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RESUMO

LOURES, Fabricia Hallack, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2016. Histogénese e expressdo de receptores para estrégeno e
progesterona em sarcomas de tecidos moles cutdneos em céaes. Orientador:
Lissandro Gongalves Conceigéo. Coorientadores: Jodo Carlos Pereira da Silva
e Marlene Isabel Vargas Viloria.

Sarcomas de tecidos moles (STM) caninos compreendem um grupo
heterogéneo de neoplasias malignas, classificadas coletivamente por
apresentarem alteracdes histopatologicas similares, baixa a moderada taxa de
recorréncia e baixo potencial metastatico. Apesar disto, foram descritos padrdes
histopatoldgicos vasculares e neurais, especificos para tumor de parede
perivascular e tumor de bainha de nervo periférico, respectivamente. Ademais,
recentemente foram apontadas diferencas no comportamento biolégico dos
tumores de parede perivascular, em relacdo a outros STM. Em medicina
humana, a expressdo de receptor para estrégeno (RE) e receptor para
progesterona (RP) nos sarcomas tem sido estudada, visando a busca de fatores
prognadsticos e novos alvos para tratamentos. Na medicina veterinaria, ainda nao
foram realizados estudos similares. Os objetivos deste trabalho foram investigar
por imuno-histoquimica a histogénese e a expresséo de RE e RP em uma série
de 80 sarcomas cutdneos e subcutdneos de cdes, com caracteristicas
histopatolégicas de tumor de bainha de nervo periférico e tumor de parede
perivascular. Vinte e um casos (26.25%) apresentaram caracteristicas
morfolégicas compativeis com tumor de parede perivascular, 23 casos (28,75%)
com tumor de bainha de nervo periférico, 27 casos (33,75%) compartilharam
padrdes neurais e vasculares e 9 casos (11,25%) foram indiferenciados. Por
imuno-histoquimica, 65 casos (81,25%) apresentaram positividade apenas para
marcadores neurais e 0s outros 15 casos (18,75%) positividade simultanea para
marcadores neurais e musculares. A maioria mostrou ser tumor de bainha de
nervo periférico. Os padrdes histopatologicos tipo perivascular nao refletiram a
histogénese, que na maior parte das vezes foi negativa para os marcadores
musculares e positiva para os marcadores neurais. Todos os casos foram
positivos para RP e negativos para RE. Tumores de alto grau de malignidade
(grau 1ll) exibiram maior expressao deste receptor que os tumores de baixo grau
(grau 1). Esta diferenca também foi observada para tumores com atividade

mitética maior que 9 figuras mitdticas/10 campos de grande aumento. Houve
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correlacao positiva entre o indice de proliferagédo celular (Ki67) e a expressao de
RP. Assim, a progesterona parece desempenhar um papel na patogénese
desses tumores. Futuros trabalhos poderédo explorar a acdo dos moduladores
seletivos de receptor de progesterona como agentes terapéuticos nos sarcomas

caninos, além de avaliar a expressdo do RP como preditiva de prognostico.
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ABSTRACT

LOURES, Fabricia Hallack, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2016. Histogenesis and estrogen and progesterone receptor expression in
canine sof tissue sarcomas . Adviser: Lissandro Goncalves Concei¢ao. Co-
advisers: Jodo Carlos Pereira da Silva and Marlene Isabel Vargas Viloria.

Soft tissue sarcomas (STS) canines comprise a heterogeneous group of
malignancies, collectively classified due to similar histopathological features, low
to moderate recurrence rate and low metastatic potential. Nevertheless, vascular
and neural histopathological pattern have been described as specific for
perivascular wall tumor and nerve sheath tumor, respectively. Moreover,
differences were recently identified in the biological behavior of perivascular wall
tumor in comparison to other STM. In human medicine, the expression of
estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR) in sarcomas has been
studied to search for prognostic factors and new targets for treatment. In
veterinary medicine, similar studies have not yet been carried out. The objectives
of this study were to investigate by immunohistochemistry the histogenesis and
ER and PR expression in a series of 80 cutaneous and subcutaneous sarcomas
in dogs with histopathological features of peripheral nerve sheath tumor and
perivascular wall tumor. Twenty-one cases (26.25%) showed morphological
characteristics compatible with perivascular wall tumor, 23 cases (28.75%) with
peripheral nerve sheath tumor, 27 cases (33.75%) shared both neural and
vascular patterns and 9 cases (11.25%) were undifferentiated. By
immunohistochemistry, 65 cases (81.25%) were positive only for neural markers
and the other 15 cases (18.75%) demonstrated simultaneous positivity for neural
and muscle markers. Most tumors proved to be peripheral nerve sheath tumor.
The perivascular histopathologic type did not reflect histogenesis, which in most
cases was negative for muscle markers and positive for the neural markers. All
cases were positive for PR and negative for ER. Tumors of high malignancy
grade (grade lll) exhibited higher PR expression than low-grade tumors (grade
). This difference was also observed for tumors with mitotic activity greater than
9 mitotic figures / 10 high power fields. There was a positive correlation between
cell proliferation (Ki67) and PR expression. Thus, it is possible that progesterone
play a greater role in the pathogenesis of these tumors. Future researches may

explore the potential for selective progesterone receptor modulators as
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therapeutic agents in canine STS, as well as evaluating the PR expression as a

predictor of prognosis.
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1. INTRODUCAO

Sarcomas de tecidos moles (STM) compreendem um grupo heterogéneo
de neoplasias malignas, derivadas de tecidos mesenquimais extra-esqueléticos,
classificadas coletivamente por apresentarem alterac6es histopatologicas e
comportamento biologico similares (Ettinger, 2003; Dennis et al., 2011). Estas
neoplasias ocorrem com frequéncia no tecido cutaneo e subcutaneo e exibem,
em geral, baixo potencial metastéatico e variavel taxa de recorréncia ap0s excisdo
cirirgica (Dennis et al., 2011; Avallone et al., 2014).

A despeito disto, foram descritos padrdes histopatologicos vasculares e
neurais, especificos para tumor de parede perivascular e tumor de bainha de
nervo periférico, respectivamente (Chijiwa et al., 2004; Gross et al., 2005; Gaitero
etal., 2008; Stefanello et al., 2011; Avallone et al., 2014). Ademais, recentemente
foram apontadas diferencas no comportamento bioldgico dos tumores de parede
perivascular, que parecem representar uma forma mais benigna entre os STM,
com baixas taxas de recidiva e metastases (Stefanello et al., 2011). Assim,
entende-se a necessidade de aprofundar nos estudos imuno-histoquimicos e
estabelecer o valor dos padrdes histopatolégicos perivasculares e neurais para
o diagndstico destes tumores.

No que se refere a expressédo de RE e RP em STM, em medicina humana
recentes estudos foram conduzidos, com finalidade prognéstica e busca por
novos alvos para tratamentos (loffe et al., 2009; Valkov et al., 2011; Akashi et al.,
2013; Li et al., 2013; Sorbye et al., 2013; Thanopoulou et al., 2014). Em caes, o0
significado progndstico da expressao de receptor para estrégeno (RE) e receptor
para progesterona (RP) foi avaliado principalmente em neoplasias mamarias
(Millanta et al., 2005; Millanta et al., 2006). Ndo ha relatos, entretanto, que
indiguem o estudo destes receptores em sarcomas caninos. A compreensao da
influéncia dos hormonios esteroides no desenvolvimento e crescimento destas
neoplasias pode ser importante para a pesquisa de novas abordagens
terapéuticas. Aléem disso, a investigacdo da expressao desses receptores em
STM de ocorréncia natural em animais poderéa fornecer informacdes adicionais
para a pesquisa do cancer em seres humanos (Valil et al., 2000).

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram investigar a histogénese

dos STM que apresentaram compatibilidade morfolégica com o que € descrito



para o tumor de parede perivascular e tumor de bainha de nervo periférico;
avaliar por imuno-histoquimica as expressées de RE e RP nestes sarcomas,

correlacionando-as com aspectos histopatologicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

STM compreendem 15% de todas as neoplasias subcutaneas em cées
(Vail et al., 2000), sendo um grupo heterogéneo de neoplasias mesenquimais,
incluindo tumor de bainha do nervo periférico, hemangiopericitoma,
lipossarcoma, fibrossarcoma, mixossarcoma, tumores de parede perivascular e
sarcomas indiferenciados (McSporran, 2009). Esses tumores sado de dificil
distingdo histolégica, por serem comumente formados por células fusiformes,
organizadas em feixes intercruzantes e arranjo concéntrico. Eles séo localmente
expansivos e crescem entre planos fasciais profundos. Em caes, muitos destes
sarcomas apresentam um bom prognaostico, exibem baixa a moderada taxa de
recorréncia pos-cirurgica (variando de 7 a 35%) e metastases sdo descritas em
até 17% dos casos (Ettinger, 2003; McSporran, 2009; Dennis et al., 2011).

Devido a similaridade histologica entre os diferentes tipos de STM
cutaneos e subcutaneos, varios estudos avaliaram a expressdo de marcadores
imuno-histoquimicos nestas neoplasias, com a finalidade de fornecer
informacdes diagnosticas (Perez et al., 1996; Williamson et al., 1998; Chijiwa et
al., 2004; Avallone et al., 2007; Gaitero et al., 2008). De modo geral, n&o existe
um unico marcador que seja especifico para uma ou outra neoplasia e estes
tumores parecem compartilhar padrées variados de imunomarcacédo, o que
reflete na possibilidade de serem constituidos por células de diferentes linhagens
(Williamson et al.,, 1998) ou células tronco mesenquimais pluripotenciais,
capazes de sofrer diferenciacdo em diversas direcdes (Yager & Wilcock, 1994).
Com base neste fato, além da maioria destes tumores apresentarem
comportamento biolégico e progndstico comuns, alguns autores defendem a
ideia de integra-los sob o unico termo “tumor fusocelular de tecidos moles”, ao
invés de classifica-los segundo a sua histogénese (Yager & Wilcock, 1994;
Williamson et al., 1998). Por outro lado, o diagnéstico objetivando definir a origem
celular, levando em conta as caracteristicas histomorfologicas e imuno-
histoquimicas, poderia permitir a identificacdo de variaveis prognosticas para um
grupo especifico de STM (Stefanello et al., 2011; Avallone et al., 2014).

Neste sentido, Avallone et al. (2007) demonstraram caracteristicas
citolégicas, histopatolégicas e fenotipicas especificas para os “tumores de

parede perivascular’, anteriormente classificados como hemangiopericitomas e



definidos como neoplasias derivadas de diferentes componentes celulares da
parede vascular, exceto as células endoteliais. Em veterinaria, este grupo inclui,
além do hemangiopericitoma, 0  miopericitoma, angioleiomioma,
angioleiomiossarcoma, tumor adventicio, angiofioroma (Avallone et al., 2007).
Histologicamente, estes tumores sédo definidos por apresentarem padrbes de
crescimento vascular (ex. “staghorn” ou “chifre de veado”, placentoide,
redemoinhos pericapilares e feixes irradiantes a partir da tanica média ou
adventicia) e ndo vasculares (feixes intercruzantes ou paralelos, areas solidas,
arranjo estoriforme, mixdide e semelhante a Corpos de Verocay) (Stefanello et
al., 2011; Avallone et al., 2014).

Estes ultimos autores definiram trés principais grupos para tumores de
parede perivascular, com alto valor prognostico. No grupo 1, os tumores
caracterizaram-se por intermediaria taxa de recorréncia, localizaram-se em
extremidades, limitados ao tecido subcutaneo e com crescimento expansivo, o
que permitiu excisdo com margens cirargicas completas. O grupo 2 incluiu
tumores néo localizados nas extremidades, com crescimento infiltrativo ou
nédulos satélites, alcangando as camadas musculares e apresentando maior
taxa de recorréncia e metastase. O grupo 3 incluiu tumores néo localizados em
extremidades, limitados ao subcutaneo, com crescimento expansivo,
caracterizados por baixas taxas de recidiva. Os autores concluiram que o risco
de recorréncia depende da interacdo de diferentes parametros clinico-
patoldgicos, como local, profundidade da leséo, tipo de crescimento e qualidade
de margens cirurgicas. Estes autores também propuseram um painel imuno-
histoquimico para a diferenciacdo dos diferentes tipos de tumores de parede
perivascular (Avallone et al., 2007). Aqui sera utilizado o ja consagrado termo
“tumor de parede perivascular’, apesar da compreensdo de que essas
neoplasias na verdade derivam de células da parede vascular propriamente dita.

Estudos imuno-histoquimicos também foram conduzidos afim de
identificar marcadores neurais para tumores de bainha de nervo periférico.
Também denominados schwanoma, neurilemoma e neurofiboroma, estas
neoplasias sao derivadas de células de Schwann, fibroblastos perineurais ou
ambos (Chijiwa et al., 2004; Gaitero et al., 2008). Presume-se que a maioria dos
tumores de bainha de nervo periférico em caes origine-se das células de

Schwann. A exata incidéncia desta neoplasia é dificil de ser avaliada, ja que



apresenta similaridades morfolégicas e imunofenotipicas com outros tumores
fusocelulares (Gross et al., 2005). Nessas neoplasias, em cées, as lesdes sao
nodulares, normalmente circunscritas, lobuladas, desenvolvendo-se no tecido
subcutaneo, podendo se expandir & derme e localizam-se comumente no tronco
e regido distal de membros. Os cédes acometidos séo de meia idade a idosos
(Gross et al., 2005).

Na veterinaria, a nomenclatura dos tumores de bainha de nervo periférico
é confusa. Baseado na morfologia podem ser divididos em benignos e malignos,
embora ambos apresentem comportamento biolégico maligno (Gaitero et al.,
2008). Histologicamente, no tipo benigno, as células sdo predominantemente
fusiformes, arranjadas em feixes sélidos, intercruzantes e redemoinhos (padrao
Antoni A). Os nucleos sdo pequenos, eucromaticos e a atividade mitética é rara.
Ocasionalmente, células poligonais podem estar distribuidas em matriz fibrilar e
mucinoide (padrdo Antoni B). As alteracdes morfol6gicas dos tumores malignos
de bainha de nervo periférico sdo similares as descritas para 0s benignos, mas
no geral a celularidade é maior, os padrfes neurais s80 menos evidentes, 0
crescimento € infiltrativo, as células sao pleomoérficas, com nucleos vesiculares
e a atividade mitdtica € mais proeminente. Pode haver &reas de necrose,
diferenciacdo 6ssea ou cartilaginosa (Chijiwa et al., 2004; Gross et al., 2005;
Gaitero et al., 2008).

O tratamento de escolha para STM em cées é a excisdo cirurgica, com
ampla margem de segurancga, definida como 3 cm a partir das laterais do tumor
e um plano fascial profundo. A radioterapia, em combinag¢do com a cirurgia, €
indicada para o tratamento da doenca microscopica. A guimioterapia, geralmente
indicada para o tratamento de doenca metastatica e para os tumores de alto grau
ou incompletamente excisados, apresenta pouca eficiéncia nos STM (Ettinger,
2003; Miller et al., 2013).

A acurada informacdo prognostica € necesséria para orientar a conduta
clinica e identificar pacientes que podem se beneficiar de uma ou de outra
modalidade terapéutica. Em veterinaria, assim como na medicina humana, o
grau histolégico, indice mitético e avaliacdo das margens cirdrgicas apresentam
valor prognoéstico para STM em cées (Dennis et al.,, 2011). Tumores com
margens cirdrgicas completas sdo improvaveis de recorrer (McSporran, 2009).

A recorréncia parece aumentar com o grau histologico e as metastases ocorrem



mais comumente para sarcomas de grau Il (McSporran, 2009; Dennis et al.,
2011). O elevado indice mitotico (maior que 9 figuras mitoticas/10 campos de
grande aumento) € progndstico para reduzida sobrevida (Dennis et al., 2011).

Para os tumores de parede perivascular o diametro e a profundidade do
tumor foram significativamente associados com o aumento na probabilidade de
recorréncia. O risco de recidiva para tumores com invasao muscular foi
aproximadamente oito vezes maior que para aqueles localizados apenas no
subcutaneo. Os cdes com tumores maiores que 5 cm tiveram probabilidade seis
a sete vezes maior de apresentarem recidiva. O alto impacto prognéstico do
tamanho do tumor salienta a necessidade de diagndstico precoce, permitindo a
completa excisao cirargica (Stefanello et al., 2011; Avallone et al., 2014).

Em relacdo aos outros STM, tumores de parede perivascular
apresentaram um favoravel prognostico e comportamento biolégico néo
agressivo, com baixa tendéncia a ocorréncia de metastases. Diferente de
estudos prévios, neste subgrupo de sarcomas a recorréncia local foi baixa,
ocorrendo, em sua maioria, apés longo periodo (um a dois anos apds a primeira
excisdo). Também ndo houve correlacdo estatistica entre o grau histologico
(considerando variaveis como percentual de necrose, taxa de mitose e grau de
diferenciacdo) e recorréncia. Esses fatores suportam a hipétese de que o
comportamento biolégico dos tumores de parede perivascular pode ser distinto
de outros STM (Stefanello et al., 2011).

Em humanos, estudos sobre a patogénese dos diversos mecanismos
envolvidos na carcinogénese dos STM tem buscado por fatores progndsticos e
novos alvos para tratamentos (Dennis et al., 2011). Entre eles, a expressao de
RE e RP foi demonstrada em STM, cutaneos e extra cutaneos. Os receptores
para hormonios sexuais esteroides regulam a transcricdo de genes envolvidos
na proliferacdo celular e na apoptose, além de atuarem na diferenciacao celular
e agirem como fatores de crescimento (Chabbert-Buffet et al., 2005; Fishbein et
al., 2007; Sorbye et al., 2013). A maioria dos estudos avaliou o impacto
prognoéstico e terapéutico desta expressdo em sarcomas uterinos (loffe et al.,
2009; Valkov et al., 2011; Akashi et al., 2013; Li et al., 2013; Sorbye et al., 2013;
Thanopoulou et al., 2014). Também se investigou o papel destes esteroides em
schwanomas vestibulares e neurofiboromatose (Fishbein et al., 2007; Overdiek et
al. 2008; Jaiswal et al., 2009).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

Foi realizado estudo retrospectivo no periodo de 2010 a 2014, de uma
série de 4054 bidpsias (neoplasicas e ndo neoplasicas), encaminhadas ao setor
de diagndstico dermatohistopatologico do Provet (Medicina Veterinaria
Diagnéstica) de S&o Paulo. Os espécimes cutaneos foram coletados por biopsia
(punch, incisional ou excisional), fixados em formalina 10%, processados de
maneira habitual e incluidos em parafina. Os cortes histologicos foram feitos com

espessura de 3 a 5 micrbmetros e corados com hematoxilina e eosina (HE).

3.2. Critérios de inclusédo dos casos e informacdes clinicas

Foram selecionados 80 casos diagnosticados como STM, sugestivos de
tumor de bainha de nervo periférico e tumor de parede perivascular. Nao foram
incluidos outros tipos histologicos de STM, como fibrossarcoma, mixossarcoma,
lipossarcoma, leiomiossarcoma e rabdomiossarcoma. As informagfes clinicas
referentes ao sexo, idade, raca, localizacdo e tamanho das lesbes foram obtidas

através dos formuléarios de requisicdo do exame histopatolégico.

3.3. Avaliacado histopatoldgica

As laminas em HE foram revisadas, sob microscopia de luz, em relacao
ao diagnéstico, grau histoldgico e classificacao do tipo histolégico provavel dos
tumores. O grau histologico baseou-se no somatério de escores atribuidos a taxa
mitética, percentagem de necrose e diferenciacdo da neoplasia (Tabela 1 -
Dennis et al., 2011).



Tabela 1. Sistema de Graduagédo para Sarcomas de Tecidos Moles
cutaneos e subcutaneos em caes (Dennis et al., 2011)

Escore de diferenciacéo

1 Sarcomas que lembram o tecido mesenquimal maduro normal
2 Sarcomas em que o tipo histologico pode ser determinado, embora a
diferenciacéo seja 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
>19

Escore de necrose tumoral

0 ausente
< 50% de necrose

2 > 50% de necrose

Grau histolégico e escore total (somat6rio dos escores atribuidos a diferenciagéo, indice
mitGtico e necrose tumoral)

| <3
Il 40ub5
1l >6

O tipo histolégico foi definido em funcdo do padrdo arquitetural da
neoplasia (padrdo de crescimento vascular ou padrdo neural classico). O padréo
de crescimento vascular caracterizou-se pela presenca de um ou mais arranjos
perivasculares, definidos como arranjo semelhante a “chifre de veado’,
redemoinhos pericapilares, arranjo placentoide, redemoinhos ou feixes que
irradiam a partir da tunica média e adventicia (Avallone et al., 2007). O padréo
neural classico foi definido como a presenca de padrdo Antoni A (areas com
células fusiformes densamente organizadas) e Antoni B (areas hipocelulares,

com abundante matriz mixoide e ocasionais células redondas) e/ou pela
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presenca de arranjo estoriforme, palicadas, redemoinhos, feixes ondulantes,
sem evidéncia de nenhum padréo vascular (Gross et al., 2005). Dessa forma, 0s
casos foram classificados em tumor de parede perivascular ou tumor de bainha
de nervo periférico. Aqueles que compartilharam os padrdes destes dois tipos
histopatologicos foram referidos como tumores mistos e os demais foram

considerados indiferenciados.

3.4. Imuno-histoquimica

Os blocos de parafina foram cortados com trés micrémetros de espessura
e distendidos sobre laminas carregadas eletricamente (Starfrost®). A técnica
seguiu o protocolo ja definido pelo Laboratério de Imuno-histoquimica do Servico
de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP, Campus de Botucatu. Os
anticorpos utilizados, a diluicdo e 0 método empregado estdo demonstrados na
Tabela 2.



Tabela 2. Anticorpos primérios utilizados na imunomarcacado dos STM

caninos: marca, clone e diluicdo do anticorpo primario, método de recuperacéo

antigénica, tempo de incubacéo, anticorpo secundario e cromogeno utilizados

nas reacgdes imuno-histoquimicas

Anticorpo Marca Clone Diluicdo | Recuperagag Tempo cile Secundarig Cromégeno
incubacgéo
Biocare
CD56 Medical, | grosgcos | 1200 | S0 PH | Uit | Envision | DAB
Concord, 6.0/Pascal
CA, USA
Polyclonal Dako, Citrato oH
Rabbit Anti- | Glostrup, Policlonal 1:1000 P Overnight | EnVision DAB
6.0/Pascal
S100 Denmark
Monoclonal
Mouse Anti-
Human Dako, Citrato pH
Glostrup, IA4 1:1000 P Overnight | EnVision DAB
Smooth 6.0/Pascal
Denmark
Muscle
Actin
Monoclonal Dako
Mouse Anti- Glostrup, D33 1:50 Citrato pH Overnight | EnVision DAB
Human 6.0/Pascal
) Denmark
Desmin
Polyclonal
Rabbit Anti- Dako,
Human Von | Glostrup, Policlonal 1:1000 - Overnight | EnVision DAB
Willebrand Denmark
Factor
Monoclonal
Mouse Anti-
Human Dako, .
Neuron- Glostrup, BBSINCIVI- |4 300g | Citrato pH Overnight | EnVision DAB
e H14 6.0/Pascal
Specific Denmark
Enolase
(NSE)
Glial
F|br_|II§1ry Diagnostic
Acidic BioSystems Citrato pH
Protein Y I Policlonal 1:300 P Overnight | EnVision DAB
. Pleasanton, 6.0/Pascal
Rabbit
CA
Polyclonal
Antibody
Monoclonal
Mouse Anti- Dako, Citrato pH
Human Glostrup, ID5 1:20 P Overnight | EnVision DAB
6.0/Pascal
Estrogen Denmark
Receptor
Progesterone Thermo
Receptor Scientific Citrato pH
Ab-2 Mouse ' hPRa2 1:50 Overnight | EnVision DAB
Runcorn, 6.0/Pascal
Monoclonal UK
Antibody
Monoclonal
Mouse Anti- Dako, Citrato pH
. Glostrup, MIB-1 1:50 b Overnight | EnVision DAB
Human Ki- 6.0/Pascal
. Denmark
67 Antigen
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Apods serem mantidos na estufa a 54T, overnight, os cortes histolégicos
foram desparafinizados em xilol, hidratados em alcool etilico em diluices
decrescentes e submetidos a dez lavagens com &agua deionizada. Para a
recuperagdo antigénica foi utilizado citrato em pH 6.0 na panela de pressao
(Pascal®). Apoés o resfriamento e lavagem, as amostras foram incubadas em
peréxido de hidrogénio a 3% durante 10 minutos para o bloqueio da peroxidase
endogena. Apos lavagem, adicionou-se o anticorpo primario e as laminas foram
mantidas na camara umida a 4C durante 18 horas overnight. Apds este periodo,
realizaram-se duas lavagens com tampao TRIS em pH 7.4 durante 5 (cinco)
minutos cada e entéo utilizou-se o sistema de polimero com anticorpo secundario
ligado a peroxidase (EnVision, DakoCytomation®) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As preparacdes histoldgicas foram lavadas com
tampdo TRIS em pH 7.4 e o complexo foi revelado com o uso do 3,3’
diaminobenzidine tetrachloride - DAB (DakoCytomation®); contra-coradas com
hematoxilina de Harris e lavadas em agua corrente por 5 (cinco) minutos. Apos
este processamento, as amostras foram desidratadas no alcool etilico em
diluicdes crescentes, diafanizadas em xilol e as laminas foram montadas com
resina e laminula.

Como controles positivos para RE e RP foram utilizados cortes
histol6gicos de hiperplasia endometrial cistica canina. Controles positivos
internos (tecido muscular e células endoteliais) foram usados para actina do
musculo liso, desmina e fator Von Willebrand. Para os demais anticorpos, 0s
controles positivos consistiram de neoplasias sabidamente positivas para cada
um deles. Para todos os anticorpos, os controles negativos foram realizados
omitindo os anticorpos primarios.

A interpretagdo imuno-histoquimica foi realizada sob microscopia de luz.
As neoplasias foram examinadas em menor aumento para identificar as areas
de maior intensidade de imunomarcacgdo. As areas com intensa inflamacao ou
necrose foram evitadas, uma vez que células inflamatorias podem ser positivas
para Ki67. Para o Ki67 foi definida a percentagem de nucleos positivos, com a
contagem manual de no minimo 1000 células em 10 campos de grande aumento
(400x), utilizando o programa Image Pro Plus®. Para a expresséo de RE e RP,
foram definidos escores em relacdo ao percentual de células coradas nos cortes

estudados (escore 0: negativo; escore 1. positividade em 1-33% das células;
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escore 2: positividade em 34-66% das células; escore 3: positividade em 67-
100% das células). Adicionalmente, todos os casos foram avaliados para a
presenca de feixes nervosos normais no tecido peritumoral e suas respectivas
imunomarcacdes para RE e RP. Para os demais anticorpos (Fator Von
Willebrand, actina de mdusculo liso, desmina, NSE, GFAP, S100, CD56),
utilizados para excluir hemangiossarcoma e classificar os tumores quanto ao tipo
histolégico (tumor de parede perivascular ou tumor de bainha de nervo
periférico), os casos foram considerados positivos quando no minimo 10% das

células tumorais exibiram imunomarcacao (Ramos-Vara et al., 2014).

3.5. Analises estatisticas

Foi realizada estatistica descritiva para analise das informacdes clinicas
(sexo e idade dos animais, tamanho e localizacdo das les6es).

Foi realizado risco relativo (Odds Ratio) para avaliar a predisposicao das
racas ao STM, com intervalo de confianca de 95%, utilizando o programa
estatistico MedCalc (Easy to use statistical software), disponivel em
https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php. Para avaliar a predisposi¢do dos

sexos ao STM foi calculado intervalo de confianca de 95%, para a proporcao de
ocorréncia. Dessa forma, as propor¢cdes consideradas estatisticamente iguais
foram identificadas por sobreposicao destes intervalos. Os intervalos relatados
foram obtidos no pacote prop.test do software estatistico R (R Development Core
Team, 2008).

As variaveis gqualitativas (RE e RP) foram comparadas entre os graus
tumorais e escores para atividade mitética, utilizando o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon (SAEG, 1999). O indice de proliferacao celular (Ki67) foi correlacionado
com a extensdo da imunomarcacdo para progesterona (correlacdo de

Spearman) (Sistema de Andlise Estatistica e Genética, 1999).
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4. RESULTADOS

4.1. Informacdes clinicas

Foram selecionados 80 casos de STM em cdes, com caracteristicas
histopatolégicas de tumor de bainha de nervo periférico e/ou tumor de parede
perivascular. Do total de animais, 34 (42,5%) casos ocorreram em machos e 46
(57,5%) em fémeas. A relacdo macho/fémea foi de 1:1,3. Pela andlise do
intervalo de confianga, ndo houve predisposicdo de nenhum dos sexos para o
desenvolvimento da doenca. A idade (informada em 72 casos) variou de 2 a 16
anos, sendo a média 10 anos (+2,93) e a moda 12 anos. A localizacdo dos
tumores foi referida em 74 casos, com mais da metade (54,0% - 40 casos)
ocorrendo nos membros (toracicos - 24,3% e pélvicos - 29,7%). Outras regides
anatdbmicas foram envolvidas com menor frequéncia: tronco (20 casos - 27%);
face (6 casos - 8,1%); digito (6 casos - 8,1%); perineo (1 caso - 1,35%) e cauda
(1 caso - 1,35%) (figura 1). O tamanho das lesfes (informacao obtida em 35
casos) variou de 1,5 a 25 cm de didmetro, sendo a média 5,5 cm (+4,9) e a moda

2,0 cm de diametro.

Figura 1. Localizacédo anatdémica dos STM em cées (n=74 casos)

5 ] . .
0 - I |

Membros Membros  Tronco Face Digito Perineo Cauda
toracicos  pélvicos

Localizagdo anatOmica

Caes sem raca definida (SRD), Labrador Retriever, Maltés, Poodle, Boxer,
Golden Retriever e Husky Siberiano foram os acometidos com mais frequéncia.

No entanto foram os Huskies Siberianos (Odds Ratio:7.68; P=0,0003) e os
13



Maltéses (Odds Ratio:2.60; P=0,048) os mais predispostos para o
desenvolvimento da doenca; eles apresentaram, respectivamente, sete e duas

vezes mais predisposicdo que as demais racas.

4.2. Avaliacao histopatologica

Os tumores foram classificados quanto a diferenciacdo histoldgica,
atividade mitética e necrose. Na maioria dos casos predominou escore 2 para a
diferenciacao (61 casos ou 76,25%), enquanto os escores 1 (10 casos -12,5%)
e 3 (9 casos -11.25%) foram menos frequentes. O escore 1 para atividade
mitética foi atribuido a 41 (51,25%) dos 80 casos estudados. O escore 2 ocorreu
em 27 (33,75%) e o 3 em 12 casos (15,0%). Necrose estava ausente em mais
da metade dos casos (43 casos ou 53,75%). No restante, escore 1 para necrose
ocorreu em 35 casos (43,75%) e escore 2 em 2 casos (2,5%).

Baseado na somatoria dos escores acima, os tumores foram classificados
em graus histolégicos. Nesta série de casos, 26 (32,5%) foram histologicamente
classificados como grau I, 43 (53,75%) como grau Il e 11 (13,75%) como grau
Il.

Vinte e um casos (26.25%) apresentaram caracteristicas histopatologicas
compativeis com tumor de parede perivascular (figuras 2 e 3) e 23 casos
(28,75%) com tumor de bainha de nervo periférico (figuras 4, 5 e 6). Vinte e sete
casos (33,75%) compartilharam padrdes histopatolégicos vasculares e neurais
e foram considerados tumores mistos. Os 9 casos restantes (11,25%)

apresentaram-se indiferenciados.
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Figura 2. Sarcoma de tecidos moles em cdo, com caracteristicas
histopatolégicas de tumor de parede perivascular: células fusiformes
organizadas em feixes e redemoinhos pericapilares (coloragcdo em Hematoxilina
& Eosina - HE, 400x)

Figura 3. Sarcoma de tecidos moles em cdo, com caracteristicas
histopatoldgicas de tumor de parede perivascular: vasos sanguineos em arranjo
semelhante a “chifre de veado” (coloragdo em Hematoxilina & Eosina - HE, 40x)
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Figura 4. Sarcoma de tecidos moles em cdo, com caracteristicas
histopatolégicas de tumor de bainha de nervo periférico: células fusiformes
arranjadas em feixes ondulantes (coloracdo em Hematoxilina & Eosina - HE,
100x)

Figura 5. Sarcoma de tecidos moles em cao, com caracteristicas
histopatolégicas de tumor de bainha de nervo periférico: redemoinhos e arranjo
estoriforme, na auséncia de padrdo perivascular (coloragdo em Hematoxilina &
Eosina - HE, 100x)




Figura 6. Sarcoma de tecidos moles em c&do com caracteristicas
histopatolégicas de tumor de bainha de nervo periférico: area com arranjo Antoni
A (células densamente organizadas) e Antoni B (células em matriz mixoide.

Coloragao em Hematoxilina & Eosina - HE, 100x)

4.3. Imuno-histoquimica

Dos 80 casos, 65 (81,25%) foram positivos exclusivamente para
marcadores neurais, sendo entdo classificados, agora com base em critérios
imuno-histoquimicos, como tumor de bainha de nervo periférico (figuras 7, 8, 9,
10).
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Figura 7. Sarcoma de tecidos moles em c&o. Imunomarcacao para CD56

(400x)
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(400x)

Figura 9. Sarcoma de tecidos moles em c&o. Imunomarcacgéo para S100
(400x)
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Os demais 15 casos (18,75%) apresentaram padrdo misto de
imunomarcacao, exibindo positividade tanto para marcadores neurais, quanto
para marcadores de musculatura lisa; desmina e actina de musculo liso (figuras
11 e 12). Nenhum dos sarcomas estudados demonstrou exclusivamente
positividade para os marcadores desmina e actina de musculo liso. Todos os

casos foram negativos para Fator de Von Willebrand.

Figura 11. Sarcoma de tecidos moles em c&o. Imunomarcacédo para
desmina (400x)
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Figura 12. Sarcoma de tecidos moles em c&o. Imunomarcacgéo para

actina de musculo de liso (400x)

A positividade para os marcadores neurais variou entre 0os tumores de
bainha de nervo periférico, predominando a imunomarcacdo simultanea para
CD56, GFAP e NSE (figura 13).

Figura 13. Imuno-histoquimica dos tumores de bainha de nervo periférico:

percentual de positividade para os marcadores neurais (n=65)

B Positividade para
CD56, GFAP, NSE

M Positividade para
S100, CD56, GFAP,
NSE,

I Positividade para
$100, GFAP, NSE

Positividade para
GFAP, NSE
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Para os tumores de histogénese mista, prevaleceu a positividade
concomitante para actina de musculo liso, CD56, GFAP e NSE (figura 14).

Figura 14. Imuno-histoquimica dos tumores com histogénese mista:
percentual de positividade para marcadores neurais, desmina e actina de

musculo liso (n=15)

M Actina de musculo
liso, CD56, GFAP,
NSE

m Desmina, CD56,
GFAP, NSE

i Desmina, Actina de
musculo liso, CD56,
GFAP, NSE

A relacdo entre o diagnostico realizado apenas com base nos critérios
histomorfolégicos e os achados imuno-histoquimicos revela que grande parte
dos casos com diagndstico histopatolégico prévio de tumor de parede
perivascular apresentou imunomarcacdo apenas para marcadores neurais
(tabela 3).
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Tabela 3. Imunomarcacédo de STM em cées e diagndstico histopatolégico

prévio
Imunomarcacéo Diagnostico histopatolégico prévio
Tumor de Tumor de Tumores com Tumores Total
bainha parede caracteristica indiferenciados
histopatolégica
mista
Somente 20 19 20 06 65
marcadores
Neurais
Marcadores neurais 03 02 07 03 15
e musculares
(tumores IHQ
mista)
Total 23 21 27 09 80

Ademais, dos 27 casos que compartilharam arranjos histopatologicos de

tumor de bainha de nervo periférico e tumor de parede perivascular, em apenas

sete casos houve imunomarcagdo simultdnea para marcadores neurais e

musculares.

Todos os 80 casos analisados exibiram imunomarcacao nuclear positiva
para RP (figuras 15 e 16).
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Figura 15. Sarcoma de tecidos moles em cao. Imunomarcacgao nuclear
positiva para RP em redemoinhos pericapilares, na maior parte da populacdo
celular (400x)

Figura 16. Sarcoma de tecidos moles em cédo. Imunomarcacao nuclear

positiva para RP em feixes ondulantes (400x)
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A maioria dos tumores apresentou positividade em no minimo 66% das
células tumorais (escore 3) (figura 17). Este padrdo se repetiu quando a

positividade para RP foi analisada dentro de cada grau histolégico (figura 18).

Figura 17. Percentual de casos nos diferentes escores (E1, E3 e E3) de
expressao de RP nos STM em cées (n=80). E1 - positividade em 1-33% das
células; E2 - positividade em 34-66% das células; E3 - positividade em 67-100%
das células

70 53 casos
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% de casos
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El E2 E3
Escore da expressdo de receptor de progesterona (n=80)

Figura 18. Percentual dos diferentes escores de expressdo de RP nos

diferentes graus histolégicos (Gl, GllI, GlIl) de STM em cées
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M Escore 1 (imunomarcagao
em 1-33% das células
tumorais)

M Escore 2 (imunomarcagao
em 34-66% das células
tumorais)

% de casos

M Escore 3 (imunomarcagdo
em 67-100% das células
tumorais)
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Distribuicdo dos escores da expressdo de receptor de progesterona
dentro de cada Grau Histoldgico
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Em 26 casos (32,55%) pode-se identificar feixes nervosos no tecido
circunjacente a neoplasia e todos eles foram negativos para RE e apresentaram
auséncia ou fraca positividade para RP.

Todos os 80 casos foram negativos para RE (figura 19).

Figura 19. Sarcoma de tecidos moles em cédo. Imunomarcacao nuclear

negativa para RE (400x).
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Houve diferenca entre os graus histolégicos dos tumores em relagéo a
expressao de RP. Tumores de grau lll exibiram maior expressao deste receptor
que os tumores de grau | (P=0,015). A mesma diferenca ocorreu quando 0s
tumores de grau | e Il foram agrupados e comparados aos de grau Il (P=0,028).
N&o houve diferenca entre os tumores de grau | e grau Il (P=0,16) e grau Il e 1lI
(P=0,054).

Também se observou diferenca entre os escores atribuidos a atividade
mitotica em relacdo a expressdo de RP. Tumores com escore 1 para atividade
mitética exibiram menor expressao deste receptor que 0s tumores com escore 2
(P=0,011) e que os tumores com escore 3 (P=0,018). Nao houve diferenca entre

os tumores com atividade mitética escore 2 e escore 3 (P=0,39).
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Houve correlacdo positiva entre o indice de proliferacao celular (ki67) e a
expressao de RP (P=0,05).
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5. DISCUSSAO

O diagnéstico de tumor de parede perivascular e tumor de bainha de nervo
periférico é desafiante na medicina veterinaria, tendo em vista que muitos destes
tumores compartilham padrdes variados de imunomarcagdo, além de
apresentarem semelhancas histopatoldgicas (Williamson et al., 1998).

No presente estudo, todos os casos foram positivos para marcadores
neurais, ndo sendo possivel identificar tumores exclusivamente de origem
perivascular, como em trabalhos prévios (Avallone et al., 2007). Além disso, dos
casos que apresentavam padrdes histopatoldgicos vasculares, em uma minoria
houve positividade para actina de musculo liso e / ou desmina, 0 que mostra a
inespecificidade destes padrdes e sua pouca utilidade para o diagndstico
morfolégico de tumor de parede perivascular. A maioria dos casos provou ser
tumor de bainha de nervo periférico, com negatividade para desmina e actina de
musculo liso e positividade apenas para marcadores neurais. A positividade
simultanea para marcadores musculares e neurais, confirma o fato de que alguns
sarcomas apresentam ceélulas de diferentes linhagens (Williamson et al., 1998).

Em uma série de 33 casos de STM com caracteristicas de tumor de
bainha de nervo periférico, a imunomarcacao para GFAP foi detectada apenas
em células multinucleadas e o uso do marcador NSE foi limitado devido a
presenca de fundo (Gaitero et al., 2008). Aqui, todos os 80 casos foram positivos
para GFAP e NSE (com marcacao difusa na maioria), que se mostram, entao,
marcadores uteis para o diagndéstico de STM canino. Assim como nos resultados
agui apresentados, outros autores também relataram em hemangiopericitomas
a imunoreatividade para marcadores neurais (S100, GFAP e NSE), em
associacao a positividade para actina de muasculo liso (Perez et al., 1996; Chijiwa
et al., 2004). Isto corrobora o fato de que entre os STM caninos ha um grupo de
tumores com histogénese mista e que nao deveriam ser classificados puramente
como hemangiopericitomas ou como tumores de parede perivascular.

A positividade para RP, em todos os casos e em grande extenséo tecidual,
aponta para a possivel participacdo da progesterona no desenvolvimento destes
sarcomas. Ademais, a negatividade ou a fraca imunomarcagdo para RP nos
feixes nervosos normais peritumorais revela que as células neoplasicas

superexpressam este receptor, o que enfatiza seu possivel envolvimento na
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patogénese desta neoplasia. A maior expressdo de RP em sarcomas de alto
grau de malignidade (grau Ill) e naqueles com alta atividade mitGtica mostra que
este horménio também pode estar relacionado a maior agressividade do tumor.
Em concordancia, o Ki67 (proteina nuclear associada a proliferagdo celular,
expressada em todas as células em fase ativa do ciclo celular - Ettinger et al.,
2006), correlacionou-se positivamente com a expressao de RP.

A progesterona € um hormoénio esteroide cujas principais funcdes
fisiolégicas estdo relacionadas ao desenvolvimento e manutencdo do sistema
reprodutivo, mas também s&o conhecidos seus efeitos em neoplasias hormonio-
dependentes, como as da glandula mamaria (MacLaughlin & Jacks, 2003;
Millanta et al., 2005). A acdo da progesterona nos tecidos € mediada pelo
receptor para progesterona (pertencente a familia de receptores nucleares),
presente sob as isoformas A e B (MacLaughlin & Jacks, 2003; Chabbert-Buffet
et al., 2005). Recentemente, também foram identificados receptores de
membrana para progesterona, cujas funcées, ainda pouco conhecidas, podem
estar relacionadas ao desenvolvimento de neoplasias (Schumacher et al., 2008;
Cahill et al., 2016). De um modo geral, a isoforma B age como ativadora da
transcricdo e a isoforma A como repressora (MacLaughlin & Jacks, 2003;
Chabbert-Buffet et al., 2005). Assim, a ligacdo do horménio ao seu receptor inicia
uma série de eventos celulares que resultam na ativagdo ou supresséao de genes
alvo (Geller et al., 2008; Patel et al., 2008).

Deve ser ressaltado que as fungBes da progesterona vdo muito além
daquelas relacionadas a reproducdo. Em relacdo ao sistema nervoso, este
horménio estimula a mielinizacdo do axbnio durante o desenvolvimento e
remielinizagdo apos lesdo (Schumacher et al., 2008). As células de Schwann
expressam RP e sintetizam progesterona em resposta a sinais neuronais (Patel
et al., 2008). Estudos in vitro demonstraram que as células de Schwann
derivadas de neurofibromas apresentaram elevada proliferacdo na presenca
deste hormdnio esteroide (Overdiek et al., 2008). Aqui, todos os casos foram
positivos para marcadores imuno-histoquimicos neurais e possivelmente as
células de Schwann sejam o principal componente celular destes sarcomas. Isto
explica a presenca de RP em grande parte da populacéo celular, como também
a sua possivel participacdo na proliferacéo celular. A lesdo do nervo periférico

poderia ser um fator iniciador da proliferacdo das células de Schwann que, assim
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como sugerido para neurofibromas em humanos, responderiam a progesterona
Sérica e a progesterona sintetizada por essas células (McLaughlin et al., 2003).

Comparativamente, os STM deste estudo compartilharam, com algumas
variacdes, semelhancas clinicas, histopatologicas e imuno-histoquimicas com as
neoplasias em humanos, como schwanoma, neurofibroma e tumor maligno da
bainha de nervo periférico. Nesse sentido, a influéncia dos horménios sexuais
esteroides no crescimento do neurofioroma e schwanoma vestibular € bem
documentada, com maior prevaléncia em mulheres. Nesses casos, observam-
se aumento no tamanho, nimero de lesées ou transformacdo maligna, durante
periodos de alteracbes hormonais, particularmente na puberdade e gestacdo
(Jaiswal et al., 2009; Brown et al., 2011; Geller et al., 2008; Patel et al., 2008).
Informacdes sobre o estado reprodutivo dos animais (p. ex. fémeas néo
castradas ou castradas; periodo do ciclo estral) poderiam ser Uteis para a
compreensao da relacdo entre o desenvolvimento destas neoplasias e a
condicdo hormonal.

Ainda em paralelo com a medicina humana, os neurofiboromas
apresentaram difusa imunomarcacéo para RP e raramente positividade para RE
(McLaughlin & Jacks, 2003; Geller et al., 2008), em conformidade com o padréao
agui encontrado. Nos schwanomas vestibulares os resultados foram variados,
bem como a metodologia empregada. A analise de imuno-histoquimica em
tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina revelou, em um dos
estudos, negatividade para RE e RP em todos os 100 pacientes com
schwanomas (Jaiswal et al., 2009). Em outro estudo, com 59 pacientes, todos
exibiram positividade para RP e negatividade para RE (Cafer et al., 2008). Em
39 casos avaliados por PCR, houve variavel super-regulacéo (“up-regulation”)
para RE e RP (Patel et al., 2008). Aparentemente, o RE né&o participou do
crescimento e proliferacdo de varios destes tumores (McLaughlin & Jacks, 2003;
Cager et al., 2008; Geller et al., 2008; Jaiswal et al., 2009). Em contrapartida, em
STM de diferentes histogéneses, localizados nas extremidades, a positividade
para RE foi observada em 30% de 89 casos (Valkov et al., 2011). E possivel que
existam variacdes entre espécies, individuos, tipo histolégico ou mesmo entre 0s
estagios do desenvolvimento da neoplasia (mais ou menos diferenciados).

A presenca de RE ou RP mostrou impactos diversos na sobrevida de

pacientes com STM em humanos. Os pacientes com o perfil imuno-histoquimico
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semelhante ao desse estudo (RE negativo e RP positivo) apresentaram
sobrevida reduzida (Valkov et al., 2011; Sorbye et al., 2013). Quando cada sexo
foi analisado separadamente, a presenca de RE foi um fator progndstico positivo
para mulheres, enquanto a expressdao de RP em homens foi associada com
prognaostico ruim e reducgéo da sobrevida (Valkov et al., 2011). Os pacientes com
leiomiossarcomas uterinos e extra-uterinos que expressaram RP e RE exibiram
melhor evolucdo clinica (loffe et al.,, 2009; Li et al., 2013). A natureza
retrospectiva deste estudo impossibilitou o seguimento dos animais e a coleta de
dados prognésticos (como a qualidade das margens cirirgicas, presenca de
recorréncia, metastases, intervalo livre de doenca e sobrevida dos pacientes).
Novas pesquisas, seguindo as recomendacdes para a conducdo de estudos
prognosticos em veterinaria (Webster et al., 2011), poderdo avaliar a expressao
do RP como um possivel marcador molecular preditivo de prognéstico em
sarcomas fusocelulares na espécie canina.

Vale ressaltar que as informacfes sobre a presenca e o significado
prognéstico de RE e RP em sarcomas humanos sao complexas e nao totalmente
esclarecidas, impossibilitando definir o papel exato destes receptores nestas
neoplasias. As multiplas interacdes entre as isoformas de RP (A e B) e também
com outros receptores (RE, androgeno, mineralocorticoides) e a associacdo com
co-ativadores e co-repressores representam esta complexidade. Ademais, a
expressdo de RP pode estar alterada durante a carcinogénese. No cancer
endometrial em mulheres foram descritas variagdes na expressao das isoformas
de RP (A e B), com sub ou super-regulacdo destas isoformas e alteracdes na
localizac&o nuclear, o que pode resultar em diferentes acdes da progesterona
(Chabbert-Buffet et al., 2005).

A resposta a terapia hormonal também divergiu entre os estudos. Os
leiomiossarcomas uterinos e extra-uterinos apresentaram resposta ao
tratamento com moduladores seletivos RE ou RP e inibidores de aromatase (Li
et al., 2013; Thanopoulou et al., 2014). Os casos de sarcoma estromal
endometrial positivos para RP apresentaram resposta terapéutica favoravel a
progestina (loffe et al., 2009; Akashi et al., 2013), enquanto o uso de inibidor de
progesterona foi Util no tratamento de leiomiossarcoma uterino (Koivisto-
korander et al., 2007). Em condrossarcomas, apesar da expressao de RE e

aromatase, ndao houve beneficio com o uso de inibidores de estrégeno, tanto in
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vitro, quanto in vivo (Meijer et al., 2011). Em linhagens celulares provenientes de
tumores malignos de nervo periférico, o tamoxifen (um modulador seletivo para
RE) inibiu a proliferacdo e a mitogénese, porém com acao independente de sua
ligacdo ao RE (Byer et al., 2011). Dessa forma, tudo indica que diferentes tipos
histologicos de sarcomas respondem de forma especifica ao tratamento
hormonal. Essas drogas, especialmente os moduladores seletivos de RP,
poderdo representar uma nova abordagem terapéutica para sarcomas caninos,
diminuindo a chance de recorréncias e metastases, melhorando o tempo de
sobrevida e aumentando o tempo livre de recidivas.

A analise imuno-histoquimica em tecidos fixados em formalina e incluidos
em parafina pode apresentar limitacdes, principalmente em relacdo aos
receptores de estrégeno; o tempo e a qualidade da fixagdo, assim como outras
variaveis, podem interferir diretamente no resultado (Ramos-Vara & Miller,
2014). A fixacdo do material do presente estudo nao foi controlada, o que poderia
ser responsavel pela negatividade para RE. Por outro lado, contraria a esta
hipotese, esta o fato de todos os casos terem sido negativos, considerando que
sempre foi utilizado um controle positivo.

Os resultados em relacéo ao tamanho e localizacao das neoplasias, assim
como a distribuicdo entre os sexos, nao diferiram dos descritos na literatura. A
predisposicdo da raca Husky Siberiano também ja foi referida para os
hemangiopericitomas, mas a raga maltés ndo foi citada em estudos anteriores.
O maior risco citado para outras racas (Golden Retriever, Irish Setter, Pastor
Alemé&o) e caes sem raca definida (SRD) néo foi observado no presente trabalho
(Goldschmidt & Shofer, 1992).
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6. Conclusobes

Concluindo, nesta série de STM canino a maioria mostrou ser tumor de
bainha de nervo periférico. Tumores puramente de origem perivascular nao
foram identificados. Os padrdes histopatoldgicos tipo perivascular ndo refletiram
a histogénese destas neoplasias, que na maior parte das vezes mostrou-se
negativa para os marcadores musculares e positiva para os marcadores neurais.
Também ficou clara a presenca de um grupo de STM apenas com histogénese
neural e outro com histogénese mista.

Os STM estudados foram positivos para RP e negativos para RE. Os
sarcomas de grau histologico Il e com atividade mitotica maior que 9 figuras

mitoticas/10 campos de grande aumento exibiram maior expressao de RP.
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7. Perspectivas futuras

Devido a heterogeneidade imuno-histoquimica e a pouca especificidade
histopatologica para os tumores de parede perivascular e de bainha de nervo
periférico, atualmente ndo séo claros os critérios para o diagndstico destes
sarcomas. Sem duvida, este € um fator limitante para a comparacao entre 0s
estudos e a identificacdo de diferencas no prognostico. Trabalhos de consenso
poderao propor orientacdes para a nomenclatura dessas neoplasias.

No tocante a presenca de RP nos sarcomas, novas pesquisas poderao
definir se os moduladores seletivos de receptor de esteroides representam uma
nova modalidade no controle da doencga, bem como estabelecer o valor de RP

como preditivo de progndstico.
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Anexo 1

Andlise dos Graus Histolégicos em relacdo aos Escores de positividade
para receptor de progesterona. Onde G é o grau histologico do tumor (Gl, GlI,
Glll — Dennis et al., 2011) e E € o escore de células positivas para receptor de
progesterona (E1 — positividade em 1-33% das células, E2 — positividade em 34-

66% das células e E3 — positividade em 67-100% das células).

El E2 E3 Total
Gl 4 8 14 26
Gl 6 8 29 43
Gl 0 1 10 11
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DESCRICAO DO ARQUIVO

Tipo de Leitura -  Microsoft Excel

Variaveis Minimos Méximos Perdidos Validos
GC 1.000000 2.000000 0 69
EC 1.000000 3.000000 0 69

Observagdes Gravadas: 69

Variaveis Totais: 2

Valores Perdidos: O

Procedimento = Anéalise Nao-paramétrica
Objetivo = Analise de variancia ndo-parametrica

Dependentes = EC

Independentes = GC

TestedeWilcoxon

Variavel=EC

GC Descricao Médias Dados
1 e 2.38462 26
2 mmmmmmm e 2.53488 43

Valor do Teste = 0.97712
Variancia = 4843.11768
Significancia = 0.16426
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DESCRICAO DO ARQUIVO

Tipo de Leitura -  Microsoft Excel

Variaveis Minimos Méximos Perdidos Validos
GC 1.000000 3.000000 0 37
EC 1.000000 3.000000 0 37

Observagdes Gravadas: 37

Variaveis Totais: 2

Valores Perdidos: 0

Procedimento = Analise Nao-paramétrica
Objetivo = Analise de variancia ndo-parametrica

Dependentes = EC

Independentes = GC

Teste de Wilcoxon

Variavel=EC

GC Descrigédo Médias Dados
1 -mmemmemmemeeeeeeee 2.38462 26
C S — 2.90909 11

Valor do Teste = 2.16598
Variancia = 644.78827
Significancia = 0.01516
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DESCRICAO DO ARQUIVO

Tipo de Leitura -  Microsoft Excel

Variaveis Minimos Méximos Perdidos Validos
GC 2.000000 3.000000 0 54
EC 1.000000 3.000000 0 54

Observacgdes Gravadas: 54

Variaveis Totais: 2

Valores Perdidos: 0

Procedimento = Analise Nao-paramétrica
Objetivo = Analise de variancia ndo-parametrica

Dependentes = EC

Independentes = GC

TestedeWilcoxon

Variavel=EC

GC Descricao Médias Dados
2 e 2.53488 43
3 2.90909 11

Valor do Teste = 1.59889
Variancia = 1338.67920
Significancia = 0.05493
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Anexo 2

Andlise dos Graus Histolégicos em relacdo aos Escores de positividade
para receptor de progesterona. Onde G € o grau histolégico do tumor (Gl e Gl
agrupados, Glll) e E é o escore de células positivas para receptor de
progesterona (E1 — positividade em 1-33% das células, E2 — positividade em 34-

66% das células e E3 — positividade em 67-100% das células).

El E2 E3 Total
GleGll 10 16 43 69
Gl 0 1 10 11
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DESCRICAO DO ARQUIVO

Tipo de Leitura -  Microsoft Excel

Variaveis Minimos Maximos Perdidos Validos
GD 1.000000 3.000000 0 80
ED 1.000000 3.000000 0 80

Observacdes Gravadas... 80

Variaveis Totais....... 2

Valores Perdidos....... 0

Procedimento = Analise Nao-paramétrica
Objetivo = Andlise de variancia ndo-parametrica

Dependentes = ED

Independentes = GD

TestedeWilcoxon

Variavel=ED
GD Descricao Médias Dados
1 cmmmmmmmmmmeeeeee 2.47826 69
1 S 2.90909 11

Valor do Teste = 1.89829
Variancia = 3574.92603
Significancia = 0.02883
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Anexo 3

Anélise do indice Mit6tico em relacdo aos Escores de positividade para
receptor de progesterona. Onde M é o indice mitdtico do tumor (M1 —0 a 9 figuras
mitéticas/10 campos de grande aumento; M2 — 10 a 19 figuras mitéticas/10
campos de grande aumento; M3 — maior que 19 figuras mitéticas/10 campos de
grande aumento - Dennis et al., 2011) e E € o escore de células positivas para
receptor de progesterona (E1 — positividade em 1-33% das células, E2 —

positividade em 34-66% das células e E3 — positividade em 67-100% das

células).
El E2 E3 Total
M1 7 13 21 41
M2 3 2 22 27
M3 0 2 10 12
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DESCRICAO DO ARQUIVO

Tipo de Leitura -  Microsoft Excel

Variaveis Minimos Méximos Perdidos Validos
MF 1.000000 2.000000 0 68
EF 1.000000 3.000000 0 68

Observagdes Gravadas: 68

Variaveis Totais: 2

Valores Perdidos: O

Procedimento = Anéalise Nao-paramétrica
Objetivo = Analise de variancia ndo-parametrica

Dependentes = EF

Independentes = MF

TestedeWilcoxon

Variavel=EF

MF Descricao Médias Dados
1 s 2.34146 41
2 mmmmemm e 2.70370 27

Valor do Teste = 2.26860
Variancia = 4668.18213
Significancia = 0.01165

47



DESCRICAO DO ARQUIVO

Tipo de Leitura -  Microsoft Excel

Variaveis Minimos Maximos Perdidos Validos
MF 1.000000 3.000000 0 53

EF 1.000000 3.000000 0 53

Observacbes Gravadas: 53

Variaveis Totais: 2

Valores Perdidos: 0

Procedimento = Analise Nao-paramétrica
Objetivo = Andlise de variancia ndo-parametrica

Dependentes = EF

Independentes = MF

TestedeWilcoxon

Variavel=EF

MF Descricao Médias Dados
1 e 2.34146 41
3 2.83333 12

Valor do Teste = 2.07589
Variancia = 1716.28735
Significancia = 0.01895
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DESCRICAO DO ARQUIVO

Tipo de Leitura -  Microsoft Excel

Variaveis Minimos Maximos Perdidos Validos
MF 2.000000 3.000000 0 39
EF 1.000000 3.000000 0 39

Observacgfes Gravadas: 39

Variaveis Totais: 2

Valores Perdidos: 0

Procedimento = Analise Nao-paramétrica
Objetivo = Andlise de variancia ndo-parametrica

Dependentes = EF

Independentes = MF

TestedeWilcoxon

Variavel=EF

MF Descricéo Médias Dados
D e 2.70370 27
i S 2.83333 12

Valor do Teste = 0.27327
Variancia = 482.06479
Significancia = 0.39233
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Anexo 4

Andlise da correlacao entre Ki67 e 0 escore de positividade para receptor
de progesterona. Onde Ki67 é expresso em % de nucleos positivos em cada
caso e E é o escore de células positivas para receptor de progesterona (E1 —
positividade em 1-33% das células, E2 — positividade em 34-66% das células e
E3 — positividade em 67-100% das células).

Kl67 E K167 E K167 E
7,94 1 25 3 2,56 1
17,26 3 9 3 0 3
52,96 3 12,76 3 37,33 1
17,05 3 2,32 3 10,88 3
5,73 3 8,17 3 48,69 3
28,63 3 37,39 3 6,39 3
7,54 1 13,75 3 0 2
8,99 2 8,57 2 3,57 3
7,52 3 1,15 2 8,31 3
31,69 3 4,37 1 4,35 3
4,89 3 14,66 3 13,56 1
0,58 2 2,95 3 4,5 3
10,71 3 0 1 8,43 3
13,24 3 5,06 2 8,13 2
10,77 2 2,87 2 10,82 3
0 2 1,89 3 10,27 3
4,28 3 0,08 2 21,25 3
26,93 3 0,13 1 7,77 3
44,88 3 4,4 3 0,84 3
11,3 2 0 3 2,38 3
7,9 2 18,39 3 7,88 3
12,62 2 4,84 1 7,92 3
16,46 3 0 3 8,06 3
11,19 3 7,88 2 8,31 2
22,12 2 0,15 3 12,57 3
0,43 3 0,13 3 1,85 3
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setwd("C:\\Users\\Avell B153\\Desktop\\lissandro_jan_2016")
dados=read.table("Planilha para Sperman.txt",h=T)

cor.test(dados$Kl167,dados$RP3,alternative=c("greater"),method=c("spearman"

)

HiH T e SUltad O HHHHHHHHIHHHHHIHHHH

Spearman's rank correlation rho

data: dados$KI67 and dados$RP3
S = 64430.53, p-value = 0.05
alternative hypothesis: true rho is greater than 0
sample estimates:
rho
0.1852385
Mensagens de aviso perdidas:

In cor.test.default(dados$K167, dados$RP3, alternative = c("greater"), :
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Anexo 5

Andlise de sobreposicao de intervalo de confianca para avaliar a predisposicao
sexual

#e##HemeasHH###

> prop.test(46,80)

1-sample proportions test with continuity correction

data: 46 out of 80, null probability 0.5
X-squared = 1.5125, df = 1, p-value = 0.2188
alternative hypothesis: true p is not equal to 0.5
95 percent confidence interval:

0.4595439 0.6831962

sample estimates:

Y
0.575

Hi#HHMachosHHH#HHHHHE
> prop.test(34,80)

1-sample proportions test with continuity correction

data: 34 out of 80, null probability 0.5
X-squared = 1.5125, df = 1, p-value = 0.2188
alternative hypothesis: true p is not equal to 0.5
95 percent confidence interval:

0.3168038 0.5404561

sample estimates:

Y
0.425
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Anexo 6

Andlise do risco relativo entre as racas mais acometidas pelo STM (n=4054)

Total de Total de cdes da raca (acometidos +

Raca acometidos nao acometidos)

Boxer 4 204

Golden Retriever 4 189

Husky Siberiano 4 24

Labrador 6 303

Maltes 5 78

Poodle 5 329

SRD 22 710

#HH#Htboxer

Odds ratio  0.6900

95 % CI: 0.2458 to 1.9371
z statistic  0.705
Significance level P =0.4811

####golden

Odds ratio 0.7530

95 % ClI: 0.2680 to 2.1155
z statistic  0.538
Significance level P =0.5904

####HUSKyY
Odds ratio 7.6826
95 % ClI: 2.5250 to 23.3755

z statistic ~ 3.591
Significance level P =0.0003
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##H### L abrador

Odds ratio 0.6841

95 % CI: 0.2889 to 1.6199
z statistic  0.863
Significance level P =0.3880

#H##H##Maltes

Odds ratio 2.6088

95 % CI: 1.0057 to 6.7672
z statistic ~ 1.972
Significance level P =0.0486

###Poodle

Odds ratio 0.5017

95 % CI: 0.1976 to 1.2738
z statistic  1.451
Significance level P =0.1468

HHHHSRD
Odds ratio 1.2551
95 % CI: 0.7123 to 2.2115

z statistic  0.786
Significance level P =0.4318
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