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Resumo

Objectivos: Neste estudo pretendeu-se determinar qual o tempo de sobrevivéncia em céo
e gato com neoplasia oral maligna, submetidos a cirurgia correlacionando-o com os

dados clinicos, histopatolégicos e o marcador nuclear Ki-67.

Material e Métodos: Este estudo incluiu 47 animais, 29 caes e 18 gatos, com neoplasia

maligna oral ndo odontogénica, submetidos a cirurgia durante o periodo de Janeiro de
2008 a Janeiro de 2009. Os critérios de inclusao foram: presenga de neoplasia com
indicagao cirurgica estabelecida através de exame histopatoldgico, avaliagdo radiografica
e/ou por tomografia axial computorizada e acompanhamento clinico do paciente durante
1 ano apos a cirurgia. Procedeu-se ao registo da idade, género e raca dos animais,
localizagao, estadiamento T e N e classificagao histopatoldgica do tumor, assim como o
tempo de sobrevivéncia através do acompanhamento clinico. Foi realizado o estudo
imunohistoquimico para o Ki-67 (clone MIB-1, Dako) nas amostras colhidas
cirurgicamente e conservadas em blocos de parafina, utilizando o método do polimero
(Envision, Dako). As amostras foram separadas de acordo com o limite de expresséo em
inferior e igual ou superior a 50%. Foi efectuada a estimativa do produto limite de Kaplan-
Meier e a analise Cox para os dados clinicos, histopatolégicos e imunohistoquimicos com

influéncia no tempo de sobrevivéncia global.

Resultados: O tempo médio de sobrevivéncia global observado foi de 224,7 dias (6+24,4
dias) no céo, encontrando-se 42% dos animais vivos ao fim de 1 ano, e 73,8 dias (6+£12,0
dias) no gato, verificando-se 0% de animais vivos ao fim de 1 ano e uma sobrevivéncia
de 16% aos 90 dias. Os dados associados com a sobrevivéncia foram o tipo histolégico,
o estadiamento e a localizacao da neoplasia. Verificou-se uma associacao positiva
embora sem significado estatistico entre uma maior expressdo de marcagao de Ki-67 e

um menor tempo de sobrevivéncia global.

Conclusao: Os resultados deste estudo sugerem que as neoplasias da cavidade oral em
que a expressdo de Ki-67 é maior, sdo acompanhadas de um menor tempo de
sobrevivéncia. Contudo, sao necessarios mais estudos que permitam esclarecer
cabalmente qual o valor do marcador Ki-67 como factor de prognéstico dos tumores

malignos da cavidade oral dos carnivoros domésticos.

Palavras-chave: Neoplasia oral, Ki-67, tempo de sobrevivéncia, cédo, gato



Abstract

Objectives: This study aims to determine the survival time in dogs and cats with non
odontogenic oral malignancy submitted to surgery and to assess the prognostic value of

clinical and histopatological factors and Ki-67 expression.

Methods and materials: This study included 47 animals, 29 dogs and 18 cats, with non

odontogenic oral malignancy, submitted to surgery between January 2008 and January
2009. Inclusion criteria were: presence of oral neoplasia with surgical indication
established through histopathological analysis, radiographic and/or tomographic
evaluation of the tumor and one year follow up after surgery. Registration of age, gender,
location, T and N stage, histopathological type and survival time were made.

The surgical samples were submitted to immuno-histochemical study for Ki-67 (clone
MIB-1, Dako) and were performed on paraffin-embedded surgical collected tissues using
the polymer system (Envision, Dako). The samples were separated according to the
expression limit of inferior to 50% and equal or superior to 50%. Survival time was
estimated using the Kaplan Meier product limit and Cox analysis was used to assess

correlation of clinical, histopathological and immunohistochemical data with survival time.

Results: Median survival time was 224,7 days (6+24,4 days) in the dog, with 42% of live
animals at one year. In the cat, median survival time was 73,8 days (6+12,0 days), with
0% of live animals at one year, 16% survival after 90 days. Factors associated with
survival were histological type, stage and location of the neoplasia. A positive association
was established between an increased expression of Ki-67 and a shorter survival time,

although without statistical significance.
Conclusion: Results from this study suggested that oral neoplasia with increased Ki-67
expression is related with a shorter survival time. However further studies are needed to

assess the prognostic value of Ki-67 in oral malignancy of the domestic carnivore.

Key words: oral malignancy, Ki-67, survival time, cat, dog
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1. Introducao




1.1 Enquadramento

A oncologia comparada € uma area do conhecimento que integra o estudo de neoplasias
de ocorréncia espontanea no paciente veterinario, inserindo-se nos estudos de biologia do
cancro nos campos da patogenia, diagnostico e tratamento (MacEwen, 1990). Embora os
estudos de oncologia comparada incidam sobretudo no cao (Canis familiaris) outras
espécies possuem também interesse comparativo nomeadamente o gato (Felis catus)
(MacEwen, 1990). Muitos dos tumores presentes nos animais de companhia partilham
com alguma frequéncia factores de risco com os seres humanos (Snyder et al., 2004). O
facto de estas espécies terem um curto tempo de vida, determina uma rapida progressao
das neoplasias, o que associado a circunstancia de existirem diversas semelhancgas
anatomicas, bioldgicas, histopatoldgicas, genéticas e moleculares com os tumores do
Homem, faz com que o cdo e o gato surjam como modelos experimentais Uteis para
estudos clinicos em medicina humana (MacEwen, 1990; Vail e MacEwen, 2000; Bretone
et al., 2003; Hansen e Khanna, 2004; DiBernardi et al., 2007).

A ocorréncia de neoplasias nos carnivoros domésticos tem vindo a aumentar,
devido sobretudo ao desenvolvimento de melhores cuidados médico-veterinarios que tem
contribuido para uma diminuicdo da mortalidade associada a problemas nutricionais e
infecciosos, aumentando a sua esperanca média de vida. Também os avangos
conseguidos na area do diagndstico e da terapéutica, associados a uma maior
sensibilidade e a um aumento do poder de compra por parte dos proprietarios, muito tem
contribuido para esta situagao (Withrow e Vail, 2007).

Nos carnivoros domésticos a cavidade oral é a quarta localizacdo mais frequente
de desenvolvimento de neoplasias, representando cerca de 3 a 7% de todos os cancros
no céo e aproximadamente 3% no gato (Oakes et al., 1993; Liptak e Withrow, 2007). Os
tumores da cavidade oral podem ter origem no labio, gengiva, mucosa oral, mandibula,
maxila, palato duro, soalho bucal, lingua, estruturas dentarias e amigdalas (Head et al.,
2002). Estao descritas neoplasias com origem em todos os tecidos que constituem a
cavidade oral (Tabela 1). A sua drenagem linfatica inclui o centro linfatico mandibular, os
linfonodos retrofaringeos, os da cadeia cervical até ao pré-escapular e o mediastinico
anterior (Saar e Getty, 1986).

Os tumores que ocorrem com maior frequéncia no cido sao, por ordem
decrescente, o0 melanoma maligno (MM), o carcinoma espinocelular (CE), o fibrossarcoma
(FS) e o osteossarcoma (OS) (Horsting et al., 1998; Dennis et al., 2006). No gato surge
com maior frequéncia o CE, seguido do FS, linfoma (LF) e MM (Stebbins et al., 1989;
Liptak e Withrow, 2007). Estes tumores tém comportamentos variaveis em relagédo ao

envolvimento dos linfonodos regionais e a sua capacidade de metastizagéo a distancia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Khanna%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�

Enquanto o MM frequentemente metastiza a distadncia ou nos linfonodos regionais, o
mesmo ja se nao verifica no CE ou no FS. Neste ultimo, a metastizagédo ganglionar &
infrequente, no entanto, ambas as neoplasias manifestam-se localmente de forma

agressiva, invadindo frequentemente o tecido ésseo (Liptak e Withrow, 2007).

Tabela 1 — Neoplasias de origem ndo odontogénica descritas nos carnivoros domeésticos
(Adaptado de Head et al., 2002).

Tumores malignos de origem nao odontogénica
Tumores epiteliais
Carcinoma espinocelular
Carcinoma verrucoso
Adenocarcinoma
Carcinoma indiferenciado
Carcinoma secundario
Tumores neuroenddcrinos
Carcindide (carcinoma neuroendécrino)
Tumores melanociticos
Melanoma
Tumores mesenquimatosos
Fibrossarcoma
Leiomiossarcoma
Rabdomiossarcoma
Hemangiossarcoma
Hemangiopericitoma
Neurofibrossarcoma
Sarcoma associado ao Spirocerca lupi
Sarcoma indiferenciado
Outros (Histiocitoma, lipoma, etc)
Tumores das células granulosas
Tumor maligno das células granulosas
Tumores do 0sso
Osteossarcoma
Condrossarcoma
Tumor Multilobular do osso
Tumores hematopoéticos e dos tecidos relacionados
Linfoma
Plasmocitoma
Mastocitoma

Apesar dos avangos na area da oncologia oral, tanto a nivel do diagndstico como
da terapéutica, o prognédstico das neoplasias orais permanece muito pobre.
Independentemente de parametros com importancia no prognéstico como o tipo, o grau
histolégico, o estadiamento TNM (Tumor, Node, Metastasis) e a localizagdo, os tumores
da cavidade oral embora apresentem uma agressividade variavel, esta é normalmente
bastante marcada. Mesmo dentro do mesmo tipo histolégico a evolugao clinica bem como
a resposta a terapéutica sdo muito variaveis (Klein, 2003).

Actualmente as modalidades de tratamento das neoplasias orais néao

odontogénicas incluem a cirurgia como tratamento primario preferencial, seguida de
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terapéutica adjuvante que inclui a radioterapia, a quimioterapia, a hipertermia, a
criocirurgia, a terapia fotodindmica e a imunoterapia (McCaw et al., 2000; Boria et al.,
2004; DiBernardi et al., 2007; Grier e Mayer, 2007; Coyle e Garret, 2009). Tém sido
realizados diversos estudos com o objectivo de avaliar diferentes protocolos de tratamento
pos-cirurgico que, de uma maneira geral, ttm conduzido ao aumento do tempo de
sobrevivéncia. A cirurgia utilizada como tratamento Unico depende essencialmente, ou em
grande parte, do estadiamento, do tipo e do grau histolégico do tumor (Gillette e Gillette,
1995; Blackwood e Dobson, 1996; Theon et al., 1997; Bateman et al., 1999; Soergel et al.,
1999; Kessler 2006).

Em oncologia sdo reconhecidos varios factores de prognéstico (Withrow e Vail,
2007). Podem ser individuais como o sexo ou a idade, ou relacionados directamente com
a neoplasia como a dimenséo, a invasao loco-regional, entre outros.

Os factores de prognéstico identificados e estudados nos tumores orais baseiam-
se na sua classificagao histolédgica, localizagéo e no seu estadiamento (Théon et al., 1997,
Proulx et al., 2003; Northrup et al., 2006). A classificagao histolégica do tumor assume um
papel de destaque, na medida em que se encontra associada a diferentes
comportamentos biolégicos em termos de invasao local e metastizagdo (Northrup et al.,
2006; Liptak e Withrow, 2007). Esta demonstrado que o CE tem um melhor prognéstico
comparativamente com o FS e o MM (Theon et al., 1997; Northrup et al., 2006; Coyle e
Garret, 2009). Também a localizacdo dos tumores orais se reveste de grande importancia.
Sabe-se que a localizagao rostral tem um melhor prognéstico em termos de resposta a
cirurgia do que a localizagdo caudal, assim como a localizagdo mandibular
comparativamente com a maxilar, a sublingual ou a tonsilar (Verstraete, 2005; Kessler,
2006; Northrup et al., 2006). A dimens&o da neoplasia é também relevante como factor
determinante de progndstico sobretudo no que diz respeito ao seu controlo local através
da radioterapia (Hammer et al., 1995; Théon et al., 1997; Proulx et al., 2003; Northrup et
al., 2006; Liptak e Withrow, 2007).

Recentemente tem-se verificado um interesse crescente sobre os mecanismos
moleculares do cancro e a identificacdo de marcadores bioldgicos com importancia no
diagnéstico, prognostico e tratamento de neoplasias, na tentativa de identificar factores
que promovam uma melhor resposta as diversas estratégias terapéuticas (Klein, 2003;
Hansen e Khanna, 2004).

Os marcadores biolégicos no cancro sao constituidos por oncogenes, factores de
crescimento, marcadores de ciclo celular e moléculas relacionadas com a angiogénese
(Withrow e Vail, 2007). A sua identificacdo permite prever a agressividade tumoral,
delinear tratamentos mais adequados bem como identificar novos alvos terapéuticos. A

baixa eficacia associada a protocolos de terapéutica Unica, tem reforcado a necessidade
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de se recorrer a novas abordagens, quer multimodais, quer dirigidas a alvos especificos
do cancro (Modiano et al., 1999; Millanta et al., 2002; Klein, 2003; Scase et al., 2006).

Em medicina veterinaria as publicagées sobre factores de prognéstico no cancro
tém vindo a aumentar, embora no que diz respeito as neoplasias da cavidade oral
continuem a ser limitadas. Um estudo em gato que incluiu 55 amostras de CE oral,
demonstrou que a expressdo da ciclo-oxigenase 2, constituia um marcador
imunohistoquimico preditivo de progndstico e uma potencial molécula alvo em terapia
dirigida (Hayes et al., 2006), o que foi posteriormente corroborado através da utilizagéo de
anti-inflamatdrios nao esterdides como terapia neoadjuvante no CE oral (DiBernardi et al.,
2007). Makaichi et al. (2007) estudaram a expressao da actividade de genes codificantes
das metaloproteinases de matriz tipo 2 em diferentes neoplasias oro-nasais em caes por
métodos de biologia molecular (RT-PCR). Concluiram que existia uma possivel relagao
entre a expressao destes genes e a malignidade tumoral, uma vez que a sua expressao
foi superior nas amostras de tumores malignos tais como o MM e o CE,
comparativamente com as amostras de tumores benignos como a epulide acantomatosa.
Num outro trabalho realizado em 62 amostras de tumores melanociticos orais e cutaneos
de caes, foram identificados factores com importancia no prognéstico, nomeadamente a
localizacdo (oral vs cutanea), a presenca de invasdo linfatica, tendo ainda sido
relacionada a expressao positiva de Ki-67 (clone MIB-1) com a diminuicdo do tempo de

sobrevivéncia global (Millanta et al. 2002).

1.2 Neoplasias da cavidade oral nos carnivoros domésticos

1.2.1 Carcinoma espinocelular

O CE é o tumor oral mais frequente no gato representando 60 a 75% das neoplasias da
cavidade oral, e o segundo mais frequente no cdo com 20 a 30% dos casos (Stebbins et
al., 1989; Kosovsky et al., 1991; Horsting et al., 1998; Head et al., 2002; Withrow e Vail,
2007). Atinge sobretudo animais idosos, com uma idade média de 8 a 9 anos no céo
(Liptak e Withrow, 2007) e 10 anos no gato (Head et al., 2002). Nao ha predisposigéo
racial ou de género (Head et al., 2002). Foi demonstrado que cées com peso superior a
23 kg possuem o dobro de probabilidades de desenvolver CE nao tonsilar (Todoroff et al.,
1979; Dhaliwal et al., 1998; Liptak e Withrow, 2007; Coyle e Garret, 2009).

Em medicina veterinaria, tém sido publicados nos ultimos anos alguns trabalhos
sobre analise de risco em oncologia oral. Num estudo de caso controlo foi demonstrado

que existe um risco cinco vezes superior para a ocorréncia de CE oral nos gatos que



usam coleira anti-parasitaria (Bretone et al, 2003). Outros factores de risco, com
significado estatistico também identificados nesta espécie, incluem a alimentagéao
predominantemente pastosa e a dieta composta por atum em lata, em que se verificou um
aumento de risco de 3,6 e 4,7 vezes, respectivamente. A exposicdo de gatos a um
ambiente com tabaco conduziu a um aumento de risco de desenvolverem CE duas vezes
superior relativamente a gatos nao expostos (Bretone et al., 2003). Um estudo posterior
veio estabelecer uma forte associacdo, embora sem significado estatistico, entre a
mutacado do gene p53 e a exposi¢do ao tabaco (Snyder et al., 2004), o que sugere que
este tem um papel importante como mediador da mutacdo do gene. Estes resultados
estdo de acordo com os verificados em medicina humana, em que se constatou que o
tabaco constitui um factor de risco para CE oral (Brennan et al., 1995; Hart et al., 1999).
Também a semelhanga do que se observou em gatos, no Homem s&o considerados como
factores de risco a dieta (Franceschi et al., 1999), a higiene oral (Moreno-Lopez et al.,
2000) e a exposigao ocupacional a pesticidas (Schildt et al., 1999).

No gato tanto a gengiva mandibular como a maxilar constitui a localizagcdo em que
o CE ocorre com maior frequéncia, seguida da sublingual, tonsilar e faringea (White,
1992; Snyder et al., 2004; Liptak e Withrow, 2007). No cdo é a gengiva maxilar e
mandibular, o palato-duro, o palato-mole, a faringe e a tonsila as localizagdes mais
comuns (Todoroff et al., 1979; Kosovsky et al, 1991; Dhaliwal et al., 1998; Liptak e
Withrow, 2007). Em ambas as espécies a ulceracado e a invasdo 6ssea sao frequentes,
embora o CE apresente uma capacidade de metastizacdo moderada (Liptak e Withrow,
2007).

A localizacdo rostral é tida como um factor de prognéstico favoravel, enquanto a
caudal tem um pior prognéstico uma vez que os linfonodos omo-laterais se encontram
envolvidos em 5 a 10% dos casos, e a metastizagcdo a distancia ocorre em 3% dos
animais (Kosovsky et al., 1991; Theon et al., 1997; Boria et al., 2004; Hayes e Adams,
2007).

O CE tonsilar é frequente no cao mas raro no gato (Liptak e Withrow, 2007). Nao
existe predisposicdo de raga nem de género. A invasao neoplasica é frequentemente
bilateral. No entanto, a observagao macroscopica de uma forma geral apenas permite
identifica-la numa das tonsilas mas a linfadenopatia bilateral € normalmente palpavel
(Todoroff et al., 1979; Borthwick et al., 1982). A metastizagdo linfatica ou pulmonar esta
presente em 10 a 50% dos casos pelo que o progndstico destes animais é reservado
(MacEwen, 1990; Theon et al., 1997; Liptak e Withrow, 2007).

Os estudos epidemioldgicos existentes sdo escassos. Contudo, foi referido que o
CE tonsilar no cao ocorre com maior frequéncia em animais de zonas urbanas, o que

pode estar relacionado com a presenga de poluentes ambientais (Reif e Cohen, 1971).
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O CE lingual é raro no cédo, com a idade média de ocorréncia situada entre os 9 e
os 10 anos. Apresenta um comportamento biolégico intermédio entre o CE tonsilar e o CE
nao tonsilar, sendo a metastizagdo menos frequente que no CE tonsilar. No gato o CE
lingual surge mais frequente e mais precocemente a partir dos 7 anos, sendo mais comum
na face ventro-lateral. O seu comportamento biolégico € similar ao do cao (Beck et al.,
1986; Carpenter et al., 1993; Liptak e Withrow, 2007)

O CE é a neoplasia oral mais frequente no Homem. Encontra-se associada ao
consumo de tabaco e de alcool, sobretudo em individuos com mais de 40 anos (Boyle et
al., 1995; Moreno-Lopez et al., 2000). E um tipo de tumor que ocorre muitas vezes
associado a outras neoplasias primarias localizadas noutros 6rgdos como o eséfago e o
pulmao (Syrigos et al., 2009). O progndstico e a delineagédo de estratégias terapéuticas
com recurso a cirurgia, radioterapia e quimioterapia, encontra-se dependente de factores
clinicos, histolégicos e moleculares e de estadiamento tumoral (Valente et al., 1994; De
Aguiar et al., 2007; Grier e Mayer, 2007; Syrigos et al., 2009). O CE no céo e no gato
apresenta semelhancas epidemioldgicas, bioldgicas e clinicas com o Homem, sendo por

isso considerados modelos reconhecidos de estudo (MacEwen, 1990).

1.2.2 Melanoma maligno

O MM é o tumor oral mais frequente no cao representando 30 a 40% das neoplasias
orais, ao contrario do que acontece no gato, em que surge raramente, ndo se conhecendo
a sua incidéncia (Stebbins et al., 1989; Kosovsky et al., 1991; Horsting et al., 1998; Head
et al.,, 2002; Liptak e Withrow, 2007). No cdo, a incidéncia do MM da cavidade oral
aumenta com a idade, situando-se a idade média dos animais afectados entre os 10 e os
12 anos. Tem uma maior prevaléncia em machos e as ragas com maior representacao
sdo a Teckel, a Cocker e a Caniche (Head et al., 2002; Kessler, 2006; Liptak e Withrow,
2007).

Desconhecem-se quais sdo os factores de risco para o MM nos carnivoros
domésticos. Em relacdo aos melanomas sabe-se, de uma forma geral, que os cutineos
sado normalmente benignos, contrastando com os melanomas localizados na cavidade
oral, nos dedos e no olho que sdo geralmente malignos. No Homem o melanoma ocorre
devido a mutagdes induzidas por repetidas exposi¢gdes a radiagdo ultravioleta, o que nao
constitui um factor de risco no melanoma oral (Modiano et al., 1999).

No Homem e no rato existem genes especificos responsaveis pela ocorréncia do
melanoma familiar (Sulaimon e Kitchel, 2003), mas o papel destes genes no cao e no gato
é ainda desconhecido. No cao parece haver uma predisposicao racial ou familiar para o
desenvolvimento de MM oral, existindo ragas mais predispostas como a Cocker Spaniel

assim como um risco acrescido em caes com a mucosa oral pigmentada. Com base
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nestas constatagbes alguns autores sugerem uma componente hereditaria para o
desenvolvimento e/ou progressao desta neoplasia (Modiano et al., 1999; Ramos-Vara et
al., 2000; Sulaimon e Kitchel, 2003; Dennis et al., 2006).

A localizagdo anatémica mais frequente do MM oral no cao é a gengiva com 42 a
63% dos casos, seguindo-se a mucosa oral, o labio, o palato-duro, o palato-mole, a lingua
e as tonsilas (Ramos-Vara et al., 2000; Liptak e Withrow, 2007).

O MM caracteriza-se por um comportamento biolégico muito variavel, o que alias
também se verifica no Homem (MacEwen, 1990; Vail e MacEwen, 2000). No cdo a
metastizacao linfatica regional é frequente, ocorrendo em 59 a 80% dos casos € a
metastizacao a distancia observa-se em 51 a 66% dos casos, atingindo principalmente o
pulmao, numa fase ainda precoce da doenga (Kosovsky et al., 1991; White, 1992; Théon
et al., 1997; Proulx et al., 2003; Liptak e Withrow, 2007). Nesta espécie estao identificados
como factores determinantes do comportamento bioldgico do MM, a localizagdo, o
tamanho, o estadiamento e a classificagao histoldgica (Modiano et al., 2003; Sulaimon et
al., 2003). O comportamento agressivo desta neoplasia com infiltracdo local e
metastizac&o precoces, leva a que o tempo médio de sobrevivéncia seja de apenas 1 ano
(Theon et al., 1997; Murphy et al., 2005).

No gato o comportamento do MM é semelhante ao do cao. Contudo, nesta espécie

nao esta determinado qual o tempo médio de sobrevivéncia (Patnaik e Mooney, 1988).

1.2.3 Fibrossarcoma

O FS é um tumor frequente, ocorrendo no cao em 10 a 20% e no gato em 13 a 17% das
neoplasias orais. E a terceira neoplasia maligna mais comum com esta localizagdo em
cdes e a segunda em gatos (Stebbins et al., 1989; Kosovsky et al., 1991; Liptak e
Withrow, 2007). A idade média de ocorréncia € de 7 e de 10 anos, respectivamente.
Contudo, alguns subtipos histologicos surgem em animais com menos de 5 anos de
idade. Cerca de 25% destes tém lugar em caes de raga grande ou gigante, e sdo mais
comuns em machos do que em fémeas (Ciekot et al., 1994).

O FS ocorre mais frequentemente na mucosa labial, no palato duro e na gengiva
(Ogilvie et al., 1995). Apresenta um comportamento biolégico agressivo, devido a ser
muito invasivo localmente, atingindo rapidamente o osso subjacente, apesar da ocorréncia
de metastizagdo linfatica acontecer apenas em 19 a 22% dos casos. E um tumor
radiorresistente, embora histologicamente seja considerado de baixo grau de malignidade,
sendo o seu controlo local mais problematico do que o da metastizacdo a distancia
(Ciekot et al., 1994; Gillette e Gillette, 1995; Dhaliwall et al., 1998; Head et al., 2002).

O tamanho da neoplasia aquando do diagndstico desempenha um papel

importante na resposta do paciente ao tratamento. Uma vez que o FS é radiorresistente e
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quimiorresistente, a terapéutica baseia-se sobretudo na cirurgia. No cdo o tempo médio
de sobrevivéncia pos-cirdrgica no estadio inicial € de 45 meses, enquanto que em
estadios mais avangados situa-se nos 31 meses (Ciekot et al., 1994).

Em gatos com FS oral a percentagem de animais vivos ao fim de 1 ano varia entre
25 e 67% de acordo com os diferentes trabalhos (Ciekot et al., 1994; Northrup et al., 2006;
Liptak e Withrow, 2007). Num estudo efectuado em 42 gatos com FS com localizagao
mandibular, a cirurgia foi considerada curativa tendo-se verificado tempos de

sobrevivéncia pds-cirurgica superiores a um ano (Northrup et al., 2006).

1.2.4 Outras neoplasias

Os OS com localizagédo oral representam cerca de 25% deste tipo de tumores,
maioritariamente com sede no esqueleto apendicular (Heyman et al., 1992). Ao contrario
destes, a localizagao oral esta associada a uma capacidade moderada de metastizacao.
Em medicina veterinaria ndo existem estudos epidemiolégicos do OS oral devido
sobretudo a sua baixa incidéncia. Estima-se que a sobrevivéncia ao fim de um ano se
situe entre 35 e 71% no cao (Heyman et al., 1992; Hammer et al., 1995; Straw et al.,
1996). Em gatos a ocorréncia deste tipo histolégico € ainda mais rara (Stebbins et al.,
1989; Northrup et al., 2006; Liptak e Withrow, 2007).

1.3 Estadiamento tumoral

O estadiamento tumoral baseia-se na avaliacdo da invasao local, regional e a distancia de
uma neoplasia. A sua determinagdo é imprescindivel para a selec¢do do protocolo
terapéutico mais adequado, o estabelecimento do progndstico, a avaliagdo da resposta
terapéutica, e ainda para facilitar a troca de informacao entre técnicos e especialistas
(Verstraete, 2005; De Aguiar et al., 2007; Dervisis, 2008; Coyle e Garret, 2009). Encontra-
se estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tanto para o Homem como
para os animais, um sistema anatémico com critérios de estadiamento, designado por
sistema TNM (Tumor, Node, Metastasis). Neste sistema o T de tumor inclui a dimenséo, o
grau de invasdo e a ulceracdo da neoplasia, o N de linfonodo regional considera a
invasdo, o numero e o tamanho dos linfonodos envolvidos, e o0 M de metastases
caracteriza a sua presenga ou auséncia a distancia. Em medicina veterinaria estes
critérios de avaliacdo sdo aplicados sobretudo a tumores sdlidos. Contudo, nalguns
tumores, como é o caso do linfoma e da neoplasia mamaria, este sistema é aplicado em
combinag&o com outros critérios, nomeadamente marcadores histopatoldgicos (Patnaik et
al., 1984; Kiupel et al., 1999; Queiroga e Lopes 2002; Scase et al., 2006).



A determinacdo do estadiamento envolve uma avaliagdo clinica detalhada, assim
como uma avaliagdo imagioldgica com recurso a radiologia, ultrassonografia, tomografia
axial computorizada (TAC) e/ou ressonancia magnética (Verstraete, 2005; Dervisis, 2008;
Coyle e Garret, 2009).

O exame histopatolégico, para além da classificacdo da neoplasia, permite a
determinacgao do seu grau. Este reflecte a extensao da invasao dos tecidos circundantes e
a resposta ao crescimento tumoral. A atribuicdo do grau baseia-se na diferenciagao
celular, indice mitético, pleomorfismo, tamanho e numero de nucléolos das células
neoplasicas, presenca de necrose e de reacgao inflamatéria e ainda na presenga de
invasao vascular ou linfatica (Dervisis, 2008). A determinacao do grau tumoral reveste-se
de grande relevancia na seleccao do protocolo terapéutico mais adequado, no
estabelecimento do progndstico e na avaliagao da resposta ao tratamento.

Em medicina veterinaria encontram-se actualmente estabelecidos para alguns
tipos de tumor outros critérios para além do estadiamento, baseados sobretudo no exame
histolégico e imunohistoquimico, como acontece no mastocitoma, no carcinoma mamario,
no linfoma e nos sarcomas (Kiupel et al., 1999; De Matos et al., 2006; Scase et al., 2006).
As tabelas 2 e 3 referem os critérios de classificacdo de neoplasias em animais

domésticos aprovados pela OMS.

Tabela 2 — Classificagdo TNM para tumores sdélidos em animais domésticos (Owen, 1980)

TO Sem evidéncia de tumor
Tis Carcinoma pré-invasivo (carcinoma in situ)
T1 Tumor < 2 cm didmetro na sua dimensao maxima
T1a Sem evidéncia de invasao 6ssea
L, T1b Com evidéncia de invasdo 6ssea
Tumor primario — - = —

T2 Tumor 2-4 cm didmetro na sua dimensdo maxima

(M T2a Sem evidéncia de invasdo 6ssea
T2b Com evidéncia de invasdo 6ssea
T3 Tumor > 4 cm didmetro na sua dimensao maxima
T3a Sem evidéncia de invasao 6ssea
T3b Com evidéncia de invasdo 6ssea
NO Sem evidéncia de envolvimento ganglionar
N1 Evidéncia de envolvimento ganglionar
N1a Sem evidéncia de metastizagao linfatica

Linfonodos regionais N1b Evidéncia de metastizacao linfatica

(N) N2 Linfonodos contralaterais méveis
N2a Sem evidéncia de metastizagdo linfatica
N2b Evidéncia de metastizagao linfatica
N3 Linfonodos fixos

Metastases a MO Sem evidéncia de metastases a distancia
distancia (M) M1 Evidéncia de metastases a distancia

10



Tabela 3 — Estadiamento clinico dos tumores da cavidade oral (Adaptado de Bergman et al., 2003)

Estadio Tumor (T) Linfonodos (N) Mestastases (M)
I T1 NO, N1 ou N2a MO
I T2 NO, N1a ou N2a MO
1 T3 NO, N1 ou N2a MO
Qualquer T N1b MO
v Qualquer T N2b ou N3 MO
Qualquer T Qualquer N M1

1.4 Ki-67 como factor de prognéstico

Actualmente, o cancro é reconhecido como uma doenga de base genética, uma vez que
resulta da alteragdo 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 sao
influenciados pela interaccdo de varias moléculas, estruturas de suporte do estroma,
células e mediadores inflamatdrios, vasos sanguineos e linfaticos, alteracdes da
oxigenacéo tecidual, presséo de fluidos intersticiais, entre outros (Hunter, 1997).

O estudo da cascata de eventos da carcinogénese, desde os mecanismos de
activagdo e/ou de silenciamento genético até aos que estdo directa ou indirectamente
envolvidos em fendmenos de proliferacdo, assim como de crescimento e de invasao
tumoral, permitem estabelecer um diagrama de moléculas-chave, com importancia e
potencial utilidade no diagnéstico, prognéstico e tratamento das neoplasias (Hunter, 1997;
Sulaimon e Kitchel, 2003).

A divisdo celular é uma parte importante da fungao normal da célula (Modiano e
Ritt, 1999). O seu ciclo envolve um conjunto de reacgbes genéticas e bioquimicas que
ocorrem de forma ordeira e programada, resultando na formagao de duas células (Hunter,
1997). Qualquer alteragcdo neste processo conduz a paragem do ciclo celular
(senescéncia) ou a inducdo da morte da célula (apoptose). Este equilibrio entre a
senescéncia e a apoptose resulta da interaccdo entre sinais proliferativos e anti-
proliferativos (Hunter, 1997; Modiano e Ritt, 1999).

O estudo dos mecanismos da actividade proliferativa, instabilidade genética e
quantidade de células em apoptose de uma neoplasia, permite fornecer informacbes
adicionais sobre o progndstico (Van Diest et al., 1998). Com alguma frequéncia verifica-se
que alguns tipos de tumores aos quais histologicamente é atribuido um elevado grau de

malignidade, apresentam tempos de sobrevivéncia prolongados comparativamente a
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outros, cujas caracteristicas histoléogicas e/ou localizagdo |hes conferem um
comportamento menos agressivo. Tem sido constatado que mesmo dentro do mesmo tipo
histolégico, os tempos de sobrevivéncia variam (Klein, 2003). Para a avaliagéo acuidada
de uma neoplasia muito contribui o conhecimento da sua cinética celular, uma vez que
uma maior actividade mitética traduz uma maior malignidade. No entanto, também é nesta
fase do ciclo celular que a célula neoplasica apresenta maior fragilidade, constituindo este
o periodo ideal para a intervencgéao terapéutica (Modiano e Ritt, 1999; Scholzen e Gerdes,
2000; Millanta et al., 2002; Scase et al., 2006).

As técnicas de imunohistoquimica (IHQ) consistem num conjunto de processos
colorimétricos destinados a detectar antigénios teciduais. O mecanismo basico baseia-se
no reconhecimento do antigénio por um anticorpo, originando uma reacgao antigénio-
anticorpo. Esta reaccao é visualizada através de observacao microscopica (Looper et al.,
2006).

Sao utilizados anticorpos que identificam moléculas intra- ou extra-celulares
especificas, como proteinas celulares, filamentos, entre outros. Estas técnicas sao
utilizadas rotineiramente em medicina humana desde a década de 70, no diagndstico de
doencas inflamatdrias, infecciosas e neoplasias, assim como para o estabelecimento do
prognostico e da terapéutica mais adequada (Ruiz et al., 2005).

Em termos de diagndstico a IHQ permite a determinagéo do tipo histologico em
tumores indiferenciados ou em metastases de neoplasias primarias ocultas, bem como
possibilita a identificagdo de subtipos histolégicos, baseados em painéis de expressao de
anticorpos (Ruiz et al., 2005). No que se refere ao prognéstico, a sua relevancia encontra-
se relacionada com a determinacdo de indices de proliferagao tais como o PCNA, o
AgNOR ou o Ki-67. Relativamente a terapéutica, a IHQ permite a estratificagcdo da
resposta terapéutica baseada na expressdo de determinados receptores, como os
anticorpos correspondentes a receptores hormonais, o CD117 ou o c-erbB2 (Looper et al.,
2006).

A utilizagdo rotineira da IHQ em medicina veterinaria € ainda recente, sendo
sobretudo aplicada no campo do diagnéstico. O maior entrave a sua utilizagdo reside no
facto de os anticorpos de cao e de gato nao se encontrarem disponiveis, 0 que leva a que
com frequéncia, tenha de se recorrer a anticorpos que apresentam reactividade cruzada
antigénio humano-antigénio animal. Assim, utilizam-se anticorpos desenhados para
antigénios humanos que reconhecem também antigénios animais por analogia da
estrutura molecular (Ruiz et al., 2005).

O anticorpo Ki-67 reconhece uma proteina nuclear — uma histona — que se
encontra associada a proliferacao celular. A sua expressao ocorre durante todas as fases

activas do ciclo celular, isto é, G1, S, G2 e M e declina rapidamente apds a mitose, nao
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tendo expressao na fase de repouso GO (Scholzen e Gerdes, 2000). Devido a estas
caracteristicas € um excelente marcador da proliferagcdo celular, sendo amplamente
utilizado em coloragdes imunohistoquimicas de rotina (Scholzen e Gerdes, 2000). Possui
uma semi-vida de cerca de uma hora (Van Diest et al., 1998).

Os beneficios da utilizacdo do Ki-67 em tumores orais de humanos sao
controversos (De Aguiar et al., 2007). Enquanto alguns autores associam um elevado
indice de proliferagdo a um pior progndstico e a uma recorréncia mais rapida (Sittel et al.,
1999; Xie et al., 1999; Silva et al., 2004), outros defendem que uma maior expressao
desta proteina conduz a selecgdo de um tratamento mais adequado e por isso a um
melhor prognéstico (Valente et al., 1994; Grabenbauer et al., 2000).

Em medicina veterinaria a expressdao do marcador Ki-67 (clone MIB-1) foi
identificada em neoplasias da mama e em mastocitomas no cao, tendo-lhe sido atribuido
valor prognéstico (Pena et al., 1998; Scase et al., 2006). No que respeita as neoplasias
orais apenas para o MM do cao foi encontrada correlagdo deste marcador com o

prognostico (Millanta et al., 2002).

1.5 Oncologia cirurgica

A cirurgia tem um papel fulcral no maneio do paciente oncolégico. Encontra-se indicada
para fins diagnésticos através de técnicas de bidpsia excisionais ou incisionais. Constitui
um dos pilares terapéuticos da maioria dos cancros. E utilizada como tratamento curativo,
definitivo, adjuvante (cito-reducdo) ou paliativo. Neste ultimo caso tem como objectivo o
controlo da dor e/ou 0 aumento da qualidade de vida (Salisbury, 2002).

As técnicas cirurgicas usadas em oncologia oral variam de acordo com o tipo de
tumor, a sua localizagéo, dimensao e estadiamento. No doente oncolégico é reconhecido
que a abordagem cirurgica inicial tem maior hipotese de ser bem sucedida do que
abordagens posteriores (Withrow e Vail, 2007). Por esta razdo, o maneio cirdrgico com
intuito curativo deve ter margens de seguranca bastante amplas. No que concerne as
neoplasias orais malignas, os diferentes autores recomendam a exérese em bloco com
margens de segurancga 6ssea, entre 1 e 2 cm (Salisbury, 2002; Verstraete, 2005; Liptak e
Withrow, 2007), uma vez que mais de metade das neoplasias orais possuem
envolvimento 6sseo (Todoroff e Brodey, 1979; White, 1992). Os tumores mandibulares
permitem obter margens cirdrgicas mais amplas, quando comparados com os maxilares.
Acresce ainda que, de entre as neoplasias localizadas na mandibula, a localizagéo rostral
permite ainda obter margens cirdrgicas mais amplas comparativamente aos de
localizagéo caudal (Salisbury, 2002; Liptak e Withrow, 2007).

Os principais locais de drenagem linfatica das neoplasias da cavidade oral sdo os

linfonodos retrofaringeos e submandibulares (Saar e Getty, 1986), pelo que a exérese
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destes linfonodos pode ter objectivos curativos ou de estadiamento de acordo com o tipo
histolégico da neoplasia e comportamento biolégico esperado (Herring et al., 2002).

Os tumores de origem epitelial metastizam mais frequentemente nos linfonodos
regionais contrariamente ao que acontece com as neoplasias de origem mesenquimatosa
como o FS que normalmente ndo metastiza (Ciekot et al., 1994; Herring et al., 2002).
Quando ocorrem modificacbes de textura ou de tamanho dos linfonodos, estes devem ser
alvo de avaliacdo detalhada, com o fim de esclarecer se as alteracbes se devem a
metastizacao, a hiperplasia ou a reactividade devido a outros factores (Dervisis, 2008).

A presenca de metastizacéo linfatica regional, aquando do diagnéstico inicial, é
tida como um sinal de mau progndstico (Bateman et al., 1994; Theon et al., 1997,
Dervisis, 2008; Coyle e Garret, 2009). Por esta razdo, alguns autores defendem que a
exérese em bloco das neoplasias orais deve incluir, para além da neoplasia primaria, os
ductos e os linfonodos (Herring et al., 2002). Contudo, a remogao profilatica de linfonodos
ou de cadeias linfaticas que nao apresentem alteracdes, € questionada por outros autores
que defendem que os linfonodos regionais sdo os iniciadores da resposta imunoldgica
local face a recidiva da neoplasia (Withrow e Vail, 2007).

No MM a excisao cirdrgica como unico tratamento acompanha-se de beneficios
limitados (Coyle e Garret, 2009), uma vez que a maior parte dos animais morre de doenca
metastatica num periodo compreendido entre os 7,5 e os 9,9 meses (Kosovsky et al.,
1991; Wallace et al., 1992; White, 1992). A recidiva ocorre sobretudo quando a
localizacao da neoplasia ndo permite a obtengdo de margens cirurgicas limpas, mesmo
quando a abordagem é muito agressiva. E o que acontece nos MM com localizagdo
maxilar, em que se regista uma taxa de recidiva local situada entre os 21 e os 48%
(Wallace et al., 1992; White, 1992).

No CE a cirurgia surge como a modalidade terapéutica de eleicdo em medicina
veterinaria, uma vez que se encontra associada a maiores tempos de sobrevivéncia
(Northrup et al., 2006; Coyle e Garret, 2009). O principal desafio consiste no controlo da
doenca local (Coyle e Garret, 2009). O tempo médio de sobrevivéncia pds-cirurgico varia
entre os 3,5 e 0s 26 meses, com 84 a 91% dos animais vivos ao fim de um ano (Kosovsky
et al., 1991; White, 1992; Carpenter et al., 1993; Fellizola et al., 2002; Liptak e Withrow,
2007).

O CE com localizagao tonsilar apresenta um mau progndstico independentemente
da abordagem terapéutica realizada (Liptak e Withrow, 2007; Coyle e Garret, 2009). No
gato, devido a escassa informacéao disponivel e a natureza agressiva do CE oral, parece
que, a semelhanga do cao, a cirurgia € insuficiente como abordagem terapéutica Unica
(Looper et al., 2006; Northrup et al., 2006). O tempo médio de sobrevivéncia varia entre as

5 semanas e os 12 meses, com taxas de recidiva superiores a 50% (Bradley e MacEwen,
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1984; Penwick e Nunamaker, 1987). Num estudo realizado em gatos submetidos a
mandibulectomia devido a neoplasia oral, foi relatado que 43% dos animais com CE, 67%
com FS e 83% com OS, encontravam-se vivos ao fim de 1 ano (Northrup et al., 2006)

No FS a cirurgia surge como a primeira abordagem terapéutica, apesar de estar
associada a elevadas taxas de recorréncia local, que variam entre os 31 e os 92%
(Bradley e MacEwen, 1984; Penwick e Nunamaker, 1987; Wallace et al., 1992; White,
1992; Ciekot et al., 1994; Felizzola et al., 2002). Também neste caso 0 sucesso cirurgico
estd dependente, em grande parte, da obtencdo de margens cirurgicas limpas, o que é
sempre condicionado pela localizacdo da neoplasia. O tempo de sobrevivéncia pés-
cirurgico varia entre os 9 e os 16 meses, com cerca de 50% dos animais vivos ao fim de
um ano (Kosovsky et al., 1991; Wallace et al., 1992; White, 1992; Fellizola et al., 2002).

1.6 Objectivo

O objectivo do presente trabalho consistiu na determinagéo do tempo de sobrevivéncia de
47 carnivoros domésticos com neoformagao maligna de localizagdo oral submetidos a
cirurgia. Simultaneamente pretendeu-se fazer a correlagéo entre as covariaveis clinicas, o
tipo histolégico da neoplasia e a intensidade da expressdo do marcador

imunohistoquimico Ki-67.
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2. Material e métodos
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2.1 Introdugao

Este trabalho consistiu num estudo prospectivo desenvolvido entre Janeiro de 2008 e
Janeiro de 2009. Incluiu 47 animais submetidos a cirurgia pelo Servico de Cirurgia
Veterinario Ambulatério em Centros de Atendimento Médico Veterinarios na area
metropolitana de Lisboa.

Os critérios de inclusdo foram os seguintes: presenga de neoplasia maligna oral
nao odontogénica com indicagao cirurgica, determinacao do estadiamento tumoral através
de avaliagdo radiografica e/ou tomografica da neoplasia, diagndstico histopatoldgico e

acompanhamento clinico do paciente durante um ano apés cirurgia.

2.2 Registo de dados

Os dados registados incluiram: idade, sexo, raga, localizagdo anatéomica (mandibular,
maxilar, tonsilar, sublingual e mucosa), classificagao histolégica e estadiamento TNM da
neoplasia. Este ultimo foi realizado com base nos exames clinicos e imagioldgicos.

Todos os animais foram submetidos a cirurgia com margens amplas, utilizando a
técnica cirargica mais apropriada a localizagdo do tumor. Procedeu-se a exérese de pelo
menos um linfonodo submandibular. Os animais foram submetidos a cirurgia sob
anestesia geral. A pré-medicag¢ao consistiu na combinagdo de acepromazina (0,05mg/kg,
via IM) com morfina (0,5mg/kg, via IM), seguida da indugdo anestésica por via
endovenosa com midazolam (0,2mg/kg) combinado com propofol (2 mg/kg até ao efeito).
A manutengdo anestésica foi efectuada com isoflurano. De forma complementar foi
aplicada lidocaina para bloqueio loco-regional da regido submetida a cirurgia. Todos os
animais foram medicados com carprofeno (4mg/kg, via SC) e com amoxicilina potenciada
com acido clavulanico (12,5mg/kg, via IM).

As neoplasias e o(s) linfonodo(s) excisados foram conservados em solugcdo de
formalina a 10% e sujeitos a exame histopatoldgico.

Todos os animais em estudo foram seguidos durante o periodo de um ano, sendo
avaliados mensalmente sob o ponto de vista clinico para averiguagdo da presencga de
sinais clinicos de recidiva local da neoplasia, e trimestralmente, ou sempre que se
justificasse, para exame radiografico toracico para identificagdo da presenga de
metastases. Procedeu-se ao registo dos sinais clinicos e radiograficos, assim como a
ocorréncia de morte, natural ou por eutanasia.

A anotagdo do tempo da sobrevivéncia global foi efectuada em dias,
compreendendo o tempo decorrido entre a excisdo cirurgica da neoplasia e 0 momento

em que ocorreu a morte, ou até atingir um ano apés cirurgia.
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2.3 Estudo imunohistoquimico

O estudo IHQ foi realizado em 47 neoplasias retiradas cirurgicamente da cavidade oral de
29 caes e 18 gatos. A marcagao IHQ das amostras foi realizada segundo o protocolo
utilizado no servigo de Imunohistoquimica do Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa.

Foram utilizados como controlos positivos amostras de tonsila de c&o e de gato.

a) Corte, desparafinizagcao e hidratagcao

As 47 amostras em estudo foram fixadas em solugéo de formol a 10% e conservadas em
blocos de parafina. Foram posteriormente cortadas em sec¢des de 3um. Os cortes
obtidos foram colocados em laminas de vidro apropriadas para o efeito (Superfrost Plus®,
Menzel-Glaser) e submetidos a um processo de desparafinizacao seguindo os seguintes
passos: primeiro procedeu-se a secagem em estufa a 62°C durante um periodo de 24h.
Seguidamente as laminas foram imersas em xilol (Xilene, JT Baker) a temperatura
ambiente durante 20 minutos, efectuando-se depois a remogéao do xilol através de banhos

de 30 segundos em etanol a 100%.

b) Bloqueio de peroxidases endégenas

Procedeu-se ao bloqueio das peroxidases enddgenas utilizando uma solugéo de perdxido
de hidrogénio em metanol, na propor¢ao 1,5 ml/100 ml durante 10 minutos. Em seguida

realizou-se a lavagem das laminas em agua corrente.

¢) Recuperagao antigénica

As amostras foram submetidas a recuperacao antigénica em panela de pressio. Foram
imersas em tampédo citrato na concentragcdo de 10mM e pH 6, durante 6 minutos,
contados apoés a ebulicdo e o encerramento da panela. Esta foi posteriormente arrefecida
utilizando agua corrente, sendo as laminas posteriormente lavadas e imersas no tampéo
salino TBS (TBS; 0.1 mol/l Tris base, 0.9% NaCl; pH 7.4).

d) Incubag¢ao com anticorpo primario
As laminas foram delimitadas com caneta hidrofébica para posterior aplicacdo do

anticorpo primario Ki-67 (clone MIB-1, Dako). Este foi aplicado na diluigdo de 1:100 em

diluente verde (Dako), durante o periodo de incubagéo de 1 hora .
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e) Aplicagcao de secundario

O método de amplificagdo ou secundario utilizado foi o0 método do polimero (Envision,
Dako).

Primeiro as laminas foram lavadas durante 5 minutos utilizando-se a solucao
tampéao TBS. Foram aplicados 150 ul da solugao de polimero por lamina, sendo o periodo
de incubagao de 30 minutos. Posteriormente as |aminas foram novamente lavadas com
tampao TBS durante 5 minutos. Aplicou-se a solugdo de diaminobenzidina (DAB) durante
8 minutos. A lavagem do DAB foi efectuada utilizando TBS em duas aplica¢des durante 5
minutos. Por fim as ldminas foram coradas com hematoxilina durante 3 minutos e lavadas

com tampao Flex para contrastar.

2.4 Métodos de quantificagao de imuno-reactividade e avaliagdo imunohistoquimica

Para avaliagdo do indice de expressao de Ki-67 foi efectuada a contagem total das células
neoplasicas por campo. As imagens foram directamente adquiridas pelo software
AnalySIS. As células positivas foram contadas por dois observadores em simultaneo, em
8 a 10 campos utilizando uma ampliagdo de 400x, num minimo de 1000 células. Apenas
os nucleos fortemente corados foram considerados positivos. Posteriormente foi
determinada a proporcao de células positivas em cada amostra. As contagens celulares
foram executadas sem conhecimento do desfecho clinico do paciente. Os resultados IHQ
foram divididos em dois grupos de acordo com o limite de expressao para 50% de
marcagao positiva de nucleos. Foram separados em grupo 1 (GR1) cuja expressao do

marcador Ki-67 se situou entre 0 a 50% e grupo 2 (GR2) em que esta foi superior a 50%.

2.5 Analise estatistica

Para a realizacao da analise estatistica foram utilizados os dados descritos no ponto 2.2.
Na analise dos dados de marcagédo IHQ para o marcador nuclear Ki-67, foi efectuada a
separagao por grupos, baseada na classificagdo em intervalos de 0 a 50% e superior a
50%.

Foi utilizado o programa estatistico SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, IL, USA) versado 15.0 para Windows®, para avaliagdo das medidas de
associacéo estatistica entre os dados clinicos, os resultados IHQ e o prognostico.

Para andlise da sobrevivéncia foi utilizado o programa JMP Release (Statistical
Discovery, trade mark from SAS, SAS Institute Inc.) versdo 6.0 para Windows®, para as

curvas de sobrevivéncia por espécie, localizacao, classificacdo e estadiamento tumoral,
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bem como grupos de expressdo de Ki-67. Foram utilizados testes de LogRank para
avaliacdo da relagao entre as curvas de sobrevivéncia.

Nao foram realizadas curvas de sobrevivéncia quando o ndmero foi inferior a dois
animais.

Para estabelecimento de uma relagao entre a idade e o prognéstico, os animais
foram separados de acordo com a espécie em dois grupos etarios: inferior e igual ou

superior a 7 anos.

20



3. Resultados
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3.1 Dados clinicos

A amostra estudada incluiu 47 animais, 29 cées e 18 gatos. Os caes tinham idades
compreendidas entre os 3 e os 21 anos, com uma média de 11,3 anos, sendo constituida
por 20 machos (69,0%) e 9 fémeas (31,0%). Os gatos apresentaram idades
compreendidas entre os 6 e os 18 anos, situando-se a idade média em 13,3 anos, sendo
constituida por 13 machos (72,2%) e 5 fémeas (27,8%). No cao, a amostra estudada
compreendeu 10 animais de raga indeterminada (34%) e 19 animais de raga pura (66%).
Nos cdes de raca definida, 2 eram Caniches (7%), 2 Cocker (7%), 2 Labrador (7%), 2
Pastor Aleméo (7%), 2 Serra D’Aires (7%), 1 Basset Hound (3%), 1 Dalmata (3%), 1
Husky (3%), 1 Pincher (3%), 1 Rottweiler (3%) e 1 Yorkshire Terrier (3%). No gato 17 dos
casos ocorreram em animais de raga Europeu Comum (94%) e apenas 1 caso de racga
Siamesa (6%).

Dos 29 cades em estudo 14 apresentavam neoformagcao com localizacéo
mandibular (48,2%), 9 com localizacao maxilar (31,0%), 5 na mucosa (17,2%) e 1 tonsilar
(3,4%). Relativamente ao diagnéstico histopatolégico foram observados 13 CE (44,8%),
11 MM (37,9%), 3 FS (10,3%), 1 OS (3,4%), e 1 fibro-condro-osteossarcoma (3,4%)
(Tabela 4 e Figura 1).

A

Figura 1 — Neoplasias orais em caes submetidos a cirurgia (A — CE com localizagdo mandibular, B
- MM com localizagao na mucosa)

Dos 18 gatos em estudo, 8 apresentaram neoformagcdo com localizagédo
mandibular (44,4%), 5 com localizagdo maxilar (27,7%) e 3 com localizagdo sublingual
(16,6%). Relativamente ao diagndstico histopatolégico foram observados 16 CE (88,8%),
1 FS (5,5%) e 1 condrossarcoma (5,5%) (Tabela 4 e Figura 2).

22



A

Figura 2 — Neoplasias orais em gatos submetidos a cirurgia (A — FS com localizagdo maxilar, B -
CE com localizagdo mandibular)

Tabela 4 — Caracterizagéo da populagdo em estudo

L. Espécie
Covariavel Cio Gato
n=29 % n=18 %
Idade Média 11,3 - 13,3 -

Sexo M?chos 20 69,0 13 72,2
Fémeas 9 31,0 5 27,8
CE 13 44.8 16 88,8

MM 11 37,9 0 0,0

Diagnéstico FS 3 10,3 ! 5.5
Condrossarcoma 0 0,0 1 55

(O] 1 34 0 0,0
Fibro-condro-osteossarcoma 1 3,4 0 0,0
Mandibular 14 48,2 8 444
Maxilar 9 31,0 5 27,7

Localizagao Mucosa 5 17,2 2 0,0
Sublingual 0 0,0 3 16,6

Tonsilar 1 3,4 0 0,0

T1a 2 6,9 0 0,0

T1b 2 6,9 1 55
T T2a 5 17,2 5 27,8
Estadiamento T2b 8 21,5 5 27,8
T3a 6 20,7 2 11,1
T3b 6 20,7 5 27,8
N N 24 82,7 14 77,7
N+ 5 17,3 4 22,2

Foi efectuada marcacdo nas 47 amostras em estudo para o marcador nuclear Ki-
67. Apenas 25 amostras (53%) coraram positivamente. Destas, 19 correspondiam a
neoplasias de cao e 6 de gato. Das amostras de cdo marcadas positivamente, 8 foram
classificadas como CE (42,3%), 7 MM (36,8%), 3 FS (15,7%) e 1 OS (5,2%). Das 6
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neoplasias de gato com expressdo positiva para o marcador Ki-67, 5 apresentaram
diagnostico de CE (83,3%) e 1 de FS (16,7%) (Tabela 5).

Tabela 5 — Diagndstico dos tumores com marcagéo positiva para o marcador nuclear Ki-67

Di ‘s Espécie

agnostico Cao % Gato %
CE 8 42,3 5 83,3
MM 7 36,8 0 0,0
FS 3 15,7 1 16,7
0Ss 1 5,2 0 0,0
Total 19 100 6 100

Das 19 neoplasias de cao coradas positivamente, 10 foram incluidas no GR1
(menos de 50% de expressao) e 9 no GR2 (mais de 50% de expressdo). Das 6
neoplasias de gato que coraram positivamente, 3 apresentaram uma marcagao inferior a
50% enquanto que nas outras 3 foi superior a 50% das células neoplasicas (Tabela 6,
Figuras 3 e 4). Dos 25 tumores marcados pelo Ki-67, 13 (562%) eram CE. Destes, 8

pertenciam a cao e 5 a gato (Tabelas 6 e 7, Figuras 3 e 4).

D

Figura 3 — Fotomicrografias (ampliagdo 400X) de amostras com marcagao positiva para Ki-67 em
mais de 50% das células (A — MM, cao, B — FS, gato, C — CE, cdo, D — OS, cao)
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C D

Figura 4 — Fotomicrografias (ampliagdo 400X) de amostras com marcagao positiva para Ki-67 em
menos de 50% das células (A — CE, gato, B — MM, co, C — CE, céo, D — CE, gato)

Tabela 6 — Distribuicdo da expressdo do marcador nuclear Ki-67 para a totalidade das amostras

estudadas
5 i Espécie
Expressao Ki-67 Cao Gato
n=19 % n=6 %
GR2 (>50) 9 47,0 3 50,0
GR1 (2£50) 10 53,0 3 50,0
Total 19 100 6 100
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Tabela 7 - Distribuicdo da expressao do marcador nuclear Ki-67 pelas 25 neoplasias coradas
positivamente

Espécie
Ki-67 Diagnéstico Cao Gato

n=19 % n=6 %

FS 2 10,5 1 16,7

GR2 (>50) |MM O L N
CE 4 21,0 2 33,3

Total (1) 9 47 3 50

FS 1 5,2 0 0,0

MM 4 21,0 0 0,0

GR1 (=50) 0S ) 5.2 0 0.0
CE 4 21,0 3 50,0

Total (2) 10 53 3 50

Total (1+2) 19 100 6 100

3.2 Tempo de Sobrevivéncia global

Na amostra em estudo o acompanhamento dos pacientes durante o periodo de um ano,
permitiu fazer o registo do tempo de sobrevivéncia de forma a este ser traduzido em
curvas de sobrevivéncia. Procedeu-se a separacao das curvas por espécie, estadiamento
T e N, localizagado, tipo histolégico, e expressdo para Ki-67. Averiguou-se se existia

alguma relagao entre os dados clinicos e imunohistoquimicos, e o prognaostico.

3.2.1. Espécie

O tempo médio de sobrevivéncia global no cao foi de 224,7 dias (06+24,4 dias), tendo-se
observado uma sobrevivéncia de 42% ao fim de um ano para todo o tipo de neoplasias
orais. No gato, o tempo médio de sobrevivéncia global foi de 73,8 dias (6+12,0 dias),
tendo-se verificado uma sobrevivéncia de 16% aos 90 dias e 0% aos 150 dias. Foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre as duas espécies

relativamente ao tempo de sobrevivéncia global ( X?= 21,5; p <0,0001) (Gréfico 1).
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Grafico 1 — Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevivéncia global estratificado por
espécie em 29 caes e 18 gatos

3.2.2 Idade

O teste exacto de Fisher ndao mostrou associagédo estatisticamente significativa entre o

prognostico e a idade (p=0,57 para caes e p=0,40 para gatos).

3.2.3 Género

O teste de Mann-Whitney aceitou a hipétese nula, sugerindo nao haver diferencas
estatisticamente significativas entre o género para a sobrevivéncia global (p=0,856 para

caes e p=0,624 para gatos).
3.2.4 Localizagao

Em caes os tumores com localizacdo mandibular apresentaram um tempo médio de
sobrevivéncia de 211 dias (6128 dias), tendo-se verificado 50% de animais vivos aos 365
dias. Quando as neoplasias tinham localizagdo maxilar, o tempo médio de sobrevivéncia
foi de 131 dias (6+24 dias), tendo-se observado 33% de animais vivos aos 365 dias. Os
cdes com neoplasias com localizagdo na mucosa apresentaram um tempo médio de
sobrevivéncia de 248 dias (6+49 dias), verificando-se 18% de animais vivos aos 365 dias.
Foi excluido da anadlise estatistica um cdo cuja neoplasia tinha localizac&o tonsilar. As
curvas de sobrevivéncia por localizagdo da neoplasia ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas (X?= 1,86; p= 0,39).
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Grafico 2 - Curva de Kaplan-Meier relacionando a sobrevivéncia global de 28 caes submetidos a
cirurgia, com a localizagdo da neoplasia (X2= 1,86; p= 0,39)

Nos gatos com tumores com localizagdo mandibular observou-se um tempo médio
de sobrevivéncia de 99 dias (619 dias), com 14% de animais vivos aos 108 dias. Quando
a localizagdo era maxilar, constatou-se um tempo médio de sobrevivéncia de 60 dias
(6+19 dias), com 0% de animais vivos aos 108 dias. Nos gatos em que a localizagdo da
neoplasia era sublingual, verificou-se um tempo médio de sobrevivéncia de 64 dias (6+17
dias), com 0% de animais vivos aos 108 dias. Foi excluida da andlise estatistica um caso
de neoplasia com localizagdo na mucosa. As curvas de sobrevivéncia para as diferentes

localizagbes apresentaram diferengas estatisticamente significativas (X?=18,8; p=0,0003).
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Grafico 3 — Curva de Kaplan-Meier relacionando a sobrevivéncia global de 17 gatos submetidos a
cirurgia com a localizagdo da neoplasia (X2= 18,8, p= 0,0003)
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3.2.5 Estadiamento

Os resultados obtidos relacionando a sobrevivéncia com o estadiamento foram separados
de acordo com o estadiamento T (dimens&o tumoral) e estadiamento N (invaséao linfatica).
Nao foram efectuadas curvas para o estadiamento M (metastizagéo) nas duas espécies

estudadas.

3.2.5.1 Estadiamento T

No cdo o tempo médio de sobrevivéncia para o estadio T1 foi de 86 dias (68 dias),
verificando-se 25% de animais vivos aos 365 dias. Para o estadio T2 o tempo médio de
sobrevivéncia foi de 240 dias (6137 dias), com 38% de animais vivos aos 365 dias. Para o
estadio T3 o tempo médio de sobrevivéncia observado foi de 232 dias (6+38 dias), com

30% de animais vivos aos 365 dias.
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Gréfico 4 - Curva de Kaplan-Meier descrevendo a sobrevivéncia global de 29 caes submetidos a
cirurgia por estadiamento T (X2= 1,02, p=0,6).

Na populacdo de gatos estudada, foi excluido o estadio T1 da analise de
sobrevivéncia. O tempo médio de sobrevivéncia para o estadio T2 foi de 84 diasd£10
dias), verificando-se 10% de animais vivos aos 108 dias. Para o estadio T3, o tempo
médio de sobrevivéncia foi de 36 dias (6+10 dias), verificando-se 0% de animais vivos aos
108 dias. Tendo em consideragado que o tempo maximo de sobrevivéncia observado nesta
amostra foi de 222 dias, foi utilizado como endpoint de comparagao para os dois estadios
os 108 dias. As curvas de sobrevivéncia apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (X?= 11; p= 0,004).
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Grafico 5 - Curva de Kaplan-Meier descrevendo a sobrevivéncia global de 17 gatos submetidos a
cirurgia por estadiamento T (X2= 11, p=0,004).

3.2.5.2 Estadiamento N

Em caes o tempo médio de sobrevivéncia para o estadio NO foi de 224 dias §+29 dias),
verificando-se 41% de animais vivos aos 365 dias. Para o estadio N1 o tempo médio de

sobrevivéncia foi de 220 dias (6+44 dias), com 0% de animais vivos aos 365 dias.
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Grafico 6 - Curva de Kaplan-Meier descrevendo a sobrevivéncia global de 29 caes submetidos a
cirurgia por estadiamento N (X2= 1,1; p=0,29).

Em gatos nao foi verificado qualquer caso com infiltragdo ganglionar no momento

do diagndstico e/ou do procedimento cirurgico.

3.2.6 Tipo histolégico

O tempo médio de sobrevivéncia global foi de 235 dia8#29 dias)

verificando-se 9% de animais vivos ao fim de 1 ano. O tempo médio de sobrevivéncia
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para o cao com CE néo foi atingido, verificando-se 53% de animais vivos ao final de um
ano. Nos caes com FS o tempo médio de sobrevivéncia global foi de 167 dias (619 dias),
verificando-se 33% de animais vivos aos 365 dias. Foi excluido da analise estatistica um

caso com diagnostico de osteossarcoma.
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Grafico 7 — Curva de Kaplan-Meier descrevendo a sobrevivéncia global dos 28 caes submetidos a
cirurgia para neoplasia oral por tipo histolégico (X“= 1,39; p=0.49)

No gato o tempo médio de sobrevivéncia global foi de 6%ididsd{as),
verificando-se 6% de animais vivos aos 108 dias. Foram excluidos da analise um caso de

fibrossarcoma e o caso de condrossarcoma.
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Grafico 8 - Curva de Kaplan-Meier descrevendo o tempo de sobrevivéncia global dos 16 gatos
com CE submetidos a cirurgia.
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3.2.7. Comparagao de resultados por tipo histolégico mais frequente

Com o objectivo de permitir uma melhor comparagdo dos resultados, estes foram

compilados em tabela (Tabela 8). O CE foi para ambas as espécies a neoplasia mais

frequentemente diagnosticada. No cao foi a neoplasia em que os animais apresentaram

maior tempo de sobrevivéncia, ndo tendo sido atingido o tempo médio de sobrevivéncia

durante o periodo de estudo de um ano.

Tabela 8 — Caracterizagdo da amostra em estudo por classificagao histolégica mais frequente (CE,
FS e MM)

Tipo histolégico

CE MM FS
Céo Gato Céo Gato Céo Gato
n=13 % n=16 % n=10 % n=0 | n=3 % n=1 %
Idade 11,7 - 13 - 11 - -| 6,3 - 17 -
o | Macho 9 69,2 11| 68,8 7| 70,0 - 2| 66,7 1| 100,0
§ Fémea 4 30,7 51 31,2 3| 30,0 - 1] 33,3 0 0,0
Mandibular 7 53,8 8| 50,0 3| 30,0 - 1] 33,3 0 0,0
@ Maxilar 5 38,5 5| 31,2 2| 20,0 - 2| 66,7 1| 100,0
ﬁ Mucosa 0 0,0 0 0,0 5| 50,0 - 0 0,0 0 0,0
S [Tonsilar 1 7.7 0l 00 0| 00 0| 00| 0] 00
- Sublingual 0 0,0 3] 18,8 0 0,0 - 0 0,0 0 0,0
T T1a 1 7,7 0 0,0 1 10,0 - 0 0,0 0 0,0
T1b 2 15,3 1 6,2 0 0,0 - 0 0,0 0 0,0
fe) T2a 1 7,7 5| 31,2 41 40,0 - 0 0,0 0 0,0
é T2b 4 30,8 4| 25,0 3| 30,0 - 1] 33,3 1 100,0
'-% T3a 4 30,8 21 12,5 1 10,0 - 0 0,0 0 0,0
] T3b 1 7,7 4| 25,0 1 10,0 - 2| 66,7 0 0,0
N N 13 100,0 12| 75,0 5| 50,0 - 3 | 100,0 1 100,0
N+ 0 0,0 4| 25,0 5| 50,0 - 0 0,0 0 0,0
Tempo médio
de N3o atingido | 167 (5+19) | 235 (5+29) -| 69 (5312) -
sobrevivéncia
(dias)
Animais vivos
ao fim de 1 ano 53 33 9 B 0 }
(%)
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3.2.8. Mortalidade

No total da amostra, 12 caes (41%) encontravam-se vivos no final do estudo, isto €&, aos
365 dias, o que ndo se verificou em nenhum gato. As causas de morte registadas
incluiram eutanasia, morte secundaria a neoplasia ou morte nao relacionada com o tumor.
No cdo a mortalidade por eutanasia ocorreu em 9 (52,9%) dos 17 animais, seguida de 6
casos secundaros a neoplasia (35,2%) e 2 nao relacionados com o tumor (11,7%). No
gato a mortalidade por eutanasia teve lugar em 6 (33,3%) dos 18 casos, secundaria a
neoplasia em 9 (50,0%) animais e nao esteve relacionada com o processo oncolégico em
3 (16,7%) situagodes.

Tabela 9 — Causas de morte no cédo e no gato submetidos a cirurgia de neoplasia oral

Cao Gato
Causa de morte
n=17 % n=18 %
Eutanasia 9 52,9 6 33,3
Morte secundaria a neoplasia 6 35,2 9 50
Morte ndo relacionada 2 11,7 3 16,7
Total 17 100,0 18 100

3.2.9 Expressao para o marcador nuclear Ki-67

Das 47 amostras submetidas a estudo IHQ para o marcador nuclear Ki-67, apenas 25
coraram positivamente. Destas, 19 corresponderam a neoplasias de caes e 6 pertenciam

a gatos.

3.2.9.1 Relacgao entre a expressao de Ki-67 com a sobrevivéncia global

Foram verificadas diferengcas no prognéstico relativamente a expressdao de Ki-67. No
grafico 9 a curva correspondente a uma expressdao de Ki-67 inferior a 50%, é
pronunciadamente mais baixa. A sobrevivéncia aos 365 dias para o GR1 (Ki-67<50%) foi
de 21%, comparativamente com o GR2 (Ki-67>50%), cuja sobrevivéncia ao fim do mesmo
periodo foi de 45%.
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Grafico 9 — Curva de Kaplan-Meier descrevendo a sobrevivéncia global de 25 cées e gatos
submetidos a cirurgia, estratificados por expressao para o marcador nuclear Ki-67
(X*= 1,83, p=0,17).
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4. Discussao
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A cavidade oral é o quarto local mais comum de ocorréncia de neoplasias no cao e no
gato (Oakes et al., 1993). O estabelecimento do progndéstico depende da determinagéo de
diversos parametros. A classificagdo e o grau histologico do tumor, o seu estadiamento no
que diz respeito a dimensao, presengca de metastizacdo ganglionar ou a distancia e
localizacdo da neoplasia na cavidade oral revestem-se de particular importancia. Para
além destes, também os parédmetros laboratoriais tais como marcadores moleculares e
histopatoldgicos relacionados com mecanismos moleculares especificos do cancro,
marcadores de proliferagao, factores de crescimento, entre outros, tém influéncia no
prognéstico (Kosovsky et al.,, 1991; Hammer et al., 1995; Théon et al., 1997; Modianoe
Ritt, 1999; Millanta et al., 2002; Liptak e Withrow, 2007).

Este estudo pretendeu determinar qual a influéncia de pardmetros clinicos e
histopatoldgicos, assim como a expressdo do factor nuclear Ki-67 no prognéstico de
neoplasias orais no cao e no gato. A amostra incluiu 47 animais com neoplasias orais
malignas ndo odontogénicas com indicagdo cirurgica. Procedeu-se a localizacdo da
neoplasia, realizou-se o estadiamento tumoral, o diagndstico histopatolégico e o
acompanhamento clinico do paciente durante um ano.

As principais dificuldades encontradas na realizacdo deste trabalho prenderam-se
com os critérios de inclusdo. Uma vez que a determinacio do estadiamento tumoral passa
pelo recurso a meios auxiliares ao diagndstico, nomeadamente a radiologia e/ou a TAC,
nem sempre os proprietarios se encontraram disponiveis para a sua realizagido, sobretudo
devido a restricdes econdmicas. Por este motivo foram excluidos do estudo varios
animais. Outro obstaculo importante foi o0 acompanhamento dos pacientes durante o
periodo de um ano. Em medicina veterinaria o lost to follow up é frequente, o que também
contribuiu para reduzir o numero de animais.

A idade média de ocorréncia de tumores orais foi de 11,3 anos para o cao e 13,3
anos para o gato, valores concordantes com 7 a 12 anos para todas as neoplasias no cao
e 10 a 13 anos para todas as neoplasias no gato (Stebbins et al., 1989; Kosovsky et al.,
1991; Heyman et al., 1992; Hammer et al., 1995; Horsting et al., 1998; Northrup et al.,
2006; Liptak e Withrow, 2007).

Neste estudo o numero de machos da espécie canina surgiu sobrerrepresentado.
Apesar de nao existir predisposigao de género para a maioria das neoplasias orais (Coyle
e Garret, 2009), na revisao bibliografica verificou-se uma maior predisposicdo em caes
machos relativamente ao MM e ao FS (Liptak e Withrow, 2007) e uma maior
predisposicdo em fémeas para o OS axial (Heyman et al., 1992). No gato nao foi
demonstrada qualquer predisposicdo de género no presente trabalho o que estad de

acordo com o referido em estudos anteriores (Northrup et al., 2006; Hayes et al., 2007).
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No cdo a maioria dos individuos eram de raca indefinida. No que respeita a racas,
a Caniche, a Cocker, a Labrador e a Pastor Alemao foram as mais representadas,
conforme descrito anteriormente (Head et al., 2002; Kessler, 2006; Liptak e Withrow,
2007). No gato a maioria dos animais estudados eram de raga europeu comum, O que
também esta de acordo com a literatura (Northrup et al., 2006; Hayes et al., 2007).

Neste estudo, o CE foi o tumor mais frequentemente diagnosticado nos caes
(44,8%), seguido do MM (37,9%) e do FS (10,3%). Na maioria dos estudos anteriores, o
MM foi a neoplasia maligna ndo odontogénica mais frequente na cavidade oral desta
espécie, com uma prevaléncia entre 30 a 40% no MM, 17 a 25% no CE e 8 a 25% no FS
(Kosovsky et al., 1991; Dhaliwall et al., 1998; Horsting, 1998; Ramos-Vara et al., 2000;
Herring et al. 2002; Liptak e Withrow, 2007). Estas diferengas poderao ter sido devidas ao
acaso. No entanto, resultados similares foram obtidos em 3 estudos que envolveram um
total de 893 tumores, constituindo o CE a neoplasia de maior prevaléncia (41%), seguido
do MM (37%) e do FS (22%) (Cohen et al., 1964; Dorn e Priester, 1976; Todoroff e
Brodey, 1979), tendo sido recentemente corroborados por outros autores (Kessler, 2003;
Broden et al. 2009).

No gato o CE foi a neoplasia mais frequentemente diagnosticada (88,8%), seguida
do FS (5,5%). Valores semelhantes foram obtidos noutros estudos, com prevaléncias que
variam entre 60 a 75% no caso do CE e 13 a 17% no FS (Stebbins et al., 1989; Northrup
et al., 2006; Liptak e Withrow, 2007).

As localizagbes mais frequentes dos tumores orais em ambas as espécies foram a
maxila e a mandibula, o que também esta de acordo com o descrito na literatura (Stebbins
et al., 1989; Kosovsky et al., 1991; Dhaliwall et al., 1998; Horsting et al., 1998; Ramos-
Vara et al., 2000; Northrup et al., 2006; Liptak e Withrow, 2007).

Para ambas as espécies a maioria dos tumores orais foram diagnosticados em
estadios avangcados. Dos 29 cédes, em 25 o diagndstico foi realizado no estadio T2 ou
superior, tendo-se observado envolvimento ésseo em 16 casos, o que esta de acordo com
o descrito (Todoroff et al., 1979; White, 1992; Théon et al., 1997; Kessler, 2003). A
metastizagao linfatica ou a distancia foi apenas observada no caso do MM. Nos 11 caes
com este tipo de neoplasia, em 5 existia infiltragédo ganglionar aquando do diagndstico. A
causa de morte em todos estes animais foi secundaria a metastizagédo pulmonar, tendo
sido a morte devida a eutandsia em 6 casos.

Dos 18 gatos em estudo, 17 encontravam-se num estadio avangado na altura do
diagnéstico. Em 11 foi observado envolvimento ésseo, tanto nas neoplasias com situagao
mandibular como maxilar. Apenas nas neoplasias com localizagdo sublingual se registou
infiltracao linfatica aquando do diagndstico. Nenhum caso se acompanhou de

metastizagao a distancia, o que é concordante com o comportamento biolégico deste tipo

37



de neoplasias nesta espécie (Patnaik e Mooney, 1988; Ogilvie et al., 1995; Northrup et al.,
2006; Liptak e Withrow 2007; Esplin, 2008).

O diagnéstico tardio das neoplasias localizadas na cavidade oral € comum em
medicina veterinaria (Kessler, 2006; Liptak e Withrow, 2007). Devido a sua evolugao
silenciosa, muitos tumores nao conduzem a deformacoes faciais evidentes, nem se fazem
acompanhar por alteragdes clinicas facilmente identificaveis. Por outro lado, os tumores
com esta localizagdo nao sao facilmente visiveis, s6 0 sendo quando atingem dimensodes
acentuadas. A sensibilidade e a atengdo que um proprietario dispensa ao seu animal sdo
factores importantes para o reconhecimento precoce da doenga. Acresce ainda que a
observagao da cavidade oral depende do temperamento do animal, s6 sendo possivel em
animais colaborantes. Esta situacdo é particularmente dificil no gato, espécie onde a
sintomatologia clinica é muito discreta. Assim, o exame clinico adequado da cavidade oral
s6 consegue ser realizado sob sedagdo ou mesmo anestesia, o que também contribui
para o diagnéstico tardio destas neoplasias. Por fim, o papel do médico veterinario é
fundamental na elaboracdo rapida do diagndstico e implementacdo de medidas
terapéuticas adequadas, uma vez que a evolugao clinica destas neoplasias € muito rapida
(MacEwen 1990; Klein 2003).

O diagndstico numa fase avancada da evolugao tumoral influencia negativamente
0 prognéstico pelo que, no presente estudo, tera sido certamente um dos factores que
mais contribuiu para os resultados obtidos em relagdo ao tempo médio de sobrevivéncia
global e ao numero de animais vivos ao fim de um ano.

Em medicina veterinaria o tempo de sobrevivéncia global ndo é correctamente
avaliado, uma vez que a morte por eutanasia suspende o tempo natural de vida. Muitos
proprietarios precipitam a morte do seu animal de estimagao por anteciparem, por vezes
numa fase precoce, uma degradacdo da sua qualidade de vida, por razées do foro
econoémico ou por indisponibilidade pessoal. Assim, a eutanasia constitui um factor
limitante para a correcta avaliagdo da sobrevivéncia global. Por esta razdo o endpoint é
um pardmetro que se reveste de grande importancia em medicina veterinaria, uma vez
que permite uma correcta avaliagdo do prognéstico, num grupo de pacientes com
diferentes causas de morte, relacionadas ou nao com a doenga em estudo, o que se torna
fundamental tanto para a interpretacdo dos resultados como para a comparagcdo dos
diversos estudos (Theon et al., 1997).

No presente trabalho a morte por eutanasia deveu-se sobretudo a razdes
relacionadas com a diminuicdo da qualidade de vida dos animais. Constituiu a principal
causa de morte na espécie canina, tendo sido realizada em 53% dos animais, durante o

periodo em que o estudo se realizou. Foi realizada em 5 casos de MM devido a
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metastizagdo pulmonar, 3 casos de FS e 1 de fibro-condro-osteossarcoma devido a a
recorréncia local e auséncia de controlo loco-regional

Dos 18 gatos em estudo, 6 pereceram devido a eutanasia, o que representou 33%
das causas de morte. Nesta espécie as causas de eutanasia deveram-se sobretudo a
auséncia de controlo local da neoplasia e a anorexia prolongada em 5 casos de CE e 1
caso de FS.

A recorréncia local da neoplasia teria constituido um endpoint mais fidedigno em
vez da medicao absoluta de tempo de controlo local (Théon et al., 1997). A medicao da
recorréncia local € uma extensao da medicado de controlo local do tumor. No entanto, este
conceito implica a erradicagdo completa da doenga, a qual ndo pode ser determinada com
exatiddo em animais, devido a auséncia de testes auxiliares ao diagndstico capazes de
garantir a inexisténcia de doencga residual minima.

Neste estudo de série de casos foi possivel identificar factores relacionados com o
prognostico para estas neoplasias. No entanto, o periodo de estudo prospectivo de 1 ano
foi por vezes limitativo na determinacdo do tempo médio e da percentagem de
sobrevivéncia para alguns dos factores estudados com interesse no progndstico. O
aparecimento de pacientes com neoplasia oral acontece de forma casual, pelo que, para
alguns tipos de tumor, os itens localizac&o e estadiamento, contaram com um numero de
animais reduzido. Como na maioria dos estudos clinicos, o acaso influenciou de alguma
forma determinados resultados, sendo este assunto discutido posteriormente.

O tempo médio de sobrevivéncia global no cao foi de 224,7 dias (6+24,4 dias),
encontrando-se 42% dos animais vivos no final do periodo de estudo para todas as
neoplasias orais, independentemente do tipo histolégico ou da localizagdo. Foi possivel
estabelecer uma comparagdo, em termos gerais e no que & comparavel, com o0s
resultados obtidos por Kessler (2006) que relata uma sobrevivéncia pos-cirurgica de cerca
de 40% de animais vivos no final do periodo de estudo e cerca de 2 anos de tempo médio
de sobrevivéncia, em 31 neoplasias com diferentes tipos histologicos e diferentes
localizagbes. Noutros trabalhos, o tempo médio de sobrevivéncia global e a percentagem
de sobrevivéncia ao fim de um ano, incluem apenas animais submetidos a uma unica
técnica cirurgica, a mandibulectomia ou a maxilectomia (Kosovsky et al., 1991; Wallace et
al.,, 1992; Felizzola et al., 2002; Northrup et al., 2006; Kessler, 2006) ou a outras
abordagens terapéuticas como a radioterapia ou a quimioterapia (Théon et al., 1997;
Bregazzi et al., 2001; Murphy et al., 2005). Na literatura existem ainda outros estudos mas
de natureza epidemiolédgica ou descritivos, que incidem sobre um unico tipo histolégico de
neoplasia oral ou que incluem tumores com diferentes localizagbes, ndo sendo assim

exclusivos da cavidade oral (Patnaik e Mooney, 1988; Straw et al., 1996; Ramos-Vara et
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al., 2000; Head et al., 2002; Hayes et al., 2007; Liptak e Withrow, 2007), o que torna dificil
a comparagao.

No gato, o tempo médio de sobrevivéncia global foi de 73,8 dias (6+12,0 dias),
tendo-se verificado uma sobrevivéncia de 16% aos 90 dias e 0% aos 150 dias.
Comparando as duas espécies, verificaram-se diferencas com significado estatistico em
termos de progndstico pds-cirdrgico (X*= 21,5 e p <0,0001). A amostra de gatos estudada
apresentou um pior prognéstico. Para o gato, os resultados de tempo médio de
sobrevivéncia global e a percentagem de animais vivos ao fim de 1 ano obtidos, podem
ser apenas parcialmente comparados com estudos anteriores. Hayes et al. (2009) referem
44 dias como tempo médio de sobrevivéncia em 54 casos com e sem tratamento de CE
oral. Em contrapartida, Northrup et al. (2007) referem periodos de tempo superiores a 3
anos em gatos submetidos a mandibulectomia. Este estudo incluiu animais com diversos
tipos de neoplasias mas apenas de localizacdo mandibular. Esta localizagdo conduz a um
maior sucesso cirurgico devido a permitir obter boas margens de seguranga, o que se
reflecte numa maior percentagem de animais vivos ao fim de um ano. Salienta-se ainda o
facto de naquele trabalho, cerca de 50% das neoplasias possuirem localizagéo rostral e
menos de 50% dos gatos apresentarem CE. O limitado tempo médio de sobrevivéncia
verificado no presente trabalho resulta por isso do reflexo de varios factores. Dos 18 gatos
estudados, 88% apresentavam o diagndstico de CE. Este tipo de tumor é o que apresenta
pior prognéstico com um menor tempo de sobrevivéncia (Northrup, et al., 2006; DiBernardi
et al., 2007; Hayes et al., 2007), quando comparado com outras neoplasias orais como o
FS ou o OS. Na distribuicdo das neoplasias por localizacdo, algumas possuem
naturalmente pior progndstico como é o caso da sublingual. Os gatos com CE de
localizagdo sublingual, que neste trabalho foram 2 casos, atingiram tempos de
sobrevivéncia muito reduzidos, 31 e 50 dias. Em simultidneo, 94% dos felinos em estudo
encontravam-se em estadios avancados da doenga, com 55% dos casos no estadio T2 e
39% em T3. Assim, o estadio avangado associado a uma localizacdo desfavoravel em
relagdo a obtencdo de amplas margens cirurgicas, justifica o reduzido tempo de
sobrevivéncia obtido. Neste contexto convém também referir o contributo da eutanasia
nos resultados obtidos. A eutanasia teve lugar em 33% dos casos estudados, assumindo
assim no gato um peso importante nas causas de morte. O niumero de animais estudados
pode igualmente ter contribuido para os resultados obtidos e para a dificuldade de
comparagao com outros estudos. O numero reduzido de gatos em alguns itens analisados
resultou na exclusao de alguns deles na analise estatistica, por exemplo, € necessario um
namero minimo de casos para a realizacdo de um grafico de sobrevivéncia. No tipo
histolégico foram excluidos da curva um caso de FS e um caso de osteo-condrossarcoma.

Na analise comparativa de sobrevivéncia por localizacao, foi excluido um gato com tumor
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localizado na mucosa. Em relagéo ao estadiamento foi excluido um gato com estadio T1.
Igualmente nao foi efectuado no gato o grafico comparativo para o estadiamento N, por
auséncia de casos com infiltragao ganglionar na altura do diagnostico.

Nenhum animal neste estudo se apresentou no estadio M1, aquando do
diagnoéstico. Este facto resulta, muito provavelmente, de um viés de seleccdo. Em
medicina veterinaria, por norma, os animais com metastizacdo a distadncia ndo sao
considerados elegiveis para cirurgia. Esta teria apenas uma intengao paliativa e poucos
proprietarios estdo dispostos a suportar os custos inerentes a esta abordagem, em
animais cujo prognostico é muito reservado.

A idade e o sexo nao constituiram factores de progndstico uma vez que nao foi
verificada associagdo com significado estatistico entre o sexo, a idade e a variavel “bom
prognéstico” constituida pelos animais com tempos médios de sobrevivéncia global
superior a 1 ano (Sexo: p=0.57 para o cao e p=0,40 para o gato, Idade: p=0,856 para o
céo e p=0,624, para o gato).

A determinacdo do tempo médio de sobrevivéncia global por tipo de tumor para a
amostra de cdes e de gatos concorda, no que é comparavel, com alguns estudos
publicados. No cédo o tempo médio de sobrevivéncia global foi de 235 dias (0+29 dias) no
caso do MM. Este resultado é concordante com os obtidos por Kosovsky et al. (1991) e
Wallace et al. (1992) que referem um tempo médio de sobrevivéncia global pds-cirdrgico
de cerca de 270 dias. Ja Murphy et al. (2005) mencionam 307 dias mas, neste estudo, os
animais foram submetidos a radioterapia e a quimioterapia. O tempo de sobrevivéncia
global para o CE néo foi atingido, uma vez que a maioria dos animais, 53% do total de
casos, se encontrava vivo no final do periodo de estudo de 1 ano. Estes resultados
concordam em termos médios com os referidos na literatura uma vez que, estudos
anteriores, referem uma taxa de sobrevivéncia ao fim de 1 ano de 57% para
hemimaxilectomia e 71% para mandibulectomia (Kosovsky et al., 1991; Wallace et al.,
1992). O tempo de sobrevivéncia global nos caes com FS foi de 167 dias (6+19 dias), com
33% de animais vivos ao fim de 1 ano. Este periodo de tempo é inferior ao mencionado na
literatura, que refere tempos de sobrevivéncia de 270 e de 365 dias (Kosovsky et al.,
1991; Wallace et al., 1992). Apesar destas diferengas, a percentagem de animais vivos
obtidos no final do periodo de estudo, que foi de 33%, concordando com o intervalo de
sobrevivéncia verificado nos diferentes estudos, 25 a 50% (Kosovsky et al., 1991; Wallace
et al., 1992; Ciekot et al., 1994). Esta incongruéncia entre o tempo médio de sobrevivéncia
global e a percentagem de animais vivos no final do periodo de estudo pode ser atribuida
sobretudo ao numero reduzido de animais incluidos, potenciado pelo facto de alguns
animais se encontrarem em estadios avancados e com localizagdo maxilar na altura do

procedimento cirdrgico. Foram incluidos no estudo 3 animais com FS, dos quais 1
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encontrava-se em estadio T2b, 2 casos em T3b, e 2 casos apresentavam localizagao
maxilar.

Foram verificadas diferencas, embora sem significado estatisticoX = 1,39 e p=
0,49), no prognéstico para os diferentes tipos histolégicos de neoplasias estudados. Da
comparacao das curvas de sobrevivéncia resultantes para o cao, foi possivel verificar que
o CE foi o que apresentou melhor progndstico em termos de sobrevivéncia global e de
tempo médio de sobrevivéncia apds cirurgia, o que esta de acordo com os diferentes
autores (Kosovsky et al., 1991; Wallace et al., 1992; Salisbury, 2002; Kessler, 2006; Liptak
e Withrow, 2007; Coyle e Garret, 2009).

No gato foi apenas possivel determinar a curva de sobrevivéncia para o CE,
devido ao facto de os outros tipos histoldégicos de neoplasias terem tido um numero
insuficiente de individuos. Verificou-se que o CE oral no gato teve um tempo médio de
sobrevivéncia global de 69 dias, o que concorda com outros estudos. Hayes et al. (2007)
relata um tempo médio de sobrevivéncia global de 44 dias e Bregazzi et al. (2001) de 60
dias apos radioterapia. Resultados diferentes sao referidos por Northrup et al. (2006) que
obtiveram tempos médios de sobrevivéncia pds-cirurgicos de 217 dias. Esta diferenga
pode dever-se ao facto de neste estudo apenas se incluir gatos com neoplasias de
localizacdo mandibular e portanto com melhor progndstico em termos cirurgicos, por
facilidade de obtengcdo de margens amplas. No presente trabalho, a amostra de gatos
com CE foi constituida por 8 animais com localizacdo mandibular, 5 maxilar e 3
sublingual. Como referido anteriormente, esta ultima localizacdo € considerada na
literatura como a localizagéo com pior progndstico (Liptak e Withrow, 2007). Neste estudo
assumiu um peso importante no tempo de sobrevivéncia obtido uma vez que esta
localizacao foi verificada em 16,6% dos casos.

No que diz respeito a variavel “localizacdo”, no cao, foram verificadas diferencas
na comparacao das curvas de sobrevivéncia por localizagdo, embora sem significado
estatistico (X?=1,86, p=0,39). Nas neoplasias de localizacdo na mucosa, o prognéstico
parece ser menos favoravel, verificando-se 18% de sobrevivéncia ao fim de 1 ano, para
todos os tipos histolégicos. Este facto justifica-se sobretudo no tipo histolégico mais
frequentemente diagnosticado nesta localizagao, isto ¢, o MM. Este tipo histologico
apresentou 9% de animais vivos ao fim de um ano deste estudo. Para a localizagao
maxilar, a percentagem de animais vivos no final do periodo de estudo foi de 33%,
concordando, no que é comparavel, com Wallace et al. (1992) que referem valores
percentuais de sobrevivéncia de animais submetidos a maxilectomia por tipo histolégico
entre os 57% para CE e 0 1,7% para OS a neoplasia que apresentou pior prognéstico.

A localizagao mandibular foi onde se verificou um melhor progndstico, com 50% de

sobrevivéncia ao fim de 1 ano. Estes resultados concordam com Kosovsky et al. (1991)
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que obtiveram uma variagdo na percentagem de sobrevivéncia, por tipo histolégico, em
animais submetidos a mandibulectomia, entre os 35% para o OS e os 91% para o CE.
Como referido anteriormente, a localizagdo mandibular também nesta espécie se faz
acompanhar por um melhor prognostico. Este estudo incluiu apenas um caso de
localizacdo tonsilar pelo que ndo foi possivel efectuar o desenho da curva de
sobrevivéncia ou fazer comparagdes em termos de prognéstico, entre esta localizagao e
as restantes. Esta localizagcdo surge descrita na literatura como a que apresenta pior
progndstico (Théon et al., 1997). Apesar de no cdo o CE ter esta localizagdao com alguma
frequéncia, os animais afectados raramente constituem pacientes com indicagao cirurgica,
uma vez que em 50% dos casos ocorre metastizacao linfatica e pulmonar.

Ainda relativamente a variavel localizacdo foram apenas verificadas diferencas
estatisticamente significativas nas curvas de sobrevivéncia para o gato (X*= 18,8; p =
0,0003). Nesta espécie, a localizagado sublingual foi a que apresentou pior prognéstico, o
que esta de acordo com a literatura, contudo esta € omissa em relacdo aos valores de
sobrevivéncia média global pés-cirurgica (Liptak e Withrow, 2007).

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram estabelecer uma
comparagao de tempos de sobrevivéncia e percentagem de sobrevivéncia, em termos
gerais e no que é comparavel, com os referidos na literatura. A bibliografia disponivel diz
respeito a estudos de sobrevivéncia em animais submetidos a uma unica técnica
cirurgica, mandibulectomia ou maxilectomia (Kosovsky et al., 1991; Wallace et al., 1992;
Felizzola et al., 2002; Kessler, 2006; Northrup et al., 2006) ou a tratamentos nao cirurgicos
como a radioterapia e/ou a quimioterapia (Théon et al., 1997; Bregazzi et al., 2001;
Murphy et al., 2005). Na literatura existem ainda outros estudos mas de cariz
epidemiolégico ou apenas descritivos. Estes estudos envolvem um maior numero de
animais mas avaliam apenas a ocorréncia da afec¢do, ou incidem num unico tipo
histolégico nas suas diferentes localizagdes, isto €, ndo incluem apenas a cavidade oral,
ou incidem num unico tipo histolégico de tumor oral (Patnaik et al., 1988; Straw et al.,
1996; Ramos-Vara et al., 2000; Head et al., 2002; Hayes et al., 2007; Liptak e Withrow,
2007).

A determinagdo da cinética celular é importante na avaliagdo da actividade
proliferativa de qualquer neoplasia. O anticorpo Ki-67 é um dos marcadores mais
utilizados na avaliagdo e/ou determinacao da fracgao de crescimento de uma determinada
populacdo celular, possuindo um papel de relevo na determinacdo da fraccdo de
crescimento das neoplasias (Scholzen e Gerdes, 2000).

O presente estudo pretendeu avaliar o valor prognéstico do factor nuclear Ki-67
assim como a sua potencial utilidade clinica, para além das variaveis clinicas

anteriormente referidas. Os resultados demonstraram, em ambas as espécies, diferencas
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nas curvas de sobrevivéncia para as diferentes intensidades de expressdo. Apesar das
diferencas observadas, elas ndo apresentaram significado estatistico (X*= 1,83, p = 0,17).
Estes resultados séo o reflexo do numero reduzido de amostras estudadas. Observou-se
uma marcagao positiva para este marcador em 53% dos casos, o que correspondeu a 25
amostras. No presente estudo 47% das amostras ndo apresentaram coloragao positiva, o
que pode ser justificado pelo recurso a anticorpos desenhados para antigénios humanos
que apresentam reactividade cruzada antigénio humano-antigénio animal, eles podem
nao corar determinadas amostras por nao existir analogia de anticorpos suficiente. O
comprometimento da expressao deste marcador nas restantes 22 amostras pode também
ser devido a uma conservagao prolongada em formalina a 10%, ao processo de
descalcificagdo utilizado na rotina laboratorial para o diagndstico de neoplasias com
invasao 0ssea ou por degradagdo da amostra durante o seu armazenamento.

O numero de amostras com resultados validos permitiu estabelecer uma
comparagao geral em termos de sobrevivéncia para todas as neoplasias. No entanto,
seria necessario um aumento do nimero de amostras de forma a poder obter resultados
mais conclusivos. O numero reduzido de casos com expressdo valida de Ki-67
impossibilitou a estratificagdo da amostra por tipo histolégico. Também né&o foi possivel
efectuar a analise comparativa de sobrevivéncia por espécie, por tipo histolégico, por
localizacao e por estadiamento em funcao da expressao de Ki-67.

De uma forma geral, existe uma relacdo entre um elevado indice de proliferacéo e
uma melhor resposta a terapéuticas dirigidas as fases activas do ciclo celular, como a
radioterapia e a quimioterapia (Valente et al., 1994; Grabenbauer et al., 2000).
Simultaneamente é reconhecida uma correlagdo entre o aumento de expressao deste
marcador e uma maior recorréncia local da neoplasia (Sittel et al., 1999; Xie et al., 1999;
Couture et al., 2002, Silva et al., 2004; De Aguiar et al., 2007). Em medicina veterinaria os
estudos de Ki-67 em diversos tipos de neoplasia permitiram estabelecer de alguma forma
uma relacao entre este e o progndstico. Millanta et al. (2002) estabeleceram uma relagéo
com significado estatistico entre a positividade da expresséo de Ki-67 (clone MIB-1) e um
menor tempo de sobrevivéncia global, para uma amostra de tumores melanociticos, nos
quais o MM estava incluido. Num estudo realizado em 121 caes com mastocitomas foi
demonstrada a positividade da expresséo deste marcador, como preditivo de progndéstico
no mastocitoma, associando uma maior expressdo de Ki-67 a um menor tempo de
sobrevivéncia (Scase et al., 2006) . Foi ainda possivel realizar a estratificacdo das
amostras de mastocitomas de grau 2 em dois subgrupos, com diferentes progndsticos a
partir do indice de expressdo deste marcador. Pefa et al. (2006) estabelecem uma

relacdo entre os elevados indices de proliferacdo para o Ki-67 e a presenca de
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metastases, morte por neoplasia e reduzido tempo médio de sobrevivéncia global e
sobrevivéncia livre de doenca.

As diferencas verificadas neste trabalho permitem apontar na direcgao da potencial
utilizagao deste marcador na estratificagdo de subgrupos de animais a partir de diferentes
niveis da sua expressao. A determinagdo de diferengcas na expressao deste marcador
dentro dos diferentes tipos histoldgicos resultara na selecgdo de subgrupos de animais
com diferentes progndsticos, que poderdo responder de forma diferente a determinados
protocolos terapéuticos. A semelhanga de outros estudos efectuados em animais e
humanos este marcador podera ter um papel importante em termos preditivos de

progndstico para as neoplasias orais no cao e no gato.
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5. Conclusao e perspectivas
futuras
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Os tumores malignos nao odontogénicos da cavidade oral no cdao e no gato
possuem um comportamento bioldgico muito variavel. Sdo neoplasias que, de uma forma
geral, apresentam um prognostico reservado em medicina veterinaria, estando fortemente
associados a uma elevada recidiva local ou a metastizacdo a distancia, especialmente
para o MM.

Ainda que o desfecho clinico em neoplasias orais seja frequentemente
determinado por factores clinico-patoldgicos, dentro do mesmo estadio e tipo histolégico o
desfecho clinico pode ser diferente entre animais.

Apesar de a cirurgia ser o tratamento de elei¢do para estas neoplasias, torna-se
cada vez mais importante determinar outros parametros clinico-patolégicos e laboratoriais,
capazes de prever o prognostico face ao tratamento instituido. Alguns desses factores
poderao auxiliar na determinagao de estratégias terapéuticas complementares capazes de
melhorar o prognostico destes animais. A semelhanga dos resultados verificados em
medicina humana, o factor nuclear Ki-67 parece ter um papel relevante no prognéstico.
Sao necessarios mais estudos com o objectivo de estabelecer qual o valor preditivo deste
factor nuclear, bem como permitir a estratificacido de subtipos histolégicos capazes de
exibirem uma melhor resposta face a determinadas estratégias terapéuticas,

nomeadamente a radioterapia.
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FICHA DE SEGUIMENTO

Data: [

Dados do animal

Nome Espécie Raca Cor:

Idade Peso Sexo

Dados do proprietario

Nome

Morada

Localidade Telf:

Caracteristicas da neoplasia:

Localizagao:

Diagndstico: Pungao aspirativa Biopsia incisional Biopsia excisional

Diagndstico Histoldégico (HE)

Estadiamento (TNM): T N M

Doengas concomitantes:

Doencga: Data do diagnéstico

Avaliagao pré-cirurgica:

Condigao corporal:

Apetite normal/diminuido/aumentado

Hemograma:

Bioquimica sérica:

Procedimento cirurgico
Data / /

Técnica utilizada

Avaliacao de Margens

Linfonodos (infiltrag&o)
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Acompanhamento pés cirurgico imediato

Condigao do animal

Apetite Aumentado Normal Diminuido Obs:

Urina Normal Anormal Obs:

Fezes Normal Anormal Obs:

Cicatrizagao 10 dias Sim Nao

Ferida cirurgica considerada curada Data: A

Acompanhamento pés cirargico — Mensal

Més Data Recorréncia Localizagao (regional/a distancia)
1 Sim Nao
2 Sim Nao
3 Sim Nao
5 Sim Nao
6 Sim Nao
7 Sim Nao
8 Sim Nao
9 Sim Nao
10 Sim Nao
11 Sim N&o
12 Sim Nao

Seguimento apdés 1 ano e outros aspectos dignos de registo

Recidiva local Data _ / / | Obs:

Recidiva regional Data _ / / | Obs:

Outro tumor primario ([Data _ / [/ | Obs:

Metastizagao Sim/nao Linfonodos/pulmao/outro
Morte Natural/eutanasia Causa:
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