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RESUMO

ZANUNCIO, Virginia Vinha, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2020.
Expressiao de receptores de estrogeno e progesterona em sarcomas de
aplicacao em felinos. Analise clinica e histopatolégica. Orientador: Lissandro
Goncgalves da Conceicdo. Coorientadora: Fabricia Hallack Loures.

O sarcoma de aplicacao em felino (SAF) é uma neoplasia de origem mesenquimal
que surge apds a aplicacdo de vacinas ou medicamentos. Tem carater agressivo,
altas taxas de recorréncia podendo gerar metastases. Reacbes inflamatorias
cronicas sao consideradas o gatilho para o inicio da fase maligna. Pacientes com
tumores inoperaveis, doenga residual, recidivante ou metastatica tem poucas opgdes
de tratamento. Isto mostra a importdncia de pesquisas para avaliar perfis da
tumorogénese destas neoplasias e reconhecer alvos para a manipulagao
terapéutica. A expressao de receptores para estrogeno (RE) e progesterona (RP), no
cancer de mama, sdo conhecidos e consolidados como preditores de bom
prognéstico na medicina humana e veterinaria. A expressdo e o impacto desses
receptores no progndéstico dos sarcomas de partes moles vem sendo estudada,
principalmente em sarcomas uterinos em humanos, mas a expressividade dos
mesmos, nNos sarcomas cutaneos em gatos nao € conhecida. O objetivo deste
trabalho foi avaliar, por imuno-histoquimica, a expressao de RE e RP em 53 casos
de sarcomas de aplicagdo em felinos, correlacionando-os com aspectos clinicos,
histopatoldgicos e expressdo de Ki67. Trata-se de estudo retrospectivo, com blocos
de parafina. Caracteristicas clinicas, histopatologicas e imuno-histoquimicas foram
variaveis preditoras e a expressdao de RE, RP e tamanho tumoral variaveis
dependentes. Mais da metade dos casos, 38 (81%), estavam localizados no tronco.
O grau histopatologico Il foi observado em 56,6% dos casos. A expresséo de RE foi
observado na maioria dos casos (64%) tendo associagao significativa com numero
de mitoses (P=0,046) e intensidade de pleomorfismo (P=0,019). N&o houve
associacao significativa entre RP e as variaveis estudadas e, 62% dos casos foram
negativos para esse receptor. Houve correlacao positiva entre Ki67, pleomorfismo e
namero de mitoses. Tamanho tumoral se associou com presengca de células
gigantes (P=0,049). Desta forma, o estrégeno e tamanho tumoral, aparentemente,

tem efeito na patogénese desses tumores. Estudos futuros poderdo analisar e



comparar a expressdo de RE com caracteristicas clinicas prognosticas como
recidiva, metastases e sobrevida e explorar uma possivel acdo dos moduladores dos
RE e inibidores de aromatase na patogénese dessa doenca, como terapéutica
alternativa de baixo custo e com poucos efeitos colaterais.

Palavras-chave: Cirurgia veterinaria. Estrogeno. Gatos. Imuno-histoquimica.
Progesterona. Sarcomas. Vacinas.



ABSTRACT

ZANUNCIO, Virginia Vinha, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2020.
Expression of estrogen and progesterone receptors, clinical and
histopathological analysis in feline injection site sarcomas. Advisor: Lissandro
Goncgalves da Conceicdo. Co-advisor: Fabricia Hallack Loures.

Feline injection site sarcoma (FISS) is a neoplasm of mesenchymal origin, with an
aggressive character, with high recurrence and can lead to metastases. This
appears after the application of vaccines or medications. Chronic inflammatory
reactions are considered the trigger for the onset of the malignant phase of this
disease. Patients with inoperable tumors, residual, recurrent or metastatic disease
have few treatment options. This shows the importance of research to evaluate the
tumorogenesis profiles of these neoplasms and to recognize targets for therapeutic
manipulation. The expression of estrogen (ER) and progesterone receptors (RP), in
breast cancer, are known and consolidated as predictors of good prognosis in human
and veterinary medicine. The expression and impact of these receptors on the
prognosis of soft tissue sarcomas has been studied, mainly in uterine sarcomas in
humans, but their expressiveness, in cutaneous sarcomas in cats, needs further
studies. The objective of this work was to evaluate, by immunohistochemistry, the
expression of ER and PR in 53 cases of FISS and correlating them with clinical,
histopathological aspects and Ki67 expression. This is a retrospective study with
paraffin blocks. Clinical, histopathological and immunohistochemical characteristics
were the predictive variables and the expression of ER, RP and tumor size were the
dependent variables. The trunk was the most affected site, with 38 cases (81%).
Histopathological grade Ill was observed in 56.6% of the cases. The expression of
ER was observed in most cases (64%) with a significant association with the mitotic
index (P=0.046) and pleomorphism (P=0.019). Differences between PR and the
clinical, histopathological and other immunohistochemical variables studied were not
significant and 62% of cases were negative for this receptor. The Ki-67 antigen was
positively correlated with the number of mitoses and pleomorphism. Tumor size was
associated with the presence of giant cells (P=0.049). Thus, estrogen and tumor size
apparently have an effect on the pathogenesis of these tumors. Future studies will be

able to analyze and compare the ER expression with prognostic clinical



characteristics such as recurrence, metastasis and survival and explore a possible

action of ER modulators and aromatase inhibitors in the pathogenesis of this disease.

Keywords: Cats. Estrogen. Immunohistochemistry. Progesterone. Sarcomas.

Vaccines. Veterinary surgery.
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1. INTRODUCAO

A incidéncia de tumores subcutaneos em gatos, em sitios de injecéo,
aumentou na década de noventa nos Estados Unidos (HENDRICK & DUNAGAN,
1991). Isto coincidiu com o aumento do uso da vacina antirrdbica e da leucemia
felina (FeLV), ambas com virus mortos e adjuvantes da base de aluminio
(HENDRICK & GOLDSCHMIDT,1991). Esses tumores, identificados como
sarcomas, passaram a ser chamados "fibrossarcomas associados a vacinas" ou
"sarcomas poés-vacinais" ( HENDRICK & GOLDSCHMIDT, 1991; HENDRICK;
WANG, 1992). Outros estimulos, como injecdo de material estranho, trauma,
administracao parenteral de medicamentos e implantagdo de microchip poderiam
induzir reacao inflamatéria subcutanea ou intramuscular e acarretar transformagéao
neoplasica com o surgimento dos sarcomas. Por isto, este nome foi considerado
inapropriado e esses tumores passaram a ser denominados sarcoma de aplicagao
felino (SAF) (CARMINATO et al., 2001; DALY et al., 2008; LADLOW, 2013).

Reacoes inflamatérias em reposta a administracao de vacinas, medicamentos
e corpo estranho, com maiores riscos com as primeiras, levam a proliferacao
descontrolada de fibroblastos e miofibroblastos resultando, consequentemente, no
desenvolvimento dos SAF (LAWRENCE et al., 2012; HARTMANN et al., 2015).

Os SAF podem se desenvolver no subcutdneo ou compartimento
intramuscular e, raramente, na derme, geralmente, como tumores firmes, indolores,
bem circunscritos e moveis (HARTMANN et al., 2015; PORCELLATO et al., 2017).
Sao neoplasias com rapido crescimento, alta agressividade local e capacidade para
infiltrar tecidos adjacentes. Isto aumenta a necessidade de tratamentos cirurgicos
radicais, muitas vezes mutilantes e, mesmo assim, com altas taxas de recorréncia (
MARTANO et al., 2005; KLICZKOWSKA et al., 2015).

A prevaléncia dos SAF é de 1 a 1,3 por 1000 gatos vacinados (COYNE &
REEVES, 1992; LIPTAL & FOREST, 2007), mas esse indice pode ser maior, pois as
estimativas baseiam-se apenas em tumores submetidos a andlise histologica
(MCENTEE &PAGE 2001; KIRPENSTEIJN, 2006). Esses tumores surgem entre
alguns meses a cinco anos apds a aplicacdo da injecdo, mas o numero e o local
exato das mesmas s&o dificeis de serem estabelecidos na maioria dos casos
(KLICZKOWSKA et al, 2015). Os sarcomas de aplicacdo acometem,
frequentemente, felinos (EGGERS CARROLL; DUBIELZIG; SCHULTZ, 2002),
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embora tumores semelhantes foram relatados em furdbes (MUNDAY; STEDMAN;
RICHEY, 2003) e, muito ocasionalmente, em caes (VASCELLARI et al., 2003).

Os SAF sao neoplasias mesenquimais de baixa prevaléncia, mas sao, ainda,
um problema na prética veterindria devido a sua agressividade local, carater
iatrogénico, alto indice de recidiva e possibilidade de metastases. Para uma melhor
conduta terapéutica e preventiva dos mesmos, é necessario entender a patogénese,
aspectos anatomo-clinicos e moleculares dessa doenga (KIRPENSTEIJN, 2006). O
reduzido numero de opcgoes terapéuticas para pacientes com tumores inoperaveis,
doenca residual, recidivante ou metastatica, aumenta a necessidade de se estudar
marcadores imuno-histoquimicos para terapias alvo, manejo adequado e melhoria
do prognéstico dos SAF.

A expressao de receptores esterdides € um bom preditor para o progndstico
do cancer de mama (FISHER et al., 1981;1983). A positividade para receptores de
estrogeno tem sido, por mais de trés décadas, o biomarcador mais importante, ja
que a terapéutica hormonal aumenta a sobrevida (SHAGUFTA; AHMAD, 2018).
Estudos avaliaram também a expressdo de receptores de estrogeno (RE) e
receptores de progesterona (RP) em sarcomas de partes moles em humanos
(VALKOV et al., 2011; LI et al., 2013), a maioria avaliando o impacto prognéstico e
terapéutico desta expressdo em sarcomas uterinos (IOFFE et al, 2009;
THANOPOULOU et al., 2014). No entanto, a expressao dos receptores hormonais
em sarcomas cutaneos, é pouco conhecida tanto na medicina humana quanto na
veterinaria.

O desenvolvimento de abordagens terapéuticas eficazes, com custo acessivel
e com menos efeitos colaterais que os tratamentos habituais é necessario. Isto
podera beneficiar pacientes com doenga recorrente, residual ou metastatica, onde a
excisdo cirurgica ndao pode ser realizada e os tratamentos adjuvantes, como
radioterapia e quimioterapia ndo sao eficientes. O estudo da positividade e valor
prognostico da expressao dos RE e RP, nos SAF, & importante pela possibilidade de
se utilizar inibidores da aromatase ou moduladores dos receptores de esterdides
(terapia hormonal) como terapéutica alternativa e com menores efeitos colaterais,
para os casos com RE e/ou RP positivos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, por imuno-histoquimica (IHQ), a
expressdo de RE e RP em SAF correlacionando-a com aspectos clinicos,
histopatolégicos e expressao de Ki67.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histoérico e Epidemiologia

O aumento na incidéncia de sarcomas cutaneos em felinos a partir de 1987,
no nordeste dos Estados Unidos, coincidiu com a obrigatoriedade da administracao
da vacina antirrdbica e da FelV, produzidas a partir de virus inativado com
adjuvantes a base de aluminio. Isto levou ao desenvolvimento de pesquisas sobre
possiveis reacdes adversas pOs vacinacdo em gatos, sendo 0s sarcomas as
consequéncias mais graves (HENDRICK & GOLDSCHMIDT, 1991; HENDRICK &
DUNAGAN, 1991). Esses sarcomas foram, também, diagnosticados apés injecoes
de outras substancias além das vacinas, logo, passaram a ser chamados sarcomas
de aplicacéo em felinos (SAF) (CARMINATO et al., 2001).

A incidéncia dos SAF varia entre os estudos, o que tem sido atribuido a
dificuldades em se estudar tumores raros, diferenca nos protocolos de vacinacéo
entre paises e reduzido entendimento dos fatores de risco associados ao
desenvolvimento desses tumores (DEAN; PFEIFFER; ADAMS, 2013). Na Pol6nia, a
prevaléncia geral de SAF em felinos foi de 0,16%, porém, 13% das amostras
histopatolégicas de gatos e 45% dos tumores subcutaneos, nos mesmos, eram SAF
(KLICZKOWSKA et al., 2015). A prevaléncia de 6,8 a 21,1% dos tumores
ressecados submetidos a exame histopatolégico foi relatada no Canada em estudos
com amostras coletadas durante vinte anos (WILCOCK; WILCOCK; BOTTOMS,
2012). No Brasil, uma incidéncia de 2,8% foi observada levando-se em conta
amostras histopatologicas de felinos encaminhadas para analise (CECCO et al.,
2019). No entanto, a incidéncia no Reino Unido &, relativamente, baixa, um caso por
16.000-50.000 gatos registrados e um por 5000-12.500 gatos vacinados, o que pode
ser devido ao fato da vacinacdo antirrabica ndo ser um procedimento de rotina
nesse pais (DEAN; PFEIFFER; ADAMS, 2013). Uma taxa de 1,2 casos e 1,5 casos
de SAF por 10.000 felinos vacinados contra o virus da leucemia felina (FelLV) e
raiva, respectivamente, foi relatada (KASS et al. 1993). A prevaléncia da doenga em
felinos ndo diminuiu, mesmo com mudangas no protocolo de vacinagdo que
padronizou frequéncia e locais anatbmicos de aplicacdo dos tipos de vacina
(VACCINE-ASSOCIATED FELINE SARCOMA TASK FORCE. 2005).

A idade dos gatos afetados varia de oito a 11 anos sem diferencas entre raca
ou sexo (WILCOCK; WILCOCK; BOTTOMS, 2012).
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2.2 Patogenia

A causalidade entre a patogénese dos SAF e sua relacdo direta com a
vacinagao ou outras injecées nao esta definida. A hipétese mais aceita € que uma
reacdo inflamatéria no local da injecdo desencadeie um gatilho para expressar
fatores de crescimento envolvidos na regulacdo da angiogénese, proliferacdo
descontrolada de fibroblastos e miofibroblastos levando a transformagdo maligna
(NIETO et al., 2003; HARTMANN et al., 2015). Os SAF sdo mais comuns em locais
tipicos de aplicacdo de vacinas e injecbes, como regiao interescapular, lombar,
parede toracica lateral e abdominal (HARTMANN et al., 2015).

A vacina antirrabica e FeLV foram as uUnicas, inicialmente, relacionadas ao
desenvolvimento desses sarcomas (HENDRICK et al., 1994). No entanto, outras
vacinas como contra a panleucopenia felina (FPV), herpesvirus-1 felino (FHV-1) e
calicivirus felino (FCV) (BURTON; MASON, 1997; DE MAN; DUCATELLE, 2007) e
medicamentos como, glicocorticoides de agdo prolongada, penicilina (ESPLIN et al.,
1999; GAGNON, 2000; KASS et al., 2003), cisplatina (MARTANO; MORELLO;
BURACCO, 2011) e meloxicam (MUNDAY et al, 2011) podem, também, estar
envolvidas na patogénese. Gatos que receberam injecoes de glicocorticoides com
maior frequéncia na regido interescapular desenvolveram mais sarcomas no local se
comparado ao grupo controle (SRIVASTAV et al., 2012).

Sarcomas subcutaneos foram, também, relatados em local de sutura nao
absorvivel em um gato (BURACCO et al., 2002) e adjacente ao local de implantacao
de microchip em dois felinos (DALY et al, 2008; CARMINATO et al., 2011).
Associacdo entre a administragdo de vacinas e outros produtos injetaveis foi
encontrada no desenvolvimento de SAF (SRIVASTAV et al., 2012). A dificuldade em
se colher a historia patologica pregressa do felino ndo permite descartar vacinagéao
prévia no local de aplicagdo das substancias injetaveis. Assim, a implicagdo de
outros agentes como causadores dos SAF, além das vacinas, pode ser infundada
(WILCOCK; WILCOCK; BOTTOMS, 2012).

Vacinas com adjuvantes, como o aluminio encontrado em amostras de
bidépsia de SAF no interior de macrofagos e células gigantes (HENDRICK; WANG,
1992), parecem ser mais ligadas ao desenvolvimento desses sarcomas pela
inflamacgédo local mais intensa desencadeada por esses produtos (HENDRICK;
WANG, 1992; MADEWELL et al., 2001; SRIVASTAV et al., 2012). Esse adjuvante é

incorporado a vacinas inativadas para desencadear uma inflamacéao local necessaria
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para uma resposta imunoldgica adequada. No entanto, essa inflamagdo pode,
potencialmente, gerar um descontrole na proliferacdo e morte celular resultado em
transformagéo maligna (HARTMANN et al., 2015).

Um modelo multifatorial de carcinogénese, incluindo fatores genéticos,
iatrogénicos e locais pode explicar a patogénese dos SAF, ou seja, a resposta
inflamatéria individual do gato e as caracteristicas da vacina (ou material injetado)
sao fundamentais no desenvolvimento desses tumores (HENDRICK, 1999). O fato
de que nem todos os gatos desenvolvem SAF apds a vacinacao, a maior incidéncia
em irmaos de gatos afetados e que alguns animais tendem a desenvolver mais de
um sarcoma corroboram essa teoria (HARTMANN et al., 2015). Hiperploidia (KALAT
M, MAYR B, SCHLEGER W, 1991), transloca¢cdes (MAYR et al., 1996) e mutacdes
do gene supressor tumoral p53 foram encontrados em SAF (MAYR et al., 1998;
HERSHEY et al., 2005). A expressao anormal dos fatores de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblasto basico (FGF-b) e fator
transformador do crescimento alfa (TGF-alpha) sédo alteracbes genéticas que vém
sendo implicadas na patogénese dessa doenca (HENDRICK; BROOKS, 1994;
KIRPENSTEIJN, 2006).

Metaloproteinases de matriz (MMP-2 e MMP-9), enzimas proteoliticas
envolvidas na remodelacdo da matriz e facilitadoras da invasao tumoral e o inibidor
de metaloproteinases de matriz (TIMP-2) nao foram relacionados com o progndstico
dos SAF. Nesse estudo, a recidiva foi de 41%, mas nenhuma metastase foi relatada
em dois anos de acompanhamento (PORCELLATO et al., 2017).

Oncogenes virais poderiam facilitar o desenvolvimento acelerado de
sarcomas em locais de aplicacdo, mas papilomavirus, herpes virus e poliomavirus
nao foram correlacionados com a patogénese dos SAF (KIDNEY et al., 2000; 2001;
2001a; 2001b).

Um estudo retrospectivo, com 345 gatos que apresentaram SAF, demonstrou
um risco 50% maior de desenvolver sarcoma naqueles que receberam uma
aplicagéo de vacina na regiao interescapular (local ndo indicado atualmente para
vacinagdo) que os nao vacinados. Esse risco aumentava para 127% para aqueles
com duas aplicagdes e para 175% com trés ou mais aplicagdes no local (KASS et
al., 1993).
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2.3 Caracteristicas Clinicas, Histopatolégicas e Imuno-histoquimicas

Os sarcomas de aplicacdo sao, geralmente, tumores firmes, bem
circunscritos, parcialmente méveis, podendo apresentar necrose e ulceracao (Figura
1) (HARTMANN et al., 2015; KANG; SOUTHARD; HUME, 2017). Ocorrem, mais
comumente, no subcutdneo, podendo estender-se para a musculatura, enquanto
que os nao relacionados a aplicagdo ocorrem com maior frequéncia na derme
(PORCELLATO et al., 2017). Na maioria das vezes, os SAF se aderem a planos
profundos com rapido crescimento, invadindo estruturas adjacentes com projecdes
digitiformes (SEGUIN, 2002).

O periodo de laténcia dos SAF é variavel, podendo ser longo, dificultando a
correlacdo entre o surgimento do tumor e histéria de vacinacao, trauma ou injecao
de outros agentes (GOBAR & KASS, 2002; MARTANO; MORELLO; BURACCO,
2011).

»1‘\’
Figura 1. Sarcoma de Aplicagdo em Felino. N6dulo subcutaneo circunscrito
localizado na regiao lateral do abdémen.

A maioria dos SAF sao fibrossarcomas (72%), mas variantes histolégicas
como rabdomiossarcoma, myxossarcoma, lipossarcomas, leiomiossarcomas e
sarcoma histiocitico foram relatadas (HARTMANN et al., 2015; KLICZKOWSKA et
al., 2015). O tipo histopatologico do SAF € importante do ponto de vista morfolégico,
mas nao difere com relagdo ao prognéstico da doenca (ROMANELLI et al., 2008;
GIUDICE et al. 2010).

Os sarcomas sdo caracterizados, histopatologicamente, pela proliferacao de
células fusocelulares atipicas e uma quantidade variavel de células gigantes
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multinucleadas. Células inflamatérias (predominantemente linfocitos), areas centrais
de necrose e, em alguns casos, material azul acinzentado nos macréfagos,
consistente com adjuvante de vacinas a base de aluminio podem ser encontrados.
Areas granulomatosas podem ser identificadas nas zonas de transicdo para
sarcoma, sugerindo fortemente que a resposta inflamatéria a vacinacao antecede o
desenvolvimento dos sarcomas nos gatos (HENDRICK et al., 1994).

As caracteristicas histolégicas dos SAF, com evidente infiltrado perivascular
linfo-histiocitario, necrose central e infiltracdo de células tumorais diferem dos
sarcomas nao relacionados a aplicacado (MADEWELL et al., 2001). Além disso,
apresentam comportamento mais agressivo com rapido crescimento, invasédo local e
taxa de metastases se comparado aos demais sarcomas (HENDRICK et al., 1994).

A técnica IHQ permite identificar receptores celulares e moléculas
relacionadas a progressao tumoral e caracterizar o imunofenétipo das células
neoplasicas, constituindo fatores prognésticos importantes (RAMOS-VARA et al.,
2005). Nessa técnica anticorpos antivimentina sao especificos para proteina do
filamento celular mesenquimal e todos os casos de SAF foram positivos para esse
anticorpo (CARNEIRO et al., 2019).

Outros marcadores foram analisados nos SAF. A expressao de c-kit (receptor
de tirosino-quinase) nesses sarcomas foi baixa (26%) e sem associacdo com grau
histolégico e sobrevida. Além disso, a imunorreatividade para c-kit entre SAF e
outros tipos de sarcoma foi semelhante (SMITH; NJAA; LAMM, 2009). Também foi
avaliada a expressao aberrante de p53 nos SAF, pois células com auséncia ou
mutagcdo desse gene sofrem desregulagcédo do ciclo celular, dando origem a clones
aberrantes com potencial de transformagdo maligna. A positividade citoplasmatica
anormal para p53 foi associada a recorréncia mais precoce em relacdo a
positividade anormal nuclear, porém com sobrevida semelhante (HERSHEY et al.,
2005).

A expressao de STAT3 (Signal transducers and activators of transcription) foi
correlacionada com pior grau histoldgico dos SAF e o tratamento com doxorrubicina
reduziu o grau de expressado do STAT3 (PETTERINO et al., 2006).

Com relacdo a expressao de Cox-2, os resultados envolvendo sarcomas em
felinos divergem. N&o foi observado positividade desse marcador, por isto, 0 uso de
inibidores de ciclooxigenase nao estaria indicado nessa neoplasia (BEAM et al.,
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2003), por outro lado a positividade desse marcador e a correlacao positiva com
grau do tumor sugerem relacdo com progressao tumoral (PEREIRA, 2014).

Receptores para horménios esteroides regulam a transcricdo de genes
envolvidos na proliferacao celular e apoptose (FISHBEIN et al., 2007). RE, ativados
pelo hormbnio 17B-estradiol (estrogeno), sdo responsaveis pelo crescimento e
diferenciacdo das células alvo. RP tem acdo antagonista, mas em condi¢des
experimentais contribuem para a proliferagéo celular epitelial (VALKOV et al., 2011;
PATT & HAINES, 2016). O significado prognéstico da expressao de RE e RP em
neoplasias mamarias de caes (MILLANTA et al., 2005; MILLANTA et al., 2006) e
gatos (AKKOC; INAN; SONMEZ, 2012) e adenocarcinomas endometriais em felinos
(SARAIVA et al., 2015) foi avaliado. Oitenta casos de sarcomas cutaneos em caes
foram avaliados quanto a expressao de RE e RP sendo todos positivos para RP e
negativos para RE. A positividade do primeiro foi correlacionada com o grau do
tumor, atividade mitética e indice de proliferacdo celular apontando para uma
possivel participacdo da progesterona no desenvolvimento desses tumores
(LOURES et al., 2020).

Em humanos, a expressao de receptores de esteroides em sarcomas uterinos
e extrauterinos aumentou a sobrevida em caso de positividade dos mesmos (IOFFE
et al., 2009; VALKQV et al., 2011; THANOPOULOU et al., 2014). A sobrevida de
paciente com leiomiossarcoma retroperitoneal metastatico com RE positivo e uso de
tamoxifeno foi maior que a usual (LI et al., 2013). A positividade de RE e RP em
leiomiossarcomas uterinos e extrauterinos nas mulheres foram altas, porém a
expressao desses receptores nos sarcomas extrauterinos nos homens foi baixa
(CARVALHO; THOMAS; LUCAS, 2009). A expressao de receptores de esteroides se
correlacionou com um melhor prognodstico nesses sarcomas (CARVALHO;
THOMAS; LUCAS, 2009; IOFFE et al., 2009). A expressdo de receptores de
esteroides em sarcomas cutaneos em humanos (dermatofibrossarcoma) néo teve
associacdo com caracteristicas clinicas (KREICHER et al., 2016), apenas a
associacao entre RP e localizagdao do tumor foi encontrada (MENG et al., 2018).

Com relagdo ao o0sso, sabe-se que o0s osteoblastos expressam,
fisiologicamente, RE. A expressdo desse receptor é perdida nos osteossarcomas
sugerindo que o estrégeno possa se comportar como um supressor tumoral. A
reversdo desse silenciamento epigenético dos RE com uso de inibidores da

metiltransferase € uma opcdo terapéutica nesses sarcomas por promover a
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diferenciacao, inibir fatores de crescimento e proliferacao celular (LILLO OSUMA et
al., 2019).

Nao ha estudos avaliando a expressao de RE e RP em sarcomas
subcutaneos em gatos nem o impacto do uso de moduladores de receptores de
esteroides ou inibidores da aromatase no prognéstico desses sarcomas.

2.4 Diagnéstico e Tratamento

O diagndstico definitivo de SAF é feito por bidpsia e exame histopatologico da
massa subcutanea que pode ser guiada por exames de imagem (LADLOW, 2013). A
citologia, realizada por puncdo com agulha fina, tem menor acuracia diagnostica
porém, pode excluir diagnosticos diferenciais como abscessos (SABA, 2017).

O SAF é, geralmente, diagnosticado em estagios avangados, com mais de
35% dos tumores tendo didmetro maior que cinco centimetros e, apenas, 25% dos
casos menores que dois centimetros (KLICZKOWSKA et al., 2015). Em 2015, um
guideline europeu propbs uma diretriz para realizar biopsia de qualquer massa que
persistir apos trés meses da vacinacdo (ap6s a vacinacdo ha um processo
inflamatério esperado com formagao de nédulo em 100% dos casos necessario a
estimulacao imunolégica, mas que deve regredir em até trés meses), for maior que
dois centimetros ou com crescimento progressivo apdés um més da vacinacao
(HARTMANN et al., 2015).

Os critérios para o diagnéstico dos SAF incluiam a visualizacdo de material da
vacina fagocitado pelos macréfagos, histéria de administragcdo de vacinas e
localizagdo em sitios da vacinacdo. Esses critérios, muito rigorosos, subestimavam
os casos de SAF que eram considerados muito raros, de 1 a 13 por 10.000 gatos
(HENDRICK et al., 1992, HENDRICK et al. 1994). O numero de sarcomas, em um
universo de 31.671 gatos, associado ao sitio da vacina foi ainda menor, 0,63 por
10.000 animais (GOBAR; KASS, 2002). A histéria de injecdo local e a vacina
administrada séo de dificil determinacao além de raramente ser encontrado material
acinzentado no interior dos macréfagos (KLICZKOWSKA et al.,, 2015). Por isto,
passou-se a considerar a presenca de dois critérios para o diagnéstico de SAF:
carater histopatolégico de tumor mesenquimal maligno e topografia em local onde as
injecbes sao rotineiramente realizadas (KLICZKOWSKA et al., 2015). Desta forma, a
prevaléncia de SAF na populacdo de gatos aumentou e toda massa que preencher
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esses critérios deve ser tratada como SAF, ou seja, de forma agressiva (SABA,
2017).

O tamanho real e limites da neoplasia devem ser determinados com
tomografia computadorizada (TC) ou ressonancia nuclear magnética (RNM), pois o
tamanho tumoral geralmente é maior que o estimado pelo exame fisico (TRAVETTI
et al., 2013). Isso aumenta a chance de uma excisao total e sobrevida livre da
doenca (LADLOW, 2013). Além disso, esses métodos de imagem sao Uteis no
diagnéstico de metastases (HARTMANN et al, 2015) e no pés-operatério,
fornecendo informacdes sobre a area que precisa ser reabordada ou guiando o
campo de radiacao (MCENTEE; PAGE, 2001).

O exame fisico completo com palpacao de linfonodos além da solicitacao de
hemograma completo, bioquimica sérica, urindlise, radiografia de térax (irés
incidéncias) e ultrassonografia da cavidade abdominal sdo necessarios para o
estadiamento dos SAF (SEGUIN, 2002).

A taxa de metastase dos SAF varia entre 10-28% (HERSHEY et al., 2000),
sendo o pulmao o local mais comum, seguido de linfonodos regionais, rim, baco,
intestino e figado (SANDLER; TEEGER; BEST, 1997; KOBAYASHI et al., 2002).

A terapia de primeira linha para os SAF é a cirurgia radical agressiva com
margens laterais e profundas de cinco e dois centimetros respectivamente, para
evitar a recorréncia do tumor (PHELPS et al, 2011). Casos em que se tenha
acometimento de estruturas 6sseas, como escapula, processo espinhoso ou pelve
devem ser removidos durante a cirurgia (SEGUIN, 2002). Exame histopatolégico das
margens cirurgicas, apds a excisdo do tumor, € obrigatdrio para garantir sua exciséo
completa (ZABIELSKA-KOCZYWAS; WOJTALEWICZ; LECHOWSKI, 2017). No
entanto, a relagdo entre tamanho das margens e as taxas de recorréncia, em 24
casos de SAF, ndo foi demonstrada, mas os tumores devem ser ressecados com
margens livres (PORCELLATO et al, 2017). A recidiva ocorreu, geralmente, nos
primeiros seis meses apos a cirurgia (HENDRICK et al., 1994), em 19-22% dos
tumores com margens livres a microscopia comparado com 58-69% para aqueles
excisados com margens comprometidas (GIUDICE et al., 2010; PHELPS et al.,
2011).

As complicagcdes mais comuns no pés-operatério sdo seroma, deiscéncia e
infeccdes (ROMANELLI et al., 2008; PHELPS et al., 2011). A duracéo da cirurgia foi
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o Unico fator envolvido em complicacbes com a ferida operatéria apos exérese dos
SAF (CANTATORE et al., 2014).

A associacdao de tratamentos neo e adjuvantes como radioterapia,
quimioterapia e/ou imunoterapia, dependo do estadiamento do paciente, melhora o
prognéstico dos SAF (ZABIELSKA-KOCZYWAS; WOJTALEWICZ; LECHOWSKI,
2017). Radiagao pré-operatéria ou pos-operatdria diminui as taxas de recorréncia e
prolonga os tempos de remissdo (CRONIN et al., 1998; KOBAYASHI et al., 2000). Ja
os beneficios da quimioterapia sao controversos. Um estudo mostrou resultados
semelhantes para gatos controle (tratamento cirargico apenas) e tratados com
cirurgia e doxorrubicina (MARTANO et al., 2005), porém outro estudo apresentou
beneficios da quimioterapia neo e adjuvante (BRAY; POLTON, 2014). A
quimioterapia € utilizada, principalmente, como tratamento paliativo em gatos com
SAF irressecavel ou sem condicoes cirurgicas (HARTMANN et al., 2015).

O uso de inibidores da tirosino-quinase (mesilato de masitinibe) nos SAF
tiveram efeito anti-proliferativo (LAWRENCE et al.,, 2012), porém a eficacia do
masitinib deve ser melhor estudada pois outro inibidor de tirosino-quinase, o
toceranib, ndo apresentou o mesmo efeito (HOLTERMANN; KIUPEL;
HIRSCHBERGER, 2016). O toceranib é consolidado no tratamento de mastocitomas
em caes (HAHN et al., 2008) e o masitinib em tumores sélidos em humanos (SORIA
et al., 2009).

A imunoterapia parece ser promissora (JAHNKE et al., 2007; HUTTINGER et
al., 2008; JAS et al., 2014). O uso de terapia genética neoadjuvante com um vetor
ndo viral, expressando fator estimulador de colénias de granulécitos-macréfagos
felinos (GM-CSF) ou uma combinacgao dos genes felinos GM-CSF, interleucina (IL-2)
e interferon-y (INF-y), foi bem tolerado por gatos e mostrou resultados promissores
(JAHNKE et al., 2007; HUTTINGER et al., 2008). A imunoterapia estimula células T
anti-tumorais e € injetada no subcutdneo na cicatriz cirdrgica. A IL-2 felina
recombinante esta disponivel na Europa para tratamento do SAF combinada com

tratamento cirargico e radioterapia (JAS et al., 2014).

2.5 Fatores Prognésticos e Prevencao

A aplicacdo das vacinas em locais anatdmicos que acarretariam menores
complicagdes cirurgicas, caso o sarcoma de aplicacao se desenvolvesse no local, foi
recomendada nos Estados Unidos (VACCINE-ASSOCIATED FELINE SARCOMA



25

TASK FORCE, 2005). Isto mudou a localizacdo dos SAF e as injecoes passaram a
ser dadas em locais onde a cirurgia, provavelmente, levaria a uma cura completa, ou
seja, a regiao interescapular passou a ser evitada (HARTMANN et al., 2015). Os
SAF, antes de 1996, eram cinco vezes mais frequentes na regido interescapular que
em outro local. A localizacdo desses tumores mudou para os membros toracicos e
pélvicos com reducao de 53,4% para 39,5% na regido interescapular e aumento de
1,1% para 9,5% no membro pélvico direito (recomendado para vacinacao
antirrdbica) e no membro pélvico esquerdo (recomendado para vacinacao contra
leucemia) (SHAW et al., 2009). No Reino Unido, a regido interescapular é, ainda, o
sitio mais afetado (84%), seguido da femoral (6%), flanco (5%), regides lombares
(3%) e gluteas (2%) (KASS et al, 2003). Na Pol6nia, sarcomas na regiao
interescapular sdo, ainda, comuns (KLICZKOWSKA et al., 2015) aumentando a
importancia do monitoramento pés-vacinacdo (HARTMANN et al., 2015).

As orientacoes para prevengcao dos SAF, além da administracdo de injecdes
em locais onde a cirurgia levaria a cura completa com menos complicagdes (como
amputacao de um membro) incluem; reduzir a reagao inflamatéria no local de
aplicacao, evitando a administragcdo de substancias irritantes e vacinar com a
frequéncia necessaria ou seja, de acordo com as Diretrizes atuais de vacinacao
(SCHERK et al., 2013; HARTMANN et al., 2015) As vacinas devem ser divididas em
essenciais e ndo essenciais. As primeiras sdo recomendadas para todos os gatos e
incluem panleucopenia felina, herpesvirus felino-1, calicivirus felino e antirrabica, em
areas endémicas ou onde exigido por lei. Vacinas ndo essenciais incluem as FelV,
Chlamydophila felis, Bordetella bronchiseptica, peritonite infecciosa felina (PIF) e
anti-dermatofitas que s6 devem ser administradas apds avaliagdo individual de
risco/beneficio considerando habitos de vida, idade e ambiente em que os animais
vivem (SCHERK et al., 2013).

A American Association of Feline Practioners (SCHERK et al, 2013)
recomenda a padronizacdo dos locais anatdmicos para a aplicacdo das vacinas.
Vacinas contra panleucopenia felina (FPV), herpes virus tipo 1 (FHV-1) e calcivirus
felino (FCV) devem ser administradas na regido distal do membro toracico direito;
FeLV na regido distal do membro pélvico esquerdo; e vacinas antirrdbica distalmente
no membro pélvico direito (SCHERK et al., 2013). A vacinagdo na cauda foi bem
tolerada, com os gatos desenvolvendo resposta imunolégica comparavel a aplicagao
em outros locais (HENDRICKS et al., 2014).
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O desenvolvimento dos sarcomas nao variou com o tamanho da agulha,
velocidade de injecao e aplicacao de pressao manual apés injecdo. Por outro lado,
temperaturas mais baixas das vacinas foram associadas a um maior risco de
desenvolvimento de SAF. Por isto, as vacinas devem ser retiradas da geladeira 15
minutos antes da injecao para reduzir o risco de desenvolvimento dos sarcomas sem
reduzir a eficacia vacinal (KASS et al., 2003).

Vacinas inativadas com adjuvantes foram mais associadas ao
desenvolvimento do sarcoma em um estudo de caso-controle (SRIVASTAV et al.,
2012). Por isto, aquelas sem adjuvantes ou recombinantes devem ser preferidas.
Para o rastreio e diagnostico precoce dos SAF € importante o registro correto nos
prontuarios médicos do paciente como locais das injecdes, tipos de vacinas e
medicamentos administrados, data da aplicagdo, acompanhamento pds-vacinacao
(HARTMANN et al.,, 2015) e seguimento das recomendacdes internacionais dos
locais preferenciais de aplicacdo (KLICZKOWSKA et al., 2015).
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdao de RE e RP em SAF e
correlaciona-las com a taxa de crescimento do tumor (Ki67), grau histologico
(somatorio dos escores diferenciacdo, necrose e indice mitético) e outras variaveis
histopatolégicas (infiltracdo nos tecidos, presenca de células gigantes, infiltrado
linfocitario, pleomorfismo) e aspectos clinicos (idade, sexo, localizagdo e tamanho

das lesoes).
3.1. Objetivos especificos

3.1.1. Realizar uma analise descritiva das variaveis clinicas, histopatoldgicas e IHQ
nos SAF;

3.1.2. Avaliar a expressao IHQ dos RE e RP nos SAF;

3.1.3. Categorizar a expressao IHQ dos RE e RP nos SAF;

3.1.4. Associar a expressao de RE e RP com outras variaveis histopatolégicas além
do grau histolégico;

3.1.5. Categorizar o tamanho tumoral e realizar testes de associacao com variaveis

clinicas, histopatolégicas e IHQ.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de Estudo e amostra

Este estudo foi retrospectivo com arquivos de blocos de parafina e laminas
histol6gicas do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa e
de laboratérios veterinarios privados que encaminharam material para analise e
diagnéstico histopatoldgico, no periodo de 2009 a 2018. Os espécimes estudados
foram coletados por biépsia cutédnea (punch, incisional ou excisional).

Um sarcoma subcutaneo em felino é considerado de aplicacao se tiver carater
histopatolégico de tumor mesenquimal maligno e topografia em local onde as
injegcbes sao rotineiramente realizadas (KLICZKOWSKA et al.,, 2015). Foram
selecionados 56 casos de sarcomas, porém trés casos foram excluidos do estudo
pois estavam em topografia ndo compativel com aplicacao de injegdes (um na orelha
e dois na palpebra), totalizando 53 casos. Desta forma, foram selecionados os casos
de sarcomas subcutdneos em felinos em locais compativeis com aplicagdo de
substancias e com caracteristicas histomorfoldégicas compativeis com tais sarcomas
(HENDRICK et al., 1994).

Dados demogréficos e clinicos, incluindo a idade no momento do diagndstico,
sexo, localizacao e tamanho do tumor foram obtidos dos formularios de requisicéo
do exame dermatopatolégico ou por contato telefénico ou e-mail com os médicos

veterinarios assistentes.

4.2 Histopatologia

Os espécimes, provenientes do arquivo, foram fixados em formalina,
processados, incluidos em parafina e corados em hematoxilina e eosina. Estes
foram reexaminados sob microscopia Optica de luz e reavaliados histologicamente
em relagdo ao diagndstico, grau histoldgico, infiltracdo nos tecidos adjacentes,
infiltrado linfocitario, pleomorfismo e presenga de células gigantes.

Os casos foram revisados por dois patologistas e, em caso de desacordo,
reavaliados por um terceiro. O grau histologico dos SAF foi classificado de acordo
com o sistema de classificagdo dos sarcomas de partes moles (TROJANI et al.,
1984) que leve em conta a somatéria dos escores: grau de diferenciagédo, taxa
mitética e porcentagem de necrose (Tabela 1).
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Tabela 1. Sistema de Graduacao para Sarcomas de Partes Moles (TROJANI et al., 1984)

Escore de diferenciacao

1. Sarcomas que lembram o tecido mesenquimal maduro normal

2. Sarcomas com o tipo histol6gico determinado, mas de forma menos evidente
3. Sarcomas indiferenciados

Escore de indice mitético (n° de figuras de mitose/10 campos de grande aumento - 400x)
1.0-9

2.10-19

3.>19

Escore de necrose tumoral
0. Ausente

1. <50% de necrose

2. > 50% de necrose

Grau histol6gico e escore total (somatério dos escores da diferenciacao, indice mitético e
necrose tumoral)

<3

I140ub

=6

4.3 Imuno-histoquimica

A técnica de IHQ envolve a aplicacao de substancias quimicas resultando em
reacbes diretas antigeno-anticorpo que resultam na marcacdo da proteina
pesquisada com um cromogeno de um tecido.

Os blocos de parafina foram cortados com trés micra de espessura e
distendidos sobre laminas silanizadas carregadas eletricamente (Starfrost®). A
técnica e os anticorpos utilizados seguiram o protocolo definido pelo Laboratério de
Patologia Comparada da Universidade Federal de Minas (UFMG) (Tabela 2).

A origem mesenquimal dos tumores fusocelulares de partes moles foi
confirmado com anticorpos anti-vimentina. O indice de proliferagéo celular (Ki67) foi
utilizado para avaliar a fracao de crescimento dos tumores (CARNEIRO et al., 2019).
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Tabela 2. Anticorpos primarios (Primario), marca, clone, diluicdo (Dil.), método de
recuperacao antigénica (Recuperacdo), tempo de incubagcdao (AT), anticorpo
secundario (Secundario) e cromédgeno (Crom.) utilizados nas reacées imuno-

histoquimicas para imunomarcacgao dos SAF:
Primario Marca Clone Dil. Recuperacao AT Secundario Crom.

ER- Estrogen Novocastra

Receptor 6F11 Citrato pH6

(NCL-ER- 1:20  + Pascal 18h Novolink  DAB

6F11)

Progesterone Novocastra 1A6

(NCL-L-PGR) 1:50  Citrato pH6 18h Novolink  DAB
+ Pascal

Monoclonal Dako, MIB-

Mouse anti- Glostrup, 1 1:50  Citrato pH6 18h Novolink  DAB

Human Ki67  Denmark + Pascal

Antigen

Monoclonal Novus Bio  SPM

Mouse 576 1:50  Citrato pH6 18h Novolink  DAB

Vimentin 0 + Pascal

Antibody

As laminas foram colocadas em estufa por 30 minutos a 70°C, para a
realizacdo da técnica de IHQ e, apds, os cortes histoldgicos foram desparafinizados
em xilol, hidratadas em alcool etilico em diluicbes decrescentes e submetidos a dez
lavagens com agua destilada. A recuperacao antigénica foi feita em calor imido
pressurizado a 125°C (Pascal® Pressure Cooker; Dako Cytomation, Glostrup,
Denmark) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako Cytomation, Glostrup,
Denmark). As laminas foram resfriadas em temperatura ambiente por 20 minutos e
lavadas em PBS (tampao fosfato-salino ou phosphatebuffered saline) trés vezes por
5 minutos. O tampao de lavagem PBS é uma solucdo salina utilizada entre os
passos da reacao de IHQ para ajudar a manter o pH constante entre 7,4 — 7,6 (pH
proximo ao do corpo humano) durante a reacao, facilitando a ligacao antigeno-
anticorpo.

O bloqueio da peroxidase enddgena com o KIT NovolLink "Bloqueio da
Peroxidase" foi realizado por duas vezes de cinco minutos para se evitar a
interferéncia de enzimas endogenas e a ligacdo inespecifica dos anticorpos
(marcadores) com proteinas do tecido. Apds lavagem com PBS, foi colocado o
"Bloqueio de proteina" do KIT NovoLink por quinze minutos e adicionado o anticorpo
primario e as laminas foram mantidas na geladeira a 4°C durante 18 horas
(overnight). Apds incubacao overnight, trés lavagens com tampao PBS, durante

cinco minutos cada, foram realizadas e entdo, utilizado o sistema de polimero com
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anticorpo secundario ligado a peroxidase (Novolink Polymer Detection Sistem; Leica
Biosistems, Newcastle upon Tyne, UK) de acordo com as recomendagbes do
fabricante. As preparagdes histolégicas foram lavadas com tampao PBS e o
complexo revelado com cromogeno 3’3-diaminobenzidina (Liquid DAB+Substrate
Chromogen system; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, USA), contra-
coradas com hematoxilina de Harris e lavadas em agua corrente por cinco minutos.
ApGs este processamento, as amostras foram desidratadas em alcool etilico em
diluicbes crescentes, diafanizadas em xilol e as laminas foram contra-coradas com
Hematoxilina de Meyer e montadas com resina e laminula (Figura 2).

Diluentes foram utilizados no lugar do anticorpo primario para os controles
negativos (Dako EnVision FLEX Antibody Diluent) em amostra de sarcoma
proveniente do estudo. O controle positivo foi mama felina para receptores de
progesterona e estrégeno e pele peritumoral para os demais anticorpos (Ki67 e
vimentina). Os materiais utilizados no controle positivo (mama e pele peritumoral)
foram obtidos de blocos de parafina de arquivo histopatolégico.

O tecido adjacente peritumoral foi analisado quanto a expressao de RE e RP
para se avaliar o comportamento da expressdao hormonal do tecido normal e
neoplasico.

A interpretacdo IHQ foi realizada sob microscopia Optica de luz com as
neoplasias examinadas em menor aumento para identificar as areas de maior
intensidade de coloracdo. Areas com intensa inflamacdo ou necrose foram evitadas,
pois células inflamatorias podem ser positivas para Ki67.

A andlise da expressao do Ki67 foi realizada por dois observadores e
calculada a porcentagem de nucleos positivos em 500 células neoplésicas contadas
manualmente, em cinco campos de grande aumento (40x), em areas de imagem de
melhor marcacao (hot spots/zonas quentes).

A imunorreatividade para RE e RP foi avaliada seguindo o consenso da
Sociedade Americana de Oncologia e Colégio Americano de Patologia que,
considera positivo, casos com pelo menos 1% das células coradas por tais
marcadores (HAMMOND et al., 2010) e foi estratificada de acordo com a
porcentagem de nucleos imunorreativos apds analise de dois observadores: 0,
negativo; 1+ (1 a 25%); 2+ (26 a 50%); € 3+ (51 a 75%); 4+ (76 a 100%) (KELLEY et
al., 2004).
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O diagnéstico de tumores mesenquimais foi confirmado com anticorpos anti-
vimentina (CARNEIRO et al., 2019).

CorA\fe_cgéo Anticorpo » Lavagem PBS
Lamina Secundario
L Polimero
Desparafinizagao

Lavagem PBS

4 * A

Lavagem H20 - Lavagem PBS
destilada Incubacgéao 3
= . ) Cromégeno
Recuperagéo Bloqueio Proteina

Antigénica f ‘
‘ Contra
Lavagem PBS coloragéo

Resfriamento
@ 4

Bloqueio Montagem
Lavagem PBS » Peroxidase

Figura 2. Fluxograma da imuno-histoquimica do Laboratério de Patologia
Comparada da UFMG.

4.4. Analises Estatisticas

Os dados das caracteristicas clinicas (sexo, idade, localizacdo e tamanho dos
tumores), histopatoldgicas (diferenciagdo, numero de mitoses, necrose, grau,
infiltrado linfocitario, infiltragdo nos tecidos, presenca de células gigantes e
pleomorfismo) e imuno-histoquimicas (marcacao para receptores de estrogeno,
progesterona e Ki67) foram submetidos a analise descritiva para se conhecer a
natureza e orientar a abordagem das andlises. Os escores, para expressao de
receptores de estrogeno e progesterona e tamanho tumoral, foram relacionados a
fracdo de crescimento (Ki67), caracteristicas histopatolégicas dos tumores e aos

parametros clinicos supracitados.



33

Os dados foram tabulados no software Microsoft Excel 2016 e processados
em software IBM SPSS Statistics 20 com nivel de significancia de 5%. O teste de
Shapiro-Wilk foi utilizado em todas as variaveis quantitativas para verificar o padrao
de normalidade de seus dados. Os dados das variaveis paramétricas foram
submetidos ao teste T para amostras independentes. As variaveis ndo paramétricas
foram analisadas com o teste de Mann-Whitney. As variaveis categéricas foram
analisadas com o teste de Qui-Quadrado de Pearson e Teste Exato de Fisher. As
correlagdes foram avaliadas com o teste de Spearman.

4.5. Aspectos éticos

Nesse estudo nao foram utilizados animais vivos e sim material biolégico
(blocos de parafina) de arquivos de laboratérios de patologia. A metodologia
empregada foi submetida e aprovada pela Comissao de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Vigosa (n°41/2018).
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Dos 53 casos de sarcomas subcutdneos em gatos, 29 (55%) eram fémeas e

24 (45%) machos, com relagdo macho/fémea de 1:1,2. A idade média dos gatos foi

de 10,7 anos * 4,2 e a mediana do tamanho dos tumores (n= 33) foi de 3cm (1,9-

5,3).

A localizacao dos tumores foi referida em 47 casos, sendo mais da metade,

38 (81%) no tronco, sete (15%) nos membros, um (2%) na cauda, e um (2%) na

regiao cervical (Figura 3).

0 - Segmento cefalico

1 - Tronco (cranial e caudal)
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3 - Cauda

e - Ponto aproximado da localizagdo
dos tumores avaliados*
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* Os dados coletados ndo permitem a
localizagdo exata, mas apenas uma
estimativa aproximada do local do

tumor.
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Figura 3. Distribuicao e localizacdo anatdémica dos sarcomas de aplicagdo em

felinos (n= 47).

A maioria dos casos foi histogicamente compativel com fibrossarcoma 32

(60%), seguido do fibromixossacoma 12 (22%). Dois casos foram sarcomas
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indiferenciados e sete (13%) demais apresentaram duas variantes histoldgicas
(leiomiossarcomas, sarcoma anaplasico de células gigantes e lipossarcoma). O
escore da maioria dos SAF foi 2 para a diferenciacao (77,3%), 3 para indice mitético
(50,9%) e 1 para porcentagem de necrose (54,7%). A maioria dos casos, baseado
na somatéria desses escores, foi histologicamente classificada como grau Il
(56,6%). Outros parametros como infiltracdo nos tecidos, presenca de células
gigantes, infiltrado linfocitario e pleomorfismo foram avaliados (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas histopatoldgicas dos Sarcomas de Aplicacao em
Felinos (n=53)

Variavel N %
Diferenciacao (n=53)

Sarcoma que lembra tecido normal 9 17%
Sarcoma com tipo histolégico indeterminado e diferenciacdo menos

evidente a1 77%
Sarcoma indiferenciado 3 6%
Necrose (n=53)

Ausente 4 7%
< 50% de necrose 29 55%
> 50% de necrose 20 38%
Indice mitdtico (n=53)

0-9 9 17%
10-19 17 32%
>19 27 51%
Grau histologico (n=53)

I 3 6%
Il 20 38%
I 30 57%
Infiltracdo nos tecidos (n=51)

Derme 1 2%
Hipoderme 33 65%
Derme + Hipoderme 17 33%
Células gigantes (intensidade) (n=53)

Ausente 33 62%
Leve 9 17%
Moderado 6 11%
Alta 5 9%
Infiltrado linfocitario (n=53)

Ausente (0/3+) 4 8%
Leve (+/3+) 17 32%
Moderado (++/3+) 17 32%
Alta (+++/3+) 15 28%
Pleomorfismo (n=53)

Leve 8 15%
Moderado 25 47%

Alto 20 38%
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Todos os casos, na imuno-histoquimica, foram positivos para o anticorpo anti-

vimentina, confirmando a origem mesenquimal desses tumores (Figura 4).

Figura 4. Imunomarcacao para Vimentina em Sarcoma de Aplicacao em Felino
(20x).

A expressao de RE (Figura 5) foi ausente em 19 (36%) dos casos, 1+ em 28
(53%), 2+ em 3 (6%), 3+ em 3 (6%) e nenhum apresentou reatividade para 4+. Em
relacdo aos RP (Figura 6), foram negativos em 33 (62%) casos, 1+ em 12 (23%), 2+
em 8 (14%) e nenhum teve imunomarcagao de 3 ou 4+. O indice de proliferacao
celular (ki67) apresentou mediana de 0,12 (0,07 — 0,23). Na Figura 7 pode-se
observar imunomarcacao para Ki67 (Figura 7) e no apéndice A uma descricao da
expressao IHQ nos SAF.

O tecido peritumoral ndo apresentou reatividade para RE e RP.
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Figura 5. Imunomarcagao para estrogeno em Sarcoma de Apllcagao em Felino.
Imunorreatividade de 3+. Aumento de 60x (A) e 40x (B).
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Figura 6. Imunomarcagéao para progesterona em Sarcoma de ApI|cagao em Felino.
Imunorreatividade de 2+. Aumento de 60x (A) e 40x (B).

F|ura 7Imunomarcagao para K|67 em Sarcoma de Apllcagao em Fellno Indlce de
proliferacao celular de 44,6% (A) e 14,4% (B). Aumento de 40x.

A expressao dos RE e RP foram estratificadas, de acordo com a porcentagem

de nucleos imunorreativos e, associada ao grau histolégico. Sarcomas grau 1 néo
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foram positivos para RE ou RP. A expressdo de RE e RP n&o diferiram entre os

graus (Figura 8).

(A) (B)
p" = 0,063 p" =0,091
Ul T
- OR =3,00(0,93-8,70) . OR =4,51(0,87-23,35)
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Figura 8. Estratificacdo da intensidade de expressao de receptores de estrogénio
(A) e progesterona (B) em ausente, +/4+, 2+/4+, 3+/4+. 4+/4+, em funcdo do grau
histolégico dos sarcomas de aplic gao em felinos com testes de associagao
considerando os graus 2 e 3. (n=53) *Teste Exato de Fisher; TOR= Odds Ratio com
intervalo de confianca de 95%

Foi realizado teste de associacao entre auséncia ou presenca de expressao
de RE e RP e as variaveis clinicas, histopatologicas e IHQ. A expressao de RE se
associou significativamente com a atividade mitética. A expressdao de RE nos
tumores com escore 1, para atividade mitética, foi menor que naqueles com escore 3
(P=0,046), ou seja, a probabilidade de tumores com escore 3 de indice mitdtico
expressar RE é 5,7 vezes maior que aqueles com escore 1. A intensidade de
pleomorfismo se associou com RE (P=0,019) (Tabela 4). Nao houve associacao
significativa entre RP e as variaveis clinicas, histopatolégicas e demais IHQ
estudadas (Tabela 5). Os casos que apresentaram expressao positiva para RE, 18
(53%) e 16 (47%) foram negativos e positivos para RP respectivamente. Por outro
lado, os casos negativos para RE, 15 (79%) foram negativos para RP e 4(21%)
foram positivos para esse receptor.

O tamanho tumoral foi estratificado, considerando, 3cm como ponto de corte
(mediana do tamanho tumoral do estudo). O tamanho tumoral se correlacionou
(n=33, P=0,008, r=0,455) e se associou, significativamente, com a presenga de
células gigantes (P=0,049) (Tabela 6).
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Tabela 4 — Caracteristicas clinicas, histolégicas e imuno-histoquimicas associadas a
auséncia ou presenca de receptores de estrogénio em Sarcomas de Aplicacdo em

Felinos (n= 53)

Receptores de estrogénio (RE)

Auséncia Presenca OR' (IC* 95%) p
(n=19) (n=34)
Dados clinicos
Sexo
Macho 8 (42%) 16 (47%) 1 0,780"
Fémea 11 (58%) 18 (53%) 0,82 (0,26 — 2,54)
Histologia
Diferenciacao
Diferenciado 6 (32%) 3 (9%) 1
Mal diferenciado 13 (68%) 28 (82%) 4,31(0,93-19,98) 0,067 "
Indiferenciado 0 (0%) 3 (9%) 0,182
Grau histologico
| (£3) 3 (16%) 0 (0%) 0,093
Il (4-5) 8 (42%) 12 (35%) 1
11l (=6) 8 (42%) 22 (65%) 1,83 (0,55 — 6,13) 0,322"
Numero de mitoses 15 (6 — 25) 21 (13 -25) 0.190"
Indice mitético*
0-9 6 (32%) 3 (9%) 1
10-19 6 (32%) 11 (32%) 3,67 (0,67 — 20,19) ,218%¢
>19 7 (37%) 20 (59%) 571 (1,12-29,21) 0,046
Necrose
Ausente 1 (5%) 3 (9%) 1
<50% 11 (58%) 18 (53%) 0,55 (0,50 — 5,92) 1,000
>50% 7 (37%) 13 (38%) 0,62 (0,54 — 7,12) 1,000
Células gigantes
Ausente 12 (63%) 21 (62%) 1 0,920
Presente 7 (37%) 13 (38%) 1,06 (0,33 — 3,38)
Infiltrado Linfocitdrio
Ausente 1 (5%) 3 (9%) 1 1,000%¢
Presente 18 (95%) 31 (91%) 0,57 (0,06 — 5,94)
Pleomorfismo*
Leve 6 (32%) 2 (6%) 1 0,019%"
Moderado/Alto 13 (68%) 32 (94%) 7,39 (1,32-41,46)
Imuno-histoquimica
RP
Ausente 15 (79%) 18 (53%) 1 0,061
Presente 4 (21%) 16 (47%) 3,33 (0,92 — 12,13)
Ki67" 0,1 (0,06 —0,17) 0,14 (0,08 — 0,26) 0,207"

“Qui quadrado; "“Fisher; "Mann-Whitney; TOdds Ratio; *Intervalo de Confianca; RE = receptor de
estrogénio; RP = receptor de progesterona; "mediana (primeiro quartil — terceiro quartil). *diferenca
significativa entre auséncia e presencga de RE (p<0,05).
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Tabela 5 — Caracteristicas clinicas, histolégicas e imuno-histoquimicas associadas a
auséncia ou presenca de receptores de progesterona em Sarcomas de Aplicacéao

em Felinos (n=53).

Receptores de progesterona (RP)

Auséncia Presenca OR' (IC* 95%) p
(n=33) (n=20)
Dados clinicos
Sexo
Macho 16 (48%) 8 (40%) 1 0,547
Fémea 17 (52%) 12 (60%) 1,41 (0,46 — 4,35)
Histologia
Diferenciacao
Diferenciado 7 (21%) 2 (10%) 1
Mal diferenciado 24 (73%) 17 (85%) 2,48 (0,46-13,43) 0,452
Indiferenciado 2 (6%) 1 (5%) 1,75 (0,10-30,84) 1,000
Grau histologico
| (£3) 3 (9%) 0 (0%) - 0,539
Il (4-5) 14 (42%) 6 (30%) 1
11l (=6) 16 (48%) 14 (70%) 2,04 (0,61 —6,75) 0,239"
Numero de mitoses’ 17 (10 — 25) 21 (14 - 26) 0.243"
Indice mitético
0-9 7 (21%) 2 (10%) 1
10-19 11 (33%) 6 (30%) 1,91 (0,29-12,26) 667
>19 15 (45%) 12 (60%) 2,80 (0,49-16,04) 0,432
Necrose
Ausente 3 (9%) 1 (5%) 1
<50% 17 (52%) 12 (60%) 2,12 (0,20-22,90) 1,000%¢
>50% 13 (39%) 7 (35%) 1,62 (0,14-18,58) 1,000
Células gigantes
Ausente 19 (58%) 14 (70%) 1 0,366"
Presente 14 (42%) 6 (30%) 0,58 (0,18 — 1,89)
Infiltrado
Linfocitario
Ausente 2 (6%) 2 (10%) 1 0,627
Presente 31 (94%) 18 (90%) 0,58 (0,08 — 4,48)
Pleomorfismo
Leve 7 (21%) 1 (5%) 1 0,234
Moderado/Alto 26 (79%) 19 (95%) 5,12 (0,58-45,13)
Imuno-histoquimica
RE
Ausente 15 (45%) 4 (20%) 1 0,061
Presente 18 (55%) 16 (80%) 3,33 (0,91-12,13)
Ki67" 0,11 (0,06- 0,22) 0,13 (0,09 - 0,27) 0,247"

“Qui quadrado; "“Fisher; "Mann-Whitney; TOdds Ratio; *Intervalo de Confianca; RE = receptor de
estrogénio; RP = receptor de progesterona; "mediana (primeiro quartil — terceiro quartil) (p<0,05).



Tabela 6 — Caracteristicas clinicas, histolégicas e imuno-histoquimicas em
funcdo do tamanho clinico do tumor. (n=33)

Tamanho
<3cm (n=19) > 3cm (n=14) ORT (IC* 95%) P
Dados clinicos
Sexo
Macho 10 (53%) 4 (29%) 1 0.167°
Fémea 9 (47%) 10 (71%) 2,78 (0,64 — 12,06) ’
Histologia
Diferenciacao
Diferenciado 3 (16%) 2 (14%) 1
Mal diferenciado 16 (84%) 10 (71%) 0,94 (0,13 — 6,64) 1,000
Indiferenciado 0 (0%) 2 (14%) - 0,429
Grau histologico
| (£3) 1 (5%) 0 (0%) - 1,000
Il (4-5) 7 (37%) 5 (36%) 1
1l (=6) 11 (58%) 9 (64%) 1,15 (0,27 — 4,87) 0,854"
Numero de 17 (11 — 23) 23 (18 — 25) 0.768"
mitoses” ’
Indice mitético
0-9 2 (11%) 1 (7%) 1
10-19 8 (42%) 3 (21%) 0,78 (0,05 — 11,64) 1,000
>19 9 (47%) 10 (71%) 2,22 (0,17 — 28,86) 1,000
Necrose
Ausente 3 (16%) 0 (0%) 0,257
<50% 10 (53%) 8 (57%) 1
>50% 6 (32%) 6 (43%) 1,25 (0,29 — 5,41) 0,765"
Células gigantes*
Ausente 12 (63%) 4 (29%) 1 0.049%
Presente 7 (37%) 10 (71%) 4,29 (0,97 — 18,97) ’
Infiltrado
Linfocitario
Ausente 1 (5%) 1 (7%) 1 1.000%°
Presente 18 (95%) 13 (93%) 0,72 (0,04 — 12,64) ’
Pleomorfismo
Leve 1 (5%) 1 (7%) 1 1.000%°
Moderado/Alto 18 (95%) 13 (93%) 0,72 (0,04 — 12,64) ’
Imuno-histoquimica
RE
Ausente 4 (21%) 6 (43%) 1 0.957°0
Presente 15 (79%) 8 (57%) 0,36 (0,08 — 1,64) ’
RP
Ausente 12 (63%) 9 (64%) 1 1.000%°
Presente 7 (37%) 5 (36%) 0,95 (0,23 — 4,01) ’
Ki67" 0,140 0,160
(0,070-0,250) (0,098 — 0,320) 0,557"

“Qui quadrado; “Fisher; "Mann-Whitney; TOdds Ratio; *Intervalo de Confianca; RE =
receptor de estrogénio; RP = receptor de progesterona; 'mediana (primeiro quartil —
terceiro quartil). *diferenca significativa com tamanho clinico do tumor (p<0,05).
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A expressdo de RE se correlacionou, positivamente, com as variaveis
diferenciacéo (n= 53, P=0,009, r=0,357); presenca de pleomorfismo (n=53, P=0,019,
r=0,322); e expressao de RP (n=53, P=0,034, r=0,292). O antigeno Ki67 se
correlacionou, positivamente, com o niumero de mitoses (n=53, P=0,009, r=0,354) e
presenca de pleomorfismo (n=53, P=0,004, r=0,388). A correlacao entre as demais

variaveis nao foi significativa.
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6. DISCUSSAO

Este é primeiro estudo avaliando a expressdao de RE e RP em sarcomas de
aplicacao em felinos, comprovando a capacidade de expressao dos receptores
hormonais nesses tumores.

A prevaléncia de SAF, semelhante por sexo, concorda com o relatado para
esses tumores em estudos com maior numero de casos (DODDY et al., 1996;
MARTANO et al, 2005). Porém, a idade média dos gatos, no momento do
diagnéstico do sarcoma, foi maior que a relatada em outros estudos que mostram
um acometimento de gatos mais jovens (DODDY et al.,, 1996; CARNEIRO et al.,
2019), mas semelhante a estudo Brasileiro com média de 10 anos (CECCO et al.,
2019). A mediana do tamanho dos tumores de 3cm, aponta um diagndéstico mais
precoce, ja que foi menor que 0 mostrado em uma revisdo onde mais de 35% dos
casos teve didmetro maior que cinco centimetros no diagnéstico e, apenas, 25%
foram menores que dois centimetros (KLICZKOWSKA et al., 2015). Em razdo do
rapido crescimento dos SAF, um guideline europeu propds a realizacdo de biopsia
de qualquer massa que persistir apos trés meses da vacinacéo, tiver mais de dois
centimetros ou com crescimento progressivo ap6s um més da vacinagao
(HARTMANN et al., 2015), favorecendo o diagnostico mais precoce dos SAF como
Nno nosso estudo.

Os SAF se desenvolvem mais frequentemente no subcutaneo, podendo
estender-se para a musculatura, enquanto que, os naos relacionados a aplicacédo
ocorrem, com maior frequéncia na derme (SEGUIN, 2002). A maioria dos casos 33
(65%) estavam localizados nos subcutaneo e apenas um caso restrito a derme.

A localizacdo de mais da metade dos casos de SAF no tronco, discorda do
proposto no consenso Vaccine Associated Feline Sarcoma Task Force (VAFSTF),
publicado em 1996 e atualizado em 2005, em resposta ao aumento da incidéncia de
sarcomas em felinos. O intuito foi padronizar a aplicagdo das vacinas e
medicamentos nos membros pélvicos e toracicos para reduzir as complicacoes
cirdrgicas e aumentar as chances de resseccao completa caso um SAF se
desenvolvesse (VACCINE-ASSOCIATED FELINE SARCOMA TASK FORCE, 2005).
ApGs este consenso, houve uma reducao da incidéncia desses tumores na regido
interescapular (SHAW et al., 2009). Porém no nosso estudo, o surgimento mais

comum dos SAF no tronco, principalmente na regido interescapular, mostra ainda
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ser o sitio mais comum de aplicacao de vacinas e medicamentos. Isso gera uma
maior dificuldade terapéutica em caso de surgimento dos mesmos no local,
aumentando a importancia do monitoramento pdés-vacinagdo para diagndstico
precoce dos casos. Apenas um caso de SAF estava localizado na cauda, um sitio
pouco comum de aplicacao de vacinas e medicamentos, mas com potencial para se
tornar um local anatémico de referéncia para aplicacdo dos mesmos. A vacinacao
neste local é bem tolerada, com resposta imunologica comparavel a aplicagdo em
outros locais do corpo de gatos e a amputagcao da cauda € o tratamento de escolha
caso um sarcoma se desenvolva nesse local, com menor morbidade e maiores
chances de cura. Outro ponto que reforca a escolha da cauda e membros como
locais anatémicos de referéncia para aplicacdo de vacinas é o fato de permitir um
diagnostico mais precoce, pelo abaulamento da regido, se comparado ao tronco,
caso um sarcoma se desenvolva (HENDRICKS et al., 2014).

A classificagao histoldgica grau lll (56,6%) (TROJANI et al.,1984), na maioria
dos casos, reafirma o comportamento mais agressivo dos SAF comparado aqueles
nao relacionados a aplicacao ( DODDY et al., 1996; MADEWELL et al., 2001). A
presenca de infiltrado linfocitario predominou em nossos casos, se comparada ao
infiltrado macrofagico e de células gigantes. Nao foi visualizado material acinzentado
intracitoplasmatico nos macréfagos reforcando a raridade da presenca desse achado
(COUTO et al., 2002; HENDRICK, 2017; KLICZKOWSKA et al., 2015). Apenas
quatro casos em um total de 89 mostraram material da vacina fagocitado nos
macréfagos (CECCO et al., 2019). A presenca de material fagocitado dentro dos
macréfagos passou a ndo ser obrigatorio para o diagnéstico (KLICZKOWSKA et al.,
2015), aumentando a prevaléncia desse tumor (SABA, 2017). Ou seja, passou-se a
considerar a presenca de apenas dois critérios para o diagnostico de SAF: carater
histopatoldégico de tumor mesenquimal maligno e topografia em local onde as
injecbes séo rotineiramente realizadas.

A positividade para RE em mais da metade dos casos (64%) e de 38% para
RP indica possivel participagcdo desses horménios no desenvolvimento desses
sarcomas, como relatado em estudos em felinos para a expressao desses
receptores em adenocarcinomas mamarios (AKKOC; INAN; SONMEZ, 2012;
CAMPOS et al., 2015), adenocarcinomas uterinos (SARAIVA et al, 2015) e
hiperplasia fibroepitelial mamaria (MARTIN DE LAS MULAS et al, 2000). A

expressao desses receptores, nos adenocarcinomas e seu impacto prognostico, é
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consolidado na medicina humana, inclusive com uso de moduladores seletivos de
receptores hormonais e inibidores da aromatase (FISHER et al.,1981;1983;
SHAGUFTA; AHMAD, 2018). A expressao de receptores hormonais em sarcomas
uterinos, em humanos, aumentou a sobrevida nos casos RE positivo e naqueles
tratados com inibidores de aromatase (IOFFE et al.,, 2009; THANOPOULOU et al.,
2014). Sarcomas uterinos apresentaram uma maior positividade de RE e RP se
comparado a sarcomas extrauterinos (KELLEY et al, 2004). No entanto, os
resultados em relacdo ao prognéstico, em casos de sarcomas extrauterinos
(VALKOV et al., 2011; LI et al., 2013) e cutaneos, sao controversos (KREICHER et
al., 2016; MENG et al., 2018).

Ao graduar o grau de expressao dos RE e RP com grau histolégico nao houve
associacao significativa. A Sociedade Americana de Oncologia Clinica/Colégio
Americano de Patologistas determina o valor de corte no cancer de mama de 1% de
positividade para RE e RP (HAMMOND et al., 2010), mas isso pode variar para
sarcomas devido a diferencas na linhagem celular e biologia molecular dos mesmos.
Nao ha um critério padronizado para a positividade de RE e RP para os sarcomas,
podendo gerar divergéncia nos resultados dos estudos.

A associagao significativa da expressdao de RE com atividade mitética e
pleomorfismo aponta uma possivel participagdo do estrogeno na progressao desses
tumores. Receptores para horménios esteroides regulam a transcricdo de genes
envolvidos na proliferacao celular e apoptose e o estrogeno induz, fisiologicamente,
a proliferagao celular e o crescimento tecidual (FISHBEIN et al., 2007). O estrogénio
se liga a, pelo menos, trés classes principais de receptores, ER-a, ER- e GPR30. O
17B-estradiol € o horménio ligante mais ativo, estimulando fatores de crescimento e
protooncogenes responsaveis pelo crescimento e diferenciacdo das células alvo
(LESLIE et al., 2013). A mama e endométrio, em condi¢des fisioldgicas, expressam
RE e, por isto, tumores de mama e uterinos que expressam esse marcador, tem
melhor prognostico com fendtipo semelhante ao tecido normal (FISHER et al,
1981;1983). O tecido peritumoral mesenquimal ndo apresentou imunomarcagao para
0s receptores hormonais logo, a expressao desses receptores nos tecido neoplasico
seria um marcador de indiferenciagdo e comportamento bioldégico mais agressivo.

A falta de relagédo entre a expressdao de RP com as variaveis estudadas
(clinicas, histopatolégicas e IHQ) difere do relatado para sarcomas cutédneos em

caes, que mostrou correlagdo entre a expressao dessa variavel com grau do tumor e
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indice de proliferacdo celular com possivel impacto da progesterona no
desenvolvimento desses tumores (LOURES et al., 2020). Isto sugere diferengas no
perfil imuno-histoquimico, dos receptores hormonais, nos sarcomas cutaneos entre
caes e gatos.

A correlacao positiva entre o tamanho tumoral e a presenca de células
gigantes se deve a producdo de quimiocinas pelos macréfagos facilitando a
migracdo e invasdo celular (WYCKOFF et al, 2007). Uma sinalizagdo do
microambiente tumoral promove a infiltracdo de macréfagos polarizados M2
estimulando o crescimento tumoral, formacdo de estroma e angiogénese
(MANTOVANI et al., 2002). Isto mostra a importancia de se estudar a correlacao de
células gigantes e tamanho tumoral para se entender um dos mecanismos de
crescimento tumoral nos sarcomas de aplicacdo. A falta de associacao significativa
entre os demais parametros e o tamanho tumoral, provavelmente, se deve ao fato do
tamanho tumoral ter sido obtido por exame fisico, em alguns casos, em valores
aproximados sem mensuragao com paquimetro. O ideal seria mensurar o tamanho,
dos mesmos, por métodos de imagem como tomografia computadorizada (TC) ou
ressonancia nuclear magnética (RNM), os quais determinam o tamanho tumoral,
geralmente, maior que o obtido por exame fisico (TRAVETTI et al., 2013).

Este estudo é retrospectivo, com arquivos de blocos de parafina, de casos de
sarcoma de aplicacdo em felinos de 2009 a 2018, sendo assim, o levantamento de
alguns dados clinicos como recidiva, sobrevida, ocorréncia de metastase e condigao
reprodutiva dos animais ndo foi possivel devido a dificuldade de contato com
medicos veterinarios assistentes ou pelo ndo registro desses dados nos prontuarios.
Por isto, as andlises dos marcadores IHQ, com esses dados clinicos, nao foram
realizados. O conhecimento da condigdo reprodutiva dos animais poderia facilitar a
compreensdao do estimulo hormonal no desenvolvimento dos SAF, pois o
crescimento e a agressividade dos dermatofibrossarcomas em humanos sao
maiores durante a gravidez (WALKER et al., 2016). Isto ainda n&o foi avaliado na

medicina veterinaria.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apontados ainda mostram um predominio da aplicacao de
vacinas na regiao interescapular, local com menor chance de cura, caso um
sarcoma de aplicacao se desenvolva.

Este é o primeiro trabalho avaliando a presenca de RE e RP em SAF e
comprovando a capacidade de expressao desses receptores nesses sarcomas. A
falta de padronizagao do grau de expressédo de RE e RP, nesses sarcomas, dificulta
a realizacao de estudos e pode afetar a comparacao de resultados. Estudos futuros,
estabelecendo consensos de andlise, poderdo contribuir para uma melhor
padronizacao dos dados. A relacdo entre a expressdao de RE, nUumero de mitoses e
pleomorfismo aponta uma possivel participagdo desse horménio na evolugao desses
tumores e o resultado encontrado pode ser Util na previsdo da sensibilidade do uso
de moduladores de receptores de estrégeno e inibidores da aromatase no
tratamento dos SAF, principalmente nos casos nao responsivos aos tratamentos
habituais. Essas drogas, com baixo custo e poucos efeitos colaterais tem o potencial
de ser uma terapeutica alternativa para tumores irressecaveis, recidivantes,
residuais, metastaticos e RE positivos. Estudos futuros avaliando a relagao entre
expressao hormonal, fatores prognésticos e uso da terapia hormonal sao
necessarios. A correlagdo entre tamanho tumoral e células gigantes mostra um

possivel envolvimento do microambiente tumoral na patogénese desses tumores.
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9. APENDICE

Apéndice A. Expressao imuno-histoquimica em sarcomas de aplicagcdo em

felinos (n=53).
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Identificacao Vimentina Estr6geno Progesterona Ki67
1 >90% +/4+ Ausente 0.08
2 >90% +/4+ Ausente 0.02
3 >90% +4+ ++/4+ 0.11
4 >90% +4+ ++/4+ 0.01
5 >90% +4+ +/4+ 0.38
6 >90% Ausente Ausente 0.05
7 >90% Ausente Ausente 0.07
8 >90% Ausente Ausente 0.18
9 >90% Ausente Ausente 0.30
10 >90% Ausente Ausente 0.14
11 >90% +4+ Ausente 0.07
12 >90% ++/4+ Ausente 0.11
13 >90% Ausente +/4+ 0.09
14 >90% +/4+ Ausente 0.25
15 >90% ++/4+ ++/4+ 0.10
16 >90% +/4+ Ausente 0.06
17 >90% +4+ ++/4+ 0.12
18 >90% Ausente Ausente 0.10
19 >90% Ausente Ausente 0.10
20 >90% Ausente Ausente 0.18
21 <90% ++/4+ Ausente 0.04
22 >90% +/4+ +/4+ 0.34
23 >90% +++/4+ ++/4+ 0.15
24 >90% +/4+ Ausente 0.45
25 >90% Ausente Ausente 0.30
26 >90% Ausente Ausente 0.09
27 <90% Ausente Ausente 0.05
28 >90% Ausente Ausente 0.04
29 <90% +/4+ Ausente 0.16
30 >90% +++/4+ ++/4+ 0.39
31 >90% +/4+ Ausente 0.20
32 >90% +/4+ +/4+ 0.07



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%
>90%

+/4+
+/4+
Ausente
+/4+
Ausente
+/4+
+/4+
+/4+
+/4+
+++/4+
+/4+
Ausente
+4+
+4+
Ausente
+4+
Ausente
+4+
+4+
+4+
Ausente

+/4+
+/4+
+/4+
+/4+
Ausente
Ausente
Ausente
+/4+
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
+/4+
+/4+
Ausente
Ausente
++/4+
Ausente
+/4+

++/4+

0.14
0.27
0.17
0.07
0.06
0.23
0.13
0.27
0.11
0.24
0.14
0.06
0.44
0.09
0.12
0.23
0.09
0.08
0.01
0.43
0.17
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