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RESUMO

Os tumores melanociticos podem apresentar um caracter maligno, invasivo e com
potencial metastatico, e neste contexto, justifica-se 0 estudo imunohistoquimico da

expressao da INOS (6xido nitrico sintetase) para ampliar o conhecimento do
comportamento e do microambiente que envolve estas neoplasias.

A sintetase do 6xido nitrico, que catalisa a producao de 6xido nitrico, € uma impor-
tante molécula envolvida na sinalizacdo celular, e esta associada a muitos processos
fisiologicos e patologicos como a inflamagéo e o cancro. A sua deteg&o nos tecidos é
usada como indicador dos niveis de 6xido nitrico. Os estudos acerca da importancia do
Oxido nitrico nos tumores sdo ainda pouco consensuais e por vezes contraditorios.
Sendo 0 melanoma um paradigma para o estudo da imunologia tumoral, os autores
efetuaram um estudo retrospetivo com base em quinze melanomas orais provenientes
do Laboratério de Anatomia Patoldgica da Universidade de S&o Paulo-Brasil. De cada
animal foram registados os dados referentes a identificacao (idade, género e raca) e 0os
dados referentes ao tumor (tamanho, localizacdo e presenca de metastases) tendo sido
feita, posteriormente, uma avaliacdo das lesGes em prepara¢des coradas com hemato-
xilina-eosina, relativamente aos seguintes parametros histopatolégicos previamente de-
finidos: atividade juncional; grau de atipia nuclear; tipo celular; infiltrado celular, pre-
senca de células gigantes, de células tumorais intravasculares, de ulceracéo ou ne-
crose; grau de pigmentacao celular; estroma e indice mitético.

A expressao da iNOS foi efetuada pelo método da estreptavidina biotina peroxi-
dase. A execucdo deste método consiste na incubacdo do anticorpo primério, seguido
de um anticorpo secundario biotinilado e do complexo streptavidina-biotina conjugado
com a enzima horseradish peroxidase (HRP). Para cada caso, foram avaliados varios
parametros histopatoldgicos, os tumores foram categorizados em dois grupos: 0 — ne-
gativos (onde se incluiram os tumores negativos ou com grau 1 de extensédo) e 1 —
positivos (onde se incluiram os graus 2 e 3, independentemente da intensidade de mar-
cacao). O Grau de atipia e o tipo celular associaram-se com expressado de iNOS, com
um nivel de significancia de (p=0,044) e (p=0,047) respetivamente. Assim, 0s tumores
com atipia moderada sdo todos negativos para a iNOS. J4 a maioria dos tumores com
elevada atipia sdo, em geral, positivos para a INOS. Em relag&o ao tipo celular, os tu-
mores de células redondas, dois sdo positivos, enquanto os tumores com células de
morfologia mista sdo, em geral, negativos para este biomarcador.

Palavras-chaves: Melanoma, Caes, Imunohistoquimica, iNOS.
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ABSTRAT

Melanocytic tumors appear malignant, invasive and potentially metastatic in
character; in this context, the immunohistochemical study of the aspect of INOS (nitric
oxide synthetase) is justified in order to expand our knowledge of the behavior and the
microenvironment that surrounds these neoplasms.

Nitric oxide synthetase, which catalyzes the production of nitric oxide, is an
important molecule involved in cell signaling, and is associated with many physiological
and pathological processes such as inflammation and cancer. Its detection in tissues is
used as an indicator of nitric oxide levels. Studies of the importance of nitric oxide in
tumors are still not very consensual and are often contradictory. Since melanoma is a
paradigm for the study of tumor immunology, the authors performed a retrospective study
based on fifteen oral melanomas from the Laboratory of Pathological Anatomy of the
University of Sao Paulo-Brasil.

Data from each animal was recorded including identifying markers (age, gender,
and breed), and tumor data (size, location, and presence of metastases). An evaluation
of the lesions was performed using hematoxylin-eosin stained preparations with respect
to the following previously defined histopathological parameters: junctional activity,
degree of nuclear atypia, cell type, cellular infiltrate, and presence of giant cells,
intravascular tumor cells, ulceration or necrosis, degree of cellular pigmentation, stroma,
and mitotic index.

The aspect of INOS was effected by the streptavidin biotin peroxidase method.
This method is performed by incubating the primary antibody, followed by a biotinylated
secondary antibody and the horseradish peroxidase (HRP) conjugated streptavidin-
biotin complex. For each case, several histopathological parameters were evaluated;
tumors were categorized into two groups: O - negative (where negative tumors were
included or 1 degree - positive tumors) and 1 - positive tumors (including degrees 2 and
3, irrespective of the degree of labeling). The degree of atypia and the cell type were
statistically significant, with a significance level of (p = 0.044) and (p = 0.047)
respectively. The authors found that tumors with moderate atypia are all negative for
iINOS, but most tumors with high atypia are positive for INOS. With regard to the cell
type; in tumors with round cells, two are positive, while tumors with cells of mixed
morphology are generally negative for this biomarker.

Keywords: Melanoma, Dogs, Immunohistochemistry, iNOS.
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Reviséao bibliografica

1. Introducéao

Os tumores malignos caracterizam-se por um crescimento celular descontrolado, com
capacidade de invaséo local e de metastizacdo em diferentes regiées do organismo, podendo
causar graves consequéncias para a saude ou mesmo conduzir a morte (World Health
Organization, 2016).

Os registos oncoldgicos fornecem dados que possibilitam a realizacdo de estudos
epidemioldgicos, permitindo o calculo da incidéncia, a identificacdo de fatores de risco, € 0
desenvolvimento de estratégias de prevengdo e controlo, assim como de tratamento (Branden
et al., 2009; Graf et al., 2015; Vascellari et al., 2009).

O melanoma representa uma das mais frequentes causas de morte no homem, e nos
animais de companhia (Graf et al., 2015; Vascellari et al., 2009;), contudo nestes animais tem
sido dificil de determinar a morbilidade e a mortalidade associadas a presenca do mesmo
(Vascellari et al., 2009).

Os melanomas orais, presentes sobretudo nos labios, gengiva, lingua e palato duro,
representam cerca de 5% de todos os tumores presentes no cédo, e mais em particular 30% a
40% dos tumores malignos da cavidade oral nesta espécie (Bergman, Kent, & Farese, 2012;
Coyle e Garret., 2009; Fonseca et al., 2014).

Alguns autores sugerem uma componente hereditaria para o desenvolvimento ou pro-
gressao desta neoplasia. Existe assim, uma maior prevaléncia em determinadas racgas puras,
assim como, um risco acrescido em cdes com a mucosa oral pigmentada. (Dennis et al., 2006;
Modiano et al., 1999; Kitchel e Sulaimon, 2003; Ramos-Vara et al., 2000).

O melanoma em cées é uma neoplasia com um comportamento biolégico muito varia-
vel, existindo varios estudos que definem marcadores de progndstico para esta neoplasia,
mas poucos sao 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).

Em geral, os machos s@o mais afetados que as fémeas, e a maioria dos casos atinge
animais, de meia-idade, ou de idade avancgada, ainda que uma percentagem minima ocorra
em animais mais jovens. (Henry e Higginbotham, 2010; Liptak e Withrow., 2007 White, 2003a).

O fato destes animais domésticos, em particular, terem um curto tempo de vida,

determina uma répida progressao das neoplasias, 0 que associado a circunstancia de
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existirem diversas semelhangas anatomicas, biolégicas, histopatoldgicas, genéticas e
moleculares com as neoplasias do Homem, faz com que, o0 cédo e o gato, sejam muitas vezes
utilizados, como modelos animais, em estudos experimentais, com vista a obtencao de
informacédo e a sua translacao para a medicina humana (Bertone et al., 2003; DiBernardi et
al., 2007; MacEwen, 1990; Hansen e Khanna, 2004; Vail e MacEwen, 2000).

Em 1987, demonstrou-se que as células dos mamiferos, macréfagos e células endo-
teliais, possuem a capacidade de sintetizar 6xido nitrico (ON), ou monoxido de azoto, tornando
a molécula interessante para a comunidade cientifica (Vallance e Collier, 1999).

O 6xido nitrico, € um radical livre de oxigénio, que € sintetizado a partir da oxidacao
do aminoécido L-arginina, através de um processo catalisado, pela enzima 6xido nitrico sin-
tetase (iINOS) (Buttery et al., 1993).

O oxido nitrico € uma molécula com efeitos pleiotrépicos, altamente reativa e com um
tempo de semivida reduzido, que tem vindo a revelar ter um papel crucial em varios processos
biolégicos (Vallance e Collier., 1999). Os efeitos bioldgicos do ON, de forma simplificada,
podem ser divididos em diretos e indiretos, assumindo-se como fatores determinantes no seu
efeito bioldgico, a concentracao e a fonte do ON (Fukumaru et al., 2007; Yao et al., 2010; Wu
et al., 2014). Quando em baixa concentracdo, é libertado por curtos periodos de tempo,
mediando principalmente efeitos diretos, enquanto os efeitos indiretos ocorrem na presenca
de elevadas concentracdes de ON mantidas por longos periodos de tempo (Espey et al.,
2002).

Entretanto, o papel modulador da iNOS e consequentemente do Oxido nitrico, gerado
a partir da ativacdo da enzima, em processos associados a progressdo tumoral como a
transformacdo maligna, angiogénese e metastase, ainda ndo € devidamente compreendido
mas suspeita-se da sua particular importancia na neovascularizacéo, o que contribui, para a
manutencédo do fluxo sanguineo adequado para o tumor (Buttery et al., 1993). Varios estudos
sugerem que a importancia do 6xido nitrico na progressdo tumoral est4 associada a S-
nitrosilagédo de residuos de cisteina em proteinas participantes de vias de sinalizacéo celular.
(Batista et al., 2012; Switzer et al., 2012; Wang, 2012).

Assim ac0es inibidoras ou estimulantes do desenvolvimento de tumores orais, como
sejam os melanomas, podem ocorrer no microambiente tumoral, na dependéncia dos niveis
de expressao da iNOS, e consequente producao de 6xido nitrico, no microambiente tumoral.
(Switzer et al., 2012; Wang, 2000).

Estudos desenvolvidos, em Melanomas humanos, apontam este marcador como tendo

valor preditivo no desenvolvimento da metastizacao a distancia. (Wang, 2000).
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Temos presente um estudo, acerca da expressdo das INOS em melanomas orais no
cdo. No entanto, este estudo ndo inclui outras varaveis histopatolégicas para além do indice

mitGtico, nem estudos de seguimento clinico. (Green et al., 2013).

2. Neoplasias da Cavidade Oral

Os locais mais frequentemente afetados por tumores da cavidade oral sdo a gengiva, a
mucosa oral e labial, a lingua, as amigdalas o palato mole ou duro e os alvéolos dentarios

(Freeman, Hahn, Harris & King, 2003) Ver Quadro 1.

Quadro 1 - Tumores da cavidade oral em cées

Gengiva e arcada dentéria

Benignos Malignos
Papilomas Carcinoma Espinocelular
Ameloblastoma acantomatoso Tumores Melanociticos
Odontoma Fibrossarcoma
Ameloblastoma Linfoma Epiteliotropico
Melanocitoma Carcinoma das células basais

Plasmocitoma
Mandibula e Maxila

Osteossarcoma
Fibrossarcoma

Lingua

Carcinoma Espinocelular
Rabdomiossarcoma
Melanoma

Mioblastoma

Tonsila palatina

Carcinoma espinocelular
Linfoma
Melanoma

Glandulas salivares

Tumor benigno, misto da glandula salivar Adenocarcinoma

Vestibulo oral e |abios

Carcinoma espinocelular
Mastocitoma
Melanoma

Linfoma epiteliotropico
Adaptado de Bhang, 2006; Brockus et al., 2004; Morris et al., 2002; Spangler et al., 2006.
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3. Distingao entre Neoplasias Ndo Odontogénicas e Odontogénicas

I. Tumores ndo-odontogénicos

Estes surgem de véarios tecidos da cavidade oral que ndo os tecidos dentérios, sendo na

sua maioria malignos (Bellows et al., 2004; Birchard et al.,1996;). Ver quadro 2.

Quadro 2 - Tumores da cavidade oral de origem ndo-odontogénica

Tumores benignos

Adenoma
Condroma
Fibroma
Hemangioma

Histiocitoma
Linfangioma
Lipoma
Osteoma

Melanocitoma
Mioblastoma
Papiloma virico
Plasmocitoma

Tumores malignos

Adenocarcinoma
Angiofibrossarcoma
Carcinoma das células basais
Carcinoma espinocelular
Carcinoma indiferenciado
Carcinoma tiroideo ectépico
Condrossarcoma
Fibrohistiocitoma maligno
Fibrossarcoma

Hemangiopericitoma ma-
ligno
Hemangiossarcoma
Leiomiossarcoma
Linfoma

Mastocitoma

Melanoma

Mioblastoma
Neurofibrossarcoma

Osteossarcoma
Plasmocitoma
Rabdomiossarcoma
Sarcoma epitelioide
Sarcoma indiferenciado
Schwanoma

Tumor das células neuro-

endécrinas

Tumor venéreo

transmissivel

Adaptado de Bhang, 2006; Birchard,1996; Brockus et al., 2004; Head et al., 2003; Howard, 2002; Marretta, 2001; Owen et al.,
2006; Rodrigues-Quirds et al., 1998; Smith, 2005; Tholen et al., 1989; White, 2003;Verhaert, 2001.

Il. Tumores odontogénicos

O primeiro autor a descrever estes tumores que tém origem em estruturas dentarias
(Rodrigues-Quirés et al.,1998), pelo nome de odontoma foi Pierre-Paul Broca, em 1866
(Gorlin et al., 1960). Os tumores odontogénicos sao lesdes derivadas dos tecidos que dao

origem aos tecidos dentais ou remanescentes dos mesmos (Mosqueda-Taylor, 2008).
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Tradicionalmente eram classificados quanto & presenca ou auséncia do fenémeno de

inducdo, que ndo é mais do que a interacdo entre os tecidos epiteliais e os tecidos

mesenquimatosos durante a odontogénese (Verstraete,1995;Verstraete, 2003a). Apesar de

serem raros, o conhecimento destes tumores € importante na elaboracdo das listas de

diagnésticos diferenciais (Ferro et al., 2004). Ver quadro 3.

Quadro 3- Tumores da cavidade oral de origem odontogénica

Tumores benignos

Odontogénicos epiteliais

Ameloblastoma

Fibroma ameloblastico

Ameloblastoma unicistico

Ameloblastoma extradsseo/periférico Tumor
odontogénico escamoso

Tumor odontogénico epitelial calcificante
Tumor odontogénico adenomatoide

Fibroma ameloblastico
Odontoma composto
Odontoma complexo

Tumor dentinogénico de células
fantasmas

Tumor odontoaénico primordial

Mesenquimais /Ectomesenquimais

Fibroma odontogénico

Mixoma odontogénico/Mixofibroma
Cementoblastoma

Fibroma cemento-ossificante

Quistos Odontogénicos de desenvolvimento

Quistos dentigeros
Quistos radiculares
Quisto periodontal lateral

Quisto gengival

Quisto odontogénico glandular
Quisto odontogénico ortoqueratinizado

Tumores malignos

Carcinoma ameloblastico

Carcinoma intradsseo primario

Carcinoma odontogénico esclerosante
Carcinoma odontogénico de células claras
Carcinoma odontogénico de células fantasmas
Carcinossarcoma odontogénico

Sarcomas odontogénicos

Adaptado de: Wright e Vered2, 2017.
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4. Tumores Melanociticos

Os tumores melanociticos sao conhecidos desde a antiguidade, tendo sido designados
por Celsius, de "melas", devido a sua cor negra. Em 1806, Laennec introduziu o termo
"melanose" para descrever a doenca pigmentada da pele. Em 1837, Carswell propds o termo
melanoma, para designar os tumores melanociticos malignos (Baba et al., 2007), sendo que
o primeiro relato de melanoma em cées foi descrito por Burker, no ano de 1882 (Ferreira et
al., 1997).

As neoplasias melanociticas no cdo podem ser benignas (melanocitomas) ou malig-
nas (melanomas) Por sua vez, os melanomas podem ser classificados de acordo com a in-
tensidade de pigmentacdo em melanomas amelanéticos e melanéticos (Nishiya et al., 2016;
Goldschmidt & Goldschmidt, 2016).

Os tumores melanociticos estdo descritos no homem e na maioria dos animais
domeésticos, incluindo cées, gatos, cavalos, selvagens terrestres, e marinhos (Sweet et al.,
2012). Contudo, no caso particular da cavidade oral, 0 melanoma € o tumor maligno mais
diagnosticado no cao (Bergman, Kent & Farese, 2013; Kirpensteijn & Boston, 2016).

Em todos os vertebrados, a pele é originada a partir de um tegumento embrionario
primario, composto inicialmente por células da epiderme primitiva. Posteriormente ocorre a
condensacdo de células mesenquimais, localizadas abaixo da epiderme e a pele primitiva
passa a ser composta por duas camadas, a epiderme primitiva que d& origem a epiderme, e
a camada mesenquimal que da origem a derme (Perrone, 2001). Na epiderme é possivel
destacar quatro tipos de células: queratinécitos (85% das células observadas na pele); células
de Langerhans (3 a 8%), células de Merckel (2%) e melandcitos (5%) (Muller et al., 2001).
Embora a maioria dos melanomas ocorra na pele, estes podem desenvolver-se em qualquer
outro local onde subsistem melandcitos. A maior parte da melanina € encontrada na camada
basal da epiderme, porém, em cées de pele escura este pigmento pode ser encontrado em
todas as camadas da epiderme (Muller et al., 2001).

Nas Ultimas décadas, o aumento da incidéncia dos casos de melanomas em caes tem
motivado cada vez mais o estudo do seu perfil, onde muitas variaveis intrinsecas ao tumor,

parecem influenciar a sobrevivéncia do animal (Ferreira et al., 1997).
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5. Melanomas orais

I. Origem Celular

Os tumores melanociticos sédo formados a partir de melanoblastos e de melandcitos.

Os melanoblastos tém origem neuroectodermal (Goldschmidt; Hendrick., 2002), ou
seja, tem origem, na crista neural do embrido. Estas células sdo encontradas nas camadas
basal e espinhosa da epiderme (Camargo et al., 2008, Kemper et al.,2012) pois, durante o
desenvolvimento fetal, migram para a pele e foliculos pilosos (Goldschmidt; Hendrick., 2002).

Os melandcitos séo células dendriticas derivadas dos melanoblastos neuroectoder-
mais e da crista neural que migram durante a embriogénese para a epiderme, derme, mem-
branas mucosas e olhos (Withrow, Vail, & Page, 2012). Morfologicamente sdo compostos por
um citoplasma palido e abundante, com quantidades variaveis de pigmento, nlcleos grandes
pleomérficos e nucléolos proeminentes, sendo a sua principal funcao a sintese de melanina,
pigmento que confere cor aos pelos, pele e cabelos e protege a pele contra os raios solares
(Teixeira et al., 2010).

Os melanécitos séo células estaveis que sob condicdes normais de homeostasia
permanecem quiescentes, proliferam, diferenciam-se ou sofrem apoptose (Haass et al.,
2005). Qualquer alteracdo conducente a quebra das suas jungBes com 0s queratinocitos,
pode iniciar o desenvolvimento de uma neoplasia, devido a um crescimento celular
descontrolado (Withrow & Vail., 2007).

Para cada melandcito existem cinco queratinécitos ao seu redor (Hsu,May Yu et al.,
2000, Haass et al., 2005), e esta interacdo € mediada por dendrites que partem dos
melandécitos e se estendem para dentro da epiderme estabelecendo a comunicacdo. Os
melanécitos ndo estabelecem contato entre si, mas formam juncdes aderentes com
gueratindcitos vizinhos, através de moléculas de adesdo, tais como a caderina-e, a

desmoglina, e de canais de comunicacao tipo gap (as conexinas) (Li et al., 2002).
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Il.  Formagado da melanina

A maior parte da melanina encontra-se essencialmente na camada basal da epiderme,
mas em cdes de pele escura, este pigmento pode encontrar-se, em todas as camadas da
epiderme (Muller et al., 2001).

A melanogénese, ocorre no interior dos melandcitos, a partir da tirosina e é
desencadeada através da atividade da enzima tirosinase (Benett,1993). O reticulo
endoplasmatico sintetiza a tirosina, que se acumula nos melanossomas, vesiculas formadas
pelo complexo de Golgi (Popowski,1997). A sintese de melanina tem inicio pela hidroxilagéo
da tirosina a 3,4 diidroxifenilalanina (DOPA), e conseguinte a dopaquinona. Estas duas etapas
sdo catalisadas pela tirosinase. Formada a dopaquinona ocorrem varias reacdes complexas,
catalisadas por outras enzimas, que envolvem ciclizacGes e polimeriza¢cbes oxidativas que
por fim resultam na eu- ou feomelanina. (Thody & Shuster,1989).

Os melanossomas tornam-se maduros pela acumulacdo de melanina, e com esta acao
perdem atividade tirosinasica, adquirindo o nome de granulos de melanina. Uma vez
formados, estes granulos migram através de prolongamentos ou dendrites dos melandécitos
sendo transferidos para o interior dos queratinécitos, células epiteliais que rodeiam os
melandcitos, processo denominado por citocronia (Goldschmidt & Goldschmidt, 2016).

O controlo da sua regulacéo e proliferagéo é realizado pelos queratindcitos, através de
vias paracrinas, comunicac¢des intracelulares (via segundo mensageiro) e intercelulares (via

moléculas de adesao e conexinas). (Thody & Shuster,1989).

lll.  Etiologia

Na medicina humana as neoplasias melanociticas foram identificadas na antiguidade
em individuos mumificados que viveram ha mais de 2000 anos.

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

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

As modificacdes genéticas e epigenéticas nos melandcitos, que levam a alteragdes na
expressao 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).
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Em humanos, 65% dos melanomas estéo diretamente relacionados com uma mutacao
genética, e surgem apds uma exposicao prolongada a radiacdo solar dos raios UVA e UVB
(Smith et al., 2002).

IV. Epidemiologia

Os melanomas orais sdo mais frequentes em caes do sexo masculino, os quais tém
2,4 vezes mais risco de desenvolver este tipo de neoplasias do que as fémeas (Liptak & With-
row, 2013).

As racas mais predispostas para o desenvolvimento destas neoplasias sdo, Cocker
Spaniel e Golden Retriever, verificando-se nestas duas ra¢as uma maior prevaléncia de me-
lanoma maligno labial, em comparacdo com as restantes, Boston Terrier, Boxer, Chihuahua,
Chow Chow, Dachsund, Gordon Setter, Caniche, Caniche miniatura, Pastor Alemao e Scottish
Terrier (Liptak & Withrow, 2013; MacEwen et al., 1999; Nishiya et al., 2016; Smith et al., 2002).

A maioria dos cées que desenvolve a doenca apresenta idade superior a 8 anos, mas
a faixa etéria pode variar entre 1 a 17 anos. (Smith et al., 2002; Teixeira et al., 2010).

No entanto, e apesar de poder apresentar varias localiza¢cdes na cavidade oral, a
gengiva (Ramos-Vara et al., 2000) (ver figura 3 em anexo), o palato duro (Alexander et al.,
2006), tonsila, (ver figura 4 em anexo), e a lingua séo os locais mais afetados. Os labios,
apresentam menor incidéncia (Bergman et al., 2007; Smith et al., 2002).

Relativamente aos Melanocitomas (benigno), tem origem na regido da epiderme e
anexos e sdo subclassificados em: dérmicos, intraepidérmicos e compostos. Entre os
melanocitomas mais raros, destacam-se, o0 melanocitoma das células balonizantes, composto
por células redondas gigantes, e 0 melanoacantoma, tumores que apresentam caracteristicas
de uma neoplasia benigna (Goldschmidt et al.,1998). Estes aparecem sobretudo, a nivel da
cabeca; olho, tronco, escroto, axilas e membros posteriores (Garma-Avina et al.,1981).

De acordo com o tipo da morfologia celular e localizacédo, os tumores melanociticos,
sao divididos em subgrupos conforme as células tumorais predominantes (células redondas,
fusiformes, poligonais, dendriticas, epitelioides e balonizantes) (Gross et al., 2005).

Estas neoplasias apresentam-se, como nodulos solitarios, circunscritos e nao encap-
sulados. Séo, por norma, bem definidas, intensamente pigmentadas, e ndo ulcerados (Gross
et al., 2005; Withrow & Vail, 2007).
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Geralmente manifestam-se como nddulos solitarios, com coloragéo escura (Ginn et al.,
2007) (Ver figura 1). Sdo, por norma, bem definidas, intensamente pigmentadas, com consis-
téncia firme e sem adeséo aos tecidos subjacentes (Withrow & Vail, 2007). A ulceragéo esta

ausente na maioria das lesdes (Gross et al., 2005).

Figura 1 - Melanocitoma cutaneo num céo.
Adaptado de: Ontario Veterinary College Jan Hall, Clinical dermatology.

As lesdes cutaneas malignas surgem com maior incidéncia a nivel do leito ungueal
dos digitos, sobretudo dos membros posteriores, e nas jungdes mucocutaneas, em especial
nos labios e palpebras (Gross et al., 2005; Withrow & Vail, 2007).

No caso dos melanomas oculares, a Uvea anterior € o local mais comum para a sua
ocorréncia podendo também ocorrer na coroide. (Goldschmidt, 2002; Smith, 2002). Quando
localizada na iris, (ver figura 2), os sinais clinicos sdo o0 espessamento da mesma e
irregularidade da pupila, com alteracdes secundarias a uveite tais como hifema, edema de
cérnea, buftalmia, catarata, e descolamento da retina que conduz a cegueira. (Bussanich et

al., 1987). O glaucoma secundario é muito frequente no melanoma uveal (Mould et al., 2002).

Figura 2 - Céo de raca Labrador do Retriever, apresenta melanoma pigmentado uveal unilateral.
Foto gentilmente cedida pela FMV-ULHT
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6. Metastizagcdo Tumoral

A doenga metastatica representa uma das principais causas de morte dos doentes
oncolégicos, em Medicina Humana e Medicina Veterinaria (Argyle, 2003; Kusewitt & Rush,
2007; Mendoza & Khanna, 2009).

A metastizacdo é definida como a disseminacao de células neoplasicas para locais
distantes e secundarios, onde estas proliferam. Implicito a este processo é a presenca de um
tumor primario (Argyle & Khanna, 2007). No caso do melanoma oral, as vias possiveis de
metastizagcdo sdo a hematogénica, a linfatica e a transcelémica, tendo como alvo principal os
linfonodos e, em seguida, os pulmdes. Outros locais que podem ser sede de metastizacéo
desta neoplasia sdo: figado, cérebro, glandulas adrenais e rins (Smith, et al., 2002; Bergman
et al., 2013; Biller et al., 2016).

A patogenia da metastizagdo consiste num conjunto de etapas sequenciais e
interrelacionadas, cujo resultado estd dependente das propriedades intrinsecas das células

tumorais e da resposta do hospedeiro (Argyle & Khanna., 2007).
Processo de metastizagao:

-Invasao: o processo de invasao requer que a célula neoplasica seja mével e capaz de digerir

a matriz extracelular (Argyle & Khanna., 2007).

-Embolismo/Circulacéo: as células neoplasicas podem crescer no local de penetracdo ou
podem dissociar-se e circular, sob a forma de células individuais ou pequenos agregados
embodlicos (Fidler.,1989; Neal & Berry., 2006).

-Transporte: existem trés principais vias de metastizacao - a linfatica, a hematogénica e a

transceldémica (Cullen et al., 2002).

-Retencao e adesdo em tecidos alvos: a retencdo dependente da dimenséo das células
tumorais, no limen dos pequenos vasos sanguineos do orgdo-alvo, e a interacdo mediada

por recetores, entre a célula neoplasica e os vasos do hospedeiro (Argyle & Khanna., 2007).

-Extravasdo: nesta nova localizacéo, a célula deve sair de circulagéo, invadir o tecido estranho

e sobreviver no microambiente hostil (Argyle & Khanna., 2007).

-Modulagdo do ambiente: 0 sucesso da sobrevivéncia das células neoplasicas requer a
modulacdo do microambiente, através de altera¢des induzidas pelo tumor no estroma e da

producao de fatores de crescimento (Argyle & Khanna., 2007).
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-Angiogénese: Novos vasos sanguineos ou vasos sanguineos pré-existentes (Argyle &
Khanna., 2007).

-Proliferagcdo: As células proliferam e colonizam o tecido secundéario (Stafford, Vaidya &
Welch., 2008).

A taxa de metastizacdo do MMO é considerada elevada em comparacdo com outros
tumores da cavidade oral. Segundo Braeuer et al., 2013, é devido a varias alteractes
genéticas e moleculares que ocorrem durante o processo de metastizacao e que contribuem
para o fenétipo maligno destas células tumorais, tais como, as células do melanoma sao
altamente imunogénicas, isto é, na sua superficie apresentam varios antigénios reconhecidos
pelos linfécitos T citotdxicos, e que identificam estas células como tumorais. Possuem
mecanismos eficazes de evasdo a resposta imunitaria do hospedeiro como, por exemplo, a
secrecdo de citocinas inibidoras da resposta imunitaria, e também partilham diversos
antigénios de superficie com as células do endotélio vascular, os quais ajudam a sua adeséo
e, posteriormente, migracdo para locais secundarios. Sao fortemente angiogénicas, e
linfangiogénicas, devido a sua producdo de moléculas inflamatérias como a interleucina 8, e
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A vitalidade das células-tronco dos

melanomas, é superior a de outros tumores, o que intensifica a metastizacao.

7. Sinais clinicos e Diagnoéstico

Os tumores da cavidade oral e da orofaringe, onde se inclui o0 MO, tém diversas mani-
festacBes clinicas, entre as quais: halitose, disfagia, odinofagia, hipersialia, salivacao puru-
lenta ou sanguinolenta, mobilidade ou perda dentaria, hemorragia oral, edema da face, ano-
rexia e perda de peso (Donald, 2016; Munday et al., 2016). Ocasionalmente, pode haver fra-
turas patolégicas da mandibula, normalmente associadas a uma extensa destruicdo do 0sso
subjacente causada pela invasédo tumoral do mesmo (Smith et al., 2002). A manifestacéo de
dor oral, normalmente, ocorre nos estadios finais da doenca (Requicha, 2010).

Antes da definicdo exata de um prognostico, um diagndstico definitivo deve ser
estabelecido (Smedley et al., 2011).

O exame fisico deve ser metddico e sistematico, deve compreender, o exame do
estado geral, e um exame detalhado, da regido oral (Verstraete.,1995).

No exame da cavidade oral, devemos inspecionar a superficie ventral da lingua, as
gengivas, as arcadas dentarias, as amigdalas, o palato, os labios e a face (Birchard, 1996;
Nelson et al.,1992). Na inspec¢édo, devemos avaliar: o tamanho, a localizacdo, a temperatura,

a presenca de ulceracdo, hemorragia, infecdo ou necrose, o grau de fixagcdo aos tecidos
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adjacentes, e a mobilidade dentéaria (Verhaert, 2001; Verstraete, 2005). Além da avaliacao do
tumor primério impde-se, a avaliagédo dos linfonodos regionais.

A palpacao dos linfonodos regionais é imprescindivel num exame clinico de qualquer
animal (Liptak & Withrow., 2013). Segundo Williams e Packer, 2003, o tamanho dos linfonodos
como critério para prever metastizacdo tem uma sensibilidade de 70% e uma especificidade
de 51%. Estes autores concluiram que, de facto, existe uma correlagéo significativa entre o
tamanho dos linfonodos e o seu grau de invasibilidade por células tumorais. Contudo, esta
associacdo ndo aparenta ser forte o suficiente para ser considerada clinicamente relevante.
Como tal, a medicéo do didametro dos linfonodos por si s6 ndo é suficiente para fazer o esta-
diamento clinico do MO, podendo ser causa de subdetecdo de metastases (Bergman et al.,
2013; Williams & Packer., 2003).

No caso dos melanomas, o diagnéstico definitivo geralmente é obtido por avaliacdo
histoldgica. A histopatologia permite obter o diagndstico definitivo, além de permitir identificar
a neoplasia em questdo, permite também determinar o indice mitético, que é altamente
preditivo do grau de malignidade (aproximadamente 90% de preciséo) (Withrow & Vail., 2007).

O diagnéstico dos MO é considerado um desafio para o patologista, porque estes
apresentam uma grande variacdo no grau de pigmentacdo, por vezes podem ser
completamente ndo pigmentados e também apresentar uma enorme variabilidade celular
(Ramos-Vara et al., 2000). Outro fator complicado no diagndstico, € o repertério consideravel
de aparéncias microscoépicas, pois 0s melanomas podem assemelhar-se a outros tumores de
células redondas como carcinomas, sarcomas, linfomas, plasmocitomas, histiocitomas,

leiomiomas, rabdomiossarcomas e Tumor venéreo transmissivel (Nishiya et al., 2016).

7.1. Andlises histopatolégicas

A classificacdo histologica das neoplasias em benignas e malignas € geralmente as-
sociada ao progndstico e tempo de sobrevivéncia, mas ndo é o suficiente, pois em diversas
publicacGes obtemos classificacdes morfoldgicas distintas que por si sé dificultam a avaliacéo
e previsao final (R. Smedley, 2012).

A biopsia, para além de permitir a obtencdo de um diagndéstico histologico, pode
também ser Util na determinacdo da sua diferenciacdo e capacidade de invasado (Morris &
Dobson., 2001; Liptak & Withrow, 2013).

A escolha da técnica depende de alguns fatores tais como a area anatomica na
localizacdo da les&o, condigdo fisica do animal e suspeita do tipo da neoplasia. As diferentes
técnicas utilizadas podem ser: pré tratamento ou incisional, ou pés tratamento ou excisional.

(Withrow., 2007). A biopsia incisional é a dltima etapa na sequéncia diagnostica e deve ser
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realizada com o animal anestesiado (Liptak et al., 2007). Esta biopsia, esta indicada para
massas de grandes dimensfes, cuja excisdo cirdrgica € dificil (Withrow, 2001). A biopsia
excisional € um método utilizado quando o tratamento da neoplasia em questdo, ndo é
alterado em funcdo do conhecimento do tipo histolégico. Fornece informac¢des mais completas
sobre a lesdo (grau histologico, padrao de invasao celular), (Liptak et al.,2007).

Os tumores da cavidade oral apresentam-se muitas vezes, inflamados, ulcerados,
necrosados, ou infetados, sendo por esta razdo essencial obter uma amostra grande,
profunda e representativa da lesdo. A recolha de amostras do centro e dos bordos da lesao
aumenta, a sensibilidade do exame (Liptak et al., 2007; Morris et al., 2002).

O mais relevante na avaliacdo das massas orais, é o estabelecimento do tipo histo-
patolégico (Kafna et al., 2004).

Histologicamente, o0 melanoma maligno pode apresentar-se como sendo do tipo alta-
mente melandtico ou amelanético a anaplasico. Os melanécitos anaplasicos formam, com
frequéncia, ninhos na submucosa numa estrutura mista de células epiteliais e fusiformes, jun-
tamente com infiltrac&o juncional entre as células basais e a submucosa. Apresentam-se com
citoplasma abundante e, um ou mais nucleos de forma redonda e alongada, e com um nuclé-
olo bastante evidente (Head, Else, & Dubielzig, 2016).

A ulceracdo define-se como uma solucdo de continuidade no epitélio que recobre o
tumor, com evidéncia de reacdo do hospedeiro, para se poder excluir, a que resulta do
traumatismo da biopsia. Estd demonstrado que a ulceragdo agrava 0 progndstico em
inimeras andlises multivariaveis ja publicadas (Bergin et al., 2011).

Em termos de previsdo de comportamento destas neoplasias, a atipia nuclear e o in-
dice mitético séo os fatores que apresentam um maior valor preditivo.

A atipia nuclear esta altamente correlacionada com o prognéstico, independentemente
da origem anatémica da neoplasia (Spangler & Kass, 2006).

O indice mitético expressa-se em baixo, médio e alto, de acordo com o0 numero de
mitoses contadas em 10 campos microscopicos (Kesmodel SB, Karakousis GC, Botbyl JD et
al., 2005). Quando o nimero de mitoses é igual ou superior a 6, o risco de metastizacao é 12
vezes superior em relacdo a um tumor no qual ndo se observa qualquer mitose (Clark WH,
Jr., Elder DE, Guerry D et al.,1989).

A infiltragé@o e invasdo do tumor, quando avaliado, demonstrou estar associado ao
tempo de sobrevivéncia, sendo que uma infiltragéo profunda do tumor mostrou ser um fator
de pior progndstico (Laprie et al., 2001).

Quanto a presenca de inflamacgéo profunda intratumoral ter sido negativamente corre-

lacionada com o tempo de sobrevivéncia, (Spangler & Kass, 2006) os resultados dos estudos
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demostrados até agora, sdo contraditérios, tornando dificil qualificar esta caracteristica como
fator de progndstico (Hahn et al., 1994; Millanta et al., 2002; Spangler & Kass, 2006).

7.2. Analise Imunohistoquimica

A imunohistoquimica, € uma técnica que utiliza anticorpos especificos, para a
visualizacdo da quantidade, distribuicdo tecidular e localizacdo celular, de epitopos
imunogénicos em cortes histolégicos (Haines & West, 2005). E uma técnica importante, por
um lado no diagnéstico de tumor melanocitico e, por outro lado, na distingdo entre
melanocitomas e melanomas. (Smith et al., 2002; Liptak & Withrow, 2013).

Sendo assim a confirmacgdo imunohistoquimica do diagnéstico de melanomas é
frequentemente necesséria para estabelecer, um plano terapéutico, e emitir um progndstico
(Ramos-Vara et al., 2000 e Smedley et al., 2011b).

Os melanomas apresentam grande variagcdo na sua morfologia microscopica, muitas
vezes, imitando os aspetos histoldgicos de uma grande variedade de tumores incluindo linfo-
mas, e carcinomas pouco diferenciados, tumores neuroenddécrinos e sarcomas (Banerjee &
Harris., 2000; Ohsie et al., 2008). As células tumorais do melanoma podem apresentar aspeto
morfolégico variado como epitelioide, fusiforme, plasmocitoide, e de células claras (Banerjee
& Harris., 2000; Ohsie et al., 2008). Os padrdes de arquitetura incluem espirais, nédulos, ro-
setas, além de formacdes glandulares e papilares (Banerjee & Harris., 2000).

Melanomas que apresentam pigmentos de melanina séo de facil diagndéstico, mas nos
amelandticos, a dificuldade no diagndstico é maior (Yu et al., 2005). As dificuldades de diag-
nostico dos tumores melanociticos também podem estar relacionadas com situacdes, tais
como: dificuldade na distingdo entre melanose e melanoma, a ndo identificacdo de pequenas
areas de melanoma em sitios de regresséo, e presenca de micrometastases em linfonodos
sentinela (Banerjee & Harris., 2000).

Esta técnica é usada como ferramenta primaria para distinguir o melanoma, de outros
tumores, e promover o diagndstico preciso das suas variantes,e na elucidacao do progndstico
(Yu et al., 2005; Ohsie et al., 2008). Apesar de alguns melanomas, ndo necessitarem de imu-
nohistoquimica para o diagnostico, alguns subtipos ja citados requerem essa técnica para um
diagnéstico mais acurado e exclusédo de possiveis diagnosticos diferenciais como fibrohistio-
citoma atipico, carcinoma espinocelular variante de células fusiformes, angiossarcoma ou
leiomiossarcoma (Banerjee & Harris., 2000; Yu et al., 2005; Ohsie et al., 2008).

O mecanismo bésico baseia-se no reconhecimento do antigénio por um anticorpo,
originando uma reagé&o antigénio-anticorpo. Esta reacgdo € visualizada através de observacgao

microscopica (Looper et al., 2006).
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Séo utilizados anticorpos que identificam moléculas intra ou extras celulares especifi-
cas, como proteinas celulares, filamentos, entre outros.

Estas técnicas sao utilizadas rotineiramente em medicina humana desde a década de
70, no diagnéstico de doencas inflamatérias, infeciosas, e neoplasicas, assim como, no esta-
belecimento da terapéutica e do progndstico mais adequados (Ruiz et al., 2005).

Em termos de diagndstico a IHQ permite a determinagéo do tipo histolégico em tumo-
res indiferenciados ou em metastases de neoplasias primarias ocultas, bem como possibilita
a identificacdo de subtipos histolégicos, baseados em painéis de expressao de anticorpos
(Ruiz et al., 2005).

O maior entrave a sua utilizacao reside no facto de os anticorpos de cdo e de gato ndo
se encontrarem disponiveis, o que leva a que com frequéncia, tenha de se recorrer a anticor-
pos que apresentam, uma reatividade cruzada antigénio humano-antigénio animal. Assim,
utilizam-se anticorpos desenhados para antigénios humanos que reconhecem também anti-

génios animais por analogia da estrutura molecular (Ruiz et al., 2005).

7.2.1. Principais anticorpos e proteinas relacionadas com o Melanoma

Atualmente, o cancro é reconhecido como uma doenca de base genética, uma vez que
resulta da alterag@o da expresséo ou do funcionamento de genes e proteinas envolvidas no
controlo do ciclo celular e da apoptose (Hunter, 1997; Modiano e Ritt, 1999; Sulaimon e
Kitchel, 2003). Por sua vez a sobrevivéncia e o crescimento da célula neoplasica sdo
influenciados pela interacdo de varias moléculas, estruturas de suporte do estroma, células e
mediadores inflamatérios, vasos sanguineos e linfaticos, altera¢des da oxigenacao tecidual,
pressao de fluidos intersticiais, entre outros (Hunter., 1997).

O estudo da cascata de eventos da carcinogénese, desde os mecanismos de ativacéo
elou de silenciamento genético até aos que estdo direta ou indiretamente envolvidos em
fendmenos de proliferacdo, assim como de crescimento e de invasdo tumoral, permitem
estabelecer um diagrama de moléculas-chave, com importancia e potencial utilidade no
diagnostico, prognoéstico e tratamento das neoplasias (Hunter, 1997; Sulaimon e Kitchel,
2003).

O conhecimento dos fatores genéticos e moleculares, relacionados com o melanoma
é fundamental para a identificacéo de individuos geneticamente predispostos, bem como para
a detecdo precoce da doenga (Polsky et al., 2001). Quanto mais precoce o diagnéstico da
neoplasia e o estabelecimento da terapia adequada, maior sucesso no tratamento, e melhor

0 progndstico (Polsky et al., 2001).
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Os marcadores moleculares, sdo ferramentas para a melhor compreensdo das
neoplasias, e podem determinar e identificar o tipo neoplasico. Esses marcadores podem
estar associados a alteracbes em determinadas regides gendmicas, como mutacées em
genes de predisposicdo, por exemplo, como também podem estar relacionados, com a
expressao de alguns antigénios, em tumores, e com a presenca de substancias especificas
na circulacéo (Figueiredo et al., 2003)

Entre os anticorpos mais citados na literatura para o diagndstico de melanoma canino,
destacamos o0 HMB-45, proteina S-10083, Melan-A, Tirosinase, e para marcacao de prolifera-
¢ao celular, o Ki-67, e 0 p53 (Prasad et al., 2001; Yu et al., 2005; Ohsie et al., 2008).

.  Ki-67

O marcador de proliferacdo celular mais usado em patologia é a proteina Ki-67, um
antigeno nuclear que é expresso em todas as fases do ciclo celular exceto em GO (Yu et al.,
2005; Ohsie et al., 2008).

O anticorpo Ki-67 reconhece uma proteina nuclear nao histona, que se encontra
associada a proliferagédo celular. A sua expressao ocorre durante todas as fases ativas, do
ciclo celular, isto é, G1, S, G2 e M e declina rapidamente apds a mitose, ndo tendo expresséo
na fase de repouso GO (Scholzen e Gerdes., 2000). Devido a estas caracteristicas € um
excelente marcador da proliferacdo celular, sendo amplamente utilizado em coloracdes
imunohistoquimicas de rotina (Scholzen e Gerdes., 2000).

Em medicina veterinéria a expressao do marcador Ki-67 (clone MIB-1) foi identificada
em diversas neoplasias inclusive no melanoma, tendo-lhe sido atribuido valor progndéstico
(Pefa et al., 1998; Scase et al., 2006). No que respeita as neoplasias orais apenas para o
melanoma do cao foi encontrada correlagdo deste marcador com o prognéstico (Van Diest et
al., 1998;Millanta et al., 2002). A grande expressao de Ki-67 também pode estar associada ao
aumento da proteina p53. Num estudo, realizado por (Moretti et al., 2001) demonstrou-se a
correlacdo positiva entre a expressdo de Ki-67, o potencial metastatico, e a mortalidade
somente em determinados melanomas de consideravel tamanho, Frahm et al., 2001
demonstraram uma correlacdo similar, porém, os resultados foram mais significativos, nos
melanomas, de menor diametro.

Estudos tém demonstrado, aumento na taxa de recorréncia e mortalidade, que dire-
tamente podem estar relacionados com 0 aumento na positividade para Ki-67, enquanto ou-
tros estudos, analisaram que, essa correlacdo, ndo deve ser feita isoladamente, sem consi-
derar os parametros histopatolégicos que deverao incluir a espessura tumoral em milimetros
(indice de Breslow) (Frahm et al., 2001; Hazan et al., 2002; Alonso et al., 2004).
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II. Proteina S1008

Na proteina S100f o termo "S100" esta relacionado com uma caracteristica especifica,
o facto de serem sollveis em solucdo saturada a 100%, de sulfato de amobnia, e a
denominacao “B” esta relacionada, com a presenca de duas subunidades B (Brochez e
Naeyaert 2000). Esta foi isolada pela primeira vez em meados dos anos sessenta, a partir do
cérebro bovino e, nos Ultimos anos, tem sido, amplamente investigada, no ambito da
investigacao oncoldgica (Vereecken et al., 2012, Tendler, Mosch e Pietzsch, 2012).

As proteinas S100pB regulam a fosforilagdo de proteinas, a dindmica dos componentes
do citoesqueleto, a ativacdo de enzimas, e de fatores de transcricdo. Influenciam o
crescimento e a diferenciagao celular, bem como processos inflamatorios, e a homeostasia
do calcio intracelular (Donato., 2007; Pietzsch., 2011; Tendler, Mosch e Pietzsch, 2012). Séo
expressas, pelas células da glia e pelos melandcitos, e estdo presentes nos tumores cerebrais
e no melanoma (Tendler, Mosch e Pietzsch, 2012). A S1008 é um bom marcador em
neoplasias agressivas, em estadios avangados e na doenca metastatica, quando
comparamos com neoplasias ndo invasivas e ndo metastaticas. Deste modo, as proteinas
S100pB estdo a ser propostas, como biomarcadores promissores de progndéstico, em varias
neoplasias, inclusive no caso especifico do melanoma (Xie, et al., 2009, Tendler, Mosch e
Pietzsch 2012, Vereecken, et al., 2012).

O nivel sérico de S100, esta relacionado com a carga tumoral, e reflete o estadio
clinico e a progressao da doenca. H& evidéncia crescente, de que, a avaliacdo de S10083 em
amostras séricas seriadas, é Util para prevencdo de doentes com melanoma e pode ser
utilizada para a sua monitorizacéo (Leclerc, Heizmann e Vetter., 2009; Vereecken et al., 2012).
Todavia, apesar da maior expressédo de S100B estar correlacionada com estadios mais
avancados do melanoma, segundo Kruijff e colaboradores (2009), os niveis séricos de S1003
nao séo adequados para a detecdo precoce do melanoma.

Presume-se que uma neoplasia em estadio inicial ndo produz quantidades suficientes
de marcadores tumorais, de modo a elevar significativamente o seu nivel sérico (Kruijff, et al.,
2009).
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.  HMB-45

O anticorpo HMB-45, foi descrito pela primeira vez por Gown et al., em 1986. E um
anticorpo que reconhece a glicoproteina melanossomal gp100, e foi o primeiro marcador es-
pecifico descrito, para o melanoma (Yu et al., 2005; Ohsie et al., 2008).

Este anticorpo é de grande importancia na diferenciacdo entre melanomas e outras
neoplasias ndo melanociticas (Yu et al., 2005).

N&o é tdo sensivel como a proteina (S100), mas apresenta grande especificidade
(Yu et al., 2005; Ohsie et al., 2008). O HMB-45 é expresso no citoplasma, com sensibilidade
variando de 69% a 93%, sendo que a sua expressao € maxima nos melanomas primarios
(77-100%), principalmente com morfologia epitelioide. (Ohsie et al., 2008)

Como a sensibilidade e a expressao € menor em melanomas metastaticos, cerca de

58-83%, é necessario 0 uso de outros marcadores como HMB-45. (Ohsie et al., 2008).

V. Melan-A

O Melan-A é um marcador de diferenciagcdo melanocitica, produto do geneMART-1,
identificado como uma proteina citoplasmatica de diferenciagdo melanossomal, descoberto
por Jungbluth et al., em 1998 (Yu et al., 2005; Ohsie et al., 2008).

Sao conhecidos dois clones do anticorpo contra esta proteina: M2-7C10 e A103 (Car-
Ison et al., 2009). Apesar de existir uma correlacdo de quase 100% em relacdo aos clones
com respeito a marcagcdo do melanoma, o clone A103 também marca tumores adrenocorticais
e gonodais, enquanto o clone M2-7C10 é negativo para esses tumores (Busam, 2004).

O Melan-A mostra uma sensibilidade, similar ao HMB-45, de 75% a 92% e especifici-
dade de 95% a 100% para Melanoma (Dabbs, 2002). Apresenta sensibilidade maior que o
HMB-45 e similar ao S100 em melanomas epitelioides primarios, e na marcacéo de lesées
melanociticas benignas e malighas, porém é menos sensivel em melanomas de células fusi-
formes e normalmente nao é expresso na variante desmoplasica (Busam, 2004; Mckee et al.,
2005).

V. Tirosinase

A tirosinase é uma enzima chave, para a biossintese do pigmento da melanina, pro-
move a hidroxilagé@o da tirosina como o primeiro passo na sua sintese. O anticorpo monoclonal

T311 reconhece a proteina tirosinase. Em melanomas, a tirosinase pode ser vista como, uma
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marcagao citoplasmética finamente granular, forte e difusa. A sensibilidade da tirosinase para
0 melanoma, é de 84% a 94%, é mais eficaz, do que a do HMB-45.

A sensibilidade diminui com o desenvolvimento clinico da lesédo e em lesGes metasta-
ticas (79% a 93%) (Mckee et al., 2005). A especificidade da tirosinase para o melanoma € de
97% a 100%, e sua expressao é restrita aos melandécitos, assim como os anticorpos HMB-45
e Melan-A, a tirosinase tem maior expressdo em tumores epitelioides. A maioria dos melano-

mas desmoplasicos sdo negativos para T311 (Prasad et al., 2001).

VI. p53

A proteina p53 é codificada por um gene supressor tumoral que controla o ciclo celular
nos estadios G1 e G2, onde o DNA danificado pode entdo ser reparado (Tanaka et al., 2001,
Ohsie et al., 2008). Esta proteina induz a expresséo de (p21), que ajuda a inibir a sintese de
DNA (Tanaka et al., 2001).

Usualmente a proteina p53 apresenta, uma semivida curta, ndo sendo normalmente
identificada pela imunohistoquimica. A proteina p53 normalmente nédo € observada em lesdes
melanociticas benignas, porém apresenta marcagao positiva em 25% a 58% dos melanomas
(Tanaka et al., 2001; Ohsie et al., 2008; Vogt el al.,1997) ndo se observou relacao direta entre,
a marcacao de p53 e uma maior probabilidade de metastase ou recorréncia da doenca. No
entanto, Talve K. et al., 1996) observou a relagdo direta entre o nivel de marcagao da proteina
p53 com o progndstico do melanoma, porém tal avaliagdo ndo deve ser feita de forma inde-
pendente, sem correlacdo com o nivel histolégico de espessura do tumor, para avaliacdo do

progndstico.

VI. COX1eCOX2

A enzima cicloxigenase (COX) apresenta duas isoformas, a COX-1, que é expressada
em variados tecidos e participa ativamente na regulacdo de funcgfes fisioldgicas normais,
como a proteccao da mucosa gastrica, controlo da agregacéao plaquetaria, funcéo reprodutora
e renal .

J& a COX-2, ausente em células normais, pode ser induzida por fatores de cresci-
mento, reacdes inflamatorias, promotores tumorais e oncogenes (Williams & DuBois, 1996).

No estudo realizado por Pires, Garcia, Prada, & Queiroga (2010), a expressao de am-
bas as COX-1 e COX-2 foi avaliada ao determinar a percentagem de células positivas, defini-
¢ao da sua intensidade e atribuindo uma pontuacgéo de reatividade. No geral, a expresséao de

ambas foi positiva para os melanomas da pele, oral e ocular. A expressdo de COX-1, como

( )
L 2 )
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seria de esperar, foi observada na grande maioria das amostras de tumores, assim como em
amostras de tecido cutaneo e oral ausentes de neoplasia. Ja a COX-2, ndo foi expressada em
tecidos normais, ou nos melanomas benignos, mas sim numa grande por¢éo dos melanomas

malignos.

VIIl.  iNOS (Sintase do 6xido nitrico induzivel)

O NO é um mensageiro intracelular, que esta relacionado com a resposta imunoldgica,
além de estar envolvido em mecanismos de regulacédo neuronal e cardiovascular. Ele é pro-
duzido por um grupo de isoenzimas denominadas de 6xido nitrico sintases, do inglés “nitric
oxide synthase” (NOS) (Bredt et al., 1990).

. A INOS é expressa pelos macréfagos e pela grande maioria das células do sistema
vascular, assim como células musculares lisas e cardiomidcitos, produz o NO responsével
pela eliminacdo de agentes patogénicos. E considerado um biomarcador de fenotipos tumo-
rais mais agressivos, nomeadamente, o melanoma oral com um importante auxilio no prog-
néstico. Pensa-se que a sua regulagdo podera estar intimamente associada ao microambiente
tumoral com destaque para as citocinas, hipéxia, privagcdo de nutrientes e varios fatores me-
tabdlicos (Ezmekcioglu.S et al., 2006)

O seu contributo para o desenvolvimento e progressao tumoral tem sido reportado em

varios tumores, entre eles, o carcinoma e o melanoma oral (Ezmekcioglu.S et al., 2006).

7.3. Imagiologia

Os exames complementares para diagnosticar as neoplasias orais devem incluir
radiografias tordcicas, para avaliar presenca de metastases pulmonares, radiografias ou
tomografias da cavidade oral para delimitar as lesdes e avaliar a invasdo dos tecidos
subjacentes, nomeadamente o tecido 6sseo, e para delimitar as lesdes (Biller et al., 2016;
Liptak., Kemper et al., 2012; Withrow, 2007).

Como se disse anteriormente, existe um nuamero limitado de meios complementares
de diagnéstico. Felizmente, a tomografia computorizada juntamente com a ressonancia
magnética constituem atualmente, as técnicas mais especificas e sensiveis para a avaliacdo
das lesdes intraorais (Bagley, 2005; Kraft & Gavin, 1999; Jones, 2004; O’Brien & Axlund.,
2005 e Pollard, Reilley, Uerling, Wood & Feldman., 2010).

As principais vantagens da tomografia computorizada sobre a radiografia séo, a
capacidade de detetar alteracbes mais subtis da densidade dos tecidos, a eliminacéo de

sobreposicdes de estruturas anatémicas, e a capacidade de ajustar a imagem de acordo com
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as necessidades, no sentido de melhorar a visualizacdo das diferentes estruturas (Jones,
2004), sem ser um método invasivo (LeCouteur, Fike, Cann & Pedroia., 1981).

Com o auxilio destas tecnologias permite avaliar a extensdo tumoral e a sua
localizacdo neuroanatdmica, muitas vezes necessaria para uma biopsia, cirurgia ou
radioterapia (March, 2000).

8. Estadiamento tumoral

O processo de estadiamento, implica a determinagéo da extensdo de uma neoplasia
a nivel local e a distancia, isto é, a presenca ou auséncia de metastases nos linfonodos regi-
onais ou em 6rgéos distantes (Morris & Dobson, 2001; Biller et al., 2016; Munday et al., 2016).
O estadio tumoral é importante para a determina¢éo do progndstico e instituicdo de uma tera-
péutica adequada dado que um tratamento bem-sucedido passa pela erradicacédo de todas
as ceélulas tumorais, a qual apenas pode ser alcangada quando se conhece a completa exten-
s&o do tumor (Biller et al., 2016).

Atualmente encontra-se estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), um
sistema anatémico com critérios de estadiamento, designado de TNM (Tumor, node,
metastasis), adaptado por Owen em 1980, em que T, de tumor, designa a dimenséo, o grau de
invasdo, e ulceracdo da massa, o N de linfonodo regional, inclui a invasdo, o nimero e
tamanho dos linfonodos envolvidos, e 0 M, auséncia ou presenca de metastases, ver quadro
4 (Morris & Dobson., 2001; Bergman., 2007). (Ver figura 5,anexo).
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Quadro 4 - Estadiamento clinico para neoplasia oral em cdes e gatos segundo sistema TNM da
Organizacéo Mundial de Saide (OWEN 1980).

T: Tumor primario

T1: Tumor < = 20mm de diametro, volume < 8 cm

T2: Tumor 20-40mm de diametro, volume 8-64 cm

Ts: Tumor > 40mm de diametro, volume > 64cm

a: sem evidéncia de invasdo no tecido 6sseo; b: com evidéncia de invasdo no tecido 6sseo

N:Linfonodos Regionais

No: N&o evidéncia de envolvimento nos linfonodos regionais

Nipn: Evidéncia histoldgica/citoldgica de envolvimento em um dos linfonodos regionais

N2b: Evidéncia histologica/citoldgica de envolvimento de mais do que um linfonodo regional

Ns: Linfonodos fixos

a: sem evidéncia de metastase; b: com evidéncia de metastase

Mo: Sem evidéncias de metastases a distancia

Mi: Presenca de metéstases a distancia

Estadio I: T1, No, N1a, N2a, Mo

Estadio II: T2, No, N1a, N2a, Mo

Estadio Ill: T3, No, N1a, N2a, Mo

Estadio IV: Qualquer T; Nib, Mo; N2b, N3, Mo; qualquer N e M1

Quadro 5 - Estadiamento clinico para melanoma oral em cées. Adaptado de (Bergman et al., 2003).

T: Tumor primario

T1la melanomas ndo ulcerados com espessura < 0,8 mm.

T1b (duas possibilidades): melanomas com espessura entre;

0,8 e 1,0 mm, independente de ulceracao; < 0,8 mm, com ulceragéo

T2a>1,0-2,0 mm Sem ulceracao

T2b>1,0-2,0 mm Com ulceracéo;> 2,0-4,0 mm desconhecido ou ndo especificado

T3a >2,0-4,0 mm Sem ulceracao

T3b >2,0-4,0 mm Com ulceracgédo ; >4,0 mm desconhecido ou n&o especificado

T4a >4,0 mm Sem ulceragado

T4b >4,0 mm Com ulceracdo
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L: Linfonodos regionais

No: N&o evidéncia de envolvimento nos linfonodos regionais
Nz: Evidéncia citolégica/histoldgica de envolvimento nos linfonodos regionais

N2: Linfonodos fixos

M: Metastases a distancia

Mo: Sem evidéncias de metastases a distancia
Mi: Presenca de metéstases a distancia

I: T2 No Mo

II: T2 No Mo

I11: T2 N2 Mo ou T3 No Mo

IV: Qualquer T; Qualquer N e My

9. Tratamento

O objetivo de qualquer tratamento € sempre a cura, ou seja, a erradicacao de todas
as células estaminais tumorais. No entanto, esta nem sempre é alcancavel mesmo com o0s
métodos terapéuticos avancados que estdo atualmente disponiveis. A deciséo de tratar um
animal oncolégico deve ser tomada, em simultaneo, pelo médico veterinario e pelo seu tutor
gue deve ser informado da natureza da doencga, do prognostico e das possiveis opgoes de
tratamento (Morris & Dobson, 2001; Biller et al., 2016).

No simpésio da VSSO (Veterinary Society of Surgical Oncology) realizado em 20186,
o MMO foi discutido por diversos médicos veterinarios com interesse em cirurgia oncoldgica.
Desta discusséao foram obtidas diretrizes clinicas, nomeadamente em relacdo ao tratamento
a aplicar nesta neoplasia. A terapéutica recomendada para o MMO inclui a nivel local a exé-
rese cirdrgica com inten¢do curativa ou radioterapia (ou ambas), e ainda terapia adjuvante a
nivel sistémico. (London et al., 2012; Tuohy, Selmic, Worley, Ehrhart & Withrow., 2014; Biller
et al., 2016).

O tipo de cirurgia dependerd da localizagdo do tumor; a mandibulectomia ou a
maxilectomia (total ou parcial), procedimentos indicados para a maioria dos tumores orais com
extensa invasdo dssea, sdo geralmente bem tolerados pelos cdes. Aconselha-se a que,
durante a ressecc¢do cirdrgica, se realizem margens de seguranca, com pelo menos 2
centimetros, e quando héa algum tecido 6sseo envolvido a ressecc¢ao cirurgica deve incluir as

margens 0sseas para aumentar a taxa de remogéo total do tumor. (Liptak; Withrow., 2007).
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A alimentagéo entérica, através de sonda nasogastrica nao € normalmente necesséria
apos a cirurgia oral em cées. E fundamental consciencializar o proprietario sobre os possiveis
efeitos colaterais no pds-cirtrgico As complicacdes pds-operatédrias podem incluir, a epistaxis,
sialorreia, nariz pendente, desvio/ptose de lingua, fistula oronasal, ptialismo, desvio
mandibular, ma oclusao, dificuldade em preender os alimentos e deiscéncia das suturas,
dependendo do procedimento cirdrgico realizado (Liptak; Withrow., 2007; Fonseca et al.,
2014). Apesar da auséncia de resposta satisfatoria na utilizacao de tratamentos que nao
contemplam a cirurgia, varios estudos tém sido realizados para se achar alternativas eficientes
no tratamento dos melanomas orais, em cées.

A criocirurgia, muitas vezes referida como crioterapia ou crioablacdo, € uma técnica
cirargica, que emprega o frio em temperaturas criogénicas, para destruir tecidos ou células
indesejaveis. Uma das suas vantagens é a destruicao celular localizada, minimizando os
danos ao tecido saudavel adjacente, no local congelado.

Contudo, a natureza minimamente invasiva da criocirurgia ocasiona algumas
dificuldades no controle do procedimento. A medida que o frio se propaga pela sonda, a
extensdo do tecido afetado pelo congelamento ndo pode ser determinada exatamente pelo
cirurgido, e muitas vezes resulta, na perda da precisdo e de controlo (Chua KJ,Chou SK; Ho
JC et al., 2007).

Alguns criogénicos, ja foram utilizados na criocirurgia, tais como: diéxido de carbono,
enxofre, acetona, 6xido nitroso, “freons”, mas foram retirados, devido as suas desvantagens
(temperatura atingida insatisfatéria, uso restrito, area de destruicdo tecidual pequena)
(Ameerally PJ; Colverg GB., 2007).

Os criogénios mais utilizados sdo o nitrogénio liquido e o gas argdnio, sendo que o
primeiro atinge seu ponto de ebulicdo de -195,8°C, sendo um gas incolor, inodoro, néao
inflamavel, atdéxico e inerte, de baixo custo e cujo acondicionamento deve ser feito em
recipientes apropriados com capacidades de armazenamento de 10 a 50 L (Eurides, D. et al.,
2010).

Muitas teorias tém sido propostas para explicar a morte tecidual pela crioterapia. A
mais estudada é a lesdo celular direta, causada por temperaturas extremas, originando,
les6es nos organelos celulares, tais como mitocéndrias e reticulo endoplasmatico, e causando
a subsequente morte celular. Outro mecanismo citado, envolve alteracdes vasculares do
tecido congelado, gerando necrose isquémica, por formacdo de trombos, e ainda uma
provavel estimulacdo imunoldgica propiciada pela leséo celular, que expde, o organismo a
antigenos-alvo intracelulares em grandes quantidades (Hoffmann; Bischof, 2002).

Durante o congelamento formam-se cristais intracelulares e extracelulares. Os cristais

extracelulares alteram o gradiente osmatico entre o meio intracelular e o extracelular, o que
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provoca a saida de agua do interior da célula para o exterior. Desta forma, no interior da célula
fica uma quantidade téxica de eletrdlitos que alteram o pH das macromoléculas e da
membrana celular, provocando uma leséo irreversivel na célula (Queiroz & Matera, 2004). De
forma indireta, a lesdo criogénica provoca estase vascular e anoxia tecidular, resultando em
necrose e isquemia. Duas horas ap6s o congelamento pode-se observar edema, danos focais
nos capilares, hemorragia e formag&o de microtrombos. Oito horas depois verifica-se necrose
focal ou segmentar dos vasos (Queiroz & Matera, 2003). Os queratinécitos apresentam
resisténcia consideravel a congelacdo e esta ocorre apenas a temperaturas que rondam os -
20°C e os -30°C.

De entre as complicacBes mais comuns da criocirurgia, destacam-se as hemorragias,
0s edemas e a dor, durante ou apés o tratamento. Também se pode verificar retracao
tecidular, alopecia e hipopigmentacdo. As lesdes pdés-cirlrgicas cicatrizam por segunda
intencao (de 4 a 14 semanas), o que leva a formacao de tecido de granulacao e de crosta.
(Queiroz & Matera, 2003). As vantagens desta técnica sdo: a celeridade, facilidade de
aplicacdo, baixo custo e seguranca, a criocirurgia reduz o tempo necessério da anestesia
geral, podendo mesmo ser efetuada sem recurso a mesma. (Queiroz & Matera, 2003).

Existem ainda, relatos (sem definicdo do mecanismo causador) na diminuicdo, da
formacdo de metastases a distancia, em processos neoplasicos tratados com criocirurgia,
além de outro mecanismo recentemente citado, da inducéo (resultante da hipotermia) de
apoptose nas células periféricas das lesdes criotratadas (Eurides D., et al., 2010).

Aradioterapia também pode ser utilizada como tratamento primario ou complementar
no caso de tumores incompletamente removidos (Liptak; Withrow, 2007). Esta permite obter
um controlo local da doencga, neste caso, hos melanomas orais, sendo utilizada para tratar
volumes tumorais de dimensdes microscépicas resultantes de uma incompleta exérese
cirargica, por exemplo (Blackwood & Dobson, 1996; Freeman et al., 2003; Bergman et al.,
2013; Biller et al., 2016). Este procedimento pode ter como objetivo a cura, ou seja, a
erradicacao de todas as células tumorais viaveis existentes ou ser apenas paliativa, no sentido
de melhorar a qualidade de vida e minimizar o desconforto do animal (Bergman et al., 2013).

Segundo Cunha et al., (2013), a radioterapia pode ser um tratamento paliativo eficaz
em cdes com melanoma, no entanto, a sobrevida dos animais ap6s o tratamento é curta
devido as metastases ou recidivas locais, e como efeitos colaterais, a mucosa oral pode

desenvolver reacdes agudas como estomatites e glossites.

Na quimioterapia, de acordo com a literatura veterinaria, a quimioterapia sistémica
para o tratamento do MMO néo tem tido resultados promissores (Brockley, Cooper & Bennett,

2013; Boston et al., 2014;Tuohy et al., 2014), contudo, o fArmaco carboplatina, é o quimiote-
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rapico sistémico de eleicdo nos melanomas caninos, sem, todavia, fornecer um controlo sa-
tisfatério quer local, quer a nivel da prevencédo, na instalacdo de metastases (Proulx et al.,
2003). Outros agentes quimioterapicos foram testados, como dacarbazina, a doxorrubicina e
a cisplatina, no entanto os resultados apresentados por estes farmacos também ndo se mos-
traram abonatérios (Alexander et al., 2006).

Na terapia adjuvante, os avancos na tecnologia de vacinas de DNA, permitiram o
desenvolvimento de novas opg¢Oes terapéuticas, para o tratamento de certos tipos de

neoplasias, como o melanoma canino.

A vacina terapéutica (ONCEPT®, Merial Saude Animal) foi aprovada pelo USDA, (Uni-
ted States Department of Agriculture) para o tratamento do melanoma oral. Esta vacina é
produzida com o gene da tirosinase de seres humanos inserido no material genético de uma
bactéria (plasmideo). Essa tecnologia é conhecida como tecnologia do DNA xenogénico.
(Bergman & Wolchok., 2008; Bergman et al., 2013; Treggiari, Grant & North., 2016).

A tirosinase é uma enzima envolvida na sintese da melanina, sendo expressa tanto
pelos melandcitos normais, quanto pelos neoplasicos (melanoma). Apds a injecdo intramus-
cular da vacina, o antigeno da tirosinase é produzido e expresso pelos midcitos do animal,
sensibilizando, o seu sistema imune. Como a tirosinase esta presente em grandes quantida-
des nos melandcitos, e praticamente ausente em outras células, é um excelente antigeno-
chave para a imunoterapia contra o melanoma. Quando combinada com tratamentos con-
vencionais contra 0 melanoma oral canino, a vacina, xenogénica, é considerada uma imuno-
terapia eficaz, capaz de prolongar o tempo, de sobrevivéncia dos animais. (Bergman et al.,
2003; Bergman et al., 2013, Treggiari et al., 2016).

Anti-inflamatdrios, A cicloxigenase (COX) tem duas isoenzimas, a Cox-1 e a Cox-2,
gue catalisam a etapa inicial da sintese de prostaglandinas, a partir do 4cido araquidénico. A
Cox-1 -1 é expressa constitutivamente no organismo e esta envolvida na homeostase,
enquanto a Cox-2é uma isoforma induzida que se encontra primariamente em locais de
inflamacéo, sendo a sua principal funcéo, a de producédo de prostaglandina E2 (PGE2).

Desde o inicio da década de 90, que as duas isoformas da Cox, Cox-1 e Cox-2, sdo
reconhecidas como parte interveniente na producgéo da prostaglandina H2 (PGH2) (o primeiro
passo na sintese dos prostanoides) (Warner & Mitchelll, 2004). Contudo, surgiram ja novas
isoformas destas enzimas, como a Cox-3, presente no cortex cerebral humano e canino, e a

PCox (Cox parcial), ambas consideradas formas variantes da Cox-1 (Simmons, 2003).

A Cox-1 foi purificada pela primeira vez em 1976 e expressa-se, em diversos tecidos,
como os rins, pulmdes, estbmago, duodeno, jejuno, ileo, colon e cego de macacos, cées,

ratos e humanos (Williams et al., 1999). Esta enzima apresenta varias func@es fisioldgicas
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gue mantém a homeostasia e tem uma relevancia na protecdo da mucosa gastrica, agregacao
plaquetéria, controlo do fluxo sanguineo renal e equilibrio vascular (Lee et al., 2003).

A Cox-2, por sua vez, sO se expressa constitutivamente na placenta, macula densa do
rim e cérebro (Williams et al., 1999). Encontra-se em quantidades residuais nas células e
tecidos normais, exceto quando a sua expresséo € induzida em resposta a um ou Varios tipos
de estimulos (Chandrasekharan & Simmons, 2004).

Apoés o estimulo, a sua expressao aumenta rapidamente, nomeadamente nas células
envolvidas na inflamagéo, como fibroblastos, mondcitos e endotélio vascular (Parente & Per-
retti, 2003).

As ciclooxigenases 1 e 2 sdo os principais alvos terapéuticos dos anti-inflamatérios
nao esteroides (AINES). Esta provado que os AINEs afetam diretamente a a¢édo das ciclooxi-
genases, seja por modificarem as ligagdes covalentes da enzima, seja por competirem com o
substrato pelo seu sitio ativo (Williams et al., 1999). A inibi¢cdo, da atividade das ciclooxigena-
ses é o mecanismo pelo qual os AINEs exercem as suas fun¢des analgésicas, antipiréticas,
antiinflamatorias e antitrombaticas (Lee et al., 2003). Contudo, até alguns anos atras, a acao
inibitéria destes farmacos estava direcionada, para ambas as enzimas, principalmente para a
Cox-1, o que se traduzia numa toxicidade gastrointestinal, diretamente proporcional ao poder
seletivo dos AINEs, para a Cox-1 (Warner & Mitchelll, 2004). Este tipo de AINEs apresentam
efeitos secundarios graves para o animal, ao inibirem a funcéo protetora, da Cox-1, e que
incluem ulceracédo, hemorragia e perfuracéo gastrointestinal (Williams et al., 1999).

Nos canideos, a expressao da Cox-2 foi investigada em tumores como: linfoma, carci-
noma prostatico, osteossarcoma, fiborossarcoma e melanoma oral (Mohammed et al., 2004).

Assim, atualmente, os inibidores selectivos da Cox-2 tém sido alvo de especial inte-
resse. Estes farmacos aparentam atuar, diminuindo a sintese de prostaglandinas através da
inibicdo da Cox-2 (comummente sobre expressa em tumores) e, consequentemente, supri-
mindo a proliferagcéo celular, possivelmente pelo meio da indugéo da apoptose (Arenas et al.,
2016).
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10.Prognostico

O prognostico dos tumores malignos é reservado (Vail; Withrow., 2007). Em casos de
recorréncia, o tratamento torna-se mais complicado, com o agravamento efetivo do prognés-
tico (Fonseca et al., 2014). Em relagdo a histopatologia, o indice mitético, a atipia nuclear, o
grau de pleomorfismo celular e nuclear, o nivel de inflamacéao linfocitica profunda e de necrose
intralesional, a reacdo do estroma, o grau de invasao, entre outros, fornecem informacéo adi-
cional ao prognéstico, existindo uma relacdo entre uma maior diferenciacdo e um melhor prog-
nostico (Spangler & Kass., 2006; Esplin., 2008; Tuohy et al., 2014).

O estadio é um fator prognostico, como referido anteriormente, dado que quanto mais
avancado for, maior é a probabilidade de existirem metastases disseminadas e, como tal, esta
associado a um menor tempo de sobrevida livre de doenca e tempo de sobrevida global (Lip-
tak & Withrow., 2013; Tuohy et al., 2014).

A localizacao da lesé@o e as margens cirlrgicas sdo fatores com valor prognéstico que
se relacionam entre si pois 0s casos mais acessiveis cirurgicamente, como o0s que se locali-
zam na mandibula rostral ou na maxila caudal, permitem margens mais amplas e, como tal,
estdo associados a um maior tempo de sobrevivéncia e a um melhor prognostico (Hahn et al.,
1994; Bergman et al., 2013). O facto de os tumores localizados rostralmente estarem associ-
ados a um progndstico mais favoravel pode também ser devido ao facto de estas lesdes es-
tarem mais visiveis, permitindo uma dete¢@o mais precoce pelos tutores e médicos veterina-
rios. Para além disso, as por¢des caudais da maxila e da mandibula tém uma rede vascular
mais extensa e desenvolvida do que as por¢des rostrais, o que significa que os MMO locali-
zados mais caudalmente tém, de um modo geral, uma maior capacidade de invaséo dos teci-
dos da sua periferia e uma maior probabilidade de metastizagdo (Wallace et al., 1992; Smith
et al., 2002; Proulx et al., 2003; Bergman., 2007; Tuohy et al., 2014).

No entanto, de acordo com os resultados de Tuohy et al., 2014, ndo ha relacdo entre
a localizacdo e o comportamento biolégico do MMO e desde que se consiga obter margens
amplas quando se realiza exérese cirlrgica das lesdes localizadas caudalmente, ou das que
se encontram aderentes a maxila ou mandibula o prognéstico néo difere do das lesGes mais
rostrais ou localizadas apenas nos tecidos moles (sem invaséo 0ssea).

Os casos que sejam consequéncia de uma recidiva apos tratamento cirtrgico ou radi-

oterapia estdo também associados a um pior progndstico (Liptak & Withrow., 2013).
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11.0ODbjetivos do trabalho

Os objetivos especificos deste estudo incluiram:

Revisao bibliografica acerca do Melanoma oral canino;
Estudo da expressao imunohistoquimica da iINOS nestes tumores;

Relacdo desta com as variaveis clinicas e histopatoldgicas do tumor;

YV V VY V

Contribuicdo para o conhecimento de fatores de prognéstico do melanoma oral

canino;
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12. Material e métodos

l. Material

Na elaboragdo deste trabalho, foram analisados, quinze tumores melanociticos
caninos orais, cedidos, pelo Laboratério de Anatomia Patolégica da Universidade de Sao
Paulo-Brasil.

Todas as amostras foram obtidas por biopsia ou exérese cirtrgica e recebidas fixadas

em formol a 10% tamponado.

. Métodos

12.1 Avaliacéao clinica

Em todos os casos possiveis, foram recolhidas informacées referentes a identificagéo
do animal (idade, género, raca), tamanho, localizacdo da leséo e existéncia de metastases na

altura do diagnéstico.

12.2. Estudo histopatologico

As amostras de biopsia foram colhidas, e fixadas em formol a 10% e incluidas em
parafina sintética Histoplast ®- Shandon ®, seguindo a metodologia habitual. Apds incluséo,
foram realizados cortes de cada um dos tumores com 3 ym de espessura num micr6tomo
automatico Leica® RM 2255. Em seguida, os cortes foram dispostos em laminas e levados a
estufa a 37°C para secarem. ApdOs este passo, foram desparafinados em xilol, hidratados
numa série de alcoois com concentragdes decrescentes, (100%,90%,80%,70%), procedendo-
se a coloragdo convencional com hematoxilina-eosina (HE) para posterior diagndstico

histopatoldgico.
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- Branqueamento da melanina.

A presencga de melanina nas les6es melanociticas caninas dificulta o seu diagndstico
histoldgico, ja que dificulta a observacédo das caracteristicas citoplasmaticas e nucleares das
células tumorais. Assim, para uma correta observacéo e classificacdo das lesdes, foi efetuado
0 branqueamento das amostras.

Este método consistiu na desparafinacdo da amostra, na sua hidratagédo, colocacao
em permanganato de potassio (KMnO.) a 0,1% durante a noite, passagem por agua,
colocacdo em &cido oxalico (H.C204) a 1% durante 10 min, lavagem e posterior coloracao
com HE.

Todos os casos foram observados com a coloragé&o de HE com e sem branqueamento.
O diagndstico histopatologico foi realizado em conformidade com os critérios da OMS
(Goldschmidt et al., 1998), por dois observadores independentes e segundo 0s mesmos

critérios, num microscopio Olympus® BH-2.

Os critérios histologicos avaliados:

- Atividade juncional: presente (P) ou ausente (A), segundo Spangler & Kass (2006);

- Grau de atipia nuclear: escasso (1), moderado (2), acentuado (3), segundo Millanta et al.,
(2002);

- Tipo celular: fusiformes, epitelioides (redondas) e mistas, de acordo com as células
predominantes no tumor, segundo Smith et al., (2002);

- Infiltracdo linfoplasmocitaria: presente (P) ou ausente (A).

- Necrose intratumoral: presente (P) ou ausente (A), segundo Spangler & Kass (2006);

- Células gigantes: presentes (P), ou ausentes (A), segundo Spangler & Kass (2006);

- Ulceracdo: presente (P) ou ausente (A); Spangler & Kass (2006);

- Grau de pigmentacdo celular: ausente ou escasso (1), moderado (2), acentuado (3);
segundo Spangler & Kass., (2006);

- Células tumorais intravasculares (CTI): presentes (P) ou ausentes (A), segundo Ramos-
Vara et al., (2000);

- Quantidade de estroma: escassa (1), moderada (2), acentuada (3), segundo Ramos-Vara
et al., (2000);

- Indice mit6tico: A contagem de mitoses foi efetuada na coloracdo de HE com
branqueamento. O indice mitético foi expresso pelo nimero de mitoses por campo com a

(objetiva 40x). Em média foram contados 10 campos, nas diferentes regiées do tumor. Foram,
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em seguida categorizadas em 2 classes: 1- <3 mitoses; 2- 23 mitoses por campo, segundo
Ramos-Vara et al., (2000);

13. Estudo imunohistoquimico

Para a analise imunohistoquimica, foram efetuados cortes seriados de cada um dos
tumores com 3 um de espessura, sendo posteriormente colados em laminas revestidas com
solucdo de Silane (3-Aminopropyltriethoxysilane, Sigma ®), de acordo com a metodologia
convencional.

A expressdao da INOS foi obtida pelo método da streptavidina biotina ligada a
peroxidase, utilizando o sistema de detegdo Ultravision, da Labvision ®. Em cada
procedimento foram utilizados dois controlos: um positivo € um negativo.

Um linfonodo reativo de céo foi utilizado para servir como controlo positivo. No corte
usado como controlo negativo, o anticorpo primario, foi substituido por tampao fosfato salino
(PBS, com pH=7,4).

Adicionalmente, sempre que existiam macrofagos no tumor, estes constituiam um
controlo positivo interno.

Numa primeira fase, foram testadas vérias técnicas, com diferentes métodos de
recuperacao antigénica, com diferentes diluicdes e diferentes tempos de incubagédo. A técnica
gue conduziu a obtencao de preparagdes histolégicas com uma melhor relagdo sinal/ruido foi
escolhida e aplicada a totalidade da amostra.

Os cortes foram desparafinados em xilol durante 15 minutos, e hidratados com alcoois
de concentracdo decrescente (100%, 90%, 80% e 70%).

Todos os cortes foram submetidos a um pré-tratamento térmico em micro-ondas
(Ilaminas imersas em solucédo de tampao citrato com pH=6,2) durante 3 ciclos de 5 minutos a
750 W, para recuperacao antigénica.

Apbs tratamento térmico, foram deixados a arrefecer a temperatura ambiente, durante
30 minutos. Em seguida procedeu-se ao branqueamento dos cortes numa solucdo de
permanganato de potassio (KMnOy), a 0,1%, durante 30-40 minutos, seguida de imersao
numa solucao de acido oxalico (H.C20.), a 0,1% durante 10 minutos.

A inibicdo das peroxidases enddgenas foi conseguida com perdxido de hidrogénio a
3%, durante 30 minutos, sendo o seu excesso removido com PBS, em duas lavagens
sucessivas. Os cortes foram incubados a temperatura ambiente, durante 5 minutos, com
Bloqueador Ultra V. Em seguida, procedeu-se a incubagdo com o anticorpo policlonal anti-
INOS (Labvision®),na diluicdo de 1:100 em PBS com pH=7,4) por um periodo de 18 horas, a

4°C. Todas as incubac¢des foram feitas em camara humida horizontal, BioOptica®.

( )
L )
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Apés o referido periodo de incubagdo, o anticorpo primario foi removido com trés
lavagens com tampéo PBS e os cortes foram incubados 10 minutos com soro AntiPolivalente
de Cabra Biotinilado (anticorpo secundario) a temperatura ambiente. Efetuaram-se trés novas
lavagens com PBS e nova incubacgdo de 10 minutos com soro streptavidina a temperatura
ambiente, a qual se seguiu uma lavagem.

A revelacao das laminas foi efetuada com uma incubacao de 10 minutos em solucao
aquosa de tetra-hidrocloreto de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) Novo Castra®, a qual se
adicionou 2 ul de H20- (a 30%) por cada mililitro (ml) de solucéo.

Posteriormente, para a realizacdo do contraste nuclear ou contra coloracédo, as laminas
foram imersas numa solucdo de Hematoxilina de Gill, durante 1 minuto, seguindo-se uma
lavagem em agua corrente morna até as laminas contrastarem de azul (aproximadamente 10
minutos). Finalmente, as laminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas, utilizando o

Entellan (Merck®), que é um meio de montagem nao aquoso.

13.1. Quantificagdo da imunorreatividade

A imunorreatividade foi avaliada por dois observadores de forma independente.

Foi considerada positividade, sempre que existia distinta marcacdo castanha no
citoplasma das células tumorais e avaliada de forma comparativa com o controlo. Foram
considerados a percentagem de células positivas (avaliacdo semiquantitativa) e a intensidade
de marcacgéo predominante (avaliagdo subjetiva), adaptado de Greene et al., 2013.

Assim, a percentagem de células positivas foi categorizada em negativa, focal (1-25%);
multifocal (26-75%) e difusa (76-100%). A intensidade de marcacdo foi classificada em
negativo (0), fraca (1), moderada (2) e forte (3).

De forma a facilitar a analise estatistica, os tumores foram categorizados em 2 grupos:
0 — negativos (onde se incluiram os tumores negativos ou com grau 1 de extensao) e 1-

positivos (onde se incluiram os graus 2 e 3, independentemente da intensidade de marcacgéao).

14. Analise estatistica

Para a apresentacdo dos dados recorreu-se ao uso de tabelas e graficos, com os
respetivos dados estatisticos antecedidos de analise.

A analise dos dados foi realizada através de estatistica descritiva e inferencial,
utilizando-se o software SPSS-24.0 (Statistical Package for the Social Sciences).
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Tendo em consideragdo o cumprimento dos critérios necessarios para a realizacdo de
testes de hipéteses paramétricos, conclui-se que a amostra ndo segue uma distribuicdo
normal na idade e no indice Mitético em funcdo da iINOS, pelo que foi aplicado o teste de
Mann-Withney, teste ndo-paramétrico adequado para comparar as funcdes de distribuicdo de
uma variavel pelo menos ordinal medida em duas amostras independentes (Maroco, 2014).

Para associacdo das variaveis qualitativas foi aplicado o teste do Qui-Quadrado (x?)
gue serve para testar se duas ou mais populagdes (ou grupos) independentes diferem
relativamente a uma determinada caracteristica, isto €, se a frequéncia com que os elementos
da amostra se repartem pelas classes de uma variavel qualitativa € ou ndo aleatéria. Foi
também utilizado o teste de Fisher, usado como teste de significancia estatistica nas tabelas

de contingéncia, aplicado em resultados estatisticos de amostras pequenas (Maroco, 2014).



https://pt.wikipedia.org/wiki/Signific%C3%A2ncia_estat%C3%ADstica
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15. Resultados

15.1. Avaliagdao clinica

Neste estudo foram avaliados quinze melanomas provenientes do Laboratério de
Anatomia Patolégica da Universidade de S&o Paulo onde a autora desenvolveu o seu estagio

e o trabalho de investigacdo agora apresentado.

15.2. Localizacéo, Raca, e Género

No que diz respeito a localizagcdo dos tumores, pode observar-se no quadro 6 que 0s
guinze casos tinham localizacdo oral, sendo que desses, um se apresentava com localizacdo

tonsilar, outro no labio superior (maxila), quatro desses casos na maxila e nove na mandibula.

Quadro 6- Localizacdo

Localizacéo n %
Mandibula 9 60,0
Maxila 5 33,3
Tonsila 1 6,7

Relativamente & distribuicdo da raca dos caes em estudo (cf. quadro 7) estes eram na
sua maioria de raga Cocker Spaniel Inglés (33,3%); SRD (20,0%) e Caniche (13,3%).

Quadro 7 - Distribuicdo de racas

Raca n %
Cocker Spaniel inglés 5 33,3
SRD 3 20.0
Caniche 2 13,3
Dachshund 1 6,7
Pastor Belga 1 6,7
Rottweiler 1 6,7
Yorkshire 1 6,7
Boxer 1 6,7
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Dentro das ragcas com maior representatividade, como se pode observar no quadro 7
destaca-se araga Cocker Spaniel Inglés (n=5) e SDR (n=3), no quadro 6, com uma localizacdo
predominante na mandibula seguida de Caniche (n=2), com incidéncia na mandibula e maxila,
Dachshund (n=1), Pastor Belga (n=1), Rottweiller (n=1), com localizacdo na mandibula e

Boxer e Yorkshire (n=1) na maxila.(cf. Grafico 1)

Grafico 1 - Distribuicdo da raca

RACAS
YORKSHIRE BOXER
7% 6%

SRD
20%

COCKER SPANIEL
INGLES
33%

ROTTWEILER
7%

CANICHE

13% PASTOR BELGA DACHSHUND
7% 7%

Em relacdo ao género 70% dos casos de melanoma oral estavam presentes em

machos e 30% em fémeas.
15.3. Idade

No que se refere a idade dos cées (cf. Grafico 2) estes tinham uma idade minima de 8
anos e maxima de 15 anos, com uma média de 11 anos, e um desvio-padréo de 2,253.

Histograma — Mormal

Grafico 2 - Histograma da idade Média = 11,08
DeS\gg padrao.

b N=13

Frequéncia
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15.4. Tamanho

Relativamente a dimensao dos tumores, foram obtidos dados relativamente ao
tamanho das 15 amostras.

No grafico 3, podemos observar que a maior percentagem de tumores apresenta

dimensdes iguais ou superiores a 2 centimetros e apenas quatro apresentaram um tamanho
inferior a 2 centimetros.

Gréfico 3 - Distribuicdo dos melanomas caninos por tamanho da lesao

<2cn
es____________________________

0 2 4 6 8 10 12

B Tamanho (cm)

1.5.5- Metéastases

A avaliacdo da presenca ou auséncia das metastases, foram recolhidas na avaliagdo do animal.
A presenca de metastases esteve ausente em 80% dos animais em estudo e nos res-
tantes 20% registou-se a presenca das mesmas.

15.6. Avaliacdo histopatolégica

A avaliacdo histopatolégica dos quinze tumores melanociticos caninos em estudo

permitiu-nos verificar que nos melanomas orais a atividade juncional (figura 6), esteve
presente em 100% dos casos.
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Figura 6 - Melanoma oral com atividade juncional e proliferaco intraepitelial, (H&E).

Quanto a atipia nuclear (Fig.7), trés caes apresentaram grau 2, moderado e doze

apresentaram grau 3, acentuado. (Fig.8).
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Figura 7 - Melanoma oral com moderada atipia nuclear (grau 2), (H&E).

Figura 8 - Melanoma oral com acentuada atipia nuclear (grau 3). De notar nucléolos

proeminentes (H&E).

Quanto ao tipo celular, em seis tumores as células eram fusiformes (40%), cinco
tumores apresentavam células com morfologia variavel, mista (33,3%) e quatro tumores
células redondas (26,7%).

O infiltrado linfoplasmocitario (Fig.9), esteve presente em onze casos (77,3%), e
ausente em quatro (26,7%), j& a necrose esteve ausente em cinco casos (33,3%) e presente
em dez (63,7%).
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Figura 9 - Melanoma oral com infiltracéo linfoplasmocitaria (H&E).

N&ao se observaram células gigantes em onze casos, (77,3%), apenas se tendo
observado em quatro, (26,7%), em relagdo a ulceragdo esta esteve presente em todas as
amostras (100 %).

Quanto a pigmentacdo, esteve ausente ou foi escassa em nove casos (60%),
moderada em cinco casos (33,3%), e foi muito intensa num caso (6,7%), enquanto a presenca
de células tumorais intravasculares (CTI) (Fig.10), nao foi observada em sete casos (46,7%)

e esteve presente em oito casos (85,7%).
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Figura 10 - Melanoma oral amelanico observando-se presenca de células tumorais
intravasculares (émbolo), (H&E).

O estroma tumoral era na maioria dos casos escasso, mas estava presente em nove
casos (n=60%).

As mitoses variaram entre 0,2 e 8,6 mitoses por campo de grande ampliagéo; 10 ca-
S0s apresentaram um numero de mitoses inferior ou igual a 2 e 5 casos um numero de mito-
ses por campo de grande ampliacdo superior a 2.

Todos os parametros histopatolégicos de natureza categ6rica que foram alvo de ava-

liagéo estdo descritos no Quadro 8.

—t



Expressdo imunohistoquimica da iNOS em melanomas orais de cdes

Quadro 8 - Caracteristicas histopatolégicas

Caracteristicas

histopatoldgicas n %
Atividade juncional Presente 15 100
Grau 2-moderado 3 20
Grau de atipia nuclear
Grau 3-acentuado 12 80
Fusiforme 6 40
Tipo celular Misto 5 33,3
Redondo 4 26,7
Ausente 4 26,7
Infiltracdo
linfoplasmocitaria
Presente 11 73,3
Ausente 5 33,3
Necrose intratumoral
Presente 10 66,7
Ausente 11 77,3
Células gigantes
Presente 4 26,7
Presente 15 100
Ulceracao
Graul-ausente 9 60,0
Grau de pigmentacéo Grau2-moderado 5 33,3
Grau 3-acentuado 1 6,7
Ausente 7 46,7
Células tumorais
intravasculares Presente 8 53,3
Grau 2-Escasso 9 60,0
Quantidade de
estroma Grau 3-Moderado 6 40,0
1 (<3) 10 66,7
Mitoses
2 (=3 5 33,3

N- numero de amostra; std— desvio; padrdo; p — significancia estatistica
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15.6. Expressao imunohistoquimica da iNOS

A expressao imunohistoquimica da iINOS, observou-se no citoplasma das células
tumorais com padrao granular ou difuso e ainda em macro6fagos (controlo positivo interno). A
imunorreatividade ndo foi uniforme em toda a preparacdo; verificando-se uma maior
expressao nas areas de crescimento infiltrativo.

Conforme o quadro 9, relativamente a intensidade da imunomarcagdo nos tumores
positivos apenas quatro apresentaram uma intensidade fraca (26,7%), trés casos
apresentaram uma intensidade moderada (20%) e dois casos uma forte intensidade (13,3%)
(Fig. 112).

Em relacdo a extensdo da marcacgdo, seis tumores (40%) foram negativos, tendo os
nove positivos (n=60%) apresentado marcacdo ou positividade focal da iINOS. Destes, dois
casos apresentaram positividade focal (13,3%), um caso positividade multifocal (6,7%) (Fig.
11) e seis casos positividade difusa (40%).(Fig. 12 e 13).

Quadro 9:Tabela relativa a intensidade e extensdo da marcagao

n %
0 Negativo 6 40,0
Intensidade 1 Fraca 4 26,7
2 Moderada 3 20,0
3 Forte 2 13,3
0 Negativo 6 40,0
Extenséo 1 Focal 2 13,3
2 Multifocal 1 6,7
3 Difusa 6 40,0
Negativo 6 40%
Score Positivo 9 60%

N— nimero de amostra; std— desvio padréo;
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Figura 11 - Imunorreatividade para a iNOS em melanoma oral com extensdo multifocal e intensidade

forte de marcacéo.

Figura 12 - Imunorreatividade para a iNOS em melanoma oral com extensdo difusa e intensidade

moderada de marcacdo das células tumorais.
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Figura 13 - Melanoma oral de células redondas com extenséo difusa e intensidade forte de marcagéo
das células tumorais.

15.7. Associacao entre a imunoexpressao da iNOS e as caracteristicas

histopatologicas

Como referido, os tumores foram agrupados em positivos e negativos (score de
marcagao) para a expressao da iNOS de modo a facilitar a andlise estatistica.

Da analise estatistica, entre o score de imunorreatividade para a INOS e as
caracteristicas histopatolégicas observadas, observou-se associacdo estatisticamente
significativa entre expressao da iINOS e o tipo celular (p=0,047). Dois tumores de células
redondas apresentaram positividade, enquanto os tumores com células de morfologia mista
foram em geral negativos para este biomarcador.

Observou-se ainda associacao estatisticamente significativa entre a imunorreatividade
para a iINOS e a atipia nuclear (p=0,044). Assim, os tumores com atipia moderada sao todos
negativos para a iNOS. J4 a maioria dos tumores com elevada atipia sdo, em geral, positivos
para a iNOS.

Da comparacdo dos restantes parametros, em funcdo da iNOS, representada no
Quadro 10, constatamos que nao existem diferencas estatisticamente significativas em

relacdo a associacao da expresséo da iINOS com as diferentes varidveis histopatoldgicas. De

( )
L %0 )
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referir, no entanto, que, quanto a existéncia de metastases, todos 0s tumores com presenca

de metastases foram positivos para a iINOS. J& no grupo de tumores sem metastases, 50%

foram negativos e 50% positivos para a iNOS.

Quadro 10 - Associacao entre a imunoexpressao de iNOS e as caracteristicas histopatoldgicas

Score iINOS
: — Total p
Negativo Positivo
n % % n %
Atividade Presente 6 40,0 60,0 15 100 -
juncional
Grau 1- 3 20,0 0 3 20 0,044
€scasso
Grau de atipia significat
nuclear Grau 2- 3 20,0 60,0 12 80 ivo
moderado
Grau 3- 6 40,0 60,0 15 100
0 acentuado
S
o) Fusiforme 2 13,3 13,3 26,7 6 40 0,047
O
61 i ignificat
signi
:: Tipo celular Misto 4 26,7 26,7 6,7 5 33,3 givo
o
O Redondo 0 0 0 26,7 4 26,7
2
I
%) Ausente 13,3 13,3 4 26,7
<( . ~
C |Infiltragdo —  I'presente 4 26,7 46,7 11 733 01
IJJ linfoplasmocitaria
% Ausente 1 6,7 26,7 333 5
<
© | Necrose Presente 5 33,3 333 10 66,7 0,58
& | intratumoral
Ausentes 5 33,3 40 11 73,3
Células gigantes Presente 1 6,7 20 4 26,7 0,60
Ulceracéo Presente 6 40 60 15 100 -
Grau 1- 3 20 40 9 60
ausente

a7

—t



Expressdo imunohistoquimica da iNOS em melanomas orais de cdes

Grau de Grau 2- 2 13,3 3 20 5 33,3
pigmentacéo moderado
celular 0,4
Grau3- 1 6,7 0 0 1 6,7
acentuado
Células tumorais Ausente 3 20 4 26,7 7 46,7
intravasculares
Presente 3 20 5 33,3 8 53,3 0,1
Grau 2- 4 26,7 5 333 9 60
moderado
Quantidade de 0,1
estroma Grau3- 2 13,3 4 26,7 6 40
acentuado
1(<3) 4 26,7 6 40 10 66,7
indice mitético
2 (23) 2 13,3 3 20 5 33,3 0,1
Ausente 6 400 ©6 40 12 80,0
Metastases
Presente 0 0,0 3 20 13 20,0 0,16

N— nUimero de amostra; std— desvio padrédo; p — significancia estatistica
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16. Discusséao

Existem diferencas e semelhancas na historia natural do melanoma em caes e huma-
nos, no entanto é provavel que dados clinicos e farmacol6gicos valiosos possam ser deriva-
dos de comparacdes entre as duas espécies (Grim et al.,2008).

Posto isto, a presente reviséo sistematica vem demonstrar que, para o melanoma oral,
existem diversos fatores de prognoésticos avaliados, com vista a dar uma resposta cada vez
mais rapida e exata quanto ao tempo de sobrevida dos pacientes (Smedley, Spangler, et al.,
2011).

As formas mais agressivas localizam-se na cavidade oral. (Green et al., 2013).
Spangler & Kass, (2006) descreveram uma mortalidade de 68% em cdes com melanoma na
cavidade oral. A localizac&o exerce uma influéncia direta sobre o prognéstico destes tumores
(Spangler & Kass, 2006), estando os tumores localizados na cavidade oral, juncdes
mucocutaneas e leito ungueal, associados a um alto grau de malignidade (Bergman et al.,
2003; Bergman et al., 2006) e a diminuicdo da sobrevivéncia, quando comparamos com 0s
localizados na derme, que apresentam um melhor prognéstico (Millanta et al., 2002; Smith et
al., 2002).

Neste estudo foi realizada a avaliagédo dos critérios histopatol6gicos e um estudo imu-
nohistoquimico sobre a expressdo da INOS em tumores melanociticos orais.

Camargo e o0s seus colaboradores (2008) apresentaram resultados contraditorios
guando comparados com os resultados obtidos neste estudo, indicando uma maior
prevaléncia de melanocitomas (67,2%) na espécie canina. No entanto, este estudo foi
realizado apenas com neoplasias melanociticas localizados sobre a pele e os digitos,
desprezando o local principal de desenvolvimento do melanoma, a mucosa oral.

De entre os tumores melanociticos a taxa de metastizacdo do melanoma é
considerada elevada em comparacdo com outros tumores da cavidade oral. Segundo Braeuer
et al., 2013, este facto ocorre por alteracdes moleculares e genéticas durante o processo de
metastizacdo e que contribuem para o fenétipo maligno destas células tumorais.

Além das evidéncias clinicas, e caracteristicas histopatolégicas, os aspetos
relacionados com a biologia dos tumores sédo considerados, no sentido de se prever o
comportamento das lesdes, independentes de qualquer tipo de procedimento adjuvante, bem
como da sua resposta, a um determinado tipo de terapia, constituindo os chamados fatores
de prognostico (Wakamatsu et al., 1995; Akrish et al., 2004; Moura et al., 2006).

Tendo em conta os resultados deste estudo, podemos afirmar que existiu uma maior

incidéncia, na raca Cocker Spaniel, como descrito por (Modiano,1999), que no entanto afirmou

( )
L %° )
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gue a predisposicao racial ainda ndo esta cientificamente comprovada. Ja segundo Camargo
(2005), e Perrone (2001), de acordo com a literatura mais recente existe uma maior
predisposicéo na raga Schnauzer.

Quanto ao género, 0s nossos dados indicam uma maior incidéncia nos machos.
Segundo um estudo de Teixeira et al., (2010), que vai de encontro aos nossos dados, a
incidéncia em machos € maior do que nas fémeas, discordando de Mileer et al., (2001), que
afirma uma maior incidéncia em fémeas.

Das nossas 15 amostras, 60% apresentavam localizagdo mandibular, 33% maxilar e
6,7% tonsilar. Auséncia de 80% de metastases, referindo que 20%, apresentavam uma
localizacdo pulmonar e linfonodos regionais.

Fonseca et al.,, 2014, afirmam que na cavidade oral, a maior percentagem de
melanomas tem localizacdo na mandibula, (42% a 63%) na regido dos dentes molares, na
maxila (15% a 33%), e menor percentagem na tonsila, 0 que permite suportar oS NosSsos
resultados.

Relativamente ao outro parametro em estudo, a idade, a incidéncia foi maior em ani-
mais com mais de 8 anos, como foi também descrito por Ramos-Vara e colaboradores (2000).
A idade média registada foi também semelhante aquela encontrada na literatura, com uma
média de idades a partir dos 8 anos (Liptak & Withrow, 2013; Boston et al., 2014).

A nivel histolégico apenas uma pequena percentagem dos animais em estudo foi
diagnosticada com melanoma amelanico, a qual foi inferior a descrita por Requicha (2010) de
26,9% e a de 33% descrita por Liptak & Withrow (2013) e Biller et al. (2016).

O facto de alguns dos tumores orais ndo permitirem um diagnoéstico definitivo apenas
com base no exame citoldgico e/ou histolégico tradicional, como é o caso de alguns
melanomas amelanicos, obriga a que a amostra seja sujeita a imunohistoquimica para
descartar possiveis diagnosticos diferenciais.

Quanto ao tipo celular, os melanomas de tipo fusiforme apresentaram a maior percen-
tagem, 40%, tendo o misto apresentado 33,3% e o redondo 26,7%. Os dados ndo vao de
encontro aos estudos de Millanta et al., (2002) e Spangler & Kass, (2006), que reportam uma
prevaléncia de melanomas tipo redondo em cées de 31% e 65,7% respetivamente.

De acordo com Modiano (1999), o tipo histolégico isoladamente néo se pode levar em
consideracao para avaliar o grau de agressividade entre os melanomas.

O Infiltrado linfoplasmocitario e a necrose estiveram presentes na maioria dos mela-
nomas orais. Spangler & Kass (2006) associam a inflamacao profunda e a necrose a maligni-
dade do tumor.

A ulceracao esteve presente em 100% dos casos, Como refere Gross et al. (2005), a

ulceracgao é frequente nos melanomas orais.
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A presenca de mais de 50% de células tumorais intravasculares, demonstra uma ca-
racteristica exclusivamente dos tumores malignos, uma vez que uma das evidéncias de um
elevado grau de malignidade é a invaséo dos vasos linfaticos ou pequenos vasos sanguineos
(Goldschmidt et al., 1998; Jones et al., 1997).

O estroma foi maioritariamente de grau 2 correspondente a escasso (60%), De acordo
com Gross et al. 2005 os tumores com morfologia celular predominantemente epitelioide, o
gue nao se verificou no nosso estudo, sendo na maioria fusiforme, apresentam, em geral,
maior quantidade de estroma.

Dois dos critérios histol6gicos com maior valor preditivo do grau de malignidade em
cdes com melanoma oral baseiam-se na determinacdo da proliferacdo tumoral através de
marcadores celulares enddgenos de proliferagdo como o indice mitdtico e marcadores de pro-
liferacdo celular (Ramos-Vara et al., 2000), (Bergin, Smedley, Esplin, Spangler & Kuipel,
2011), (Bergman et al., 2013). No nosso caso foi estimada pela contabilizacdo do indice mi-
totico.

Para Dubielzig et al., (2010), a presenca de mitoses ja é indicativo de melanoma. Se-
gundo De Jong et al., (2000), um elevado nimero de mitoses associado a uma elevada per-
centagem de proliferagéo celular, apresentam um prognéstico mais desfavoravel.

O indice mitético, apresentou-se com uma marcacao fraca, de acordo com Vail e With-
row (2007) e diversos outros autores, uma taxa mitética de menos de trés figuras mitéticas
por 10 campos esta associada a presenca de tumores benignos. Ainda, para Vail e Withrow
(2007), melanomas altamente proliferativos, com altos indices mitéticos que sdo muito infiltra-
tivos das estruturas subjacentes representam uma forma mais agressiva.

Em 1987, demonstrou-se que as células dos mamiferos possuem a capacidade de
sintetizar éxido nitrico (ON), ou monéxido de azoto, o que despertou interesse na comunidade
cientifica. Devido ao curto tempo de vida do ON, a sintetase do 6xido nitrico é frequentemente
utilizada como indicador dos niveis de ON. A INOS é considerada um biomarcador de
fen6tipos tumorais mais agressivos, relevante para o progndstico. Pensa-se que a sua
regulagéo podera estar intimamente associada ao microambiente tumoral com destaque para
as citocinas, hipoxia, privacdo de nutrientes e varios fatores metabdlicos (Heinecke et al.,
2014).

O ON produzido pela iNOS difunde-se para fora dos macrofagos e invade a células
alvo destruindo-as, através da inibicdo de centros Fe-S de enzimas envolvidas na respiracédo
celular (Queiroz & Batista, 1998) e inibindo a replicacdo do DNA (Wink et al., 1998). O desen-
volvimento do tumor, a sua vascularizacao e o seu potencial invasivo estao relacionados com
reduzidas concentragbes de ON produzidas pelas células tumorais (Jenkins et al.,1995). A

regulacao positiva desta enzima esté associada a progressao tumoral (Daniela M., et al 2001).




Expressdo imunohistoquimica da iNOS em melanomas orais de cdes

No nosso estudo, estudamos a expressdo da iINOS em melanomas orais com o0
objetivo de compreender a sua expressao nestes tumores e relacionar com as caracteristicas
histopatol6gicas classicamente associadas a agressividade tumoral.

A expressdo imunohistoquimica da iNOS, verificou-se no citoplasma das células
tumorais com padrao granular ou difuso e ainda em macréfagos (controlo positivo interno). A
imunorreatividade ndo foi uniforme em toda a preparacéo; verificando-se uma maior
expressao nas areas de crescimento infiltrativo, 0 que podera sugerir uma maior expressao
de INOS nas células com fenétipo invasor.

Em relacdo a extensdo de marcacao, seis tumores (40%) apresentaram extenséo
difusa, dois casos (13,3%) apresentaram positividade focal, tiveram marcacéo ou tiveram uma
positividade focal da iNOS e um caso apresentou positividade multifocal (6,7%).

Relativamente a intensidade da imunomarcacdo nos tumores positivos 4 casos
apresentaram uma intensidade fraca (26,7%), 3 casos intensidade moderada (20%) e 2 casos
forte intensidade (13,3%).

Da analise estatistica, entre o score de imunorreatividade para a INOS e as caracte-
risticas histopatolégicas observadas, observou-se associa¢ao estatisticamente significativa
entre expressdo de iNOS e o tipo celular (p=0,047), como ja atras referido, a maior percenta-
gem (40%) de positividade para iNOS foi para os tumores de tipo celular fusiforme.

Observa-se ainda associagéo estatisticamente significativa entre a imunorreatividade
para a INOS e a atipia nuclear (p=0,044). Os tumores com atipia moderada sédo todos negati-
vos para a iNOS. Ja a maioria dos tumores com elevada atipia sdo, em geral, positivos para
a iNOS. A atipia nuclear tem sido correlacionada com a malignidade e agressividade nos tu-
mores melanociticos caninos (Smedley et al., (2001b),

Spangler e Kass, 2006). Assim, a expressao de iINOS podera estar associada uma
maior agressividade tumoral.

Os nossos dados estéo de acordo com outros estudos.

Greene e colaboradores (2013), concluiram que os melanomas de canideos que pro-
duzem menos INOS, sao tumores menos agressivos. Em humanos, uma alta expresséo da
INOS, esté associada a uma percentagem pequena de sobrevivéncia do paciente (Ekmekcio-
glu S et al., 2006).

Segundo Isaac et al., (2012), niveis elevados de ON e de iINOS encontrados no
microambiente tumoral séo caracteristicas importantes para a progressao desta leséo, o 6xido
nitrico é produzido em niveis nanomolares pelas células do melanoma, onde ativa as vias de
promocéo do crescimento (Grimm EA et al.,2008)

Apesar de ndo ter existido associacéo entre a expressao da iINOS e a metastizagéo,
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todos os tumores com presenca de metastase, aquando do diagndéstico, foram positivos para
este biomarcador. Estes resultados estdo de acordo com outros trabalhos semelhantes
realizados em melanomas humanos onde pacientes humanos cujos linfonodos contém células
tumorais expressando altos niveis de INOS tém sobrevida significativamente menor.
(Ekmekcioglu S et al., 2006).

Para realizar estudos de sobrevida, e melhor interpretacéo de resultados impunha-se
uma maior casuistica, e também a existéncia de mais estudos publicados, pois de momento
s6 existem dois estudos acerca da atividade da INOS em melanomas orais em cédes o que
dificultou a interpretacdo dos resultados com vista a que se perceba o papel da iINOS no

melanoma oral.
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17. Concluséao

Na amostra estudada, observamos relativamente a incidéncia de melanomas,
diferencas quanto a raga, género e idade. Os tumores estudados foram encontrados
sobretudo em animais da raca Cocker Spaniel, do género masculino e em animais geriatricos,
com uma idade superior a oito anos. A localizacdo com maior incidéncia foi a mandibula.

A maioria dos tumores estudados expressou imunorreatividade para a iINOS nas
caracteristicas histopatoldgicas observadas, no entanto a imunorreatividade nao foi uniforme
em toda a preparagdo, verificando-se uma maior expressdo nas areas de crescimento
infiltrativo. A expresséo imunohistoquimica da INOS, observou-se no citoplasma das células
tumorais com padrao granular ou difuso e ainda em macrofagos (controlo positivo interno).

O indice mitético evidenciou fraca marcacdo, a intensidade da imunomarcacéao foi
considerada fraca nos melanomas, e em relacdo a extensdo da marcagdo, a maior
percentagem de tumores obteve uma positividade difusa da iNOS.

Observou-se associacao estatisticamente significativa entre a expressdo da iNOS e o
tipo celular (p=0,047), sendo o tipo fusiforme positivo para iNOS, e também entre a expressao
da INOS e a atipia nuclear (p=0,044), estando a elevada atipia (grau 3) associada a um mau
prognéstico.

Os tumores com uma morfologia mista sdo, em geral, negativos para este
biomarcador.

De referir, no entanto, que, quanto a existéncia de metastases, todos os tumores com
presenca de metastases foram positivos para a iNOS, ja nos tumores sem metastases,
apenas 50% foram positivos para a iNOS.

Em relagdo aos restantes parametros analisados constatimos que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas em relacdo a expressédo da iINOS nas diferentes
variaveis histopatoldgicas.

A partir da revisao de literatura sobre neoplasias orais malignas conclui-se que, apesar
da existéncia de varios estudos nesta area, mais investigacdo deve ser realizada a respeito
desta neoplasia em cées, para que com 0 novo conhecimento obtido seja possivel
desenvolver estratégias inovadoras no que concerne a prevencao, diagnostico, tratamento e
progndstico dos melanomas.

A maioria dos aspetos encontrados na investigacao relatada neste trabalho foi condi-

zente com as citacfes da literatura.
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18. Anexos

Figura 3

Melanoma oral num cao de raca
indeterminada (seta).

Foto amavelmente cedida pelo Dr.

Marco Gioso, USP - Sao Paulo

Figura 4

Melanoma tonsilar em céo de raca
Caniche.

Foto amavelmente cedida pelo Dr.

Marco Gioso, USP - Sdo Paulo

Figura

Melanoma com localizacdo maxilar
em cédo de raca Caniche.

Foto amavelmente cedida pelo Dr.

Marco Gioso, USP - Sdo Paulo
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