apresentaram melanomas amelanéticos, 30 melanomas melandticos e trés melanocitomas.

Imuno-histoquimica

Dos 36 casos, 12 apresentaram imunorreatividade ao Ki-67 (33,33%) apds
contracoloragéo com Giemsa (Figura 3).

Fracgdo de crescimento tumoral

Quatro dos 12 casos em que houve marcacdo nuclear com anticorpo Ki-67 possuiram
fracdo de crescimento superior a 15%. Destes, um localizava-se na cavidade oral (25%), um
na orelha (25%) e outros dois (um amelandtico) na pele (50%).

O ndmero de células positivas em cada caso assim como o0s demais dados
epidemioldgicos e histopatoldgicos encontram-se listados nos quadros abaixo (Quadros 2, 3 e
4).

Quadro 2: Comparacao entre a fracdo de crescimento tumoral e demais caracteristicas
histopatoldgicas em relacdo ao diagnéstico e localizacdo das neoplasias

SAP | Diagnostico Localizacao indice | Mitose | Atipia | Pleomorfismo
%

33904 | Melanoma Amelanético Cav Oral ( g,l? 50/10 |+ Moderado
34146 | Melanoma Amelandtico Pele ‘ 15,87 | 60/10 | ++ Acentuado
34199 | Melanoma parc melanético | Cav Oral 10,09 | 40/10 | + Moderado
34562 | Melanoma Amelanético Leito ungueal 13,36 | 25/10 | + Moderado
34635 | Melanoma Cav Oral 4,39 | 13/10 | + Moderado
34936 | Melanoma parc melandtico | Cav Oral 3,44 | 12/10 | + Acentuado
34983 | Melanoma parc melanético | Cav Oral 2,62 | 11/10 | ++ Acentuado
35030 | Melanoma parc melanético | Cav Oral 19,13 | 5/10 + Acentuado
36034 | Melanocitoma Cav Oral 1,82 | 10/10 | + Discreto
36204 | Melanoma parc melanético | Orelha 15,28 | 70/10 | ++ Acentuado
36446 | Melanoma Pele 6,03 | 60/10 | + Acentuado
36649 | Melanoma Pele 51,3 | 30/10 | ++ Moderado
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Cav: cavidade; parc: parcialmente; +: leve; ++: moderado

Quadro 3: Dados epidemioldgicos, diagnostico e contagem de células positivas para Ki-
67 em neoplasias melanociticas

SAP Contagem | Localizacéo Sexo Idade | Raca Diagndstico
Celular
33904 101/10 Cavidade oral Fémea 11 SRD Melanoma
Amelanético
34146 326/10 Pele Fémea 13 Poodle Melanoma
Amelanético
34199 102/10 Cavidade Oral | Macho 12 Poodle Melanoma
parcialmente
melanoético
34562 135/10 Leito Ungueal | Fémea 8 Rottweiler Melanoma
Amelanético
34635 65/10 Cavidade Oral | Fémea 11 Yorkshire Melanoma
Melanotico
34936 56/10 Cavidade Oral | Macho 13 Chow Chow | Melanoma
parcialmente
melanotico
34983 57/10 Cavidade Oral | Fémea 8 SRD Melanoma
parcialmente
melanotico
35030 162/10 Cavidade Oral | Macho 10 Yorkshire Melanoma
parcialmente
melanoético
36034 33/10 Cavidade Oral | Fémea 9 Daschund Melanocitoma
36204 374/10 Orelha Fémea 9 Labrador Melanoma
parcialmente
melanoético
36446 72/10 Pele Fémea - SRD Melanoma
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Melanotico

36649

513/10

Pele

Macho

14

Beagle

Melanoma
Melanotico

35584

Pele

Macho

15

SRD

Melanoma
parcialmente
melanético

34919

Pele

Macho

Pinscher

Melanocitoma

194/03

Cavidade Oral

Macho

12

SRD

Melanoma
Amelanético

35164

Pele

Fémea

15

SRD

Melanoma
parcialmente
melanotico

164/14

Cavidade Oral

Fémea

Poodle

Melanoma
parcialmente
melanoético

101/05

Cavidade Oral

Macho

11

Rottweiler

Melanoma
Melanético

34268

Cavidade Oral

Fémea

Rottweiler

Melanoma
parcialmente
melanético

33995

Pele

Fémea

10

Pinscher

Melanoma
Melanético

34245

Cavidade Oral

Fémea

Shar Pei

Melanoma
Melanético

194/13

Pele

Fémea

10

SRD

Melanoma
Melanético

14/12

Cavidade Oral

Fémea

12

Poodle

Melanoma
Melanético

360/14

Cavidade Oral

Macho

15

SRD

Melanoma
Melanético
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273/15 - Diversos Macho Adult | Golden Melanoma
6rgdos 0 Retriever Melanético

109/10 - Pele Fémea 14 Daschund Melanoma
Melanotico

34506 - Pele Macho 10 Rottweiler Melanoma
parcialmente

melanético

128/06 - Cavidade Oral | Fémea 17 Poodle Melanoma
Melanotico

130/06 - Pele Macho 10 Dobermann | Melanoma
Melanotico

103/08 - Cavidade Oral | Macho 15 Dobermann | Melanoma
Melanotico

17/009 - Pele Macho 8 Rottweiler Melanoma
parcialmente

melanoético

299/11 - Cavidade Oral | Fémea 8 SRD Melanoma
Melanético

33759 - Pele Macho 8 Beagle Melanoma
Melanético

33172 - Cavidade Oral | Macho 17 NI Melanoma
parcialmente

melanético

36147 - Pele Fémea 9 SRD Melanocitoma
33490 - Pele Fémea 15 SRD Melanoma
Melanotico

NI: ndo informado; SRD: sem raca definida.
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Quadro 4: Caracteristicas histopatoldgicas das neoplasias melanociticas em que foram
realizados exames imuno-histoguimicos com Ki-67

SAP Mitose Atipia Pigmento | Nucléolos | Pleomorfismo Morfologia | AJ | Diagnéstico
Nuclear
33904 50/10 + - Multiplos ++ Misto - Melanoma
Amelanoético
34146 60/10 ++ - Multiplos +++ Epitelidide - Melanoma
Amelanético
34199 - + + Evidente ++ Misto - Melanoma
parcialmente
melanético
34562 | 25/10 + - Multiplos ++ Epitelidide - Melanoma
Amelanético
34635 13/10 + ++ Evidente ++ Misto - Melanoma
Melanético
34936 12/10 + + Multiplos +++ Misto - Melanoma
parcialmente
melanotico
34983 11/10 ++ + Evidente +++ Misto - Melanoma
parcialmente
melanotico
35030 5/10 + + Multiplos +++ Misto - Melanoma
parcialmente
melanotico
36034 - - ++ Pouco + Misto - Melanocitoma
Evidente
36204 70/10 ++ ++ Multiplos +++ Misto - Melanoma
parcialmente
melanético
36446 60/10 + ++ Multiplos +++ Epitelidide - Melanoma
Melanético
36649 | 30/10 ++ +++ Evidente ++ Epitelidide - Melanoma
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Melanotico

35584 6/10 + + Evidente ++ Misto Melanoma
parcialmente
melan6tico

34919 - + + Pouco + Misto Melanocitoma

Evidente

194/03 10/10 + - Evidente +++ Misto Melanoma
Amelanético

35164 10/10 + + Evidente +++ Misto Melanoma
parcialmente
melandtico

164/14 | 20/10 + + Multiplo ++ Epitelidide Melanoma
parcialmente
melan6tico

101/05 10/10 + - Pouco ++ Fusiforme Melanoma

Evidente Melanético

34268 10/10 + ++ Muiltiplos ++ Misto Melanoma
parcialmente
melanético

33995 30/10 ++ + Multiplos +++ Misto Melanoma
Melanético

34245 12/10 + ++ Evidente +++ Epitelidide Melanoma
Melanético

194/13 10/10 + ++ Evidente +++ Misto Melanoma
Melanotico

14/12 10/10 - ++ Evidente ++ Epitelidide Melanoma
Melanotico

360/14 10/10 + ++ Evidente ++ Misto Melanoma
Melanotico

273/15 14/10 + + Evidente ++ Misto Melanoma
Melanotico
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109/10 | 10/10 + ++ Pouco + Epitelidide Melanoma

Evidente Melanotico

34506 10/10 + - Multiplos ++ Misto Melanoma

parcialmente

melanético

128/06 8/10 - ++ Pouco + Misto Melanoma

Evidente Melanético

130/06 22/10 + + Evidente ++ Misto Melanoma

Melanotico

103/08 7/10 - + Pouco + Epitelidide Melanoma

Evidente Melanotico

17/009 9/10 ++ + Multiplos +++ Misto Melanoma

parcialmente

melanético

299/11 11/10 ++ + Evidente ++ Misto Melanoma

Melanético

33759 9/10 + ++ Evidente ++ Misto Melanoma

Melanético

33172 40/10 ++ + Multiplos +++ Misto Melanoma

parcialmente

melan6tico

36147 7/10 - + Pouco + Epitelioide Melanocitoma
Evidente

33490 11/10 - + Evidente + Misto Melanoma

Melanotico

AJ: Atividade Juncional; +: leve/discreto; ++: moderado; +++ acentuado; -: ndo observado.

Andlise Estatistica

A relacdo entre o total de células marcadas e o diagndstico foi significativa (p=0.015),

e 0s individuos com diagndstico de melanoma, melanoma amelanotico e melanoma
parcialmente melandtico apresentaram mais imunorreatividade que os melanocitomas
(Grafico 3).
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A cavidade oral foi o local com maior nimero de casos com imunorreatividade para
Ki-67, nos nddulos das regifes da orelha e da pele, entretanto ao serem analisados de forma
individual, houve maior nimero de células positivas (p=1.7e -17). Isso pode ser explicado
pela agressividade dessas neoplasias nos referidos locais (Gréafico 4).

Outra caracteristica diretamente relacionada (p=3 e -15) com o total de células
positivas foi a atipia nuclear (Grafico 5). As amostras com presenca evidente e multipla de
nucléolos tiveram maior imunorreatividade pelo anticorpo (p=0.014), principalmente quando
comparado com as amostras que tiveram nucléolos pouco evidentes (Grafico 5).

O teste ANOVA revelou diferenga significativa (p=8.7 e -15) entre os diferentes niveis
de pigmentacdo, com posterior separacdo em trés grupos distintos. As amostras com muita
pigmentacdo possuiram os maiores valores de marcacdo de células, enquanto as amostras sem
pigmentacdo e parcialmente melanoticas (+ ou ++) sdo mais parecidas entre si (Grafico 5).

A relacdo entre o total de células marcadas e a presenca de hemorragias também foi
significativa (p=0.013). Ou seja, as amostras de cdes que apresentavam hemorragia, possuiam
mais marcacOes do que aqueles que ndo apresentaram (Grafico 7).

Em relacdo ao pleomorfismo, constatou-se que as amostras com a maior marcacao de
ndcleos pelo anticorpo estdo significativamente relacionadas (p=0.02) com niveis acentuados
e moderados desta variavel (Grafico 6). Da mesma forma, as amostras com necrose tiveram
mais marcacdes do que as que ndo apresentavam necrose (p=0.001) (Grafico 7).

Ja em relacdo as racas, Beagle e Labrador apresentaram mais imunomarcacao em suas
amostras (p<2.2 e -16) e a andlise de Tukey evidenciou a formacdo de quatro grupos distintos
de racas de acordo com a quantidade de células marcadas em suas amostras.

Quando comparado o sexo dos animais, ndo houve diferenca entre machos e fémeas
(p=0.051). Por fim, os individuos com auséncia de ulceracdes possuiram as amostras com
maior nimero de imunomarcacéo (p=0.041).

A correlacdo de Pearson evidenciou, significativamente (p=1.2 e -05), uma relagéo
positiva (R=0.39) entre imunomarcacéo pelo Ki-67 e o indice mitético (Grafico 8).

Gréfico 3. Box-plot da andlise de variancia (ANOVA) entre o total de células marcadas pelo
anticorpo Ki-67 e o diagnostico clinico. Os pontos no grafico indicam outliers. mel)
Melanoma. ma) Melanoma Amelano6tico. mpm) Melanoma parcialmente melanético. mlctm)
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Gréfico 4. Box-plot da andlise de variancia (ANOVA) entre o total de células marcadas pelo
anticorpo Ki-67 e o local de incidéncia do melanoma. Os pontos no grafico indicam outliers.
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Grafico 5. Abundancia absoluta e relativa de casos em cada variavel estudada. A)
Diagnostico; B) Presenca de pigmentos; C) Atipia nuclear e D) Morfologia do
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Grafico 6. Abundancia absoluta e relativa de casos em cada variavel estudada.

Pleomorfismo; B) Morfologia; C) Atividade juncional e D) Ulceracédo
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Gréfico 7. Abundancia absoluta e relativa de
Necrose; B) Hemorragia e C) Inflamagéo
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Gréfico 8. Correlacdo de Pearson entre o total de células marcadas pelo anticorpo
Ki67 e a quantidade de mitoses por 10 campos
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20x. B- Imunorreatividade (Ki-67) em melanoma parcialmente melanético, aumento de 40x.
C- Imunorreatividade (Ki-67) em melanocitoma, aumento de 40x. D- Imunorreatividade (Ki-
67) em melanoma melandético, aumento de 40x. Contra-coloragdo com Giemsa.

DISCUSSAO

As neoplasias em cédes apresentam maior semelhanga genética com as dos seres
humanos do que outras espécies (KIRKNESS, 2003), o que os tornam um modelo
interessante a ser investigado para o cancer humano (PINHO et al., 2012). Além disso, pela
proximidade com humanos, os cdes compartilham fatores de risco ambientais semelhantes
(VAIL; MACEWEN, 2000). Sabe-se que em humanos e cdes a técnica de imuno-
histoquimica é util na diferenciacdo de neoplasias melanociticas e ndo melanociticas, na
identificacdo do grau de malignidade tumoral e classificacdo das neoplasias de acordo com a
marcacdo imuno-histoquimica para anticorpo especifico (LANDMAN, 2011). Desta forma,
estudos nas areas da patologia e oncologia veterinarias sdo fundamentais ndo s6 para auxiliar
no diagndstico e prognostico das doengas, mas também servir como modelo de estudo para a
medicina humana.

Dentro do melanoma, a variante maligna é mais prevalente (76,9%) em comparacao
com o melanocitoma (23,1%) (TEIXEIRA et al., 2010). Como regra geral, os melanomas
decorrentes da pele com pelos sdo considerados benignos, enquanto os de origem
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mucocutanea sdo tipicamente malignos (SMITH et al., 2002; GILLARD et al., 2014,
NISHIYA et al., 2016; MOULTON, 2017). Neste estudo, o0 melanoma de cavidade oral foi o
mais frequentemente observado, seguido pelo de pele e posteriormente, o de leito ungueal.

Antes da definicdo exata de um prognostico, um diagndstico definitivo deve ser
estabelecido (SMEDLEY et al., 2011). No caso dos melanomas, o diagndstico é geralmente
feito por avaliacdo histologica. A histopatologia permite determinar o indice mitotico, que é
altamente preditivo do grau de malignidade (aproximadamente 90% de preciséo)
(WITHROW,; VAIL, 2007; MOULTON, 2017). Todos os casos avaliados na imuno-
histoquimica obtiveram diagnostico prévio de melanoma ou melanocitoma e, naqueles onde
havia a auséncia de pigmento, foi realizada a imuno-histoquimica com anticorpo Melan-A
afim se assegurar o diagndstico.

Ao analisar de forma criteriosa as laminas dos 36 casos, os melanomas foram
classificados de acordo com a morfologia em epitelioide (27,77%), fusiforme (2,77%) e misto
(69,44%), e o ultimo tipo foi o mais observado neste estudo. Segundo Cowell e Valenciano,
(2014), tumores de origem melandcitica sdo grandes imitadores de outros tumores, pois eles
podem mostrar caracteristicas de células redondas, células epiteliais ou mesmo células
mesenquimais e muitas vezes uma mistura dessas trés aparéncias morfoldgicas estaré presente
em um Unico tumor.

No estudo retrospectivo observou-se maior ocorréncia de melanomas melandticos ou
parcialmente melandticos (80,55%). Os agregados de pigmento de melanina também sdo uma
caracteristica comum (VEENA et al., 2012; PALANIVELU et al., 2013). O pigmento de
melanina é um fator limitante na imuno-histoquimica do melanoma porque pode reduzir a
imunorreacdo se estiver na mesma célula que o antigeno (Ag) examinado (ELIAS, 2003). A
melanina no citoplasma de macrofagos ou em células de melanomas pode ser confundida
porque a cor do pigmento € a mesma que resulta quando é usado DAB em contracoloracéo
com hematoxilina, o que pode interferir na visualizagdo de reacfes nucleares e torna a analise
incerta, além de dificultar a interpretacdo precisa (RAMOS-VARA, 2000; MATQOS, 2010).
De fato, a presenga do pigmento melanico foi um fator limitante para a interpretagdo de
alguns casos. Segundo Elias (2003) um método alternativo é o uso de permanganato de
potéssio para bloquear a melanina, porém a reacdo pode danificar certos epitopos das células
prejudicando a imunorreacdo. Durante o estudo, dois casos passaram pela clarificacdo mais de
uma vez, e os cortes foram danificados.

A anélise de fatores como a atividade proliferativa e apoptotica caracterizam o perfil
biolégico dos tumores e pode influenciar no prognéstico dos pacientes (SCULLY et al.,
2000). No presente estudo seguimos 0 mesmo proposito e buscamos estabelecer um
progndstico confidvel e investigar novos fatores de progndstico que incluem as caracteristicas
histoldgicas do tumor (ROELS et al.,1999).

Nos tumores melanociticos, a localizacdo exerce uma influéncia direta sobre o
prognostico (SPANGLER; KASS, 2006), ou seja, as neoplasias localizadas na cavidade oral,
juncBes mucocutaneas e leito ungueal sdo potencialmente malignas (BERGMAN et al., 2003;
BERGMAN et al., 2006) e h& diminuicdo da sobrevivéncia quando comparado com a
localizagdo dérmica (MILLANTA et al, 2002). Os tumores melanociticos cutaneos
normalmente apresentam um comportamento benigno e, por conseguinte, um melhor
prognostico (SMITH et al., 2002). Spangler e Kass (2006) encontraram mortalidade de 68%
em cdes com melanoma em cavidade oral e 7% em cdes com melanoma de pele. Devido ao
estudo retrospectivo, ndo foi possivel acompanhar o tempo de sobrevida dos animais, porém,
com base nas analises histopatoldgicas, as neoplasias de cavidade oral, mostraram um pior
prognostico, principalmente ao analisar o indice mitotico (todos os casos de cavidade oral
possuiam ao menos 10 mitoses em 10 campos de 40x).
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De acordo com Spangler e Kass (2006), a atipia nuclear revelou ser a caracteristica
histopatolégica com maior valor prognéstico no caso dos melanomas orais. Ja 0s
melanocitomas, cujo comportamento € benigno, apresentaram na sua maioria grau 1 de atipia,
0 que corrobora com o observado no presente trabalho.

No melanoma cutédneo do cdo, a fracdo proliferativa determinada pelo Ki-67 tem
maior valor prognostico do que a histologia classica (91%). Isto sugere fortemente que a
utilizacéo de Ki-67 no melanoma cuténeo deve ser normalmente realizada ap6s o diagnostico
histopatolégico (BERGMAN et al., 2007). Observou-se, neste estudo, que um caso de
melanoma em pele possuiu uma elevada taxa de proliferacdo celular, quando comparado a
outros casos de cavidade oral que, na histopatologia, possuiam caracteristicas de malignidade
mais exacerbadas. Por outro lado, a determinagdo da fraccdo de crescimento pelo Ki-67
podera também ser util na distincao entre tumores benignos e malignos (OHSIE et al., 2008).
Baseado nos dados estatisticos foi possivel observar que a proliferagdo celular foi mais
significativa nos melanomas malignos que nos benignos. No melanoma oral do cdo, uma
fraccdo proliferativa determinada pelo Ki-67, superior a 15%, parece estar associada a taxas
de sobrevida inferiores a 1 ano (BERGIN et al., 2011). Dos casos positivos localizados na
cavidade oral (7/12), um apresentou indice de proliferagdo superior a 15%.

Os resultados do presente estudo contrariam os obtidos por Millanta et al. (2002), em
que o MIB-1 foi estatisticamente superior em melanomas orais do que nos cutaneos e
corrobora com o relatado por Sevastre et al. (2012). Um estudo realizado em cdes demonstrou
que os melanocitomas apresentaram imunorreatividade para o Ki-67 quatro vezes menor que
os melanomas malignos (MILANTTA et al.,, 2002). Dentre os casos em que houve
imunorreatividade para o Ki-67, a maioria era de cavidade oral, porém em relacdo a marcacdo
da proliferacdo celular, no presente estudo, um caso de melanoma cutaneo se destacou pela
alta quantidade de células com marcacdo positiva. Ao considerar essa informacdo, pode-se
afirmar que a proteina Ki-67 deve ser utilizada em conjunto com outros parametros, como o
indice mitdtico para assegurar uma analise precisa do tumor na base no potencial proliferativo
(ELSTON et al., 1993; SPYRATOS et al., 2002).

N&o houve associacao estatistica entre a imunorreatividade pelo Ki-67 e a presenca de
atividade juncional. Dados semelhantes foram encontrados por Sevastre et al. (2012) em que
também ndo foram encontradas correlac@es entre a fracdo de crescimento e o indice mitético
com linfécitos infiltrantes nos melanomas orais e cutaneos. Por outro lado, Spangler e Kass
(2006), verificaram que, nos tumores malignos, a presenca da atividade juncional pode causar
um impacto negativo na sobrevida dos animais.

A atipia nuclear estd correlacionada a imunorreatividade ao Ki-67 em todos o0s
tumores melanociticos, o que contraria ao observado por Millanta et al. (2002) em que o grau
de atipia ndo foi significativo. Um alto grau de atipia nuclear estd associado a um mau
progndstico, e pouca ou nenhuma atipia estd associado a um prognostico favoravel
(SPANGLER; KASS, 2006; BERGIN et al., 2011), no entanto, a avaliacdo deste parametro
esta sujeita a variagdo interobservador e por isso, o grau de atipia nuclear foi avaliado para as
neoplasias melanociticas com base nos critérios descritos por Spangler e Kass (2006), sempre
pelo mesmo observador (SMEDLEY et al.,, 2011). O grau de infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario ndo apresentou valor progndstico, fato ja observado em estudos anteriores
(HAHN et al., 1994).

Smedley et al. (2011) descrevem que a ulceragdo das neoplasias melanociticas
cuténeas esta associada com um tempo de sobrevivéncia significativamente menor (p=0,023)
e outros autores também mencionam que trata-se de um fator progndstico independente
(p=0,065) (LAPRIE et al., 2001). Por outro lado, ndo foi observada correlacdo entre ulceracao
e a imunorreatividade ao Ki-67, fato ja descrito por outros autores para tumores melanociticos
com localizacdo oral, cutanea ou no leito ungueal (SCHULTHEISS et al., 2006; SMEDLEY
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et al., 2011). N&o foi possivel, neste estudo, correlacionar presenca de areas ulceradas com o
desfecho clinico.

Seguindo a técnica de Bergin et al. (2011), os nucleos marcados positivamente para
Ki-67 foram contados em objetivas de 40x em ocular com reticula, e as areas sob a regido de
ulceracdo foram evitadas (SMEDLEY et al., 2011). A escolha da contracoloracdo seguiu o
protocolo descrito por Ramos-Vara (2005) para imuno-histoquimica de melanomas, uma vez
que Giemsa é mais estavel do que Azure B para evidencia¢do da imunorreatividade.

A localizagéo tem sido ao longo dos anos um importante fator progndstico (BOLON;
CALDERWOOD; HALL, 1990). Melanomas em mucosas (principalmente na cavidade oral)
sdo os locais historicamente considerados malignos, porém dados adicionais sugerem que um
pequeno subconjunto de tumores orais e labiais sdo, do ponto de vista microscopicos, bem
diferenciados e podem se comportar de forma benigna (ESPLIN, 2008). Apesar da maioria
dos casos que apresentaram imunorreatividade estarem localizados na cavidade oral, tais
dados podem justificar o comportamento menos agressivo de alguns destes, com bases nos
achados histoldgicos e posterior imuno-marcacao com Ki-67.

Este anticorpo pode ser utilizado em amostras fixadas em formol e incluidas em
parafina, o que facilita claramente os estudos da cinética celular em uma variedade de
tumores, entretanto existem fatores técnicos, como a fixacdo, a diluicdo do anticorpo, 0s
sistemas de detec¢cdo, os métodos de pré-tratamento que podem influenciar os resultados e
causar variacdes entre os diferentes estudos (YANG et al., 1996). Por tratar-se de um estudo
retrospectivo, durante a realizacdo da técnica, situacdes descritas acima foram, por vezes,
observadas.

A proliferagdo celular se apresenta como uma caracteristica comum de ceélulas
malignas e visto isso, a imuno-histoquimica para a expressdo da proteina Ki-67 tem sido uma
importante ferramenta no prognostico e tratamento do cancer (KAUSCH et al., 2003). O
indice mitdtico e a imunorreatividade com Ki-67 parecem ser muito Uteis para distin¢do de
tumores malignos de benignos (GROSS et al., 2005; BABA et al., 2007) e para estabelecer
um prognéstico e plano terapéutico (RAMOS-VARA et al., 2000 e SMEDLEY et al., 2011).
O antigeno Ki-67 (MIB-1) é o principal marcador das células em proliferacdo (FOURNEL-
FLEURY et al., 1997; KIUPEL et al., 1999; SUZANO et al., 2008). O anticorpo Ki-67 (MIB
1) ndo constava no painel de rotina utilizado no Setor de Anatomia Patoldgica e o referido
trabalho foi importante para a padronizacdo do protocolo e uso deste no auxilio do
prognostico das diversas neoplasias.

CONCLUSOES

Ha correlacdo entre a imunorreatividade ao Ki-67 e a quantidade de mitoses por 10
campos independente da localizagdo e classificacdo histoldgica dos melanomas.

A fracdo de crescimento tumoral determinada pelo Ki-67 varia significativamente entre
tumores melanociticos localizados na cavidade oral, pele e em leito ungueal.

Na variante benigna, o indice proliferativo € menor quando comparado com as
neoplasias malignas.

Um Unico método de contagem pode ser efetivo para todos os tipos de neoplasias
melanociticas independente da sua localizacéo e/ou classificagéo.
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