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Resumo

O melanoma é uma neoplasia dos melandcitos, células que estdo presentes em
diversas localizagdes, como a pele, mucosa oral e jun¢Bes mucocutdneas do labio e dos
digitos. Esta é a neoplasia oral mais comum em cées, tendo por norma um comportamento
bastante agressivo.

Dada a natureza desta neoplasia, que na maioria dos casos apresenta um mau
prognostico associado a um tempo de sobrevida curto mesmo com recurso a tratamento, nasce
a necessidade de dar uma resposta mais urgente no momento da sua suspeita quanto a
previsibilidade do seu comportamento.

De forma a perceber quais os fatores de prognostico mais importantes no melanoma
e a sua relacdo com a sobrevida, realizou-se uma revisao sistematica da literatura, na qual se
pdde verificar que os fatores de prognoéstico com maior frequéncia de avaliagdo sdo o indice
mitdtico, o indice de Ki67 e a dimens&o tumoral.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o significado progndéstico da resposta
inflamatdria e imunitaria do organismo, através do calculo do racio neutrofilo/linfécito no
momento do diagndstico de melanoma oral, e perceber como se traduzem os resultados
obtidos no progndstico e sobrevida dos animais.

Avaliaram-se entdo, os hemogramas de 16 cdes diagnosticadas com melanoma oral,
obtendo-se assim uma mediana para o racio neutrofilo/linfécito de 3,7. Esta mediana foi usada
como valor ‘cut-off’, que quando avaliado em relagdo a sobrevida, permitiu concluir que os
cdes com um valor inferior a este, atingiram uma mediana de sobrevida de 13 meses,
enguanto que os cdes com um racio superior a este apresentarem uma mediana de sobrevida
de apenas 7 meses. Encontrando assim uma diferenga estatisticamente significativa (p =
0,044) na comparacao entre os 2 grupos, e concluindo que o racio neutrofilo/linfocito possui

valor como indicador progndstico neste estudo.

Palavras-chave: melanoma; cdo; prognostico; ratio neutrofilo/linfocito; sobrevida;
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Abstract

Melanoma is a neoplasm originating in menalocytes that are present in various
locations, such as the skin, oral mucosa and mucocutaneous joints of the lip and digits. This is
the most common oral neoplasia in dogs, with a very aggressive behavior.

Given the nature of this neoplasm, which in most cases is presented with a poor
prognosis associated with a short survival time even with treatment, the need arises to give a
more urgent response at the time of its suspicion of the predictability of its behavior.

In order to understand the most important prognostic factors in melanoma and its
relation with survival, a systematic review of the literature was carried out, in which it was
verified that the prognostic factors with higher frequency of evaluation are the mitotic index,
Ki67 index and the tumor size.

The present study aims to evaluate the prognostic significance of the inflammatory
and immune response of the organism by calculating the neutrophil / lymphocyte ratio at the
time the oral melanoma is diagnosed and to understand how the results obtained in the
prognosis and survival are translated for the animals.

Hemograms of 16 dogs diagnosed with oral melanoma were then evaluated, resulting
in a median for the neutrophil / lymphocyte ratio of 3.7. This median was used as a cut-off
value, which when evaluated in relation to survival, allowed to conclude that dogs with a
lower value reached a median survival of 13 months, while dogs with a ratio higher than have
a median survival of only 7 months. Finding a statistically significant difference (p = 0.044)
in the comparison between the 2 groups, and concluding that the neutrophil / lymphocyte ratio

was a useful prognostic indicator in this study.

Keywords: melanoma; dog; prognosis; neutrophil / lymphocyte ratio; survival,
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1. Relatorio de Estagio

1.1.Hospital Veterinario Berna

O estégio curricular no Hospital Veterinario Berna foi realizado durante 6 meses, sob
a orientacdo e supervisdo do Dr. Joaquim Henriques e da Dr.2 Patricia Duarte,
maioritariamente ao servico da Oncologia, Medicina Interna e Cirurgia. Iniciou-se no dia 1 de
setembro de 2017 e terminou dia 3 de marco de 2018, sempre num esquema de 4 semanas
rotativas, que permitiu presenciar os diferentes turnos diurnos. Este esquema de horario
consistiu em 8 horas de trabalho diarias, incluindo fins de semana, com duas folgas semanais,
perfazendo um total de cerca de 1056 horas.

O Hospital Veterinario Berna pertence a OneVet Group desde 2012 e esta localizado
na Avenida de Berna, N°35C. Contempla diversas areas dentro da medicina veterinaria, sendo
o0 hospital de referéncia em Oncologia, com recurso a métodos avancados de diagndstico e
tratamento, como é o caso da tomografia computorizada e eletroquimioterapia,
respetivamente.

Este hospital é contemplado por uma equipa multidisciplinar, constituido por
médicos veterinarios com experiéncia em todas as areas da medicina veterinaria de animais de
companhia, aberto todo o ano, 24 horas por dia com servico de urgéncia garantido por um
enfermeiro e um médico veterinario.

No Hospital Veterinario Berna podemos ter acesso a especialidades como a
acupunctura, dermatologia, medicina interna, oncologia, alimentagdo e nutricdo, medicina
preventiva, medicina felina, oftalmologia, cardiologia, hematologia, ortopedia, e ainda,
medicina dentéria. Dentro destas especialidades podemos ter acesso a todo o tipo de servicos
como 0s meios de diagnostico de imagem, raio x digital, ecografia, ecocardiografia e
tomografia computorizada. Neste hospital existe também um banco de sangue, bloco
operatorio, laboratério de analises e internamento para os animais de companhia 24 horas por
dia.
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1.2.Atividades desenvolvidas

Durante o estagio foi possivel acompanhar as diversas especialidades e servi¢cos do
hospital.

No primeiro turno, de cirurgia, baseou-se na preparacdo do paciente, desde a
chegada, ao exame clinico béasico, preparacdo pré-cirurgica, anestesia, cirurgia e recobro.
Posto isto, foi possivel adquirir conhecimentos gerais sobre Anestesia e Cirurgia ao longo de
todo o estagio, mais especificamente, no acompanhamento do paciente, realizando-se
procedimentos como a colocagédo de cateter, entubacdo endotraqueal, tricotomia, desinfecéo e
limpeza da zona de incisdo, auxilio ao cirurgido durante os procedimentos, registo da
monitorizacdo anestésica e realizacdo de cirurgias eletivas de castracdo de gatos e
ovariohisterectomias em cadelas. Por fim, foi ainda possivel assistir a procedimentos de
minima invasdo, como endoscopias, broncoscopias, rinoscopias e laparoscopias. Para além
disso, realizaram-se diversos procedimentos orais, no que toca a extracdo de dentes ou higiene
profissional da cavidade oral.

A semana seguinte dedicou-se maioritariamente ao servico de internamento. O
internamento deste hospital é separado em cdes, gatos e infeciosas, dando a hipétese de poder
assistir a todo o tipo de tratamentos efetuados, como recolhas de sangue, transfusées, recobro
pos-cirdrgico e cuidados intensivos. Realizaram-se procedimentos como a manutencdo de
higiene, alimentacdo, monitorizacdo dos sinais vitais, administracdo de medicamentos pelas
diversas vias de administracdo, medicfes da pressdo arterial e colheitas de sangue para
seguimento. Durante este turno, nas horas mais leves, foi também possivel assistir a consultas
de todo o tipo de especialidades, como a medicina preventiva, medicina felina, cardiologia,
medicina interna, ortopedia, oftalmologia e consultas de seguimento de oncologia.

Na terceira semana, a de Oncologia, baseia-se na presenca em consultas de oncologia
com o Dr. Joaquim Henriques, planeamento de tratamentos, estadiamento e também diversos
conhecimentos foram adquiridos no que toca a conceitos éticos e de preparacdo do cliente
para o0 paciente oncoldgico. Procedimentos como a puncdo aspirativa por agulha fina de
massas suspeitas de neoplasias, assim como a sua preparacdo laboratorial e interpretacdo
microscopica foram realizados. Nesta semana também foi possivel auxiliar em sessdes de
quimioterapia, obtendo conhecimentos quanto a preparacao dos farmacos citotoxicos e regras

essenciais para a execucdo deste tipo de terapia, realizando mesmo a preparacdo e
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administracdo destes farmacos. Ainda durante este periodo foi possivel assistir ao tratamento
de pacientes oncologicos com outras terapias, nomeadamente a eletroquimioterapia,
imunoterapia e crioterapia.

A quarta, e Ultima semana deste esquema rotativo, gira a volta da Imagiologia. Visto
que o hospital apresenta diversos meios de diagnostico imagioldgico foi possivel assistir,
auxiliar e adquirir conhecimentos quanto a radiografia, ecografia, ecocardiografia e

tomografia computorizada.
Distribuicdo quanto as Especialidades

3%

11%

Total: 620 casos

= Oncologia = Cardiologia Medicina Felina
Medicina Preventiva = Ortopedia = Medicinas Alternativas
= Medicina Interna = Dermatologia = Medicina Dentaria

= Imagiologia (referenciados)

Graéfico 1 — Comparacéo percentual da casuistica observada nas diferentes especialidades.

O grafico 1 ilustra a distribuicdo, relativamente as diferentes especialidades, dos
cerca de 620 casos acompanhados no Hospital Veterinario de Berna. Como seria de esperar, a
grande maioria sdo casos oncoldgicos dado este hospital ser um centro de referéncia, com 280
casos observados, 75 na cardiologia, 65 em medicina felina, 47 casos seguidos apenas em
imagiologia, maioritariamente na tomografia computorizada, por referéncia de outros
hospitais ou clinicas, 40 de medicina interna, 30 casos em ortopedia, 25 em medicina dentaria,
23 em medicinas alternativas, maioritariamente sessdes de acupunctura, 20 em medicina
preventiva, no aconselhamento cirdrgico quanto a esterilizacdo, planos vacinais e de
desparasitacéo e, por fim, 15 casos acompanhados pela dermatologia.

Em geral, foi possivel adquirir diversos conhecimentos em diversas areas, mas para

além disso também se criou oportunidades para realizar tarefas no contexto pratico de um
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médico veterinario. Tarefas essas que incluem a realizacdo de anamneses, consultas, colheitas
de sangue e urina com a realizacdo das técnicas de laboratério e interpretacdo das mesmas.
Foi também possivel, no tratamento de diversos pacientes, realizar a venopuncdo para
colocacdo de cateter e sistema de vendclise, medicdo de glicémia, drenagem de liquidos de
derrames cavitarios, colocacao ou substituicdo de pensos, eletrocardiogramas e remocédo de
pontos.

Por fim, procedimentos de ressuscitacdo num contexto de urgéncia foram também
auxiliados, tanto em pacientes neonatos como em adultos, no que diz respeito a colocacao de
cateteres intradsseos em neonatos, ou a colocacdo de tubo endotraqueal, administracdo de
farmacos de ressuscitacdo e manobras respetivas.

Uma vez por semana é realizado um Journal Club, que consiste numa apresentacéo
de uma hora, todas as semanas, por uma pessoa diferente, abordando diversos temas da
medicina veterinaria em contexto pratico. Durante esta hora apresenta-se, discute-se e reflete-
se sobre esse mesmo tema, que fica ao encargo de um médico veterinario ou estagiario. No
ambito de contribuir para a realizacdo desta tarefa, foi possivel ficar a cargo da
responsabilidade de dinamizacdo de uma das semanas, realizando uma apresentacdo sobre o

Melanoma em cées e gatos.
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2. Introducao

O cancro é uma doenca do genoma, resultado de alteragdes no acido
desoxirribonucleico (ADN) que desregulam a estrutura genética e a sua funcdo. Em todas as
neoplasias existe um fator comum, ou a sua expressdo genética foi alterada, ou entdo o
genoma celular foi modificado. Existe entdo um erro inerente a taxa de replicagdo do ADN,
sendo que todos os organismos multicelulares sdo suscetiveis ao desenvolvimento de uma
neoplasia se sobreviverem tempo suficiente, pois as mutacbes necessarias para O
desenvolvimento de uma neoplasia ocorrerdo eventualmente (Donald, 2016).

Segundo Withrow, Vail & Page (2012), ao longo de varias décadas tornou-se claro
que o cancro é uma doenca com forte componente genética. As novas tecnologias permitem
investigar ao certo como é que a componente hereditaria desta doenca se deixa influenciar
pela epigenética do organismo e pelo seu ambiente envolvente.

Ora para compreender isto € necessario ter bem assente que o cancro ndo é uma
doenga simples. O termo ‘cancro’ descreve um grande nimero de doengas cujo Unico fator
comum é um crescimento e proliferacdo celular descontrolado. Um conceito bem aceite
universalmente é de que esta doenca é uma doenca genética, mas que nem sempre é
hereditaria. Os tumores resultam de uma acumulacdo de mutacGes que eliminam os contornos
normais de proliferacdo e integridade genética das células sométicas.

O melanoma é um tumor que surge dos melandcitos, células geradoras de melanina
através do melanossoma, por uma série de glicoproteinas melanosomaticas (Withrow, Vail, &
Page, 2012).

Este tumor € uma neoplasia maligna que ocorre em diversas espécies animais, sendo
o tumor oral mais frequentemente diagnosticado em cdes (Bergman, Kent, & Farese, 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 doenga (Ottnod et al., 2013).

O melanoma em cédes € uma neoplasia com um comportamento biolégico muito
variavel, existindo muitos estudos que definem marcadores de prognostico para esta
neoplasia, mas poucos sdo 0s que os avaliam. Para além disso, ndo existe um critério
universalmente aceite pela comunidade cientifica no que diz respeito aos critérios de
prognostico para estes tumores, complicando assim as conclusdes que se poderiam tirar dos

poucos estudos que existem (Smedley, Spangler, et al., 2011).
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A natureza agressiva do melanoma em humanos e animais, com tempos de
sobrevivéncia curtos e beneficios minimos obtidos através do tratamento cirdrgico e terapias
adjuvantes, reforca a importancia da realizagdo 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).

Diversos estudos reportam que um racio neutrofilo linfocito (RNL) elevado esta
associado a um pior prognostico em varios tipos de cancro na medicina humana (Lino-Silva,
Salcedo-Hernandez, Garcia-Pérez, Meneses-Garcia, & Zepeda-Najar, 2017).

O RNL apresenta também resultados positivos em humanos como fator prognostico
em eventos cardiacos, nomeadamente na insuficiéncia cardiaca aguda descompensada
(Uthamalingam et al., 2011), em endocardites infeciosas (Bozbay & Uyarel, 2015), ou apos
intervencgdes coronarias, em pacientes com enfartes de miocérdio (Park et al., 2013).

A sua significancia esta também a ser investigada como fator preditivo e progndstico,
em pacientes humanos, com perda de audi¢do neurosensorial secundaria a diabetes mellitus
(Ulu et al., 2014)

As interagcfes entre os tumores e a resposta inflamatdria € bastante complexa, mas a
evidéncia demonstra que a resposta inflamatéria apresenta um papel bastante importante na
progressdo tumoral. As mudangas na resposta inflamatoria sistémica refletem-se na medicao
de alguns pardmetros sanguineos, tais como, o RNL, a proteina c-reativa, contagem

plaquetéria e o valor basal de neutréfilos (Lino-Silva et al., 2017).

3. Melanoma no cao

3.1.Generalidades

O melanoma é um tipo de tumor relativamente comum em cées, especialmente
naqueles com niveis significativos de pigmentacdo da pele, sendo relativamente raro em gatos
(Withrow et al., 2012).

Os melandcitos podem dar origem a um diverso grupo de neoplasias com variada
distribuicdo anatomica, apresentacdo clinica, classificacdo histopatoldgica e comportamento
bioldgico. Embora sejam essencialmente abundantes na pele, onde exibem um papel critico na
pigmentacdo da pele e protecdo contra a exposi¢do solar, também poderdo estar presentes
noutros locais do organismo onde apresentam fungdes adicionais ainda ndo inteiramente

compreendidas. A maioria das neoplasias surge dos melandcitos na pele, embora possam
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ocorrer de melandcitos autdctones de inimeros 6rgdos internos, incluindo o sistema nervoso
central (Bastian, 2014).

3.2.Epidemiologia

Num estudo retrospetivo acerca de neoplasias em animais domesticos, foram
diagnosticadas 2154 neoplasias entre 2000 e 2006, na Universidade de S&o Paulo, Brasil. As
neoplasias melanociticas compreendiam 8,9% das neoplasias registadas, sendo que em 193
casos, 186 ocorreram em caes (96,4%) e apenas 7 em gatos (3,6%), (Haass et al., 2010).

Em cdes, dois tercos dos melanomas cutaneos sdo benignos, denominados
melanocitomas, e apenas um terco € maligno. Embora, ocasionalmente, possa ocorrer a
transformac&o de benigno em maligno (Blackwood, 2011).

A maioria dos casos de melanoma maligno desenvolve-se na cavidade oral e nas
juncbes mucocutaneas dos labios e digitos. Aproximadamente 10% dos melanomas malignos
origina-se na pele coberta por pelo, existindo uma predilecéo pela pele da cabeca e do escroto.
Em gatos, a maioria dos melanomas malignos surge na pele, comparando com melanomas da
mucosa.

A maior incidéncia da-se em cées entre 0s 6 e 0s 15 anos, com o pico de incidéncia
entre os 10 e os 13 anos de idade. As ragas com maior risco de ocorréncia de doenga sao o
schnauzer, o schnauzer miniatura, o schnauzer gigante, o chow chow, o shar pei e o scottish
terrier, por ordem de maior probabilidade. Existem, ainda assim, outras racas bastante
descritas na literatura, como o dobermann pinscher, o golden retriver e o cocker spaniel. Ndo
parecendo existir uma predisposicao quanto ao género no cao (Goldschmidt & Goldschmidt,
2016).

3.3.Etiologia

Em humanos, o melanoma maligno é considerado como a neoplasia de pele mais
agressiva, resistente a terapia e mortal conhecida (Haass et al., 2010).

O melanoma pode surgir da ocorréncia de mutacGes por repetida e intensa exposicao
aos raios ultravioleta (UV), sendo considerado como a neoplasia com maior evolucdo de
incidéncia atualmente. Diversos estudos sugerem que a etiologia do melanoma é multifatorial
e ndo apenas relacionada com a mutacdo devido & exposicdo aos raios UV. Visto que a
maioria das racas de cdes tem a pele protegida por pelo, a probabilidade de a causa priméria

ser esta é bastante baixa. Ainda assim, 0os melandcitos danificam-se e dividem-se sempre que
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existe um evento traumatico na pele, ou se existir um trauma constante, como no caso da
lambedura crénica ou queimaduras (Bergman et al., 2012).

Diversos fatores etiol6gicos parecem estar correlacionados com o aparecimento desta
neoplasia em cées, incluindo a consanguinidade, traumas, exposi¢do a quimicos, hormonas e
suscetibilidade genética (Modiano, Ritt, & Wojcieszyn, 1999).

As modificacdes genéticas e epigenéticas nos melandcitos, que levam a alteracdes na
expressdo e funcdo dos genes e proteinas envolvidos no ciclo do controlo celular e apoptose,
estdo certamente envolvidas no desenvolvimento de melanomas (Nishiya et al., 2016).

A divisdo celular desempenha um papel bastante importante na funcdo normal de
diversas células. Existem diversas reacdes genéticas e bioquimicas que controlam o ciclo
mitdtico celular, no qual uma célula se divide em duas. Cada célula terd um destino diferente
no seu ciclo celular, saindo do mesmo ou submetendo-se a morte celular, apoptose, que é, em
ultima instancia, determinada pela agdo de sinais proliferativos e antiproliferativos (Weinberg,
1995).

Os genes supressores tumorais sdo responsaveis pela verificacdo e controlo da
proliferacdo celular, codificando proteinas que inibem ou previnem a progressdo e
proliferacdo celular, as custas da sobrevivéncia individual celular (Levine, 1997; Wynford-
Thomas, 1997). Ja os protooncogenes encarregam-se de codificar proteinas que promovem a
progressao e proliferacdo celular, sendo que, mutagcdes em qualquer um destes podera resultar
na proliferacdo de células neoplasicas (Hunter, 1997).

Ainda assim, ndo existe consenso internacional quanto a etiologia desta neoplasia
(Smith, Goldschmidt, & McManus, 2002).

4. Classificacdo do melanoma

Os melanoblastos sdo células neuroectodérmicas na sua origem e, durante o seu
desenvolvimento fetal, migram para a pele e foliculos pilosos. As células maturas produtoras
de pigmento denominam-se entdo melandcitos, que sdo células dendriticas encontradas entre a
camada basal dos queratindcitos da epiderme e os foliculos pilosos, mas também, segundo
Smith et al. (2002), nas membranas mucosas e olhos.

A melanina produzida pelos melandcitos é armazenada nos melanossomas, sendo
feita a sua progressdo para 0s queratindcitos por um processo conhecido como citocentria. Os
melanossomas que se acumulam no citoplasma dos queratindcitos tém como propdsito a

protecdo da pele contra efeitos nefastos como a radiacdo UV. As neoplasias melanociticas



A~ndré Campos | O Racio Neutrofilo/Linfécito como fator de progndstico para melanomas da cavidade oral em
caes

podem ser classificadas em benignas ou malignas, sendo que os melanomas malignos sao
considerados como neoplasias malignas originarios dos melandcitos, enquanto que 0s
melanocitomas sdo a sua forma benigna (Goldschmidt & Goldschmidt, 2016).

O melanoma é a neoplasia oral mais comum em cées (Bergman, 2007), podendo
ocorrer em gatos e humanos, mas com muito menor frequéncia (Brenden, Eriksen, &
Kristensen, 2009; Liptak & Withrow, 2013). O local mais comum de ocorréncia desta
neoplasia na cavidade oral € a mucosa gengival (figura 1), (Ramos-Vara et al., 2000),
afetando também outros locais, como a lingua (figura 2), onde € considerado como o
diagnostico diferencial mais comum, principalmente em racas como o chow chow e o shar pei
(Dennis, Ehrhart, Duncan, Barnes, & Ehrhart, 2006).

Figura 1: Melanoma gengival. Imagem Figura 2: Melanoma lingual na lingua de

gentilmente cedida pelo Dr. Hugo Gregorio. um céo bastante pigmentada (Withrow et
al., 2012).

O melanoma oral maligno é uma doenca localmente agressiva, com invasdo do 0sso
em 57% das lesbes, metastizagdo para os linfonodos proximais em 30,3% a 74% e,
metastizacdo para os pulmdes e outros 6rgaos em 14% a 92% dos casos (Liptak & Withrow,
2013).

A segunda neoplasia do digito mais comum em cdes ¢ o melanoma (figura 3), (Smith
et al., 2002), com grande componente de invasdo local associada a lise 6ssea bastante evidente
(Henry et al., 2005).
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Figura 3: Melanoma interdigital entre o digito n°3 e 4
(Withrow et al., 2012).

Para além da invasdo local, frequentemente ocorre metastizacdo regional para 0s
linfonodos e distante para outros 6rgdos (Smith et al., 2002).

Ja os melanomas cutaneos (figura 4) apresentam-se tipicamente com um
comportamento benigno em cées, & excecdo de melanomas que se desenvolvem nas juncdes
mucocutaneas (Spangler & Kass, 2006). Esta neoplasia é mais frequente em cdes com a pele
muito pigmentada, com uma incidéncia de 0,8% a 2% de todas as neoplasias cutaneas em caes
(Williams & Packer, 2003). Os locais mais comuns de ocorréncia da sua vertente benigna séo
a face, junto as palpebras, no tronco e extremidades. J& a sua forma maligna € mais

frequentemente observada na cabega, abdomen ventral e no escroto (Smith et al., 2002).

Figura 4: Melanoma cuténeo. Imagem gentilmente

cedida pelo Dr. Hugo Gregdrio.
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Os tumores melanociticos oculares, benignos ou malignos, podem ocorrer tanto em
humanos como nos nossos animais domesticos (figura 5), afetando as palpebras, conjuntiva, a
Orbita, o limbo e a Uvea. Tém geralmente um comportamento pouco agressivo, comparado ao
do melanoma oral, sendo 0 melanoma da Uvea mais agressivo do que o melanoma epibulbar.
Por vezes, principalmente os mais pigmentados, podem ter um comportamento agressivo,
com invasdo local e desenvolvimento de metéstases regionais e distantes (Dubielzig, Ketring,
Mclellan, & Albert, 2010).

ol 43 , ,
Figura 5: Cdo com melanoma ocular juntamente a iris

e projecdo extraocular (Nishiya et al., 2016).

5. Diagnostico

Os melanomas em cdes tém um comportamento bioldgico bastante diverso,
dependendo de uma grande variedade de fatores (Withrow et al., 2012). Os fatores primarios
que determinam o comportamento bioldgico séo a localizagdo anatdmica, o estadiamento e 0s
parametros histologicos (Spangler & Kass, 2006).

Diversos tipos de lesbes e tumores pigmentados poderdo assemelhar-se a tumores
melanociticos, tanto do ponto de vista clinico, como citologicamente e histologicamente. Uma
arvore de decisdo diagnostica baseada na execucdo de técnicas imunohistoquimicas que
reconhecam anticorpos especificos para linhagens restritas de antigénios ird,
progressivamente, direcionar estes casos para um diagnostico definitivo de melanoma, tendo
em conta a apresentacdo clinica e morfoldgica da neoplasia como guia para a sele¢cdo dos
testes imunoldgicos (Modiano et al., 1999).

11
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5.1.Historia e Sinais Clinicos

Diversos sintomas estdo correlacionados com a presenca de uma neoplasia oral.
Podera existir halitose, hipersialia, disfagia, hemorragia, dentes ausentes ou deslocados,
edema facial, anorexia, perda de peso ou linfadenopatia regional. Os tutores frequentemente
trazem o seu cdo ou gato ao médico veterinario por denotarem a presenca de uma massa oral
(Donald, 2016).

Os tumores da pele sdo das neoplasias mais comuns em medicina veterinéria, tanto
por serem faceis de identificar pelos tutores, como por chamarem a atencdo do médico
veterinario em consulta. Séo, geralmente, faceis de remover e enviados para histopatologia
(Goldschmidt & Goldschmidt, 2016).

O melanocitoma é um tumor benigno dos melandcitos que pode ser encontrado na
epiderme, derme ou na adnexa, mais concretamente, na camada externa da raiz dos foliculos
pilosos. A maioria dos melanocitomas sdo faceis de diagnosticar devido a presenca de
melanina, que é geralmente abundante e facil de visualizar. No entanto, ndo é possivel
distinguir um melanoma maligno de um melanocitoma apenas ao exame macroscopico, sendo
gue, um melanoma maligno pode apresentar-se muito pigmentado ou ausente de pigmentacéo.
Ainda assim, se o tumor tem um comportamento agressivo, invadindo o tecido subcutaneo e
os planos fasciais adjacentes, deve ser considerado maligno e confirmado através da
histopatologia (Goldschmidt & Goldschmidt, 2016).

Nas espécies domésticas, 0 melanoma cutaneo, oral e ocular é bastante variavel na
sua aparéncia morfolégica e histoldgica, assim como na quantidade de melanina que
apresentam (Smith et al., 2002). A relacdo entre o tipo de celulas que apresenta e a
malignidade ainda ndo esté corretamente estabelecida, ndo sendo ainda possivel correlacionar
um diagndstico histopatolégico de malignidade com o comportamento biolégico do tumor
(Bolon, Mays, Hall, Calderwood Mays, & Hall, 1990).

Apesar dos tumores do olho em animais de companhia serem relativamente raros,
assumem um papel crucial devido a importancia da viséo e do efeito prejudicial a funcéo do
olho, até mesmo em tumores de pequenas dimensdes (Dubielzig, 2016).

A apresentacdo clinica é bastante variavel e pode incluir, para além da presenca de
uma lesdo proliferativa, glaucoma, hifema e uveite (Rovesti, Guandalini, & Peiffer, 2001). Na
maioria das vezes, a lesdo comeca por apresentar um aumento da pigmentacdo da iris,
progredindo para invasdo da esclera e até mesmo das estruturas intraoculares (Enache,
lonascu, Boydell, & Scase, 2013).

12
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Num estudo comparativo, que englobou 64 cdes com tumores do digito, a
apresentacdo clinica mais comum foi a de uma massa digital, em 73% dos casos, sendo que
42% se apresentava apenas com claudicagdo do membro afetado e 26,5% com ambas. A
ulceracdo do digito estava presente em 28% dos casos e a fratura da unha ou do digito afetava
12,5% dos cées. E também de importante énfase que a grande maioria dos tumores ocorreram
nos membros toracicos e igualmente distribuidos entre todos os digitos, sendo o primeiro

digito o menos afetado (Henry et al., 2005).

5.2.Diagn0stico citoldgico e histoldgico

A citologia é uma ferramenta rapida, facil e barata para diagndstico de maltiplas
patologias, incluindo processos neoplasicos. Apresenta diversos beneficios, o risco da técnica
de puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) € minimo, anestesia ou sedacdo ndo sao
geralmente necessarias e ndo € preciso processar a amostra, podendo esta ser avaliada muito
mais depressa comparando com a histopatologia. Ainda assim, apresenta as suas limitacfes
devido a falta de arquitetura dos tecidos e da variabilidade celular que pode apresentar.
Obtendo assim, por vezes, diagnosticos inconclusivos ou mal interpretados. E por esta razio
que a citologia deve ser sempre acompanhada de outros exames complementares, como a
bidpsia para histopatologia ou imunohistoquimica, obtendo um diagnéstico mais fidedigno e
completo (Barger, 2012).

Em medicina veterinaria, 0 exame microscépico das citologias € uma ferramenta de
diagndstico de valor inquestionavel e aplicavel a diversos sistemas organicos. Uma amostra
colhida por PAAF é sem duvida o metodo de eleicdo para obtencdo de amostras de massas
superficiais (Ghisleni et al., 2006), tanto em humanos (Daskalopoulou et al., 1998), como em
animais (Griffiths, Lumsden, & Valli, 1984).

Ghisleni et al. (2006) realizaram um estudo em que tinham como objetivo comparar
a citologia com a histopatologia numa série de massas cutaneas e subcutaneas no cdo e no
gato. Obtiveram entdo 292 amostras de ambos os tipos de massas, todas palpaveis, obtidas por
PAAF para citologia e biopsia cirtrgica para histopatologia. Desse total de amostras, 176
eram correspondentes com processos neoplasicos, sendo que 90,9% foram compativeis entre a
citologia e a histopatologia. No geral, a citologia apresentou ser um método de diagnostico de
confiancga, para o diagndstico de massas cutaneas e subcutaneas na pratica clinica de animais

de companhia.

13
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O melanoma é classificado por alguns autores como uma neoplasia de células
redondas. Mas a verdade € que existe dificuldade na sua caracterizacdo microscopica, Visto
que as suas células podem apresentar-se do tipo epitelial, mesenquimatoso ou redondo. Os
melanomas benignos contém, geralmente, tanto pigmento no seu citoplasma que se torna
dificil avaliar as suas células em detalhe, como podemos observar na figura 6. Quanto ao
melanoma maligno, este apresenta frequentemente muito menos pigmentacdo que o benigno,
tornando mais facil a identificacdo de critérios de malignidade, como o nucléolo bastante
proeminente, representado na figura 7 (Barger, 2012).

Figura 6: Imagem citologica de  Figura 7: Citologia de melanoma maligno

melanoma  benigno  com  bastante  (Barger, 2012).

pigmentacdo (Barger, 2012).

A aparéncia citologica desta neoplasia poderd incluir anisocitose e anisocariose
demarcadas, assim como células multinucleadas com menor frequéncia. As células
neoplasicas apresentam um nucleo redondo a oval, proeminente e de grandes dimensdes. O
nucléolo proeminente e de coloracdo palida apresenta quantidades varidveis de citoplasma
acinzentado. A maior parte das células apresenta uma quantidade variavel de melanina com

diversas apresentacfes, como se pode verificar na figura 8 e 9.
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Figura 8: Citologia de melanoma maligno Figura 9: Células neoplasicas com
com pigmento de formato tipo areia nas presenca de pigmento grosseiro e redondo
células neoplasicas (Patterson & Latimer, (Patterson & Latimer, 2001).

2001).

Com menor frequéncia, 0 melanoma poderé tratar-se de um melanoma amelanético ou
desprovido da formacdo de pigmento (figura 10), com variado nimero de mitoses e presencga

de células inflamato6rias acompanhadas de necrose (Patterson & Latimer, 2001).

Figura 10: Células neoplasicas desprovidas de pigmentacdo numa

citologia de melanoma amelanético (Patterson & Latimer, 2001).

A primeira classificacdo histoldgica do melanoma foi proposta por Weiss e Frese em
1947, cuja divisdo foi feita em melanoma benigno, melanoma benigno da derme e melanoma
maligno, com os subtipos do tipo epitelioide, fusiforme, epitelioide e fusiforme, e também do

tipo dendritico.
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Mais tarde, em 1979, Bostock decidiu avaliar a significancia progndstica desta
classificacdo em 34 cées, concluindo que o sistema proposto por Weiss e Frese era de grande
valor como guia morfoldgico e que permitia identificar as diversas categorias histopatoldgicas
tanto para as lesdes benignas como malignas. Mas ainda assim, a sua relevancia quanto ao
prognostico era muito baixa, isto porque no estudo realizado pelo mesmo, 10% dos
melanomas caracterizados histologicamente como benignos apresentaram comportamento
maligno, e em que 5% dos cdes com diagnostico de melanoma maligno ficaram
completamente curados apenas com a excisdo cirurgica do tumor. Nesse estudo, Bostock
comparou melanomas da pele com diferentes indices mitoticos, sendo que o indice mitético se
revelou de grande importancia como fator de progndstico. Posto isto, decidiu que seria mais
facil diferenciar os melanomas em ‘bem-diferenciados’ e ‘pouco-diferenciados’, sem qualquer
subtipo.

Mais tarde, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) reviu este sistema e introduziu
o conceito de ‘melanocitoma’ para classificar todas as variantes congénitas ou adquiridas de
neoplasias originarias dos melandcitos, classificando todas as suas vertentes malignas de,
apenas, ‘melanoma’ (lhrke, Walder, & Affolter, 2005).

Histologicamente, o melanoma maligno pode apresentar-se como sendo do tipo
altamente melandtico ou do tipo altamente amelandtico a anaplasico. Os melandcitos
anaplasicos formam, com frequéncia, ninhos na submucosa numa estrutura mista de células
epiteliais e fusiformes, juntamente com infiltragdo juncional entre as células basais e a
submucosa. Estas células anaplésicas apresentam-se com citoplasma abundante e, um ou mais

nucleos de forma oval e alongada, e um nucléolo bastante evidente, como podemos observar

Figura 11: Melanoma amelanético oral (Nishiya et al., 2016)
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O diagnostico histopatologico do melanoma é, por vezes, um grande desafio,
principalmente se o tumor ndo contém melanina. Estima-se que os melanomas amelanéticos
representem um terco de todos os casos de melanoma em cées, sendo que O Seu aspeto
microscopico podera ser semelhante a carcinomas, sarcomas, linfomas e a tumores
osteogénicos (Nishiya et al., 2016).

A classificacdo histologica das neoplasias em benignas e malignas é geralmente
associada ao progndstico e tempo de sobrevivéncia, mas nao é o suficiente, pois em diversas
publicacdes obtemos classificacdes morfoldgicas distintas que por si sé dificultam a avaliacdo
e previsdo final (R. Smedley, 2012).

Em termos de previsdo de comportamento destas neoplasias, a atipia nuclear e o
indice mitético sdo os fatores que apresentam maior valor preditivo nos variados locais
anatémicos, tendo sempre em conta que nenhum parametro deve ser usado isoladamente para
obter uma apreciacdo de prognostico. Os critérios histoldgicos apresentados na tabela 1 sédo o0s
descritos para melhor caracterizar o ndcleo em muito ou pouco diferenciado, para que as
categorias subjetivas de médio, moderado ou severo possam ser mais exatas na definicdo do
grau de atipia. Em casos de leve atipia nuclear o prognostico podera ser favoravel, enquanto
gue em casos com atipia demarcada o prognostico € menos favoravel. E em situacdes de

atipia moderada o prognostico é indeterminado (Spangler & Kass, 2006).

Tabela 1 — Caracteristicas de atipia nuclear

Bem diferenciado ou células melanociticas Células neoplasicas atipicas ou

tipicas indiferenciadas

) Nucléolo de grandes dimensbes ou formato
Nucleo pequeno ) ) o i
irregular, excentricamente posicionado no ndcleo

Nucléolo simples e centrado Mudltiplos nucléolos

Pequeno aglomerado de cromatina

Vertentes de cromatina nuclear a estender-se do

nucléolo até @ membrana nuclear (pode ou néo Em alguns casos existem multiplos nucléolos
existir) que estdo aleatoriamente ligados a superficie interna
Condensacao da cromatina ao logo da superficie da membrana nuclear porque finas vertentes de
interior da membrana cromatina e que ddo a aparéncia de um nucleo
Células que ndo apresentam nucléolo contém grosseiramente vacuolar

uma fina e dispersa cromatina na periferia do nicleo
(Spangler & Kass, 2006)
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Quanto ao indice mitotico, este deve ser determinado através da contagem de figuras
mitéticas em 10 campos consecutivos de 400x de ampliagdo num microscopio Optico,
comecando na zona com maior concentracdo de figuras mitéticas, no caso dos melanomas
orais ou do labio (Spangler & Kass, 2006), e em campos aleatorios no caso de melanomas
cutaneos (Laprie et al., 2001).

A avaliacdo de uma amostra histopatoldgica consiste na conjugacdo de todos estes
fatores para que seja possivel classificar e categorizar as neoplasias melanociticas em maligna
ou benigna, obtendo assim uma melhor compreensdo do progndéstico associado. Caso isso ndo
seja possivel, o resultado histopatolégico deve ser correlacionado com outros fatores, como o
local anatomico, a apresentacdo clinica e exame do paciente, mas também através de

marcadores imunohistoquimicos (R. Smedley, 2012).

5.3.Marcadores moleculares

O melanoma é um tumor que pode ser dificil de diagnosticar patologicamente em
algumas situacdes, principalmente no que diz respeito aos melanomas amelandticos, que se
podem mascarar como sarcomas dos tecidos moles ou tumores de células redondas (Smedley,
Lamoureux, Sledge, & Kiupel, 2011; Choi & Kusewitt, 2003).

O melanoma em humanos origina-se em melandcitos que sofrem diversos eventos
moleculares que levam a sua transformacéo (Nishiya et al., 2016). As alteracGes genéticas que
estdo envolvidas nesta progressdo ainda estdo a ser estudadas, mas diversos genes e
mecanismos geneticos tém vindo a ser identificados em medicina humana, revelando a sua
importancia como diagndstico, estabelecimento de prognostico e tratamento. O locus
CDKNZ2A, os genes BRAF, NRAS, INK4a/ARF, PTEN, c-kit, NEDD9 e MITF s&o os genes
e mecanismos geneticos estudados em medicina humana que fazem parte do aparecimento do
melanoma (Fisher, Kwong, & Chin, 2008).

Gillard et al. (2014), compararam a histopatologia e alteracdes genéticas descritas em
humanos com a do melanoma canino. Foi possivel observar que, citologicamente, 0s
melanomas caninos e humanos apresentam caracteristicas muito semelhantes, sugerindo uma
nova classificagdo do mesmo. Estudaram também os genes BRAF, NRAS; PTEN, KIT,
GNAQ e CDK4, sendo que nao foram registadas mutacgdes, a excecdo de 3 casos positivos
para mutacdo do gene NRAS e 2 casos em que ocorreu mutacdo do gene PTEN, em que um
dos casos foi positivo para ambas.
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O melanoma em humanos e cées partilha diversas semelhancas imunohistoquimicas,
como o gene KIT, PTEN e versdes fosforiladas de AKT e ERK1/2, particularmente em alguns
subtipos de melanoma humano, como o melanoma das mucosas, do digito e ungular,
curiosamente com predisposicdo para um crescimento rapido e comportamento agressivo
(Khanna et al., 2006).

O indice de Ki67 é uma proteina nuclear expressa em todas as fases do ciclo celular,
exceto nas células em repouso (Gardner & Greiner, 2006), sendo a sua expressao usada como
uma medigéo de crescimento tumoral (Bergin, Smedley, Esplin, Spangler, & Kiupel, 2011). O
indice de Ki67 é usado em humanos como fator de progndéstico em diversos tipos de cancro
(Bergin et al., 2011), assim como acontece no mastocitoma em cées (Webster, Yuzbasiyan-
Gurkan, Miller, Kaneene, & Kiupel, 2007). Para 0 melanoma canino existem alguns estudos
muito limitados, tais como no estudo realizado por Laprie et al. (2001), em que um indice de
Ki67 de pelo menos 15% estava correlacionado com um pior prognéstico. Noutro artigo, em
cdes com melanoma cutaneo e oral, valores de Ki67 maiores do que a mediana
correlacionaram-se com um aumento de probabilidade de morte um ano ap0s remocdo
cirargica (Millanta et al., 2002).

Dada a incoeréncia de resultados e necessidade de obter um valor padrao deste indice
que possa ser aplicado a varios tipos de melanoma, foi realizado um estudo no qual
correlacionaram este indice com outros fatores de progndéstico, como o indice mitotico, atipia
nuclear e a pigmentagdo em melanomas orais caninos. Visto que em alguns casos o valor do
indice foi incoerente com a progressdo clinica da doenca, nao foi possivel obter um valor ‘cut-
off’, mas sim um valor limite. Para além disso a atribuicdo de uma decisdo dicotdmica a uma
variavel continua é também questionavel. Recomendam entdo que um indice de Ki67 superior
ou igual a 19,5 é indicativo de um tempo médio de sobrevivéncia de 1 ano, devendo ser
acompanhado pela avaliacdo de outros pardmetros progndsticos anteriormente descritos
(Bergin et al., 2011).

O Melan-A é um produto do gene MART-1, que é reconhecido como antigénio em
melanocitos neoplasicos, pelos linfocitos T citotoxicos autologos (Ohsie, Sarantopoulos,
Cochran, & Binder, 2008).

Num estudo realizado por Smedley et al. (2011), no qual avaliaram a significancia,
como fatores de diagndstico, para diversos marcadores imunohistoquimicos, o Melan A,
assim como o PNL2, TRP-1 e TRP-2, demonstraram-se altamente sensiveis e 100%

especificos para a detecdo de melanomas amelanoticos orais e do labio.
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Ramos-Vara et al. (2000), realizaram uma revisdo imunohistoquimica de 122
melanomas orais caninos e 7 melanomas metastaticos sem localizacdo do tumor primario
conhecida, no qual 92% foram positivos para o Melan-A, tendo em conta que 32% ndo eram
pigmentados, assumiram que uma grande proporcdo seriam melanomas amelanoticos que
reagiram ao Melan-A. Obtiveram também casos positivos para outros tumores nao
melanociticos, embora numa percentagem muito baixa, concluindo assim que o Melan-A é
um marcador bastante Gtil para tumores com derivagdo melanocitica de linhagem incerta.

A enzima cicloxigenase (COX) apresenta duas isoformas, a COX-1, que €
expressada em variados tecidos e participa ativamente na regulacdo de fungdes fisioldgicas
normais, como a citoprotecdo da mucosa gastrica, controlo da agregacdo plaquetaria, funcédo
renal e na reproducdo. Ja a COX-2, ausente em células normais, pode ser induzida por fatores
de crescimento, reacdes inflamatorias, promotores tumorais e oncogenes (Williams &
DuBois, 1996).

No estudo realizado por Pires, Garcia, Prada, & Queiroga. (2010), a expressdo de
ambas as COX-1 e COX-2 foi avaliada ao determinar a percentagem de células positivas,
definicdo da sua intensidade e atribuindo uma pontuacao de reatividade. No geral, a expressdo
de ambas foi positiva para os melanomas da pele, oral e ocular. A expressédo de COX-1, como
seria de esperar, foi observada na grande maioria das amostras de tumores, assim como em
amostras de tecido cutaneo e oral ausentes de neoplasia. J4& a COX-2, ndo foi expressada em
tecidos normais, ou nos melanomas benignos, mas sim numa grande porgédo dos melanomas

malignos.

6. Estadiamento

O estadiamento de cdes com melanoma € bastante objetivo. Os exames clinicos base
para completar um estadiamento incluem a histéria clinica e exame fisico, com exames
complementares como 0 hemograma e biogquimicas séricas, e também urianalise. Do ponto de
vista imagioldgico exigem-se trés proje¢des radiograficas do torax e, para concluir, citologia
de linfonodos, mesmo que linfadenomegélia ndo esteja presente (Bergman et al., 2012).
Apesar de a radiografia ser o método mais comum de diagnostico imagiolégico para tumores
primarios ou na identificacdo de metéstases, a tomografia computorizada (TC) proporciona
uma informacdo mais completa e detalhada, tanto na regido toracica como abdominal,

devendo ser considerada consoante os casos e a localizacdo do tumor (Forrest & Kraft, 2012).
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Num estudo que pretendia avaliar a associagdo entre a linfadenomegélia e a
metastizacdo em melanomas da cavidade oral conclui-se que, 40% dos cées ja teriam invasao
metastatica dos linfonodos sem a presenca de linfadenomegélia, e que 70% dos cdes com
melanoma oral j& apresentavam metastizagdo dos linfonodos locais no momento de
diagnostico (Williams & Packer, 2003).

Deverd ser também incluido estadiamento da cavidade abdominal, visto que o0s
melanomas podem metastizar para os linfonodos abdominais, figado, glandulas adrenais ou
outros locais, com recurso a ecografia abdominal ou TC (Bergman et al., 2012).

O primeiro sistema de classificacdo para estadiamento do melanoma foi criado pela
OMS em 1980 (Tabela 2), cujo objetivo foi de categorizar os tumores quando ao tamanho e a

presenca de metastases locais e distantes (Owen, 1980).

Tabela 2 — Sistema de classificacdo da OMS para o melanoma oral, aplicavel a outros locais.

| <2cm - -
| 2-4 cm - -
>4 cm ou ]
11 . 3 Sim -
envolvimento 6sseo
v Qualquer dimensao Sim ou Nao Sim

(Owen, 1980)

Este sistema de classificacdo generalista indica que cdes com estadio | apresentam
tumores com menos de 2 cm de diametro, enquanto que os cdes com estadio Il apresentam
entre 2 a 4 cm de diametro e no estadio 111 com diametro superior a 4 cm, sendo que para o
estadio IV podem apresentar qualquer dimensdo. Os cdes em que esteja presente metastizacdo
nos linfonodos classificam-se como estadio Il e, no caso dos cdes com metéstases distantes,
classificam-se no estadio IV (Owen, 1980).

Em 1994, foi proposto um sistema alternativo de estadiamento para o melanoma oral
maligno. Apesar de diversas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas apresentarem grande
importancia como fatores de prognostico em diversos estudos, apenas a dimensdo do tumor,
juntamente com o indice mitético e a localizagdo do tumor sdo comuns a todos os artigos. Dai

que, foi entdo proposto um novo sistema de classificagdo conforme representado na figura 12.
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Figura 12 — Recomendacdes alternativas ao estadiamento de neoplasias orais em cées.

T: Primary tumour
T Tumour in situ or = 2 e maximum diameter
{volume = B cm’)
T2 Tumour 2-4 cm maximum diameter
{volume B8-64 cm’)
T3 Tumour > 4 cm maximum diameter
{volume » 64 cm?)

Mitotic index
(a) = 3 per high power field
(b) >3 per high power field
Oral cavity or oropharyngeal location
(1)  Rostral mandible/caudal maxilla
(2)  Other

N: Regional lymph nodes
NO  No evidence of regional node involvement
N1  Histological evidence of regional node
Involvement
N2  Fixed nodes

M: Distant metastasis
MO  No evidence of distant metastasis
M1 Distant metastasis (including distant nodes)

Stage grouping
T

N M
| Ta' NO MO
Il Tia’, any T1b, T2a' NO MO
‘ Any T N1 MO
I T2a', any T2bor T3 NO MO

Any T N2 MO

Any T Any N M1

(Hahn et al., 1994)

O objetivo do estadiamento é proporcionar detalnadamente a extensdo clinica,
anatémica e patoldgica do tumor, classificando-o para cada paciente. O primeiro sistema de
classificacdo da OMS ndo preenchia todos esses requisitos, visto que o estadiamento necessita
de ser especifico para o tumor e sua localizacdo. Este novo sistema provou ser de elevada
significancia ndo sO, no que toca aos tempos de remissdo e sobrevivéncia, mas também
proporciona uma indicacéo quanto a necessidade de terapia adjuvante apds a excisdo cirdrgica
do tumor (Hahn, DeNicola, Richardson, & Hahn, 1994).

O exame fisico é um dos parametros de estadiamento criticos, principalmente no que
toca a localizacdo do tumor. Os tumores da pele sdo normalmente benignos, enquanto que 0s
tumores das juncdes mucocutaneas, labios, do digito e oral sdo frequentemente malignos.
Acompanhado da localizagdo, outro fator bastante importante é quanto a dimensao, que da
também uma indicagdo progndstica ainda relevante. Hemograma completo, bioquimica
séricas gerais e urianalise fazem também parte do estadiamento do melanoma, tendo a sua

maior importancia no que toca a necessidade do paciente de realizar cirurgia, quimioterapia
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ou radioterapia. Quanto aos linfonodos, para qualquer localizacdo, os linfonodos mais
proximos devem ser avaliados por palpacdo, citologia e, em caso de duvida, bidpsia. Até
mesmo para aqueles que se apresentem de tamanho normal a palpagdo (Moore, 2008).

A histopatologia ¢ um requisito necessario para o diagnostico definitivo de
melanoma. Tipicamente é feito o seu diagndstico pela presenca de granulos de melanina no
citoplasma usando um microscépio Gtico. Ainda assim, poderdo existir melanomas
amelanoticos em que néo seja possivel identificar melanina, o que faz com que seja necessario
adicionar marcadores imunohistoquimicos para o seu diagndstico (Moore, 2008).

Quanto as radiografias toracicas, estas poderdo indicar a ocorréncia de metastizacédo
distante no momento de diagnéstico (Moore, 2008), revelando a sua importancia, visto que, a

metastizacdo pulmonar ocorre numa fase mais tardia da doenga (Hahn et al., 1994).

Figura 13 - Padrdo metastatico difuso, adaptado de
http://www.vetfolio.com/oncology/canine-prostatic-carcinoma-
compendium, acedido em 30-03-2018.

A radiografia local do tumor, no que toca aos tumores do digito e orais é bastante
importante, fornecendo informagdo quanto ao tamanho e invasdo do tumor. Sempre que ndo
for possivel determinar quanto as margens ou envolvimento 6sseo do tumor, deve ser
considerada a TC e a ressonancia magnética (RM) como meios imagioldgicos mais avancados
(Moore, 2008).

Existe também evidéncia que suporta a ocorréncia de metastizacdo sistemética para
outros locais, nomeadamente o rim, miocardio e cérebro (Bostock, 1979b). Caso exista
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suspeita deste tipo de metastizacdo pela histéria, exame fisico ou analises sanguineas, devera
entdo realizar-se estadiamento da cavidade abdominal e sistema nervoso central, através de
ecografia abdominal, TC ou RM (Moore, 2008).

Segundo o estadiamento alternativo proposto por Hahn et al. (1994), cdes incluidos
no estadio | obtiveram uma mediana de sobrevida (MST) de cerca de 66 meses, enquanto que
para o estadio Il a MST foi de cerca de 33 meses, e por fim, cerca de 23 meses para 0s cées

incluidos no estadio I11.

/. Tratamento
7.1.Cirurgia

A cirurgia continua a ser o0 método de eleicdo para o tratamento do melanoma oral
(Boston et al., 2014), ocular (Dubielzig et al., 2010), cutaneo e do digito (Wobeser et al.,
2007), que associada a um diagndstico precoce poderd ser o suficiente para um sucesso
terapéutico (Bergman et al., 2012).

Os tumores da porcdo caudal da cavidade oral sdo, mais frequentemente,
diagnosticados com maiores dimensfes comparado aos da porgéo rostral, que sdo mais faceis
de identificar. Esta caracteristica torna mais dificil a excisdo cirdrgica de tumores mais
caudais devido a sua dimensao e estadio avancado. Os melanomas cutaneos, com menos de 2
cm, bem circunscritos e de crescimento lento sdo, na maioria das vezes, benignos e faceis de
remover cirurgicamente com margens de 1 ¢cm a volta do tumor e com um plano fascial
profundo. Melanomas da pele que se apresentem com grandes dimensdes, mal definidos,
ulcerados e de rapido crescimento sdo geralmente malignos e mais dificeis de remover
cirurgicamente, devendo ser acompanhados de bidpsia incisional e imunohistoquimica para
confirmagdo de diagndstico. Nos casos em que a citologia dos linfonodos se revele dubia,
estes devem ser excisionados e submetidos para histopatologia (Bergman et al., 2012).

24



André Campos | O Récio Neutréfilo/Linfocito como fator de prognéstico para melanomas da cavidade oral em

caes

Figura 14 — Biopsia excisional de linfonodo popliteo metastatico (Bergman et al.,
2012).

Quanto aos melanomas orais, mandibulectomia ou maxilectomia parcial séo

geralmente efetuadas, principalmente para os que advém da gengiva ou da mucosa oral

proximal ao osso (Wallace, Matthiesen, Patnaik, Matthiesen, & Patnail, 1992).

Deveréa ser acompanhada de técnicas imagiologicas como a TC ou RM para perceber,

ndo sé, qual a extensdo do tumor e o potencial envolvimento 6sseo, mas também detetar a

presenca de linfonodos reativos que sdo mais dificeis de palpar, como os linfonodos

retrofaringeos mediais. Alguns melanomas ocorrem em zonas da mucosa que ndo estdo

adjacentes ao 0ss0, ou no labio, ou na lingua (figura 15), sendo mais faceis de excisionar pelo

simples facto de ser uma excisdo de tecidos moles apenas.

Figura 15 — Melanoma lingual ap0s biopsia incisional. Estes tumores podem ser removidos
com margens de 1-2 cm e uma fascia muscular profunda, sem que esta perca a sua
arquitetura ou  funcdo (Bergman et al., 2012). Imagem retirada de
http://www.mypetsdentist.com/canine-tongue-tumors-retrospective-review.pml, acedido em
16-04-2018.

A excisdo completa de tumores orais comprovou ter um impacto bastante

significativo no prognostico. Para tumores de grandes dimensfes que demonstram evidéncia

de extensdo intramedular, deve ser considerada uma total ou subtotal hemimandibulectomia

(Bergman et al.,, 2012), mas ainda assim, 22% das mandibulectomias e 48% das
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maxilectomias recidivam localmente (Wallace et al., 1992; Kosovsky, Matthiesen, Marretta,
& Patnaik, 1991).

Existe pouca evidéncia quanto ao tipo de margens a utilizar nestas cirurgias.
Bergman et al., 2012 sugerem que margens de 1 a 2 cm sdo, geralmente, suficientes para a
excisdo de melanomas malignos com margens bem definidas. Nos tumores orais estas
margens sdo mais dificeis de obter e devem ser auxiliadas por meios de diagndstico
imagioldgico. Quanto aos melanomas do digito, as margens sdo normalmente maiores, visto
que, a amputacdo do digito é a cirurgia de eleicdo para este tipo de melanoma. Cirurgias ndo
planeadas ou com limites mal definidos ndo devem ser efetuadas, pois a primeira cirurgia é a
melhor oportunidade para se obter uma excisdo do tumor com margens limpas. Para 0s
tumores em que ndo é possivel realizar cirurgia, ou cuja histopatologia revele margens
incompletas, deve ser considerada uma terapia coadjuvante como a radioterapia,
quimioterapia ou imunoterapia (Bergman et al., 2012).

A cirurgia ndo é recomendada em tumores cujo estadiamento revele metastizacao,
mas estudos recentes em medicina humana revelam o papel importante da cirurgia
citoredutiva em conjunto com a quimioterapia ou imunoterapia (Tafra, Dale, Wanek,
Ramming, & Morton, 1995).

7.2.Radioterapia

A radioterapia pode desempenhar um papel importante em melanomas malignos nos
cdes, no controlo da doenca local e linfonodos regionais (Proulx et al., 2003), podendo ser
uma terapia primaria ou adjuvante, com protocolos hipofracionados e definitivos a serem
realizados nestes tumores (Freeman, Hahn, Harris, & King, 2003)

O melanoma é considerado como um tumor radioresistente em que é necessario
utilizar doses mais altas de radioterapia em cada fracdo para alcancar o controlo da doenca
local (Bergman et al., 2012), mas diversos estudos demonstram que a radioterapia
desempenha um papel importante no tratamento do melanoma (Khan, Khan, Almasan, Singh,
& MacKlis, 2011).

A maioria dos protocolos procura utilizar uma maior dose por fragdo, de acordo com
o tipo de melanoma. Os protocolos hipofracionados contemplam a vantagem de que sao
necessarios menos procedimentos anestésicos, menores custos e menor tempo que os tutores
perdem. Estes protocolos resultam também, na maioria dos casos, em efeitos adversos muito

menos agudos. A grande desvantagem de utilizar os protocolos hipofracionados é de que,
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muitas vezes, ndo atingem o controlo da doenca local e apresentam um risco aumentado para
efeitos secundarios a longo prazo mais adversos (Bergman et al., 2012).

A quimioterapia como terapia Unica apresenta poucos beneficios em termos de
progndstico clinico e controlo da doenca local. Ja a combinagdo com radioterapia pode atrasar
a progressao local do tumor e melhorar os tempos de sobrevivéncia (Nishiya et al., 2016).

Existem estudos que demonstram os beneficios da terapia conjunta, como € o caso do
estudo realizado por Cancedda et al, (2016), que demonstra que a utilizagdo de quimioterapia
com temozolamida po6s-radioterapia melhorou os tempos de sobrevivéncia, comparando com
a utilizacdo de apenas radioterapia, de 6,8 meses para 3,6 meses, respetivamente (Cancedda et
al., 2016).

Noutro estudo, em cédes com resseccdo incompleta de melanoma oral, foram tratados
com cisplatina ou carboplatina, uma vez por semana, uma hora antes da radioterapia. Neste
estudo, a mediana de sobrevivéncia atingiu os 11,9 meses, que € o maior tempo de
sobrevivéncia atingido, comparando com estudos anteriores (Freeman et al., 2003).

O plano de tratamento com radioterapia pode ser feito manualmente ou através do
computador, permitindo uma distribuicdo mais homogénea da dose de radiacdo, com melhor
separacgdo entre os tecidos. A maioria dos estudos reporta a utilizacdo de margens de 2 cm a

volta do limite do tumor ou da cicatriz cirargica (Bergman et al., 2012).

Figura 16 — Sesséo de radioterapia num céo,
retirado de
http://veterinarymedicine.dvm360.com/mening
ioma-9-year-old-chocolate-lab-radiation-

oncology-perspective, acedido em 31-03-2018.
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7.3.Quimioterapia

Apesar do sucesso de tratamento com cirurgia ou radioterapia, a principal causa de
morte em cdes com melanoma, principalmente no que toca ao melanoma oral, é a
metastizacdo. Posto isto, recomenda-se a utilizacdo de terapias sistémicas, nomeadamente a
quimioterapia, cujos protocolos tém vindo a ser estudados, mas nos quais ndo tem sido obtida
melhoria nos tempos de sobrevivéncia, aquando comparada com o tratamento local (Nishiya
etal., 2016).

Diversos estudos foram realizados no sentido de perceber até que ponto a
quimioterapia apresenta melhorias nos tempos de sobrevivéncia. Rassnick et al. (2001),
utilizou um esquema de carboplatina antes de realizar cirurgia em melanomas orais e
cutaneos, com uma taxa de resposta ao tratamento de apenas 28%.

Noutro estudo, em melanomas orais, foi efetuado um protocolo de cisplatina em
combinacdo com piroxicam, no qual se obteve uma taxa de remissdo de 18% e MST de 119
dias (Boria et al., 2004).

Num estudo mais recente, foi avaliada os efeitos da carboplatina em 63 cédes com
diagnostico de melanoma oral, cutaneo e do digito, no qual ndo existiu qualquer tipo de
melhoria nos tempos de sobrevivéncia (Brockley, Cooper, & Bennett, 2013).

Boston et al. (2014) realizou um estudo no qual tratou 152 cdes com melanoma oral,
ndo obtendo qualquer diferenca entre a MST de cées apenas tratados com cirurgia e caes que
foram tratados com cirurgia e terapia adjuvante, como é o caso da quimioterapia ou
imunoterapia. Tanto a carboplatina, como a lomustina, dacarbazina, doxorrubicina,
metrondmica, ou a vacina do melanoma comercial ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Ainda assim, a radioterapia no pos-operatério demonstrou uma
melhoria nos tempos de sobrevivéncia, embora ndo significativa devido a analise multifatorial

utilizada neste estudo.

7.3.1. Combinacéo de quimioterapia com radioterapia
Existem diversos estudos cujos resultados se demonstraram inconclusivos ou
contrarios no que toca a combinacédo destas duas terapias, ndo havendo uma evidéncia clara de
que diminui o risco de metastizacdo ou recidiva local, ou até mesmo que estenda a MST
(Bergman et al., 2012).
Um dos estudos, realizado por Proulx et al. (2003), que se baseava num estudo

retrospetivo de cdes com variadissimos protocolos de radioterapia, em que uns receberam
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quimioterapia e outros ndo, conclui-se que a quimioterapia nao teve um impacto significativo
no tempo de sobrevivéncia. Deve ter-se em conta que neste estudo foi utilizada uma dose de
carboplatina inferior a dose recomendada para a maioria das espécies, podendo esse ser o
fator que contribui para que néo existissem diferencas estatisticas (Proulx et al., 2003).

Murphy et al. (2005) realizou um estudo semelhante, no qual os cdes que foram
apenas tratados com radioterapia atingiram os 307 dias de MST, e os cdes tratados com
radioterapia e quimioterapia atingiram apenas 0s 286 dias, ndo havendo novamente evidéncia
de beneficio na utilizacdo de ambas as terapias. Neste estudo as doses de carboplatina foram
escolhidas para que fosse diminuida a sua toxicidade, visto que na literatura ja existia
evidéncia desta toxicidade para as doses geralmente utilizadas.

Além disso, estudos recentes como o de Hume, Johnson, & Williams (2009), tém
reportado bastantes efeitos adversos sistémicos, como é o0 caso de neutropenias,
trombocitopenias e toxicidade gastrointestinal, levando a que muitos dos cées que recebem
ambas as terapias ndo as consigam terminar ou tenham que as interromper devido a esses

mesmos efeitos (Hume et al., 2009).

7.4. Imunoterapia

Tanto os estudos em medicina veterinaria como em medicina humana referem cada
vez mais a resisténcia a quimioterapia neste tumor (O’Day & Boasberg, 2006), levando a
querer que outras opc¢des terdo de ser tomadas (Bergman et al., 2012).

A imunoterapia representa uma terapéutica sistémica bastante ldgica para o
melanoma, sendo que em medicina veterinaria tém sido usadas vacinas autologas das células
tumorais (MacEwen, Patnaik, Harvey, Hayes, & Matus, 1986), vacinas transfectadas com
interleucina 2 de células tumorais alogénicas (Alexander et al., 2006), ou até vacinas de
células dendriticas carregadas de antigénios melanossomais diferenciados (von Euler et al.,
2008).

Apesar de estas abordagens produzirem respostas anti-tumorais, a metodologia para a
sua criacdo é dispendiosa, dependendo também das amostras do tumor e outros fatores que
possam afetar a sua producdo (Horiuchi et al., 2010).

A vacinacdo com ADN supera as outras terapias previamente estudadas no que toca
ao desenvolvimento de vacinas. O ADN é pouco dispendioso e simples de purificar em
grandes quantidades. O procedimento consiste no isolamento do gene que codifica o antigénio

de interesse, clonando-o num plasmideo de expressdo bacteriana com um promotor
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constitutivamente ativo. O plasmideo é entdo introduzido na pele ou musculo do paciente
através de uma injecdo intradérmica ou intramuscular. As células dendriticas no local de
injecdo vao apresentar o antigénio transcrito e traduzido num contexto de um complexo de
histocompatibilidade e moléculas co-estimulatorias. Apesar de estas vacinas com ADN
causarem respostas imunitarias a proteinas virais, a vacinacao contra um antigénio especifico
para os tecidos de células cancerigenas € muito mais complexa. Para isto, existe a vacinacao
com um antigénio ou ADN xenogeneico que seja homologo para o antigénio cancerigeno
(Guevara-Patifio, Turk, Wolchok, & Houghton, 2003).

Foi criada, para cdes com melanoma oral de estadio Il ou Ill, uma vacina
Xenogeneica com a proteina tirosinase de ADN humano, a Oncept (Bergman & Wolchok,
2008). Esta vacina é geralmente bem tolerada, sem registo de reagdes adversas sistémicas e
apenas com pequenas reacdes no local de injecdo (Grosenbaugh et al., 2011). A tirosinase é
uma glicoproteina melanosomal, essencial na sintese de melanina, encontrada frequentemente
em sobrexpressdo nos melanomas (Ramos-Vara et al., 2000). A imunizagdo utilizando esta
vacina induz a producdo de anticorpos e células T citotoxicas contra células B16 do
melanoma (Weber et al., 1998). Esta vacina pode entdo quebrar a tolerancia contra a
diferenciacdo antigénica do tumor e a proliferacdo de antigénios, anticorpos, células T e
respostas anti-tumorais (Bergman et al., 2012).

No primeiro estudo, que avaliou e comprovou a eficacia da vacina, existiu um grande
limitacdo do desenho desse mesmo estudo por este se basear na utilizagdo de uma populacéo
de controlo histdrica (Grosenbaugh et al., 2011). J& no estudo realizado por Ottnod et al.
(2013), a populacdo escolhida foi de apenas um centro, o que podera ter condicionado as
conclus6es do mesmo.

Ainda assim, este estudo retrospetivo mais recente, reporta a utilizacdo da Oncept em
30 cées com melanoma de estadio Il e I1, cujos resultados demonstram que ndo foi possivel
obter um tempo de sobrevivéncia ou intervalo livre de doenca superiores, ou um aumento da
MST, comparando com cées que ndo receberam a vacina (Ottnod et al., 2013).

O papel das células dendriticas como um adjuvante biolégico contra 0 melanoma
maligno, através da inducdo de uma resposta imunitaria no paciente oncolégico, tem vindo a
ser explorado. Estas células sdo células apresentadores de antigénio com a capacidade de
iniciar uma resposta imunitaria, qualificando-se assim para o principio de estratégia vacinal

no tratamento do melanoma (Nishiya et al., 2016).
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Existem poucos estudos em medicina veterindria que comprovem a eficacia desta
vacina devido aos seus custos elevados e estratégias de producdo pouco desenvolvidas, mas
ainda assim, alguns estudos como o de (Gyorffy et al., 2005), que se baseou na utilizacdo de
células dendriticas com um vetor do adenovirus que codificava um xenoantigénio, o antigénio
gp100 do melanoma humano, como terapia coadjuvante da radioterapia num pequeno numero
de cdes com melanoma. Um dos caes tinha presenca de atividade de linfocitos T citotdxicos
com antigénio especifico para 0 melanoma em circulagdo, sem sinais clinicos, sistémicos ou
locais, recidivando do melanoma 48 meses ap6s a primeira injecdo. Noutro cdo, que tinha essa
mesma atividade negativa em circulacdo, saiu de remissdo apenas 22 meses ap0s a primeira
vacinacao.

Apesar de a imunoterapia pela abordagem das células dendriticas apresentar
resultados promissores, ainda acarreta algumas desvantagens que impossibilitam a sua
aplicacdo, para além de que carece de mais estudos que comprovem a sua eficacia (Nishiya et
al., 2016).

7.5.0utros tratamentos

Outras modalidades terapéuticas tém sido investigadas para o controlo da doenca
local nestes tumores, como € o caso da utilizacdo de implantes intralesionais de cisplatina
(Kitchell et al., 1994), eletroquimioterapia com bleomicina intralesional (Spugnini et al.,
2006) e muitos outros que ainda ndo produziram resultados significativos (Bergman et al.,
2012).

8. Prognostico
8.1.Populacgdo

Existe pouca literatura no que toca a correlacdo entre as caracteristicas fisicas dos
cdes e a sua significancia como fatores de prognostico (Smedley, Spangler, et al., 2011).

Apenas existe um estudo que pretende avaliar a relevancia da raca como fator
prognostico, referindo que 75% das neoplasias melanociticas exibem comportamento benigno
em racas como o doberman pinscher e schnauzer miniatura, ao contrario de ragcas como o
poodle miniatura, em que 85% das neoplasias melanociticas eram malignas (Bolon et al.,

1990). Ainda assim, outro estudo sobre o estadiamento de melanomas orais, ndo reporta
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diferencas estatisticamente significativas entre racas, embora algumas racas sejam mais
comuns, como o golden e o labrador retriever, e também o cocker spaniel (Hahn et al., 1994).

Quanto ao género, também ndo parece haver qualquer tipo de predisposicdo, seja
qual for a localizacdo da neoplasia, embora inicialmente fosse reportada uma maior
predisposicdo em machos (Smith et al., 2002), atualmente diversos estudos contrariam essa
mesma hipotese (Smedley, Spangler, et al., 2011).

A idade é um fator de progndstico dificil de avaliar, visto que animais mais velhos
correm maiores riscos de sofrer complica¢fes nas cirurgias € no pos-operatorio, com menos
capacidade de recuperacdo que animais mais jovens. Para além disso, a probabilidade de
apresentarem doencas concomitantes que compliquem o seu tratamento é bastante maior em
animais mais velhos (Smedley, Spangler, et al., 2011).

Alguns artigos reportam que os melanomas orais malignos s&o mais comuns em cées
mais velhos (Millanta et al., 2002; Schultheiss, 2006), mas ainda assim, na grande maioria
ndo ¢ possivel correlacionar a idade com o tempo de sobrevivéncia nestes tumores (Smedley,
Spangler, et al., 2011).

Apenas um artigo refere que a idade influencia negativamente a sobrevivéncia em
caes com neoplasias melanociticas, originarias da pele, digito e labios (Spangler & Kass,
2006).

Quanto ao peso, nenhum dos estudos realizados até agora sugerem que exista

correlacdo com o prognostico (Hahn et al., 1994; Proulx et al., 2003).

8.2.Localizagéo e caracteristicas morfologicas

A localizacdo do melanoma como fator preditivo do comportamento bioldgico do
tumor é um dos parametros mais estudados e comprovados em diversos estudos, embora
ainda néo seja consensual (Smedley, Spangler, et al., 2011).

Num estudo que comparou as diferentes localiza¢Ges, as neoplasias melanociticas da
cavidade oral compreendiam uma MST de 147 dias, enquanto que as do digito e labios
compreendiam 676 dias, e da pele compreendiam 725 dias. Ainda assim, apesar de 92% das
neoplasias orais ter sido diagnosticada como maligna, apenas em 59% dos casos ocorreu
metastizacao ou recidiva local (Spangler & Kass, 2006).

Na grande maioria dos artigos, as neoplasias melanociticas da cavidade oral e labios
apresentam um pior prognostico, quando comparadas com as neoplasias da pele, que

apresentam geralmente um progndstico mais favoravel (Bostock, 1979; Bolon et al., 1990;
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Hahn et al., 1994; Ramos-Vara et al., 2000; Smith et al., 2002; Bergman, 2007). Apesar de
um grande numero destes estudos reportar que as neoplasias da cavidade oral sdo geralmente
malignas e de pior progndéstico (Bostock, 1979; Bolon et al., 1990; Millanta et al., 2002;
Mukaratirwa, Chikafa, Dliwayo, & Moyo, 2006), estudos mais recentes contrariam esta
definicdo pela identificacdo de diversos casos de neoplasias melanociticas e do labio com
prognostico bem mais favoravel, ainda assim, uma minoria, ndo sendo possivel generalizar
estes casos para a grande maioria da populacdo (Schultheiss, 2006; Spangler & Kass, 2006;
Bergin, Smedley, Esplin, Spangler, & Kiupel, 2011; Esplin, 2008).

No geral, a localizacéo anatémica é, de facto, um indicador relevante e integral como
fator prognostico. As neoplasias orais sao entdo as que exibem um comportamento geralmente
mais agressivo, ao contrario das neoplasias de outras localizagdes, como as da pele, que
padecem ainda de uma classificacdo histoldgica mais assertiva no que toca a distingdo entre
benigno e maligno, ndo havendo assim um consenso entre os diversos estudos (Smedley,
Spangler, et al., 2011).

O tamanho do tumor é também um fator que é muitas vezes associado ao
prognastico, existindo um estudo que reporta que um maior tamanho e volume da neoplasia,
em qualquer localizacdo, teve um impacto negativo quanto ao tempo de sobrevivéncia dos
pacientes (Spangler & Kass, 2006). Embora existem também dois artigos que correlacionaram
esse mesmo fator e no qual ndo encontraram qualquer correlacdo entre o tamanho e volume da
neoplasia com o tempo de sobrevivéncia (Hahn et al., 1994; Proulx et al., 2003).

Devido ao conflito entre diferentes estudos, ainda ndo é possivel avaliar o valor

pratico desta caracteristica como indicador prognostico (Smedley, Spangler, et al., 2011).

8.3.Caracteristicas clinico-patologicas

O estadiamento clinico do paciente esta fortemente associado com o prognostico
clinico e de sobrevivéncia destes animais, principalmente em melanomas orais malignos
(Hahn et al., 1994; Harvey et al., 1981; MacEwen et al., 1999).

Hahn et al. (1994) reportou que ndo existe uma diferenca estatisticamente
significativa quanto ao tempo de remissdo e sobrevivéncia no estadiamento inicial da OMS,
criando assim um novo sistema no qual se baseiam no tamanho da neoplasia, a localizacdo na
cavidade oral e o indice mitotico, obtendo assim diferencas significativas nos diferentes

estadios criados para este sistema.
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A figura 17 é uma representacdo dos diferentes fatores que completam o

estadiamento e o seu nivel de significancia como progndstico em caes.

Figura 17 — Significancia dos fatores de progndstico em neoplasias melanociticas.

Prognostic Factor Oral Neoplasms  Lip Neoplasms  Digit Neoplasms  Other Cutaneous Neoplasms
Signalment No No No No
Weight of dog No No No No
Stage of disease Yes NE NE NE
Lymph node metastasis No* NE NE NE
Distant metastasis Yes Yes Yes Yes

Size of neoplasm Possible Possible Possible Possible
Symmetry of neoplasm IN IN IN IN
Morphologic classification (benign vs malignant) ~ Variable® Variable® Variable® Variable®
Nuclear atypia Yes Yes Yes Yes
Mitotic index Yes Yes Yes® Yes

Cell type No No No No
Cellular pleomorphism No No No No
Degree of pigmentation Yes Yes Yes* Yes
Junctional activity No Yes Yes Uncertain
Intraepithelial neoplastic cells No No No No
Ulceration No NE Yes* Yes
Level of infiltration/invasion Possible NE Yes® Yes
Lymphatic invasion Yes NE NE Yes
Necrosis Possible Possible Possible Possible
Inflammation Possible Possible Possible Possible
Completeness of excision IN IN IN IN

Ki67 index Yes Yes Yes® Yes
Proliferation index IN IN IN IN
Expression of Melan-A, S-100, vimentin, NSE No No No No
DNA ploidy Possible NE NE Possible
MCC and MVD IN IN IN IN
Plasma VEGF IN IN IN IN
Response to treatment IN IN IN IN

" Only 12-digit neoplasms were included in the Laprie et al. study, and they were grouped together with the other cutaneous neoplasms.

" Dependent on which classification system used.

* Only limited data available.

Abbreviations: IN, insufficient data available; NE, site not specifically examined; Possible, limited data support that this factor has prognostic significance for this

location.

(Smedley, Spangler, et al., 2011)

Parece bastante 6bvio que a metastizacdo é um fator indicativo de pior prognostico

(Smedley, Spangler, et al., 2011), sendo reportado em diversos estudos como um fator

significativo na sobrevivéncia do paciente (Spangler & Kass, 2006) e maiores tempos de

remissdo (Hahn et al., 1994).

Apenas dois artigos estudaram a metastizac¢do nos linfonodos regionais como fator de

progndstico, que ao contrario da metastizacdo distante ndo apresenta qualquer valor

prognostico, padecendo de um grupo de controlo nestes estudos realizados em cdes com

melanomas orais malignos (Hahn et al., 1994; Proulx et al., 2003).

Posto isto, é possivel concluir que a metastizacdo visceral do melanoma é um fator

de prognostico significativo, embora ainda seja necessario realizar mais estudos em
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neoplasias benignas e malignas, de variados locais, para concluir quanto ao nivel de
significancia da metastizacdo regional nos linfonodos (Smedley, Spangler, et al., 2011).

No que diz respeito as caracteristicas histologicas das neoplasias melanociticas,
definidas pela OMS em 1974, em benignas e malginas (Weiss & Frese, 1974), os primeiros
estudos reportavam uma lacuna na correlacdo entre a classificacdo histopatologica e o
prognostico (Smedley, Spangler, et al., 2011), sendo que alguns reportavam uma grande
correlagdo entre ambas (Todoroff & Brodey, 1979; Bolon et al., 1990; Roels, Tilmant, &
Ducatelle, 1999; Laprie et al., 2001), outros em que ndo existiu qualquer correlagcdo (Harvey
et al., 1981), e alguns em que os resultados foram muito varidveis (Bostock, 1979;
Schultheiss, 2006).

Diversos estudos tentaram utilizar as caracteristicas morfol6gicas para classificar as
neoplasias em benignas ou malignas, na tentativa de prever um progndstico com base nestas
caracteristicas, como a atipia nuclear ou o pleomorfismo celular. O grande entrave foi o facto
de que as diferencas entre esquemas de classificacdo histoldgica tornou muito dificil a
comparacao de resultados (Smedley, Spangler, et al., 2011).”

Visto que a classificacdo da atipia nuclear depende da observacdo e erro humano,
delinear um critério especifico para a sua classificacdo é bastante importante. Quando isto
acontece, a atipia nuclear estd altamente correlacionada com o progndstico,
independentemente da origem anatémica da neoplasia (Spangler & Kass, 2006).

O indice mitético € outro dos fatores que mais tem vindo a ser estudado de forma a
perceber a sua relevancia como indicador prognoéstico, sendo aparentemente um bom
indicador em melanomas da pele, cavidade oral e labios (Bostock, 1979; Hahn et al., 1994;
Millanta et al., 2002; Spangler & Kass, 2006; Sanchez et al., 2007; Bergin et al., 2011), mas
ndo tdo util como a atipia nuclear ou a fragao de crescimento (Millanta et al., 2002; Spangler
& Kass, 2006; Bergin et al., 2011).

As neoplasias melanociticas sdo maioritariamente constituidos ou por células
epitelioides ou poligonais, fusiformes ou fibromatosas, ou ainda um misto de ambas. Diversos
estudos tentam correlacionar o tipo de células predominantes como fator de prognostico, mas
em nenhum foi possivel obter uma correlacdo estatisticamente significativa (Bostock, 1979;
Hahn et al., 1994; Millanta et al., 2002; Spangler & Kass, 2006; Sanchez et al., 2007; Bergin
etal., 2011).

Quanto ao grau de pigmentacdo, podera ser dificil de diagnosticar um melanoma

amelandtico, tornando dificil também objetivar quanto aos graus de pigmentacdo em
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melanomas (Smedley, Spangler, et al., 2011). Apenas num estudo foi possivel concluir, com
significancia estatistica, que os melanomas altamente pigmentados, pelo menos em 50% das
células, estdo relacionados com um pior prognéstico (Bergin et al., 2011).

Diversas neoplasias orais sofrem ulceracdo devido a trauma na cavidade oral,
independentemente da origem celular (Smedley, Spangler, et al., 2011). Um estudo que
pretendia avaliar a correlacdo entre a ulceracédo e o prognostico dos pacientes conclui que néo
existia qualquer tipo de influéncia no tempo de remisséo e sobrevivéncia (Hahn et al., 1994).
Ja noutro estudo, foi possivel obter essa correlagdo, sendo associado a um pior prognostico
com menor tempo de sobrevivéncia e ainda se provou ser um fator de prognéstico
independente (Laprie et al., 2001).

O nivel de infiltracdo e invasdo do tumor, quando avaliado numa série de neoplasias
melanociticas benignas e malignas, demonstrou estar associado ao tempo de sobrevivéncia,
sendo que uma infiltracdo profunda do tumor mostrou ser um fator de pior progndstico
independente (Laprie et al., 2001), e que o comportamento invasivo estara associado
negativamente ao tempo de sobrevivéncia (Roels et al., 1999).

Num estudo, com uma amostra de 389 casos de neoplasias melanociticas benignas e
malignas, em que foi avaliada a presenca de necrose, esta demonstrou estar negativamente
correlacionada com a sobrevivéncia dos pacientes (Spangler & Kass, 2006), ainda assim,
noutro artigo, com uma amostra de apenas 38 melanomas malignos, conclui-se que esta
correlacdo era inexistente, independentemente do local do tumor (Millanta et al., 2002).
Aparentemente, a necrose é um indicador de progndéstico negativamente correlacionado com o
tempo de sobrevivéncia, tendo em conta o estudo realizado com uma maior amostra
(Smedley, Spangler, et al., 2011).

Quanto a presenca de inflamacdo, mais uma vez, os resultados dos estudos s&o
contraditorios, tornando dificil qualificar esta caracteristica como fator de prognostico (Hahn
et al., 1994; Millanta et al., 2002; Spangler & Kass, 2006). Embora a inflamacdo profunda
intratumoral ter sido negativamente correlacionada com o tempo de sobrevivéncia (Spangler
& Kass, 2006), a sua significancia padece da realizacdo de mais estudos prospetivos, e com
valores padrdo para a sua avaliagdo (Smedley, Spangler, et al., 2011).

A completa excisdo cirurgica de todas as neoplasias melanociticas é sempre
recomendada, apesar de existir pouca literatura que suporte esta recomendacdo (Wallace et
al., 1992). Com base na mais recente literatura ndo € possivel concluir quanto a importancia

deste parametro como fator prognéstico, mas sempre que possivel devem ser removidos
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completamente com margens de seguranca, todas as neoplasias melanociticas (Smedley,
Spangler, et al., 2011).

O melanoma em humanos parece surgir de melandcitos normais que sofrem um
namero indefinido de eventos moleculares que resultam na sua transformacdo (Nishiya et al.,
2016). Atualmente em patologia veterinaria comecam a surgir novas ferramentas de
imunohistoquimica para melhor apurar um prognostico destes tumores (Lacroux et al., 2012).

Diversos parametros moleculares que sdo rotineiramente utilizados como fatores de
prognodstico em diferentes neoplasias, utlizados em medicina humana, especialmente com
acesso a imunohistoquimica, tém sido testados em neoplasias caninas. Os seguintes
parametros moleculares (tabela 3) tém sido estudados na mais recente literatura veterinaria
com o objetivo de perceber qual o seu papel como fatores de prognostico (Smedley, Spangler,
etal., 2011).

Tabela 3 — Marcadores de imunohistoquimica utilizados em medicina veterinaria e respetiva

funcdo no ciclo celular.

Funcdo no organismo Marcador

Fracdo de crescimento ‘ Ki67

Bromodeoxyuridine (BrdU) ou Antigénio
nuclear de células em proliferacdo (PCNA)

Melan A/IMART-1

indice da fase do ciclo celular

Proteina responsavel pela apresentagéo do
melanoma ao sistema imunitario (células T)
Anticorpo anti-melanoma (PNL2); Enzima

catalisadora da oxidacao de fendis, controladora PNL2 e tirosinase

da producéo de melanina
Proteina de baixo peso molecular, que entre
outras funges esta presente no crescimento e S-100
diferenciacgdo celular

Filamento proteico do tipo Il expressado em
celulas mesenquimatosas, responsavel pelo Vimentina
suporte e ancoragem dos organelos no citosol

Elevada nos neurdnios e em inimeras células do
sistema APUD (Amine Precursor Uptake
Descarboxilase) ao qual se julga que os
melandcitos pertencam

Enolase neuro-especifica (ENE)

Gene supressor tumoral (p53); Proteina

codificada pelo gene PTEN (homdlogo da
fosfatase e tensina) cuja mutacgdo esté associada
ao desenvolvilmente de véarios tumores; Proteina | Expressao de p53, PTEN, Rb, p21 (waf-1) e p16
supressora tumoral (Rb); Proteina reguladora da (ink-4a)

transicéo da fase G1 para S no ciclo celular

(p21); Proteina supressora tumoral importante
na regulacédo do ciclo celular (p16)
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Nimero de segmentos de cromossoma numa

. Sets de ADN
célula

Contagem de mastocitos e densidade
microvascular (DM)
Fator de crescimento do endotélio vascular
(FCEV)

COX-2

Angiogénese

Vascularizagdo tumoral

Fatores de crescimento, rea¢6es inflamatorias,
promotores tumorais, protooncogenes

(Smedley, Spangler, et al., 2011)

O objetivo das Ultimas investigaces é poder aumentar a precisdo de identificacdo de
melanomas, predominantemente através da imunohistoquimica. Esta identificacdo pode ser
obtida através da analise de tecidos em casos suspeitos de melanoma ou através da utilizacdo
de um conjunto de anticorpos, sempre com recurso a imunohistoquimica. A utilizagcdo da
PNL2 e tirosinase, em vez das tipicamente utilizadas Melan A e S100 tém apresentado
resultados promissores (Bergman et al., 2012).

A fracdo de crescimento tumoral, avaliada pela marcacdo do indice de Ki67 atraves
de imunohistoquimica, tem sido avaliada como fator de progndstico em diversos estudos
recentes. O indice de Ki67 revelou ser um pardmetro com bastante significancia, em termos
de prognostico, para as neoplasias melanociticas caninas, mesmo que nos diversos estudos
retrospetivos tenham sido utilizadas diferentes técnicas imunohistoquimica para obtencdo do
indice (Smedley et al., 2011; Millanta et al., 2002; Roels, Tilmant, & Ducatelle, 1999;
Sanchez et al., 2007; Bergin, Smedley, Esplin, Spangler, & Kiupel, 2011).

Diversos estudos sugerem que o indice de Ki67 é, estatisticamente, um marcador de
prognostico valido para as neoplasias melanociticas caninas (Smedley, Spangler, et al., 2011),
sendo que o indice para 0os melanomas cutaneos deve ser calculado segundo o método de
Laprie et al., que se baseia na contagem de 500 células e registo da percentagem de células
positivas (Laprie et al., 2001). J& para as neoplasias melanociticas orais ou do labio o método
mais consensual é o de Bergin et al. (2011), em que é considerada a média de células
neoplésicas positivas por milimetro quadrado, numa ampliagdo de 400x ao microscopio otico.

Este indice € bastante til, tanto em neoplasias melanociticas que exibem indicadores
de prognostico favoraveis, como nas que exibem indicadores menos favoraveis, acrescendo a
importancia da sua utilizagdo em melanomas com parametros histolégicos dificeis de definir
(Smedley, Spangler, et al., 2011). Posto isto, neoplasias que exibem critérios histoldgicos de

malignidade com baixa fracdo de crescimento tumoral apresentam tempos de sobrevivéncia
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mais longos do que o esperado, do que se apenas fosse tido em conta a avaliacdo
histopatoldgica (Laprie et al., 2001; Bergin et al., 2011).

O indice de Ki67 € bastante mais objetivo e menos sujeito a variagdo entre
observadores do que as atipias histoldgicas ou do que o indice mitotico, apesar de que todos
estes parametros devam ser tidos em consideracdo e comparagdo para que se possa obter um
prognostico mais fidedigno (Smedley, Spangler, et al., 2011).

Apenas dois estudos foram realizados para avaliar a significancia do indice da fase
do ciclo celular (PI), em que nenhum dos dois métodos utilizados foram faceis de aplicar
como ferramenta de diagndstico (Roels et al., 1999; Yoshida et al., 1999). O PI parece
apresentar alguma significancia como fator de progndstico nestas neoplasias, embora a falta
de estudos ndo permitam obter uma conclusdo quanto a sua relevancia em relacdo a outros
fatores (Smedley, Spangler, et al., 2011).

Koenig, Wojcieszyn, Weeks, & Modiano (2001), realizaram um estudo para avaliar o
valor prognostico da expressdo de Melan A/IMART-I, S-100, da vimetina e da ENE. Tanto a
vimetina como a ENE e a S-100 ndo parecem ter qualquer tipo de correlacdo entre a sua
expressdo e o comportamento das neoplasias melanociticas. J& a expressdo de Melan
A/MART-1 foi correlacionada com um prognostico favoravel (Koenig et al., 2001), embora
noutro estudo ndo tenha sido obtida essa relacdo entre a expressdo da Melan A e o
comportamento benigno do tumor (Ramos-Vara et al., 2000).

O PNL2 é um anticorpo monoclonal direcionado contra um antigénio melanocitario
fixo. A analise imunohistoquimica deste anticorpo num variado conjunto de tecidos saudaveis
e lesdes melanociticas humanas revelou a sua especificidade (Rochaix et al., 2003).

Noutro estudo, que pretende comparar a reatividade da PNL2 comparando-a a Melan
A, em neoplasias melanociticas com recurso a diferentes técnicas, foi possivel verificar que a
PNL2 deteta uma grande percentagem de células neoplasicas, em que 75% das células foram
marcadas. Infelizmente, tanto uma como a outra marcaram mais frequentemente células
epitelioides do melanoma, do que células fusiformes (Giudice, Ceciliani, Rondena, Stefanello,
& Grieco, 2010). Concluiram entdo que a alta especificidade e sensibilidade da PNL2
enriquece um estudo como fator de prognoéstico, devendo entdo ser incluida no painel de
anticorpos anti-melanoma para as neoplasias melanociticas caninas (Giudice et al., 2010).

Quanto a expressdo de p53, PTEN, Rb, p21 (waf-1) e pl16 (ink-4a), apenas dois
estudos foram realizados em cédes, com neoplasias melanociticas em diferentes locais

anatomicos. Os dois examinaram a expressdo de p53, em que ambos concluiram que nao
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existe um diferenca significante entre neoplasias benignas e malignas (Koenig et al., 2001;
Roels, Tilmant, & Ducatelle, 2001). Quanto as restantes proteinas, Koenig et al. (2001),
retirou exatamente a mesma conclusdo, ndo existem diferencas significativas entre neoplasias
benignas e malignas, para além de que ndo existe correlacdo entre as neoplasias malignas e o
tempo de sobrevivéncia.

Nos estudos realizados por Bolon, Mays, & Hall (1990) e Roels, Van Daele, Van
Marck, & Ducatelle (2000), avaliaram-se os segmentos de ADN e outros parametros
morfométricos que se pensava influenciarem a diferenciacdo entre neoplasias melanociticas
benignas e malignas. Concluiram que existe uma variacdo entre neoplasia benigna e maligna,
mas que ndo existia correlagdo com o tempo de sobrevivéncia. Para além disso, a técnica de
realizacdo e interpretacdo destes histogramas sdo bastante dificeis e complexas, 0 que em
termos de diagnéstico e prognéstico na préatica clinica se torna incomportavel, devido ao
tempo e custos associados (Bolon et al., 1990; Roels et al., 2000).

Existe apenas um estudo que avaliou a densidade microvascular e 0 numero de
mastocitos no melanoma como fator de prognoéstico. Este estudo conclui que ambos estdo
significativamente correlacionados, e ambos afetam negativamente o prognostico dos animais
em que a sua contagem seja alta (Mukaratirwa et al., 2006).

Os niveis de FCEV, em medicina humana, estdo correlacionados com agravamento
de prognostico (Hyodo et al., 1998; Jin-no et al., 1998). Apenas um estudo foi efetuado em
medicina veterinaria, com diversos tipos de neoplasias benignas e malignas, mas no qual foi
possivel concluir que os niveis mais baixos estavam presentes em epulides e 0s niveis mais
altos em neoplasias melanociticas (Wergin & Kaser-Hotz, 2004) Apesar disso, ndo foi
efetuada nenhuma correlacdo destes niveis com o tempo de sobrevivéncia, ndo sendo por isso
possivel de concluir a cerca da significancia deste indicador como fator de progndstico
(Smedley, Spangler, et al., 2011).

Num estudo realizado por (Martinez et al., 2011), um ‘score’ COX-2 alto
correlacionou-se com uma MST inferior, concluindo também que a COX-2 é um indicador de
prognostico independente.

Com base na revisao da literatura, Smedley et al. (2011) criaram uma tabela (figura
18), na qual relnem os parametros de progndstico estatisticamente mais relevantes,
relacionados com os tempos de sobrevivéncia para os melanomas do digito, oral e do labio em

caes.
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Figura 18 — Recomendacdo de parametros prognéstico mais relevantes (Smedley, Spangler, et al.,

2011)
I{ocation Oral/Lip Melanocytic Neoplasms Cutaneous/Digit Melanocytic Neoplasms
Distant metastasis Poor prognosis Poor prognosis
Lymphatic invasion Poor prognosis Poor prognosis®
10 consecutive ﬁeki!s sfamn; ln area w/highest 10 random fields
mitotic activity
Mitotic index Avoid areas of ulceration for both methods
< 4/10 hpf Favorable prognosis < 3/10 hpf
> 4/10 hpf Poor prognosis > 3/10 hpf
% atypical nuclei in 200 cells counted J Subjective assessment

Nuclear atypia® < 30% Favorable prognosis <20%

> 30% Poor prognosis > 20%

Subjective assessment
% Pigmented cells I Scale 0 (no pigment) to 2 (high pigment)

Degree of pigmentation

> 50% Favorable prognosis 2

< 50% Uncertain prognosis Oto |l
Presence of ulceration No prognostic significance I Poor prognosis

Shallow w/no bone lysis Favorable prognosis Limited to dermis
Level of infiltration/invasion
Deep wipossible bone lysis Poor prognosis Extends beyond dermis
Average number of positive nuclei per grid . .

(5 hof grid sreas counted) % of positive nuclei in 500 cells counted
Ki67 ind Avoid areas of ulceration and inflammation and highest staining areas for both methods

<195 Favorable prognosis < I15%

> 195 Poor prognosis > 15%

* Parameter was not specifically examined for neoplasms of the digit.
® Parameter should be d in epithelioid predominant neopl and in spindloid neoplasms with sufficiently observable nuclear detail.

P

O ‘cut-off” para a distingdo entre prognostico favoravel e progndstico desfavoravel
assenta num tempo de sobrevivéncia de um ano, ou seja, cdes com prognostico favoravel
sobreviveram um ano ou mais tempo, enquanto que os cdes com prognostico desfavoravel
sobreviveram menos de um ano apos o diagnostico de melanoma (C. Smedley, Spangler, et
al., 2011).

8.4. Tratamento

As diferentes modalidades de tratamento para os varios tipos de melanoma tornam
bastante dificil retirar conclusdes quanto a sua influéncia no prognéstico das neoplasias
melanociticas caninas, tanto por existirem poucos estudos que padecam de uma adequada
avaliacdo histopatologica dos melanomas como malignos, ndo se podendo assim interpretar 0s
tempos de sobrevivéncia, como pelo facto de que muitos caracterizam os melanomas em

benignos e malignos apenas pela sua localizacdo e tamanho, de acordo com o estadiamento da
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OMS, que, como ja referido anteriormente, ndo exibe diferencas estatisticamente
significativas como prognostico (Smedley, Spangler, et al., 2011).

Por estas raz0es, ainda ndo existem estudos prospetivos bem delineados que incluam
um estadiamento clinico, diagndstico histopatoldgico, protocolos de tratamento, seguimento e
avaliacdo estatistica padrdo, para que seja possivel avaliar cuidadosamente a significancia

prognostica das diferentes modalidades terapéuticas (Todoroff & Brodey, 1979).

8.5.Racio N/L

A inflamagdo desempenha um papel muito importante no desenvolvimento de uma
neoplasia, sendo que € aceite que as células inflamatdrias e citoquinas associadas estimuladas
ou libertadas pelas células neoplésicas contribuem para o crescimento tumoral e
imunossupressao (Balkwill & Mantovani, 2001).

O RNL é um parametro bastante simples e facil de obter, de forma a avaliar a
presenca de um processo inflamatério num paciente (Forget et al., 2017). Esta provada a sua
utilidade na estratificacdo da mortalidade em eventos cardiacos (Gibson et al., 2007; Azab,
Chainani, Shah, & McGinn, 2013), como um forte fator prognéstico em diversos tipos de
cancro (Forget et al.,, 2017), como marcador de diversas patologias inflamatorias ou
infeciosas, ou até mesmo como detecdo de complicacBes pos-cirurgicas (Kahramanca et al.,
2014; Ishizuka, Shimizu, & Kubota, 2012).

Existe, cada vez mais, a necessidade de identificar parametros de progndéstico que
sejam rapidos, baratos, pouco invasivos e seguros (Macfarlane, Macfarlane, Scase, Parkin, &
Morris, 2016). O RNL é bastante util como parametro diagndstico e prognostico em diversos
tipos de sistemas de classificacdo e tumores em medicina humana (Kim et al., 2010; Guthrie
etal., 2013).

Poucos estudos foram realizados no sentido de apurar a sua utilidade em medicina
veterinaria. No caso do linfoma canino, ndo foi possivel correlacionar o RNL com a MST,
embora o estudo tenha sido realizado com uma pequena amostra (Mutz et al., 2015).

Ja num estudo realizado por Macfarlane et al. (2016), o RNL apresentou capacidade
discriminatoria para a distincdo entre mastocitomas de baixo e alto grau, embora seja
duvidosa a sua conclusdo visto que 0s mastocitos pertencem aos leucdcitos, podendo criar
uma resposta inflamatoria marcada, por sua vez, influenciando o valor do RNL.

A relacdo entre 0 RNL e o melanoma ainda ndo foi estudada em humanos para o

estadios I, Il e Il do melanoma, apenas para 0 melanoma metastatico tratado com
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ipilimumab, em que ndo foi possivel associar uma elevacdo do RNL a um pior progndstico.
Ainda assim, nestes estudos obtiveram um ‘cut-off” de RNL >3 ¢ RNL>4, que relacionaram
com uma diminui¢do da MST antes do inicio do tratamento (Ferrucci et al., 2016; Zaragoza et
al., 2016).

O ‘cut-off” apropriado para o RNL no melanoma € controverso, variando na

literatura entre 2 a 5, com uma mediana de 4, em humanos (Templeton et al., 2014).

9. Revisao Sistematica

O melanoma em cdes é, cada vez mais, uma doenca oncoldgica frequentemente
diagnosticada na pratica clinica. Para 0 médico veterinario € bastante importante saber mais
sobre esta doenca, como diagnostica-la e trata-la, mas para o proprietario a resposta mais
urgente €, na maioria das vezes, saber quanto tempo de vida resta ao seu animal. Existe entdo
a necessidade do cruzamento de vérias informacdes, os fatores de prognostico, que dardo uma
melhor perspetiva de como a doenca ira progredir, e em quanto tempo.

A necessidade de recorrer aos fatores de prognostico para dar esta resposta implica a
existéncia de estudos que comprovem o seu papel tedrico na pratica clinica. Posto isto, a
presente revisao sistematica tem como objetivo fazer o ponto da situagcdo quanto aos fatores
de progndstico para 0 melanoma em caes.

A Ultima pesquisa foi efetuada no dia 15 de Maio de 2018, na plataforma online
PubMed. Os termos “melanoma”, “melano”, “dog” e “cani”, foram incluidos nesta pesquisa
como termos livres ou termos MeSH.

Os critérios de inclusdo para os estudos apresentados na pesquisa foram: 1) Estudos
em Inglés, Portugués, Francés ou Espanhol; 2) Estudos em cdes; 3) Estudos prognosticos; 4)
Estudos observacionais; 5) Estudos que avaliem a sobrevida.

Numa primeira fase, o titulo e ‘abstract’ de todos os estudos foi lido e,
posteriormente, selecionados os estudos que coincidiam com os critérios de inclusdo. Numa
segunda fase, os estudos selecionados foram lidos na integra e selecionados, novamente, de
acordo com os critérios de inclusdo. Ambas as fases foram realizadas por dois autores de
forma independente, 0 autor da presente dissertacdo e pela Dr.2. Luisa Oliveira, do Centro
Hospitalar Veterinario do Porto. Em caso de desacordo, e na auséncia de um consenso entre

os dois autores iniciais, um terceiro autor, Dr. Hugo Gregorio, tomou a deciséo final.
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Dos estudos foram recolhidos dados como o tipo de estudo, a populacdo, mais
concretamente a espécie estudada, o tipo de neoplasia, os fatores de prognostico apresentados
e 0s tempos de sobrevida apresentados para os fatores de prognostico.

A pesquisa efetuada na base de dados do PubMed apresentou 594 resultados. Apoés a
leitura do titulo e respetivo resumo, foram considerados 27 estudos como relevantes, sendo
que, apo6s leitura completa dos artigos, foram excluidos 7 estudos, de acordo com 0s critérios
de inclusdo, restando assim 20 artigos para a revisdo final (Figura 19). Na tabela 6

apresentamos um resumo dos estudos selecionados.

Um total de 594 resultados foram

identificados através da pesquisa no Pubmed

567 ndo se enquadraram de acordo com 0s

\ 4

critérios de inclusdo apos leitura do resumo

\ 4
27 estudos foram

selecionados para leitura

7 estudos nao se enquadraram nos

\4

critérios de inclusdo apés leitura integral

A4

20 estudos foram incluidos

nesta revisao sistematica

Figura 19 — Fluxograma PRISMA dos estudos selecionados.
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Ano / Autor Estudo Tu_m or Fatorgs gle Relevancia
(localizagdo)  prognostico
Taxa de sobrevida aos 2 anos superior nos
melanocitomas vs melanomas (p<0,01);
Menor tempo de sobrevida (p<0,01) para
melanomas orais do que para 0s
melanomas cutaneos;
Localizacdo Melanocitomas orais tém uma taxa de
Prospetivo ) 5 morte aos 2 anos mais elevada do que nas
59 melanocitomas Classificacdo restantes localizagdes (p= 0,05), mas sem
134 amostras . histolégica difgre[u;a na mgdi_ana dg §o_brevida; )
1979 33 cuténeos Associacdo entre Indice Mltotlcg superior
Bostock Avaliagio do ) Com_por,ta_mento a2 e menor tf:mpo de sobrevida em
P 2 29 orais biol6gico melanomas cutaneos (p<0,01), mas sem
progndstico apds - R
excisio cirtrgica do . ; i associagdo em melanomas orais;
tumor 13 labiais Dimensé&o do tumor Auséncia de dlfere_nga na sobrevida entre
melanomas do digito e outros melanomas
Indice mitético cutaneos;
Auséncia de diferenga na sobrevida entre
melanomas labiais e orais;
Volume da lesdo sem relagdo com a
sobrevida tanto em melanomas orais como
cutaneos
Retrospetivo 8 melanomas do
x digito x . . .
20 cées A fracéo de crescimento (Ki67) foi
o ) _ 4 melanomas orais _ sig_nificativamente as_sociada coma
Indice proliferativo Ki67 sobrevida (p=0,027), assim como o grau de
1999 do PCNA e Ki67 - invasdo (p=0,024) e a classificagdo
Roels, Tilmant, & como fatores de 4 melanomas labiais PCNA citolégica (p<0,001);
Ducatelle prognostico, 4 melanomas Ja na PCNA (p=0,445), no tamanho do
associando ao Grau de Invaséo tumor (p=0,178) e no tipo de célula
oculares . _ e :
comportamento predominante (p=0,160) ndo foi possivel
clinico da neoplasia obter associagdo com a sobrevida
x 2 melanomas
EM CAes que cutaneos
realizaram cirurgia
Menor sobrevida nos melanomas
histologicamente malignos (p<0,0001);
indice mitético igual ou superior a 3 foi
associado com menor sobrevida
(p<0,0001);
Menor sobrevida nos casos com indice
Retrospetivo Género proliferativo de Ki67 superior ou igual a
15% (p<0,0001);
68 amostras Atividade juncional Maior pigmentacéo (p<0,0001), atividade
histopatoldgicas juncional (p=0,0046) e posicdo
indice mitético estritamente dérmica (p<0,0001) foram
2001 Avaliacdo _da fracéo X ; associadas a maior tempo de sobrgvida;
Laprie et al, de crescimento Cuténeo Pigmentacéo Lesoes ulceradas (p=0,0023) ou células

através da marcacao
imunohistoquimica
com recurso ao MIB-
1 e sua relevancia
como fator
progndstico

Grau de invasao
Ulceragdo

MIB-1

neoplésicas com anisocariose demarcada
(p<0,0001) foram associadas a menor
tempo de sobrevida;

A andlise multivariada concluiu que os
indice mitético e indice proliferativo de
MIB-1 sao fatores de progndstico
estatisticamente significativos (p< 0,0001),
no que toca a sua relagdo com a sobrevida,
assim como, o grau de invaséo (p<
0,0012), ulceragdo (p< 0,0065),
pigmentacéo (p< 0,0007) e atividade
juncional (p< 0,0239)
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Tumor Fatores de A
Ano / Autor Estudo o x - Relevancia
(localizagdo)  prognostico
Caes com um indice proliferativo (p<
0,0489) inferior a 0,45 tiveram um
Retrospetivo prognéstico mais favoravel,
P indice de MIB-1 menor que 0,45 foi
62 cles 10 melanocitomas indice MIB-1 associado a maior sobrevida, ao contrario
(cuténeos) de indices superiores a 12,35 (p=0,0489)
Avaliacio da Localizacio comparando com 0s que Se inseriram no
[vallagdo oa 52 melanomas G intervalo entre ambos;
2002 preciséo prognostica . -
. - pag malignos (29 R Melanomas orais com menor tempo de
Millanta et al. fornecida pelo indice A Classificacdo brevida d | N
MIB-1, quando cutaneos, 20 na histolgica sobrevida do que os melanomas cutaneos
! cavidade oral, 2 na (p=0,001);
comparado com a Aloebra e 1 M t de sobrevid t
classificacdo palpebra € 410 Grau de invasdo enor tempo de sobrevida para os IUmores
histologica e digito) com invaséo de vasos linfaticos
A (p=0.0144);
localizagdo Néo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas quanto a
classificagdo histologica dos tumores
Retrospetivo
UGS Analise univariada: a sublocalizagéo do
= A /2 tumor (p<0,001), lise 6ssea (p<0,001) e
Coerzpc)ggeilgeijoada LRz volume do tumor (p=0,002) foram todos
2003 radioterapia com 3 | Dimens&o do tumor correlamonadfo scoma solbre\:!ven? -
Proulx et al. protocolos diferentes, e ESES MERES atolr_es, S delgea [ Zern o
avaliagdo de fatores Sublocalizacdo na i) (0L '_SE 0ssed (p<0,001)g
roandstico e cavidade oral volume do tumor (p=0,05), foram também
avaIF;a go da eficacia fatores preditivos quanto a sobrevivéncia,
da qﬁimioterapia na analise multivariada
sistémica no
tratamento
Retrospetivo
Pigmentagdo Tanto a contagem de mastdcitos como a
80 cées 56 malignos densidade microvascular (p< 0,01)
2006 Grau de invaséo revelaram-se como fatores de progndstico

43 melanomas
cutaneos
19 melanomas orais

Investigacdo da
correlagdo entre a
contagem de

Mukaratirwa,
Chikafa, Dliwayo, &

Moyo mastdcitos, densidade 18 melanomas
microvascular e as oculares
caracteristicas
clinicas
Retrospetivo
384 cies 73 melanomas orais
o 32 melanomas do
Caracteristicas P
PP digito
Epidemioldgicas e
Histolégicas como
2006 fatores de ol mellgg(i)gwas do
Spangler & Kass prognoéstico em
melanomas
. 227 melanomas
removidos

. . cutaneos
cirurgicamente, em

que um pequeno
nimero de casos
recebeu terapia
adjuvante (<10)

11 melanomas
oculares

Contagem de
Mastocitos

Densidade
Microvascular

Idade
Género
Metastizacdo
indice Mitdtico
Atipia nuclear
Dimensé&o do tumor
Inflamacéo

Necrose

independentes, sendo o seu aumento
relacionado com um prognéstico menos
favoravel, ao contrario dos resultados para
0 grau de pigmentacéo e invasao do tumor;
Estes fatores ndo foram associados com a
sobrevida dos pacientes

Melanomas orais com taxa de mortalidade
mais elevada e, consequentemente, uma
mediana de sobrevida inferior (ndo esta
mencionada a significancia estatistica);

Para os melanomas orais os fatores
prognostico estudados que apresentaram
significado estatistico quanto a sobrevida

foram: indice mitotico, atipia nuclear,
'score’ tumoral, metastizacéo (p<0,001),
dimens&o do tumor (p=0,008) e necrose
(p=0,05);

Para os melanomas labiais e do digito
foram: indice mitotico, atipia nuclear,
'score’ tumoral, metastiza¢do, (p<0,001),
dimenséo do tumor (p=0,005), inflamac&o
(p=0,033) e necrose (p=0,001);

Para os melanomas cutaneos foram: indice
mitético, atipia nuclear, ‘score' tumoral,
dimens&o do tumor, metastizagdo,
inflamacéo, necrose (p<0,001) e idade
(p=0,002)
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Ano / Autor Estudo Tum or Fato res gle Relevancia
(localizagdo)  prognostico
indice de Ki67 Na comparagdo entre o grupo de cées que
sobreviveu 1 ano apds diagnostico e o
Retrospetivo Classificacdo grupo em que morreram ou foram
histolégica (Atipia eutanasiados menos de 1 ano ap6s
79 cles nuclear) diagnostico, apenas a idade néo foi
2011 B estatisticamente significativa;
. L Indice Mitdtico Quando avaliados individualmente como
Bergin, Smedley, Avaliacédo da

Esplin, Spangler, &
Kiupel

2011
Martinez et al.

2011
Murakami et al.

2012
Cuitifio, Massone, &
Idiart

2012
Newman, Jankovsky,
Rohrbach, & LeBlanc

utilidade da marcacéo
imunohistoquimica
recorrendo ao Ki67
como fator
prognéstico

Retrospetivo
57 cées

Relacéo entre a
expressdo da COX-2
e a localizagéo do
tumor, indice
mitético e
proliferativo, grau de
infiltracdo linfécitaria
de TCD3+ea
sobrevida em geral

Retrospetivo
39 caes

Anélise da mutago
doexdo 11 KITe
expressdo KIT em

melanomas malignos
orais

Retrospetivo

Avaliacdo de 119
amostras histologicas

Significado
prognéstico da
angiogénese no

desenvolvimento
tumoral

Retrospetivo
60 cées

Avaliacédo da
expressdo C-kit em
melanomas da
mucosa

Oral

25 melanomas orais

32 melanomas
cutaneos

Oral

36 melanocitomas
da pele

40 melanomas da
pele

43 melanomas orais

58 melanomas orais

3 melanomas
conjuntivais

Pigmentagdo
Idade
Género

Sublocalizacéo

COX-2
Ki67
Indice mitético

Localizacéo

KIT (Recetor
transmembranar de
tirosina-kinase)

Densidade
microvascular

Avrea endotelial

C-kit

fatores de risco para uma sobrevida

inferior a 1 ano, tanto o Ki67, como a
atipia nuclear, indice mitdtico e
pigmentagao foram relevantes

estaticamente, mas na analise multivariada
em grupo destes fatores, apenas a atipia
nuclear foi estatisticamente relevante
(p<0,0001)

A analise estatistica dos parametros: indice
mitético (p=0,004), localizagdo do tumor
(p=0,001), indice Ki67 (p<0,0001),
expressao da COX-2 (p=0,001) mostrou
que todos estéao relacionados com a
sobrevida, de forma individual, embora a
expressdo da COX-2 estivesse mais
fortemente correlacionada com o desfecho
clinico do que os restantes parametros
(Odds ratio = 5,362); Ja a analise
multivariada permitiu perceber que apenas
o fndice Ki67 (p=0,001) e a expressédo da
COX-2 (p=0,004) apresentavam um valor
preditivo independente estatisticamente
significativo quando associados com a
sobrevida

Néo foi encontrada associagdo entre a
expressdo do KIT e o teor em melanina do
tumor, o estadiamento (OMS) do tumor
(p=0,375¢ a sobrevida (p=0,948) em
melanomas orais malignos

Néo foi possivel associar um aumento ou
decréscimo da densidade microvascular e
da area endotelial com os tempos de
sobrevida

Cées com expressao KIT em qualquer das
seccOes representativas do seu melanoma
obtiveram tempos de sobrevida
significativamente mais longos (p=0,01)
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Ano / Autor Estudo Tu_m or. Fator(,as gle Relevancia
(localizacdo)  prognostico
Retrospetivo
SCRES " Foi possivel a associacdo negativa entre a
47 melanomas orais x . .
— expressdo da Fascina 1 e a sobrevida
Yamza(c)i%oxzet al o Avgllzga?: e - 9 mel Fascina-1 (p=0,0136), que quanto mais forte é a sua
’ Xpressao oa ascina- mefanomas marcagao imunohistoquimica menor é a
1 como fator de cutaneos sobrevida:
prognostico em ’
melanomas orais e
cutaneos
Localizacéo oral apresentou menor
sobrevida, seguida dos melanomas do
digito e, com a maior mediana de
sobrevida, 0os melanomas cutaneos
Retrospetivo (p=0,02). Obtiveram-se 0s mesmo
resultado na analise multivariada,
63 cées Localizacdo evidenciando ainda mais as diferengas de
30 melanomas orais sobrevida entre as diferentes localizagoes;
Comparagéo do indice Mitético Nao existiram diferencas estatisticamente
2013 efeito da 24 melanomas significativas, entre as diferentes as
Brockley, Cooper, & quimioterapia cuténeos Estadiamento localizagbes, com ou sem recurso ao
Bennett (carboplatina) em tratamento com a carboplating;
cdes que realizaram 9 melanomas do Carboplatina Nao se verificou associagdo entre o indice
controlo loco- digito mitético e o estadiamento com a
regional ou apenas Cirurgia + Carboplatina sobrevida;
tratamento Apenas 2 casos responderam
quimioterapico positivamente a carboplatina, aumentando
significativamente o seu tempo de
sobrevida (p=0,039), mas, dado o seu
baixo nimero, tornou-se irrelevante para a
andlise multivariada
A mediana de sobrevida para o grupo em
estado inicial foi significativamente menor
do que para o grupo em estadio avangado
Retrospetivo (p=0,0009);
Foi possivel associar a expressdo do miR-
2013 26 cées Estadiamento 23coma sobrevid~a, sendo que, quanto
Noguchi et al ) Oral ; Menor a sua expresséo menor € a sobrevida
’ MicroRNAs como MicroRNAs (p=0,042), ndo se verificando 0s mesmos
supressor tumoral e resultados para os outros microRNAs
fator prognoéstico estudados;
Nao foi encontrada associacéo entre 0s
niveis de expressdo dos miRNAs testados
e o0 estadiamento clinico
Idade Analise univariada: idade superior a 12
anos (p=0,002), dimens&o tumoral superior
Retrospetivo Dimensio do tumor a 4 cm (p<0,001), cirurgia intralesional
foram associadas a menor sobrevida
151 cées Peso (p=0,011); A quimioterapia metronémica
(p=0,001) e a radioterapia (p=0,013)
2014 Avaliacéo da z_eficécia Oral Sublocalizagio foram, isoladamente, _assgciadas a maior
Boston et al. das terapias sobrevida;

sistémicas adjuvantes
apos excisao
cirrgica de
melanomas orais

Terapia adjuvante
Vacinagdo

Metastizagdo

Anélise multivariada: apenas a idade
(p=0,005), a dimensao tumoral (p=0,007) e
a excisdo incompleta do tumor (p=0,015)
produziram, novamente, resultados
estatisticamente significativos na
associagéo com a sobrevida;
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Tumor Fatores de A
Ano / Autor Estudo o a f Relevancia
(localizacdo)  prognostico
Tratamento
b4 BRI A administracéo de terapia adjuvante
Retrospetivo n (ILD: p=0,005; TS: p=0,03), metastizacéo
Bl (ILD: p=0,002; TS: p<0,001), estadio Il
70 cées c o (ILD: p=0,017; TS: p=0,001) ou IV (ILD:
Dimensdo do tumor 4 55). TS: p=0,0009), tamanho do
2014 Avaliacdo da Género tumor superior a 3 cm (ILD: p=0,046); TS:
Tuohy, Selmic, progressao clinica em Oral ndo foi significativo), fémeas inteiras
Worley, Ehrhart, & termos de intervalo Tipo de ressecio (ILD: p=0,007; TS: p=0,026), sdo os
Withrow livre de doenca (ILD) (env[c)nlven do osgo ou fatores associados a menores tempos de
e tempo de sobrevida : ILD e sobrevida;
PRI apenas tecidos moles) N p . 3 x
(TS), apds cirurgia Néo foi possivel associar o tipo de leséo, a
curativa de Sublocalizacio sublocalizagdo na cavidade oral e a
melanomas orais G resse¢do com margens incompletas com o
Margens completas EPOOLS
Terapia adjuvante
A expressio elevada de B - catenina
nuclear foi associada com a presenca de
metastizagdo e morte se considerarmos 0s
melanocitomas e melanomas em conjunto
(p<0,01), havendo uma tendéncia
estatistica mas sem significancia quando se
Retrospetivo considerou apenas os melanomas (p=
0,063)
21 amostras Cutineos o A expressdo da survinina nuclear foi
Survinina significativamente mais elevada nos
2015 Significado : ) melanomas do que nos melanocitomas
Bongiovanni et al. prognéstico da 10 melanocitomas B - catenina (p<0,01), sendo o aumento da sua
expressao expressdo associado a presenca de
. . - 11 melanomas o ]
imunohistoquimica metastizagdo e morte do animal, tanto nos
da survinina e p - casos em geral (p<0,01), como nos casos
catenina de melanoma (p<0,05);
N4o existiu evidéncia estatistica
significativa na associacéo entre a
expressdo da survinina e da f - catenina
nuclear, ndo tendo sido feita uma
associacao destes dois fatores com o tempo
de sobrevida
Retrospetivo
~ Os cdes com ambas as categorias de
48 caes . 1o livre d
PDGRs a ¢ B PDGrs apresentaram um intervalo livre de
Expressio dos doenca e sobrevida menor, do que os
p o . restantes que apresentavam apenas uma
PDGRs (receptores Indice Ki67 . i
2017 das categorias ou nenhuma;
N dos fatores de Oral e . - :
lussich et al. A ——— Estadiamento Um indice de Ki67 elevado foi também
. associado a um menor intervalo livre de
derivados das . 3
doenca e sobrevida (p<0,05); Quanto aos
plaquetas) e Margens completas A
correlagio com restantes parametros, nenhqm qu )
o x resultados foi estatisticamente significativo
prognéstico em cées
com melanoma oral
Excisdo com margens
Prospetivo completas Nos diferentes grupos o Peso corporal foi
i estatisticamente significativo na analise
42 caes Indice de Ki67 univariada (p=0,01), sendo que utilizando
2017 Oral B um ‘cut-off' de 20 kg, os caes,
Piras et al. Ressecdo cirlrgica e Indice mitético independentemente do tratamento, com

Eletrovacinacéo
neoadjuvante
(antigénio CSPG4)

Atipia nuclear

Peso

peso inferior a este 'cut-off' sobreviveram
mais tempo (<20 kg - 300 dias; >20kg -
100 dias).
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Tumor Fatores de

o L Relevancia
(localizacdo)  prognostico

Ano / Autor Estudo

Dimensao do tumor

Metastizacdo
Retrospetivo Tempo de
administracdo da vacina

69 cdes gy
apds diagnostico

Néo foi possivel obter significancia
estatistica quanto aos fatores de

prognoéstico avaliados;

2017

Verganti et al. Oral

Administracdo da
vacina Oncept (sem
grupo de controlo)

Pigmentacédo
Indice mitotico

Excisdo com margens
completas

Tabela 4 — Resumo das caracteristicas dos estudos selecionados.

Dos 20 estudos selecionados, 19 eram retrospetivos (Bostock, 1979; S. Roels et al.,
1999; Laprie et al., 2001; Millanta et al., 2002; Proulx et al., 2003; Mukaratirwa et al., 2006;
Spangler & Kass, 2006; Bergin et al., 2011; Martinez et al., 2011; Murakami et al., 2011;
Cuitifio, Massone, & Idiart, 2012; Newman, Jankovsky, Rohrbach, & LeBlanc, 2012; Yamada
et al., 2012; Brockley, Cooper, & Bennett, 2013; Noguchi et al., 2013; Boston et al., 2014;
Tuohy, Selmic, Worley, Ehrhart, & Withrow, 2014; Bongiovanni et al., 2015; lussich et al.,
2017; Verganti et al., 2017), e apenas 1 estudo era prospetivo (Piras et al., 2017). Todos 0s
estudos foram realizados em cées, de acordo com os critérios de inclusdo, num total de 1828
caes. Neste total reinem-se também os nimeros de estudos em que apenas se avaliariam as
amostras histologicas, perfazendo um total de 382 amostras em 4 estudos diferentes. De
acordo com os critérios, todos os estudos incluem apenas melanomas, sendo que em 9
estudos, apenas sdo estudados os melanomas orais, 1 estudo que avalia apenas 0os melanomas
cutaneos, e os restantes avaliam melanomas de varias localizagdes: orais, cutaneos, do digito,
conjuntivais, oculares e labiais.

Quantos a frequéncia dos fatores de prognostico nos 20 estudos, o indice de Ki67 e o
indice mitético foram os fatores de progndstico avaliados com maior frequéncia, num total de
7 estudos, seguidos da dimensdo do tumor avaliada em 6 estudos. A localizagéo,
metastizacdo, estadiamento, pigmentacao, género, sublocaliza¢do na cavidade oral e grau de
invasdo foram avaliados em 4 estudos, seguidos pela idade e a atipia nuclear avaliadas 3
estudos. Para alem disso, a classificacdo histoldgica, o c-kit, 0 peso e a densidade
microvascular foram considerados como fatores de prognostico a avaliar em 2 estudos. Ja o

PCNA, a atividade juncional, a ulceracéo, a lise dssea, 0s mastocitos, o grau de inflamacdo, a
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COX-2, a Fascina-1, a survinina, e a p — catenina, os PDGRs a e B, os MicroRNA’s, 0

comportamento biologico e area endotelial apenas foram avaliados num estudo.

Alguns estudos apresentaram alguns problemas, como o baixo numero de casos

estudados. A tabela 7 representa o risco de enviesamento para os diferentes estudos.

A amostra foi

O seguimento foi

Os critérios foram

Houve um ajuste
utilizados de forma para outros fatores

Ano / Autor represen'ga’glva e suficientemente objetiva e de prognéstico mais
bem definida? longo e completo? . ; -
imparcial? importantes?
1979
Bostock (+) (+) (+) (')
1999
Roels, Tilmant, & ) ) ) (+)
Ducatelle
2001
Laprie et al, (+) (+) (') (+)
2002
Millanta et al. () ) (+) ()
2003
Proulx et al. (+) (+) (') (+)
2006
Mukaratirwa, Chikafa, (—) (_) (_) (+)
Dliwayo, & Moyo
2006
Spangler & Kass (+) (+) (+) (+)
2011
Bergin, Smedley, Esplin, (+) (+) ) (+)
Spangler, & Kiupel
2011
Martinez et al. ) (+) ¢) (+)
2011
Murakami et al. ) (+) () ()
2012
Cuitifio, Massone, & (+) ) ) )
Idiart
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. . . Oscritérios foram  Houve um ajuste
A amostra foi O seguimento foi e
- e utilizados de forma para outros fatores
Ano / Autor representativa e suficientemente S s .
S objetiva e de prognéstico mais
bem definida? longo e completo? . ; -
imparcial? importantes?

2012

Newman, Jankovsky, (+) ) ) )

Rohrbach, & LeBlanc

2012

Yamada et al. (+) (') (') (')
2013

Brockley, Cooper, & ) (+) “) (+)

Bennett

2013

Noguchi et al. ) ) ) )
2014

Boston et al. () (+) ) (+)
2014

Tuohy, Selmic, Worley, ) (+) ) (+)

Ehrhart, & Withrow

2015

Bongiovanni et al. ) ) ) )
2017

Lussich et al. ) ) (+) (+)
2017

Piras et al. Q) ) (+) ()
2017

Verganti et al. (') (+) (+) (')

Tabela 5 — Risco de enviesamento.
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Discussao

indice Ki67

O indice Ki67 é um marcador imunohistoquimico muitas vezes estudado como fator
prognostico em diversos tumores. Nos 7 estudos em que foi avaliado, o indice Ki67 foi
estatisticamente significativo em 5 deles. Mais uma vez, os valores considerados para o indice
variaram entre estudos, ainda assim, em todos os estudos foi consensual que quanto maior o
indice, pior o progndstico e menor a sobrevida (Roels et al., 1999; Laprie et al., 2001; Bergin
et al., 2011; Martinez et al., 2011; lussich et al., 2017). Apenas no estudo de Piras et al,
(2017) ndo foi estatisticamente significativo como fator de prognéstico, mas curiosamente, é o
estudo com menor numero de casos e que apresenta o peso corporal do animal como o Unico
fator prognostico, dos 5 estudados, com significado estatistico.

O MIB-1 é um anticorpo monoclonal, usado como marcador imunohistoquimico que
avalia a proliferacdo celular, reconhecendo um antigénio nuclear expressado em fases
mitoticas tardias, sendo o seu indice proliferativo associado noutros estudos com a
classificacdo histoldgica dos tumores e tempo de sobrevida dos pacientes (Millanta et al.,
2002).

Em ambos os estudos, o indice proliferativo MIB-1 foi estatisticamente associado a
sobrevida (Laprie et al., 2001; Millanta et al., 2002), para além de que no segundo estudo foi
possivel determinar um valor ‘cut-off’, em que um indice proliferativo inferior a 0,45 foi
associado a um prognostico mais favoravel, ao contrario de cdes com um indice proliferativo

superior a 12,35.

indice Mitético

A grande maioria dos estudos avalia o indice mitético como fator de progndstico.
N&o s6 em melanomas, como em muitas outras doengas oncoldgicas, o indice mitético tem
provado ser um bom indicador de prognostico e comportamento biol6gico dos tumores. Nos 7
estudos é que é avaliado, o indice mitético foi estatisticamente significativo em 4 deles
(Bostock, 1979; Laprie et al., 2001; Spangler & Kass, 2006; Bergin et al., 2011). Nesses 4
estudos foi determinado um valor ‘cut-off” que nao foi consensual entre estudos, mas que

produziu sempre o mesmo significado, ou seja, quanto maior o indice mitético, pior o
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prognostico e menor o tempo de sobrevida. Nos 3 estudos em que o indice mitotico ndo
apresentou relevancia, o nimero de amostras era reduzido (Brockley, Cooper, & Bennett,
2013; Piras et al., 2017), havendo mesmo um desses estudos em que ndo foi possivel obter
qualquer resultado estatisticamente significativo quanto aos fatores estudados (Verganti et al.,
2017).

Dimensao do tumor

A dimensdo do tumor, € outro fator prognostico que foi avaliado em 6 estudos
diferentes. Como se sabe, a dimensdo do tumor é uma das categorias do estadiamento do
melanoma, mas que neste caso é avaliado como fator prognostico isolado, e ndo como parte
do estadiamento, sendo este um fator prognostico avaliado noutros estudos.

Em 4 estudos, a dimensdo do tumor foi estatisticamente significativa, sendo que em
todos eles foi consensual que quanto maior a dimensdo inicial do tumor, pior prognostico e
menor tempo de sobrevida apresentam os pacientes. Mais uma vez, a dimensdo ‘cut-off’
variou entre os estudos, rondando os 3 e 4 cm, para além dos quais 0 prognostico agrava
drasticamente (Proulx et al., 2003; Spangler & Kass, 2006; Boston et al., 2014; Tuohy,
Selmic, Worley, Ehrhart, & Withrow, 2014).

No estudo de Bostock (1979), a dimensdo do tumor ndo foi correlacionada
estatisticamente com a sobrevida, assinalando que uma grande parte dos melanomas deste
estudo eram benignos. Mais uma vez, a dimensdo do tumor, assim como todos 0s outros
fatores estudados, ndo produziram resultados estatisticamente significativos no estudo de
Verganti et al, (2017).

Metastizacao

Dos 4 estudos que avaliam a metastizacdo, seja ela para linfonodos ou 6rgdos, local
ou distante, apenas 2 apresentaram resultados estatisticamente significativos. Nesses estudos,
a metastizacao € associada a menor tempo de sobrevida (Spangler & Kass, 2006; Tuohy et al.,
2014).

Nos outros 2 estudos a metastizagcdo néo foi associada, estatisticamente, aos tempos

de sobrevida dos pacientes (Boston et al., 2014; Verganti et al., 2017).

54



André Campos | O Récio Neutréfilo/Linfocito como fator de prognostico para melanomas da cavidade oral em
caes

Localizagéo

Dentro das varias localizacBes possiveis encontra-se a pele, a cavidade oral, 0s
labios, os olhos e os digitos.

A avaliacdo da localizacdo como fator prognostico foi bastante consensual entre
estudos, sendo que a localizagdo oral foi a que apresentou sempre pior progndstico e menor
sobrevida, seguida dos labios, digitos, olhos e, por fim, a localizacdo cutdnea com o melhor
prognostico e maior tempo de sobrevida em todos os estudos (Bostock, 1979; Millanta et al.,
2002; Martinez et al., 2011; Brockley et al., 2013).

Estadiamento

Quanto aos 4 estudos que avaliaram o estadiamento, todos o fizeram de acordo com
0 estadiamento da OMS.

Nos estudos de Noguchi et al. (2013) e Tuohy et al. (2014) foi possivel associar o
estadiamento com a sobrevida, sendo que, o estadio Il e IV sdo os estadios mais avancados e,
que por sua vez, foram associados a menores tempos de sobrevida.

A associacdo entre a metastizacdo e o tempo de sobrevida ndo foi estatisticamente
significativa nos restantes estudos (Brockley et al., 2013; lussich et al., 2017).

Pigmentacdo

A pigmentacdo, como fator de prognostico, pode ser interpretada de duas formas.
Melanomas melandticos com menor ou maior grau de pigmentacdo, ou comparando entre
melanomas melan6ticos e amelanéticos. De qualquer das formas, os resultados obtidos foram
consistentes entre estudos, indicando que guanto menor a pigmentagdo, menor o tempo de
sobrevida (Laprie et al., 2001; Mukaratirwa et al., 2006; Bergin et al., 2011). Relembrando
gue no estudo de Mukaratirwa et al. (2006) ndo correlacionaram com a sobrevida, mas sim
com o enquadramento clinico dos pacientes, e que no estudo de Bergin et al. (2011), a

pigmentacdo foi apenas estatisticamente significativa na analise univariada.
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Mais uma vez, no estudo de Verganti et al. (2017), a pigmentacdo, assim como todos
0s outros fatores estudados, ndo foi estatisticamente significativa na correlacdo com a
sobrevida.
Sublocalizacéo

A sublocalizacdo refere-se a localizacdo dentro da cavidade oral, sendo por isso
apenas avaliada em estudos que consideraram apenas 0s melanomas orais nas suas amostras.
Esta sublocalizagéo varia essencialmente entre rostral e caudal.

Apenas um estudo conseguiu correlacionar a sublocalizacdo com a sobrevida, sendo
que, confirma a sua propria teoria dizendo que os melanomas mais caudais dentro da cavidade
oral apresentam menor tempo de sobrevida pois sdo muito mais dificeis de detetar pelo tutor
ou médico veterinario, ao contrario dos mais rostrais, que sdo mais facilmente detetados
(Proulx et al., 2003).

Nos restantes estudos ndo existiu correlacdo entre a sublocalizacdo e os tempos de
sobrevida (Bergin et al., 2011; Boston et al., 2014; Tuohy et al., 2014).

Género

O estudo de Tuohy et al. (2014) correlaciona os fatores de prognostico com o ILD e
o0 TS, dizendo que ndo existem diferencas significativas entre machos e fémeas, mas que as
fémeas inteiras sdo as que apresentam maior ILD e TS, com significado estatistico.

Os restantes estudos ndo produziram resultados estatisticamente significativos na
correlacdo entre o género dos cédes e o tempo de sobrevida (Laprie et al., 2001; Spangler &
Kass, 2006; Bergin et al., 2011).

Grau de Invasao

O grau de invasdo refere-se aos tecidos que o tumor invadiu, variando consoante a
localizagdo do mesmo. Esta invasdo pode ser considerada tanto em lateralidade como em
profundidade dos tecidos subjacentes ao tumor, seja tecidos moles ou até mesmo 0sso.

Todos os estudos foram consistentes, concluindo que um maior grau de invaséo do
tumor esta associado a menor sobrevida dos pacientes (Laprie et al., 2001; S. Roels et al.,
1999; Millanta et al., 2002).
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Apenas o0 estudo de Mukaratirwa et al. (2006) apresenta um resultado contraditério,
referindo que tumores mais invasivos estdo presentes nos pacientes com melhor apresentacao
clinica em conjugacdo com outros fatores, visto que este estudo ndo avaliou os seus fatores

quanto a sobrevida.

Idade

Como seria de esperar, os resultados dos estudos apontam para o 6bvio, que quanto
mais velho for o paciente, menor é o seu tempo de sobrevida, devido ao facto de que a
probabilidade de existirem doencas concomitantes ser muito mais alta quanto mais velho for o
animal.

Por isso, alguns estudos tentam especificar a partir de que idade o progndstico se
agrava, como no caso do estudo de Boston et al. (2014), que afirma que o agravamento do
prognostico se da a partir dos 12 anos.

Noutro estudo, a idade apenas foi estatisticamente significativa quanto a sobrevida
nos melanomas cutaneos (Spangler & Kass, 2006).

No terceiro estudo, a idade ndo foi estatisticamente significativa quanto a sobrevida
(Bergin et al., 2011).

Atipia nuclear

A atipia nuclear foi avaliada como fator de prognostico em 3 estudos, sendo
consistente nos 2 primeiros, estando fortemente associada a sua presenca com um pior
prognostico e decréscimo na sobrevida dos pacientes com melanomas nas mais variadas
localizagOes (Spangler & Kass, 2006). No estudo de Bergin et al. (2011), foi mesmo o unico
fator de prognostico com resultados estatisticamente significativos, na associagdo com a
sobrevida, tanto na andlise univariada como na analise multivariada.

Apenas no terceiro estudo néo foi possivel associar a atipia nuclear com a sobrevida
(Piras et al., 2017), sendo curioso que se trata do Unico estudo prospetivo considerado nesta

revisao sistematica.

Classificacao Histoldgica
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A classificacdo histoldgica é avaliada, nos 2 estudos, como melanoma benigno ou
maligno, ou com a denominacéo de melanocitoma e melanoma maligno.

Os resultados para este fator de progndstico foram inconsistentes nos estudos em que
foi considerado, sendo os melanomas malignos os que apresentam pior progndstico e,
consequentemente, menor tempo de sobrevida (Bostock, 1979), ndo se obtendo um resultado
estatisticamente significativo no segundo estudo que avaliou este fator de prognostico
(Millanta et al., 2002).

C-KIT

Dois estudos avaliaram o recetor transmembranar da tirosina-kinase como fator de
prognastico, ou seja, Se a sua presenca e expressao esta associada ao tempo de sobrevida dos
pacientes.

No primeiro, ndo foi encontrada associacdo entre a expressdo KIT e o tempo de
sobrevida dos pacientes (Murakami et al., 2011), mas no segundo, 0s cdes com expressao KIT
em qualquer das secgdes representativas do seu melanoma, obtiveram tempos de sobrevida

significativamente mais longos (Newman et al., 2012).

Peso

O peso dos caes foi avaliado em 2 estudos, ambos de exclusivamente melanomas
orais, sendo que no estudo mais antigo o peso ndo foi estatisticamente significativo quanto a
sobrevida (Boston et al., 2014).

O estudo mais recente obteve um resultado surpreendente quanto a este fator de
prognostico raramente estudado, em que os cdes com peso inferior a 20kg,
independentemente do tratamento que realizaram, sobreviveram significativamente mais
tempo, sendo o Unico fator de prognostico deste estudo em que se obteve relagdo com o0s

tempos de sobrevida (Piras et al., 2017).

Densidade microvascular

A angiogénese é crucial para um desenvolvimento tumoral sustentavel, permitindo a

oxigenacdo e nutricdo dos seus tecidos. A densidade microvascular avalia a evolugdo da
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angiogenese, ou seja, quanto mais avangado é o processo de angiogénese do tumor, maior € a
densidade microvascular. Neste estudo, quanto maior a densidade microvascular tumoral,
menor o tempo de sobrevida dos pacientes, pois estd intimamente associada ao
desenvolvimento do tumor (Mukaratirwa et al., 2006).

O segundo estudo que avalia a densidade microvascular, pretende também avaliar o
papel da angiogénese no desenvolvimento tumoral, mas no qual ndo se obteve significado

estatistico quanto a sobrevida (Cuitifio et al., 2012).

Atividade juncional

Quando avaliada histologicamente, a atividade juncional é definida como a
disseminacdo intraepitelial de células dendriticas pigmentadas na juncdo do epitélio com a
lamina propria.

O aumento da atividade juncional foi associada, juntamente com um grau de
pigmentacdo aumentado e posicao estritamente dérmica do tumor, com um aumento do tempo
de sobrevida da populagdo do Unico estudo que a avalia como fator de progndstico (Laprie et
al., 2001).

PCNA

Apenas um estudo avaliou 0 PCNA como indice proliferativo e seu significado como
fator de prognéstico em melanomas.

O PCNA ¢é um polipeptideo nuclear 36 kD, essencial para o correto funcionamento
da sintese de ADN. Em medicina humana e noutros estudos em veterindria, o indice
proliferativo do PCNA tem sido associado aos tempos de sobrevida dos pacientes, mas o
mesmo ndo acontece neste estudo, em que o indice proliferativo do PCNA nédo foi
estatisticamente associado ao tempo de sobrevida, num periodo de seguimento de 6 meses
(Roels et al., 1999).

Ulceracéo

A ulceracdo de um tumor implica que se encontre num estadio de invasdo avancado

ou, pelo menos, que acarrete um comportamento biologico agressivo.
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No Uunico estudo que a considera como fator de prognostico, a ulceracdo foi
associada a um agravamento do prognostico, até mesmo na analise multivariada (Laprie et al.,
2001).

Lise O0ssea

A lise dssea poderd ocorrer através da invasdo do tumor primario, principalmente em
melanomas orais ou do digito, mas também através de metastizacdo distante para 0s 0ssos.

Proulx et al. (2003) considerou a lise 6ssea como fator de progndstico no seu estudo,
concluindo que a presenca de lise dssea estad estatisticamente associada a menor tempo de

sobrevida.

Contagem de mastocitos

Os mastdcitos sdo proeminentes no microambiente tumoral, providenciando uma
resposta imunitaria do hospedeiro a neoplasia, desempenhando também um papel importante
na angiogénese e quanto aos fatores angiogénicos. No estudo que avaliou a contagem de
mastocitos como fator de prognostico, ndo foi associado este mesmo fator aos tempos de
sobrevida dos pacientes, mas sim a outras caracteristicas clinicas, com objetivo de perceber a
sua correlacdo com essas mesmas caracteristicas e seu prognostico. Ainda assim, um aumento
na contagem de mastécitos, em circulacdo e nos tecidos peri-tumorais e tumorais, foi

associada a um agravamento do prognéstico (Mukaratirwa et al., 2006).

Grau de inflamacéo

O grau de inflamacdo intralesional foi considerado como fator de prognéstico num
estudo, concluindo que quanto maior o grau de inflamacdo menor é o tempo de sobrevida,
tanto para os melanomas labiais e do digito, como para os melanomas cutaneos, mas ndo se
obtendo a mesma associacdo para 0s melanomas orais, em que ndo existiu significado

estatistico quanto a este fator de progndstico (Spangler & Kass, 2006).
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COX-2

As cicloxigenases sdo um grupo de enzimas envolvidas na conversdo da catalisagdo
do &cido araquidonico em prostaglandina H2, o percursor de prostandides durante o0s
processos inflamatdrios. A COX-2 é expressada em varias patologias, incluindo o cancro, no
qual é responsavel por inumeros efeitos, como a angiogénese, metastizacdo, antiapoptose,
imunossupressao e proliferacdo de células neoplésicas (Wang, 2006).

No estudo de Martinez et al. (2011), é associada a expressao da COX-2 com outros
fatores de progndstico e o tempo de sobrevida. A expressdo da COX-2 foi o fator mais
fortemente correlacionado com o desfecho clinico e tempo de sobrevida dos pacientes,
apresentado um valor preditivo independente na analise multivariada, na associa¢cdo com a

sobrevida.

Fascina-1

A Fascina-1 é uma proteina que desempenha um papel crucial na organizacdo de
estruturas de actina, apresentando uma correlacdo positiva com um comportamento clinico
agressivo e diminuicdo do tempo de sobrevivéncia em diversos tumores humanos (Oh, Kim,
Suh, Paek, & Moon, 2012).

Yamada et al. (2012), avaliou a expressao da Fascina-1 como fator de prognostico
em melanomas orais e cutaneos, tendo sido possivel associar a sua expressdo com a
sobrevida. Neste estudo, quanto mais forte a marcacdo imunohistoquimica pela Fascina-1,

menor é o tempo de sobrevida do paciente.

Survinina e  — catenina

A via de sinalizacdo da B — catenina desempenha um papel fundamental em diversos
processos, incluindo no desenvolvimento dos melanocitos desde a crista neural (Larue, 2006).

A survinina é um gene alvo da via de sinalizacdo da B — catenina, agindo como
reguladora do ciclo celular e inibidora da apoptose (Bongiovanni, Muller, & Salda, 2011).

O estudo de Bongiovanni et al. (2015) avalia as duas moléculas como potenciais
fatores de prognostico, retirando conclusdes importantes, como o facto de a expressdo da

survinina estar associada a presenca de metastizacdo e a morte do animal, tanto em
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melanocitomas como em melanomas, ao contrario da p — catenina que apenas apresentou
significado estatistico quando se consideram os tumores benignos e malignos em conjunto.
Neste estudo ndo existiu evidéncia estatistica significativa para ambas as moléculas, nem foi

associada a sua expressao com o tempo de sobrevida.

PDGR’s a e f

Os PDGR’s sdo recetores dos fatores de crescimento derivados das plaquetas,
envolvidos em processos fisiologicos, mas também em processos patoldgicos, estando
envolvidos na producdo de fibroblastos, proliferacdo de células endoteliais e na regeneracao
dos tecidos, juntamente com processos fibréticos (Alvarez, Kantarjian, & Cortes, 2006).

Em medicina humana sabe-se que podem ser ativados por alteragdes genéticas,
estando a sua disfuncéo associada a diversos tumores (Paulsson, Ehnman, & Ostman, 2014).

No estudo de lussich et al. (2017), foi avaliada a expressdo dos PDGR’s como
fatores de prognéstico em melanomas orais. Concluiram entdo, que os cdes com as categorias
a e [ apresentaram um intervalo livre de doenca e sobrevida menor, do que aquelas que

apresentaram apenas uma das categorias de PDGR’s ou nenhuma delas.

MicroRNA'’s

Os MicroRNA’s sdo uma nova classe de RNA’s curtos, que estdo envolvidos na
regulacdo negativa da expressdo de genes através da sequéncia especifica com base no
emparelhamento com os mRNA’s. Cada um destes miRNA’s pode controlar centenas de
genes-alvo, com potencial influéncia em quase todas as vias genéticas, desempenhando um
papel importante no crescimento celular e sua diferenciacdo, incluindo na apoptose e
oncogeénese (Bartel, 2004).

Apenas um estudo avalia a expressdo dos miRNA’s como supressor tumoral e fator
prognostico, no qual a expressédo do miR-23 foi associado com a sobrevida, sendo que, quanto
menor a sua expressdo, menor € o tempo de sobrevida dos pacientes, ndo havendo a mesma

associagdo estatistica para outros miRNA’s estudados (Noguchi et al., 2013).
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Area endotelial

A drea endotelial é um pardmetro vascular, que em conjugacdo com a densidade
microvascular pode ser utilizado para avaliar a angiogénese, com recurso a
imunohistoquimica (Vermeulen et al., 1996).

O estudo que avalia o significado progndstico da angiogénese no desenvolvimento
tumoral, recorre a densidade microvascular e &rea endotelial, mas ainda assim néo foi possivel
associar as alteracdes em ambos os pardmetros com os tempos de sobrevida dos pacientes
(Cuitifio et al., 2012).

Conclusao

Como referido anteriormente, a necessidade de informacdo necessaria para poder
formular uma resposta, no que toca ao prognoéstico, tempo de vida e opg¢Bes de tratamento
consoante a avaliacdo desses mesmos fatores, € de elevada importancia e exigida na pratica
clinica diaria, independentemente da doenca do paciente.

Posto isto, a presente revisdo sistematica vem demonstrar que, para o melanoma,
existem diversos fatores de progndéstico avaliados, com vista a dar uma resposta cada vez mais
rapida e exata quanto ao tempo de sobrevida dos pacientes.

Os resultados da presente revisdo sistematica permitem concluir que os fatores de
prognoéstico com maior frequéncia de associacdo com a sobrevida sdo o indice de Ki67, o
indice mitdtico e a dimensdo do tumor. Estes sdo os fatores que mais se repetem nos 20
estudos considerados, sendo sempre relacionados negativamente com a sobrevida, ou seja,
tanto um indice mitotico e um indice de Ki67 aumentados, como tumores de maiores
dimensdes, significam um agravamento do progndstico e diminui¢do do tempo de sobrevida
na grande maioria dos estudos.

Ainda assim, existem alguns resultados bastantes interessantes e prometedores, como
€ 0 caso da atipia nuclear, COX-2, Fascina-1 e os MicroRNA’s, que apesar do baixo niimero
de casos e estudos que os avaliem, apresentaram resultados estatisticamente significativos,
gue indicam que poderdo ser usados no futuro como fatores de prognéstico a incluir no estudo
prognostico de cdes com melanoma, padecendo ainda de estudos que envolvam maiores
populacdes e que incluam grupos de controlo, assegurando uma maior fiabilidade dos

resultados.

63



André Campos | O Récio Neutréfilo/Linfocito como fator de prognostico para melanomas da cavidade oral em
caes

Na presente revisao sistematica, existe quase uma maioria absoluta de estudos
retrospetivos, 0 que poderd induzir-nos em erro quanto a extrapolacdo de resultados para a
grande maioria da populacdo de cées. A maioria dos estudos retrospetivos ndo apresentam
grupo de controlo, ou quando apresentam, a definicdo do grupo de controlo torna-se mais
complicada, pois existem diversos fatores a ter em conta na escolha desse mesmo grupo,
acrescentando ainda uma maior dificuldade quando os dados obtidos ndo sdo completos para
todos os cdes envolvidos no estudo. Posto isto, os estudos prospetivos sdo bastantes
vantajosos no que toca a escolher um grupo de controlo, pois os fatores envolvidos e a
definicdo do grupo é criteriosamente escolhida mesmo antes de se iniciar a recolha de dados
para a investigacao.

A grande maioria dos 20 estudos selecionados tem um intervalo de tempo para a
recolha de dados curto e, consequentemente, um nimero de casos insuficiente, principalmente
no que toca a estudos que utilizam técnicas de diagndstico dispendiosas como a
imunohistoquimica ou a citometria de fluxo.

Ainda assim, os critérios definidos nos estudos sdo utilizados de forma objetiva e
imparcial, sem interesses secundarios, e muitas vezes, com o objetivo de perceber se os
mesmos fatores de progndstico utilizados em medicina humana, podem ser usados em
medicina veterindria. Em quase todos os estudos, principalmente nos que avaliam novos
fatores de progndstico pela primeira vez em medicina veterinaria, existe sempre uma
avaliacdo desses fatores com outros anteriormente comprovados, de forma a reforcar a

qualidade do estudo.
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10. Avaliacdo do Racio Neutrdéfilo/Linfocito no Melanoma oral
10.1.  Objetivos

A elaboracédo deste estudo retrospetivo tem como objetivo avaliar a significancia do
Réacio Neutréfilo/Linfocito, em cédes diagnosticados com melanoma oral, como fator de
prognostico.

10.2. Materiais e Métodos

Este estudo trata-se da avaliacdo retrospetiva de uma amostra de 16 cées,
previamente diagnosticados com melanoma oral de acordo com o sistema de classificagdo da
OMS.

Todos os dados foram recolhidos atraves do programa Winvet e Bizagi no Hospital
Veterinario Berna, desde julho de 2010 a marco de 2018, com o parecer do Dr. Joaquim
Henriques.

A recolha de dados incidiu na anamnese, quanto a raca, idade e estado fértil. Nas
caracteristicas do tumor, no que diz respeito a localizacdo, metastizacdo e consequente
classificacdo. Foram também analisados os primeiros hemogramas, mais proximos do
momento de diagndstico, recolhendo o valor de neutrofilos e linfécitos para cada animal.
Registou-se 0 tipo de tratamento efetuado para cada animal, cirlrgico, com recurso a
guimioterapia ou imunoterapia, e por fim, o tempo de sobrevida para cada animal, registado
em meses desde 0 momento do diagndstico até a sua morte.

Neste estudo, foram incluidos todos os cdes diagnosticados com melanoma oral,
através de citologia ou histopatologia, e classificados através do sistema de classificacdo da
OMS, excluindo-se todos os animais cujo diagnéstico foi inconclusivo ou para o qual ndo foi
efetuado nenhum tipo de tratamento. Apenas dois cdes sobreviveram até ao final do estudo,
sendo que todos os outros morreram por progressdo da doenca.

A analise estatistica dos dados recolhidos foi efetuada com recurso a ferramenta de
software estatistico, IBM SPSS Statistics, versdo 23.

Para os resultados obtidos foi efetuada a estatistica descritiva, através do célculo da
média, mediana, minimos e desvio-padrdo, assim como a frequéncia absoluta e percentagem.

Para o RNL, considerou-se o valor da mediana como o valor ‘cut-off’, seguido do
método de Kaplan-Meier para gerar as curvas de sobrevida, e posteriormente, analisando a

influéncia do valor ‘cut-off” na sobrevida, através do teste Log Rank.
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Valores de p <0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

10.3. Resultados

Dos 16 cdes incluidos neste estudo (grafico 2), 6 eram cédes sem raca definida
(37,5%), 2 da raca cdo d'agua (12,5%) e as restantes ragas, o cocker spaniel, podengo
portugués, akita inu, dogue alemé&o, golden retriver, spitz alemao, labrador retriver e caniche,

apenas com 1 representante no total da amostra (6,3%).

Grafico 2 — Distribuicdo da amostra quanto a Raca
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Grafico 3 — Distribui¢do da amostra quanto ao Género
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Quanto ao género, como ilustrado no grafico 3, a amostra contempla 10 machos
(62,5%) e 6 fémeas (37,5%), obtendo-se entdo um valor p = 0,48, aparentemente sem
predisposicdo sexual para a ocorréncia de melanoma neste estudo.

Os cdes apresentados neste estudo apresentam uma mediana de idade de 12 anos,
num intervalo de 6 a 18 anos.

Quanto ha classificacdo histoldgica do tumor, esta amostra apresenta, na sua maioria,
12 (75%) melanomas de varios tipos histolégicos, e s6 4 (25%) do total sdo melanomas
amelandticos.

No que toca a presenca de metastizacdo no total da amostra, 11 cdes apresentavam
doenca metastatica (68,8%) e apenas 5 (31,3%) ndo apresentavam metastiza¢cdo, no momento

do diagnostico.

Tabela 6 — Distribui¢do da amostra quanto ao estadio.

Frequéncia Percentagem
Estadio | 2 12,5%
Estadio Il 3 18,8%
Estadio 11 4 25,0%
Estadio IV 7 43,8%
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Na tabela 4, verificamos que dos 16 cées incluidos na nossa amostra, 2 encontravam-
se no estadio | (12,5%), 3 cées no estadio 11 (18,8%), 4 cdes no estadio 11l (25%), e 7, a maior
percentagem, no estadio IV (43,5%), da classificacio da OMS para o estadiamento do
melanoma oral.

Conforme ilustrado no grafico 4, a mediana de sobrevida total foi de 10 meses, sendo

que a taxa de sobrevida aos 6, 12 e 24 meses foi de 75%, 25% e 6,3%, respetivamente.

Graéfico 4 - Distribuicdo do tempo de sobrevida no total da amostra.
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A mediana foi avaliada em 3 categorias no total da amostra, apresentando-se como
10,4 x 108 uL para os neutrofilos, 2,1 x 103 pL para os linfocitos e 3,7 para o RNL.

Quando analisada a distribuicdo da mediana do RNL em fungdo da mediana de
sobrevida, os cdes em que a mediana era inferior a 3,7 apresentaram uma mediana de
sobrevida de 13 meses. J& os cdes com uma mediana de RNL superior a 3,7 apresentaram uma

mediana de sobrevida de 7 meses, conforme apresentado na tabela 5 (p = 0,04), (grafico 5).
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Tabela 7 — Influéncia do RNL na sobrevida.

MEDIANA (TEMPO DE
SOBREVIDA)

MEI?FI{'?\:TI_')A 37 MEDég';ééUIEgI AP)O DE Intervalo de confianca de 95%
Limite Inferior Limite Superior
<=3,7 13 10,228 15,772
> 3,7 7 2,974 11,026
GERAL 12 4,033 19,967
LOG RANK (MANTEL-COX) 0,044

O gréfico 5, € uma ilustracdo da influéncia da mediana do RNL no tempo de

sobrevida dos animais amostrados. E possivel verificar que os cdes com um valor de RNL

inferior ou igual a 3,7 vivem significativamente mais tempo podendo atingir praticamente 0s

16 meses de vida, enquanto que os cdes com valor superior a 3,7 apresentam menor tempo de

sobrevida, podendo atingir apenas 0s 11 meses de vida ap6s o diagnéstico de melanoma oral.

Grafico 5 — Representagdo grafica da influéncia do ‘cut-off” na sobrevida (p=0,04).
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10.4. Discussao

A predisposicdo quanto a raca analisada neste estudo ndo é totalmente de acordo com
outros estudos realizados a cerca do melanoma, em que as ragas mais comuns de ocorréncia
desta neoplasia séo, por exemplo, o Schnauzer (Goldschmidt, 1994), o Airedale terrier (Dorn
& Priester, 1976) ou o Golden Retriever (Hahn et al., 1994). Tal podera ser justificado por
trés fatores distintos, primeiro o pequeno numero de animais amostrados, em segundo o facto
destas racas nem estarem presentes no estudo, a excecdo do Golden Retriever que é
representado apenas por um animal, e em terceiro lugar pelo facto de a grande maioria dos
amostrados serem cdes sem raca definida (37,5%).

Ja no que toca a predisposicdo quanto ao género, apesar de a maioria dos amostrados
serem machos (62%), essa mesma maioria ndo é suficiente para que se possa afirmar que
existe predisposigé@o neste estudo (p = 0,48), o que vai de acordo a semelhantes conclusoes
obtidas noutros estudos efetuados em melanomas orais (Bergin, Smedley, Esplin, Spangler, &
Kiupel, 2011), melanomas cutaneos (Laprie et al., 2001) e melanomas labiais e do digito
(Schultheiss, 2006).

Num estudo, realizado por Bolon et al (1990), a média de idade para o aparecimento
de melanoma maligno foi de 11,6 anos. J& noutro estudo, realizado apenas em melanomas
orais, com uma amostra de apenas 25 casos, a idade dos animais amostrados variou entre os 4
e 0s 8 anos (Teixeira et al., 2014). No caso de estudos com maior nimero de amostras de cées
com melanoma oral, a maioria apresentou uma idade entre os 10,5 a 12 anos, com uma média
de 11,4 anos (Todoroff & Brodey, 1979; Ramos-Vara et al, 2000; Liptak & Withrow, 2013).
Tais resultados sdo bastante semelhantes ao obtidos neste estudo, que apresenta uma mediana
de 12 anos, sendo as varia¢Oes possivelmente justificadas pela influéncia genética de cada
animal, pelos fatores ambientais envolventes ou pela atencdo dos devidos tutores na rapidez
com que denotam alteragfes no seu animal.

Todos os estadiamento efetuados neste estudo foram feitos de acordo com a
classificacdo da OMS para o melanoma oral em cées (Owen, 1980). Os resultados deste
estudo sdo bastante evidentes, sendo que a maioria da amostra (68,8%) € constituidas por cées
no estadio Il e IV, sendo o estadio IV o mais influente, com 7 casos (43,8%) no total da
amostra. Ora, isto significa que a grande maioria, no momento de diagnoéstico ja apresentava
um tumor de tamanho consideravel, com invasdo dos linfonodos regionais, e com ou sem

metastizacao distal.
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Segundo Hahn et al (1994), o sistema alternativo com a ajuda do indice mitotico para
0 estadiamento de cada caso, é a melhor forma de produzir diferencas estatisticamente
significativas no que toca a conclusao sobre 0s tempos de remisséo e sobrevida.

Neste estudo néo foi possivel avaliar o indice mitético, o que poder4 comprometer a
concluséo acerca da predisposicdo deste tumor quanto ao estadiamento. Ainda assim, diversos
estudos reportam gque os melanomas da cavidade oral séo tipicamente malignos e com um pior
prognostico do que nas restantes localizagdes (Bostock, 1979; Bolon et al., 1990; Millanta et
al., 2002; Mukaratirwa, Chikafa, Dliwayo, & Moyo, 2006), 0 que vai exatamente de acordo
aos resultados aqui obtidos.

Mais uma vez, a metastizacdo local ou distante foi identificada na maioria dos
animais amostrados, representando 68,8% dos casos, 0 que vai exatamente de acordo ao
anteriormente referido, em que a grande maioria dos casos englobam-se num estadio mais
elevado. Sabe-se que o melanoma oral é uma neoplasia localmente agressiva, com potencial
para invasdo 6ssea em 57% dos casos, mas também com metastizacdo para os linfonodos
regionais em 30,3% a 74% dos casos, e para 0s pulmdes ou outros 6rgdos distantes em 14% a
92% dos cées afetados (Ramos-Vara et al., 2000; Williams & Packer, 2003; Liptak &
Withrow, 2013). O que significa que este tumor tem um elevado potencial metastético
regional e/ou distante, como pode ser verificado neste estudo.

No que toca a pigmentacdo, a maioria dos amostrados apresentou diversos graus
histologicos (75%) de melanoma, e apenas 25% do total da amostra foram classificados como
melanomas amelano6ticos. Como descrito na literatura, o diagnostico histopatoldgico de
melanoma amelanédtico podera ser um desafio, dada a sua semelhanca com outros tipos de
tumores (Smedley, Spangler, et al., 2011), podendo ser essa mesma a justificacdo para a sua
baixa percentagem neste estudo, ndo por ocorrerem com menor frequéncia, mas porque nem
sempre 0 seu diagnostico histopatolégico é feito. Sabe-se que os melanomas amelanoticos
representam cerca de um terco de todos os casos de melanomas em cées (Nishiya et al., 2016),
0 que é semelhante aos resultados deste estudo, embora exista uma diferenca significativa em
que estas conclusdes sdo retiradas de estudos em que foi feita identificacdo
imunohistoquimica do tumor (Smedley et al., 2011; Ramos-Vara & Miller, 2011; Teixeira et
al., 2014).

Nalguns estudos, o prognostico para 0 melanoma oral apresenta uma mediana de
sobrevida de 36 meses, bastante superior a encontrada neste estudo, que rondou os 10 meses
(White, Jefferies, & Freedman, 1985; Liptak & Withrow, 2013; Boston et al., 2014). No
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estudo realizado por MacEwen et al, (1986), a mediana de sobrevida para cées que realizaram
cirurgia foi de aproximadamente de 17 a 18 meses para cdes no estadio I, 5 a 6 meses para 0
estadio Il e 3 meses para cées no estadio Ill. Ja no caso de cdes em que ndo seja efetuado
qualquer tratamento, a mediana de sobrevida desde drasticamente para os 65 dias (Gillard et
al., 2014). Estes valores tdo dispares assentam em diversos problemas na realizacdo destes
estudos, principalmente no facto de que o estadiamento néo é feito através do mesmo método
para todos, sabendo que a classificagdo da OMS ndo produz diferengas estatisticas quanto a
sobrevida e tempo de remissdo da doenca, mas que ainda é utilizado na maioria das vezes
como Unico sistema de estadiamento da doenca, assim como a histopatologia e o0 recurso ou
ndo ha imunohistoquimica. Para além disso, tal como acontece neste estudo, o estadiamento
foi efetuado com base no primeiro sistema de classificacdo da OMS para o melanoma oral
sem auxilio do indice mit6tico proposto por Hahn et al, (1994), e muitos dos cdes passam por
processos de diagnostico e tratamento bastante diferentes, o que influencia a forma como
progride a doenca e, consequentemente, a sobrevida associada.

No estudo acerca da utilizacdo do RNL como instrumento para previsdo do grau
histol6gico de melanomas em cées, a mediana do valor de neutréfilos foi de 6,7 x 103 L, de
1,2 x 103 uL para os linfocitos, e de 6 para o0 NLR, num total de 65 casos (Macfarlane et al.,
2016). Ja no estudo realizado por Mutz et al, (2015), que pretendeu avaliar o valor
prognostico do valor absoluto de linfécitos e do RNL em cées com linfoma multicéntrico, o
valor de neutrdfilos isoladamente ndo foi avaliado, mas obtiveram uma mediana de 1,4 x 103
WL para os linfocitos, e uma mediana de 6,2 para 0 RNL, num total de 148 cées amostrados. O
terceiro estudo publicado, em medicina veterinaria, que avalia o significado progndstico do
RNL, no sarcoma de tecido moles em caes, obteve um valor de 7,6 x10® pL como mediana
para os neutrofilos, 0,9 x 10% uL para os linfécitos, e 9,6 para RNL, num total de 22 casos,
excluindo os casos de sarcoma dos tecidos moles benigno (Macfarlane et al., 2016). Posto
isto, denota-se que os resultados séo bastante diferentes de estudo para estudo, apresentando
esta amostra uma mediana de 10,4 x 103 pL para os neutrofilos, significativamente mais alto
do que em todos os outros estudos, de 2,1 x 103 uL para os linfocitos, novamente mais
elevado do que nos restantes estudos, embora diminuido para um animal saudavel, e uma
mediana de 3,7 para o RNL, valor que cai para cerca de metade, quando comparado com estes
estudos. Esta variacdo poderd dever-se a varios fatores, comegando pelo baixo nimero de
amostras deste estudo, que estatisticamente poderd influenciar bastante a mediana, ou até

mesmo pelo facto de serem estudos com tumores diferentes, comportamentos e agressividades
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diferentes. Dada a elevada percentagem de melanomas em estadio mais elevado, é de esperar
que exista uma resposta inflamatoria e imunitaria mais exacerbada, o que vai de acordo com o
estudo efetuado por Itoh et al, (2009), em que cdes com doenca oncoldgica apresentam
valores leucocitarios mais elevados em relacdo a cées saudaveis, aumentando ainda mais com
a progressdo da doenca, nomeadamente um aumento significativo de células inflamatorias
como os neutrofilos e os mondcitos. J& noutro estudo, a influéncia destas populacdes
leucocitérias em cdes saudaveis e com diversas neoplasias malignas, foi estudada com recurso
a citometria de fluxo, concluindo que existe um aumento no valor absoluto de leucdcitos,
aumentando ainda mais em cées com evidéncia de metastizacdo, embora no caso dos
linfocitos a sua percentagem relativa esteja diminuida. Em medicina veterinaria é conhecido
que em caes com linfoma existe uma linfopenia no momento do diagndstico, ainda mais
demarcada se a doenca progredir sem tratamento, suspeitando-se assim que em pacientes
oncolégicos possa existir uma diminuicdo na producdo de linfocitos, ou a supressdo da sua
maturacdo, assim como linfolise generalizada, ou alterac6es nos padrbes de circulacdo, que
levam a que estes animais tenham sistemas imunitarios significativamente alterados (Watabe,
Fukumoto, Komatsu, Endo, & Kadosawa, 2011).

O valor ‘cut-off” assumido neste estudo foi obtido através do calculo da mediana de
todos os valores de RNL, obtendo-se assim o valor de 3,7. Ou seja, cdes que apresentam um
RNL, no momento de diagndstico, inferior ou igual a 3,7 ttm um prognéstico mais favoravel,
com uma mediana de sobrevida a chegar aos 13 meses. Ja 0s cdes com um RNL, no momento
de diagndstico, superior a 3,7 apresentam pior prognoéstico, com uma mediana de sobrevida de
cerca de 7 meses.

Nos outros estudos, realizados em medicina veterinaria, o valor ‘cut-off’ obtido ¢é
diferente, mais uma vez podendo justificar-se pela grande diferenca no nimero de casos, e
pelo facto de resposta inflamatdria e imunitaria ser diferente de tumor para tumor.

Contudo, os resultados obtidos sdo bastante satisfatorios, porque apesar do nimero
reduzido de cdes desta amostra, esta apresenta um valor de p = 0,004, inferior ao limite de
0,05, significando assim que é seguro correlacionar, para este estudo, o valor ‘cut-off” obtido
com a sobrevida, apontando assim para a importancia deste fator como ferramenta de
prognodstico no momento inicial de diagndstico.

J& nos outros estudos, foram obtidos resultados semelhantes, de que valores

superiores ao valor ‘cut-off’ estabelecido apontam para uma tendéncia de casos com pior
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prognostico, mas ainda assim ndo foi possivel obter uma diferenca estatisticamente

significativa para os associar a sobrevida.

10.5. Concluséao

O melanoma no cédo € uma neoplasia bastante complexa, multifatorial e ainda carente
de muita investigacdo quanto aos melhores métodos para o seu diagndstico, prognostico e
tratamento na medicina veterinaria atual.

O récio neutrofilo/linfocito apresenta, em diversos estudos, a sua importancia como
indicador prognostico no momento inicial de diversas doengas, ndo sé oncoldgicas, mas sem
nunca descartar outros fatores de progndstico que devem ser avaliados em conformidade. Este
método com base em mudltiplas informagdes € comum a diversas situagdes, tanto para o
diagnostico, como para o progndstico e tratamento.

A revisdo sistematica efetuada neste estudo permitiu concluir que existem alguns
fatores de progndstico, como o indice de Ki67 e o indice mitdtico, que sdo muitas vezes
estudados e colocados como fatores importantes para uma resposta mais clara quanto ao
tempo de sobrevida dos pacientes. O RNL como fator de prognéstico ndo esta presente, até a
data desta dissertacdo, em nenhum dos estudos considerados, 0 que indica que ainda existe
uma grande caréncia de estudos que permitam concluir quanto a importancia e significancia
deste fator de prognostico na associagdo com a sobrevida.

Este estudo tinha como principal objetivo determinar se este mesmo racio pode ser
usado em casos de melanoma oral, como bom indicador de prognoéstico no momento de
diagnostico.

Existem alguns fatores que podem condicionar as conclusdes a retirar deste estudo.
Para comecar, a amostra é composta por um nimero muito reduzido de casos, e apenas de
caracter retrospetivo, o que significa que ndo podemos extrapolar estes resultados para toda a
populacdo de cdes com melanoma oral. Para além disso, o percurso de diagnostico e
tratamento destes animais foi praticamente sempre diferente para cada caso, 0 que significa
que os tempos de sobrevida podem ter sido drasticamente influenciados pelas opcoes
tomadas. Ou seja, um animal que inicialmente até apresentava um valor de RNL intermédio,
mas que n&o realizou tratamento, teve o seu tempo de vida encurtado, influenciado assim a
mediana de sobrevida.

Ainda assim, para a populacdo deste estudo, é possivel afirmar que o RNL foi um

bom indicador de progndstico no momento inicial de diagnostico da doenga, sendo que,
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usando o ‘cut-off’ de 3,7 a mediana de sobrevida desce para 0s 7 meses. Este estudo pode
entdo ser um bom indicador da importancia do RNL como fator de progndstico, ndo s6 pelo
facto de que se obtiveram resultados estatisticamente significativos, mas também por ser um
método relativamente rapido e pouco dispendioso de se aplicar noutros estudos que
considerem populacGes maiores e com critérios de inclusdao melhor definidos.

No futuro, para que seja possivel obter conclusbes mais assertivas, € necessario
aumentar bastante o nimero de casos da amostra, assim como, optar por agrupar os diferentes
casos consoante o diagnostico e tratamento, visto que este pode influenciar o tempo de
sobrevida de cada animal, e consequentemente, avaliar a mediana de sobrevida deste estudo.
Para tornar esses estudos ainda mais interessantes, seria também importante correlacionar o
RNL, com outros fatores de progndstico para o melanoma oral, e relaciona-los com a
sobrevida, de forma a perceber quais sdo os fatores de progndstico que dao as melhores

previsoes.
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