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ABSTRACT.- Strefezzi R.F., Kleeb S.R., Xavier J.G. & Catao-Dias J.L. 2010. [Evaluation
of cellular proliferation as prognostic indicator for canine cutaneous mast cell tumors.]
Avaliacéo da prolifera¢éo celular como indicador prognéstico para mastocitomas cutaneos
caninos. Pesquisa Veterindria Brasileira 30(7):559-565. Departamento de Zootecnia, Facul-
dade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Av. Duque de
Caxias Norte 225, Pirassununga, SP 13635-900, Brazil. E-mail: rstrefezzi@ usp.br

This study evaluated the prognostic value of cell proliferation markers for canine cutaneous
mast cell tumor cases. Twenty-three cases were analyzed with regard to immuno-
histochemical expression of Ki67 and Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), and were
clinically followed up. Ki67 expression was related to the traditional histopathological grading
(p= 0.0418; p<0.05 between grades | and Ill), and was a reliable indicator of post-surgical
survival (p=0.0089). PCNA immunoexpression did not show statistically significant values
in the prediction of disease-related mortality and survival, although it is correlated to Ki67
expression. These results confirm that information about tumoral proliferative activity through
Ki67 immunohistochemical detection can improve canine cutaneous mast cell tumor grading

with regard to malignancy.

INDEX TERMS: Mast cell tumor, PCNA, Ki67, proliferation markers, prognostic markers.

RESUMO.- Este estudo teve como objetivo avaliar o valor
progndstico de marcadores de proliferacao celular em ca-
sos de mastocitomas cutaneos caninos. Vinte e trés casos
foram analisados quanto a expressao imuno-histoquimica
de Ki67 e do Antigeno Nuclear de Proliferagao Celular
(PCNA), sendo subsequentemente acompanhados clinica-
mente. Observou-se que a expressao de Ki67 mantém rela-
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¢ao negativa com a tradicional graduacao histopatoldgica
(p=0,0418; p<0,05 entre os graus | e lll), sendo um indica-
dor confiavel para o tempo de sobrevida pds-cirurgica
(p=0,0089). A imunoexpressao de PCNA, apesar de estar
correlacionada a marcacao por Ki67, nao apresentou valo-
res estatisticamente significantes na predicao da mortalida-
de em funcao da doenca e do tempo de sobrevida pés-cirdr-
gico. Os resultados obtidos confirmam que informacgtes
sobre a atividade proliferativa tumoral pela deteccao imuno-
histoquimica de Ki67 podem incrementar a classificagcao de
mastocitomas cutéaneos caninos quanto a malignidade.

TERMOS DE INDEXAQAO: Mastocitoma, PCNA, Ki67,
marcadores de proliferagdo, marcadores de prognostico.

INTRODUCAO

Os mastocitomas sdo os tumores de pele mais comuns
em cées, chegando a representar até 27% de todos os
neoplasmas malignos cutédneos. Nao ha evidéncia de pre-
disposicao sexual e sua incidéncia aumenta de acordo com
aidade, com média dos caes afetados em torno de 8 anos
e meio. As racas mais acometidas s&o as que possuem a
Bulldog como ancestral, principalmente as Boxer, Boston
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Terrier e Bulldog Inglés, além da Labrador, Golden Retriever
e Shar Pei (Hottendorf & Nielsen 1967, Bostock 1973, Hess
1977, Patnaik et al. 1984, Yager & Scott 1993, Simoes et
al. 1994, Rogers 1996, Ginn et al. 2000, Jaffe et al. 2000,
Strefezzi et al. 2003, London & Séguin 2003, Misdorp 2004).

Os mastocitomas cutaneos podem surgir da derme ou
do tecido conjuntivo subcutaneo e apresentam caracteris-
ticas macroscépicas diversas, fato que dificulta ou impos-
sibilita especula¢des sobre o comportamento desse tipo
de neoplasia quando nos baseamos apenas nestas carac-
teristicas (London & Séguin 2003, Strefezzi et al. 2003).
Estes tumores séo considerados por clinicos e cirurgides
como neoplasmas potencialmente malignos e, devido a
seu comportamento extremamente variavel, tém provoca-
do frustracdes terapéuticas (Macy 1985, O’Keefe 1990,
Yager & Scott 1993, Simoes et al. 1994).

Devido a dificuldade de previsao do comportamento bio-
I6gico e, consequentemente, de definicao dos tratamentos
instituidos, a busca por indicadores progndsticos mais pre-
cisos para o mastocitoma vem se intensificando e se diver-
sificando nas ultimas décadas. A graduacéao histopatoldgi-
ca tem sido o método de eleicdo na tentativa de prever o
comportamento bioldgico deste neoplasma, dividindo os
tumores em trés graus crescentes de malignidade (Patnaik
etal. 1984). Entretanto, conforme observado por diversos
autores, tal procedimento baseia-se em parametros subjeti-
vos como indice mitético, quantidade de granulos citoplas-
maticos e grau de anisocitose, provocando variagdes intra
e interobservador consideraveis, principalmente no que se
refere aos tumores de diferenciacédo intermediaria (Yager &
Scott 1993, Simoes et al. 1994, Strefezzi et al. 2003, Misdorp
2004, Kiupel et al. 2005, Maiolino et al. 2005, Northrup et al.
2005, Pinczowski et al. 2008).

A mensuragdo da atividade proliferativa pode acrescen-
tar informacgdes importantes para a formulacao de um prog-
nostico mais confiavel identificando, por meio de marca-
¢Oes histo e imuno-histoquimicas ou da contagem de
mitoses, a fracao de células em proliferacao (Ellis &
Whitehead 1981, Quinn & Wright 1990, Abadie et al. 1999).
Entre esses métodos, merecem destaque a contagem de
mitoses (Romansik et al. 2007), a determinacao da frequ-
éncia de Regides Organizadoras Nucleolares com afinida-
de pela prata (AgNOR) (Bostock et al. 1989, Simoes et al.
1994, Kravis et al. 1996), a contagem de células positivas
para o Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA)
(Simoes et al. 1994, Abadie et al. 1999) e a contagem de
células positivas para Ki67 (Abadie et al. 1999, Sakai et
al. 2002).

O PCNA é uma proteina nao-histona necessaria a sin-
tese e reparo de DNA, detectada desde a fase G1 até a
transicao G2 a M, atingindo seu maximo na fase S do
ciclo celular (Madewell 2001). Esta ausente na fase GO,
mas, diferentemente do Ki67, sua expressao varia muito
nas fases G1, S, G2 e M. Pode ser induzida por dano ao
DNA e, ainda, possui meia-vida longa, fazendo com que
as fracoes proliferativas sejam, muitas vezes, super-re-
presentadas (Abadie et al. 1999, Madewell 2001).
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Atualmente, a marcacao imuno-histoquimica de Ki67,
antigeno possivelmente relacionado ao RNA nucleolar, é a
ferramenta mais utilizada para avaliagao da atividade prolife-
rativa de uma populagéo celular por associar caracteristicas
desejaveis para este tipo de marcador, como a expressao
durante praticamente todo o ciclo celular, de inicio de G1 a
M, e por possuir meia-vida curta, sendo degradado em apro-
ximadamente uma hora apés a mitose. Sendo assim, mes-
mo marcacgdes ténues podem ser consideradas positivas,
dispensando os pontos de corte, geralmente utilizados para
a avaliacao do PCNA (Quinn & Wright 1990, Abadie et al.
1999, Melo & Alves 1999, Madewell 2001, Scase et al. 2006).

Com relacdo aos mastocitomas cutaneos, a avaliacao
da atividade proliferativa revelou que o indice de PCNA foi
maior nos caes que morreram em fungéo do mastocitoma
do que nos que sobreviveram, mas, apesar disso, nao foi
demonstrada diferenca estatisticamente significante entre
os graus histopatoldgicos (Abadie et al. 1999, Scase et al.
2006). A contagem de células positivas para PCNA foi
considerada um indicador de sobrevida confiavel por Si-
moes et al. (1994), porém nao apresentou valor prognosti-
€0 nos estudos realizados por Scase et al. (2006) e Webs-
teretal. (2007). Ja para o Ki67 houve diferenca significan-
te entre os graus histopatoldgicos e 0 mesmo foi conside-
rado util como indicador progndstico independente da gra-
duacao histoldgica, principalmente na subdivisédo de mas-
tocitomas de grau Il quanto a agressividade (Abadie et al.
1999, Sakai et al. 2002, Scase et al. 2006). Atualmente,
recomenda-se a utilizagdo de Ki67, em associa¢do a ava-
liagcdo da expressao de c-KIT e a contagem de AQNORs
como métodos rotineiros para indicagéao do progndstico em
mastocitomas (Webster et al. 2007)

Frente aos resultados conflitantes observados na utili-
zagdo de PCNA como indicador progndstico para mastoci-
tomas cutaneos caninos, bem como as vantagens relata-
das para a avaliacao da expresséo de Ki67, o objetivo deste
trabalho foi verificar a eficiéncia de tais marcagdes como
métodos de previsdo do tempo de sobrevida e da mortali-
dade em fungéo da doenca em cées tratados cirurgica-
mente, comparando-as a graduacao histopatoldgica tradi-
cional (Patnaik et al. 1984).

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 27 mastocitomas cutaneos caninos, obtidos
a partir de 23 casos atendidos no ambulatério cirdrgico do
Hospital Veterinario da Universidade de Sao Paulo (HOVET-
USP), Departamento de Cirurgia (VCI) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(FMVZ-USP), e nos Hospitais Veterinarios da Universidade
Bandeirante de Sao Paulo (UNIBAN) e Universidade Metodista
de Séo Paulo (UMESP). A evolugéo clinica dos casos foi avaliada
por meio de andlise de prontudrios hospitalares e entrevistas
com proprietarios e médicos veterinarios responsaveis. Destes,
12 (52,2%) eram machos e 11 fémeas (47,8%). A raga mais
frequente foi a Boxer (26,1%, 6/23) seguida das ragas Poodle
(17,4%, 4/23), Dachshund e Fila Brasileiro (8,7%, 2/23 cada).
Cinco caes (21,8%) eram sem raca definida. Os demais eram
das racas Doberman Pinscher, Dogue Alemao, Labrador e
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Pinscher. Quatro cdes apresentavam lesées multiplas (17,4%,
4/23), dois da ragca Boxer, um Doberman e um Poodle. A idade
média dos caes foi de oito anos e meio.

Os critérios para selegao dos casos incluidos neste estudo
foram: (1) excisdo cirurgica completa dos tumores como forma
de tratamento; (2) disponibilidade de histérico clinico comple-
to de no minimo 120 dias; (3) disponibilidade e qualidade das
amostras histoldgicas para analise.

As pecas cirurgicas foram fixadas em solugéo de formaldeido
a 10% por 48 horas. Delas foram retirados fragmentos e estes
encaminhados ao Laboratério de Patologia Celular e Molecular
do Hospital Sirio-Libanés, onde sofreram processamento
histolégico de acordo com as técnicas rotineiras de inclusdo em
parafina. Cortes de aproximadamente 5 pm de espessura foram
obtidos e corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina (Prophet
etal. 1992). A coloracéo especial de Azul de Toluidina (Prophet et
al. 1992) e/ou a marcagao positiva com anticorpos anti-KIT foram
realizadas para a confirmacdo do diagndstico de mastocitoma.

O processamento imuno-histoquimico baseou-se no méto-
do descrito por Hsu et al. (1981). Os cortes histoldgicos, aderi-
dos a laminas silanizadas, foram desparafinados em estufa e,
em seguida, reidratados em alcool graduado e agua destilada.
A recuperacao de antigenos foi realizada por aquecimento dos
cortes histolégicos em solugdo tampé&o. Para o anticorpo anti-
PCNA foi utilizado tampao citrato com pH 6,0 e para o anti-Ki67
o tampao foi EDTA, com pH 9,0. Apés bloqueio de peroxidase
enddgena com solugéo de perdxido de hidrogénio a 3%, os
cortes histoldgicos foram submetidos as incubagdes com anti-
corpos primarios para Ki676 (1:50) e PCNA? (1:100) por 12 ho-
ras (over night) a 8°C, anticorpo secundario biotinilado® e, final-
mente, com complexo estreptavidina-peroxidase®. A revelagéo
foi obtida com solugdo contendo diaminobenzidina e a contra-
coloracdao com Hematoxilina de Harris (Hsu et al. 1981). Os
controles positivos utilizados foram linfonodos caninos.

Os mastocitomas foram classificados em graus |, Il ou lll, de
acordo com o nivel decrescente de diferenciacao celular. Os
critérios de graduagao adotados foram aqueles estabelecidos
por Patnaik et al. (1984). Todos os tumores foram avaliados
histopatologicamente por quatro observadores, de forma in-
dependente e sem conhecimento de informacgdes clinicas dos
céaes, inclusive sobre lesbes pertencentes a um mesmo céo.
Em casos de variagéo interobservador (48,1% das lesoes, 13/
27), o grau histopatoldgico considerado como diagndstico fi-
nal foi decidido por consenso.

As avaliacdes dos indices de proliferagéo celular com Ki67
e PCNA foram realizadas através da determinacao da porcen-
tagem de nucleos positivos em um minimo de 1.000 nucleos
por caso, em campos de alta frequéncia de marcagao (hot
spots) a objetiva de 40 aumentos. Nucleos positivos e negati-
vos foram quantificados manualmente com auxilio do software
Image ProPlus®, através da ferramenta Manual Tag. Foram

6 Monoclonal, murino, anti-Ki67 humana, clone MIB-1, Dako
Cytomation, Inc., Carpinteria, CA, USA.

7 Monoclonal, murino, anti-PCNA de rato, clone PC-10, Dako Cytomation,
Inc., Carpinteria, CA, USA.

8 Biotinylated Link Universal, Kit LSAB® + System-HRP, Ref. K0690,
Dako Cytomation, Inc., Carpinteria, CA, USA.

9 Streptavidin-HRP, Kit LSAB® + System-HRP, Ref. 0690, Dako
Cytomation, Inc., Carpinteria, CA, USA.

10 Versdo 4.02 for Windows, Graphpad Software, Inc., San Diego,
CA, USA.

considerados positivos todos 0s nucleos com evidéncias de
marcagado, mesmo que fraca, conforme realizado por outros
(Simoes et al. 1994, Abadie et al. 1999, Sakai et al. 2002, Scase
et al. 2006). Para casos com multiplas lesdes, foram conside-
rados os valores mais elevados dos escores de PCNA e KI67.

Os resultados obtidos nas marcagdes para a PCNA e Ki67
foram comparados aos graus histopatoldgicos por meio de
ANOVA/Kruskal-Wallis, seguida de teste de mdltiplas compara-
¢oes de Dunn. Um ponto de corte para os valores de PCNA e
Ki67 foi determinado por meio de uma curva ROC, para subdivi-
sdo das marcagbes em escores baixos (denominados PCNA-1
e Ki67-1) e altos (denominados PCNA-2 e Ki67-2). As correla-
¢Oes entre os indicadores progndsticos e o tempo de sobrevida
foram analisadas pelo Teste de Spearman.

A graduacéao histopatoldgica e os escores de PCNA e Ki67
foram analisados individualmente com relacdo a mortalidade
em consequéncia da doenca pelos testes de Chi-quadrado
para tendéncias e exato de Fisher. A analise de sobrevida foi
realizada pelo método de Kaplan-Meier seguido de logrank
test. Foram considerados censurados na analise de sobrevida
0s caes com histdrico clinico interrompido e os que morreram
ou sofreram eutandsia por motivos nao relacionados ao mas-
tocitoma cutaneo.

Os dados foram analisados com auxilio do software
GraphPad Prism®'°. O nivel de significancia foi estabelecido
em 5%.

RESULTADOS

A graduacao histoldgica das lesdes mostrou que 21,7% de
casos pertenciam ao grau | (5/23), 52,2% ao grau Il (12/23) e
26,1% ao (6/23) grau lll. Durante o periodo de acompanha-
mento clinico total, 73,9% (17/23) dos caes morreram, sen-
do que sete dentre os dbitos foram relacionados ao tumor
(30,4%, 7/23). Nenhum céo com mastocitoma de grau | mor-
reu em funcao do neoplasma, enquanto 15,4% dos de grau Il
(2/13) e 83,4% dos de grau lll (5/6) tiveram suas mortes rela-
cionadas a doenca (x?=9,505; p=0,0020) (Quadro 1). O tem-
po de sobrevida pés-cirdrgica dos caes analisados variou de
3 a 2.670 dias, com média de 894 dias. Entre os caes que
morreram em fungéo dos mastocitomas, o tempo médio de
acompanhamento pés-cirurgico foi 273 dias.

A analise de sobrevida em fungao dos graus histopato-
Iégicos revelou diferencas significantes entre os grupos
(p<0,0001). Dentre os casos de grau lll, nenhum cao so-

Quadro 1. Distribuicao das taxas de mortalidade,
relacionadas ou nao aos mastocitomas, em funcao da
graduacao histopatoldgica proposta por Patnaik et al.
(1984). Porcentagens em relacao aos totais de casos

para cada grau histopatolégico

Morte Morte nao- Vivos ao final
relacionada relacionada do estudo
ao tumor ao tumor
Grau | (n=5) 0 (0,0%) 4 (80,0%) 1 (20,0%)
Grau Il (n=12) 2 (16,6%) 6 (50,0%) 4 (33,4%)
Grau Il (n=6) 5 (83,4%) 0 (0,0%) 1 (16,6%)
Total (n=23) 7 (30,4%) 10 (43,5%) 6 (26,1%)

Teste de Chi-quadrado para tendéncias; %2=9,505; p=0,0020; n = nu-
mero de casos.
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Fig.1. Curva de sobrevida dos casos estudados em fungéo da
graduacao histopatoldgica baseada na proposta de Patnaik
et al. (1984) (p<0,0001, logrank test). Pontos = dados cen-
surados pela andlise de Kaplan-Meier.
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Fig.2. Mastocitoma cutaneo representando imunorreatividade
nuclear para PCNA (setas). Kit-LSAB®/diaminobenzidina,
contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj.40x.

breviveu por mais de 751 dias, com mediana de sobrevida
de 207 dias (média de 261 dias). Por outro lado, nenhum
dos cédes com mastocitoma de grau | teve sua morte rela-
cionada ao neoplasma (média de sobrevida de 1.473 dias)
e 83,3% dos caes com mastocitoma de grau Il atingiram
sobrevida de até 1.898 dias pela analise de Kaplan-Meier
(média de 969 dias) (Fig.1).

A porcentagem média de nucleos positivos para PCNA
(Fig.2) foi de 22,8 + 19,1%, sendo 28,2 + 23,2% entre 0s
gue morreram em func¢éo do tumor e 20,5 + 17,3% entre os
que nao tiveram suas mortes relacionadas com o neoplasma.
N&o foi detectada correlacéo entre as porcentagens de PCNA
e a sobrevida dos casos analisados (p=0,1003). Para os
caes com escores PCNA-1, a taxa de mortalidade em fun-
¢ao dos mastocitomas foi de 23,1% (3/13) contra 40% (4/
10) para os casos de escore PCNA-2 (p=0,0657) (Quadro
2). Quando comparados os escores de PCNA entre os graus
histopatolégicos, nao foram encontradas diferengas esta-
tisticamente significativas (p=0,1079).

Em seguida, os casos foram divididos em dois grupos:
escores baixos de PCNA (PCNA-1) e escores altos (PCNA-
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Quadro 2. Distribuicao das taxas de mortalidade,
relacionadas ou nao aos mastocitomas, em funcao dos
escores de PCNA. Porcentagens em relacédo aos totais

de casos de cada padrao de marcacéao

Morte Morte nao- Vivos ao final
relacionada relacionada do estudo
ao tumor ao tumor

PCNA-1 3 (23,1%) 7 (53,8%) 3 (23,1%)
(<24%) (n=13)

PCNA-2 4 (40,0%) 3 (30,0%) 3 (30,0%)
(224%)(n=10)

Total (n=23) 7 (30,4%) 10 (43,5%) 6 (26,1%)

Teste exato de Fisher, p=0,6500; n = nimero de casos.

2). O ponto de corte foi determinado por uma curva ROC:
PCNA-1, com menos de 24% de células positivas; e PCNA-
2, com positividade maior ou igual a 24% (sensibilidade =
57,1%; especificidade = 62,5%). A analise de sobrevida
dos grupos néo revelou diferencas estatisticamente signi-
ficativas (p=0,2023) (Fig.3).

A porcentagem média de nucleos positivos para Ki67
(Fig.4) foi de 6,6 + 6,3%, sendo 9,4 + 6,1% entre os que

‘Qj - .

Fig.3. Curva de sobrevida dos casos estudados em fungéo dos
escores de PCNA: PCNA-1 (positividade <24%) ou PCNA-
2 (positividade >24%) (p=0,2023, logrank test; pontos =
dados censurados pela andlise de Kaplan-Meier).
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Fig.4. Mastocitoma cutaneo representando imunorreatividade
nuclear para Ki67 (setas). Kit-LSAB®/diaminobenzidina,
contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, obj.40x.
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Quadro 3. Distribuicao das taxas de mortalidade,
relacionadas ou nao aos mastocitomas, em funcao dos
escores de Ki67. Porcentagens em relacao aos totais
de casos de cada padrao de marcacéao

Morte Morte nao- Vivos ao final
relacionada relacionada do estudo
ao tumor ao tumor

Ki67-1 2 (14,3%) 8 (57,1%) 4 (28,6%)
(<7,0%)(n=14)

Ki67-2 5 (55,6%) 2 (22,2%) 2 (22,2%)
(27,0%)(n=9)

Total (n=23) 7 (30,4%) 10 (43,5%) 6 (26,1%)

Teste exato de Fisher, p=0,0657; n = numero de casos.
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Fig.5. Curva de sobrevida dos casos estudados em funcdo dos
escores de Ki67, Ki67-1 (<7,0%) ou Ki67-2 (27,0%)
(p=0,0089, logrank test; pontos = dados censurados pela
andlise de Kaplan-Meier).
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Fig.6. Curva de sobrevida dos casos de mastocitomas de grau
Il estudados em fungéo dos escores de Ki67, Ki67-1 (<7,0%)
ou Ki67-2 (>7,0%), (p=0,5436, logrank test; pontos = dados
censurados pela andlise de Kaplan-Meier).

morreram em fungdo do tumor e 5,5 + 6,2% entre os que n&o
tiveram seus 0Obitos relacionados com o neoplasma. Houve
correlagéo negativa entre os escores de Ki67 e a sobrevida
(r=-0,5432 e p=0,0074) e positiva quando comparados aos
escores de PCNA (r=0,7470, p=<0,0001). A comparacgao dos
escores de Ki67 quando divididos com base nos graus histo-
patoldgicos revelou diferencas estatisticamente significativas
(p=0,0418; p<0,05 entre graus | e llI).

De modo semelhante ao realizado para PCNA, os ca-
sos foram divididos em dois grupos: Ki67-1, com menos

de 7,0% de células positivas; e Ki67-2, com positividade
maior ou igual a 7,0% (sensibilidade = 71,4%; especifici-
dade = 75,0%). Para os caes com escores Ki67-1, a taxa
de mortalidade em funcéo dos mastocitomas foi de 14,3%
(2/14) contra 55,6% (5/9) para os casos de escore Ki67-2
(p=0,0657) (Quadro 3). A sobrevida de caes do grupo Ki67-
1 foi significantemente maior que a do grupo Ki67-2 (p=
0,0089) (Fig.5). Porém, o indice néo foi capaz de distinguir
entre mastocitomas de grau Il mais ou menos agressivos
(p=0,5436) (Fig.6).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A tradicional graduacao histoldgica proposta por Patnaik
etal. (1984) tem sido utilizada como padrao-ouro de clas-
sificacao de mastocitomas cutaneos caninos por apresen-
tar resultados expressivos na previsao do comportamento
bioldgico deste neoplasma (Macy 1985, Strefezzi et al.
20083, Misdorp 2004, Maiolino et al. 2005, Kiupel et al. 2005).
Entretanto, esté alicercada em parametros histomorfolégi-
cos geralmente subjetivos, o que conduz a variagdes inter
e intraobservadores (Strefezzi et al. 2003, Kiupel et al. 2005,
Northrup et al. 2005, Pinczowski et al. 2008).

A avaliacao de situacdes limitrofes entre os diferentes
graus permanece desafiadora, pois parte dos tumores de
grau [l comporta-se como mastocitomas de grau |, enquanto
outros como de grau lll. Isto significa que alguns tumores
tém seus potenciais de agressividade subestimados, en-
quanto outros recebem tratamentos potencialmente toxi-
cos de maneira desnecessaria. Northrup et al. (2005) su-
geriram que uma nova classificagcado de mastocitomas em
tumores de alto ou baixo-grau seria mais consistente e de
maior significado progndéstico.

Simoes et al. (1994) compararam o valor da graduagéo
histopatolégica proposta por Patnaik et al. (1984) e a fra-
¢cao marcada pelo PCNA como indicadores progndsticos.
Para estes autores, a fragao marcada por PCNA, em cin-
co campos de 40 aumentos, foi um bom indicador prog-
nostico quanto a sobrevida e recidiva. Para Abadie et al.
(1999) e Scase et al. (2006), o indice de PCNA foi maior
nos caes que morreram em funcdo do mastocitoma do
que nos que sobreviveram mas, apesar disso, nao foi de-
monstrada diferenca estatisticamente significante quando
os casos foram agrupados com base nos graus histopato-
I6gicos e no tempo de sobrevida.

Apesar de estar correlacionado com a marcacao para
Ki67, acredita-se que a longa meia-vida de PCNA possa
superestimar a atividade proliferativa no tumor, sendo en-
tao necessarios pontos de corte para sua avaliagao (Quinn
& Wright 1990, Abadie et al. 1999, Melo & Alves 1999,
Madewell 2001, Scase et al. 2006). Certamente, tais limi-
tes ou pontos de corte, referentes a intensidades minimas
de marcagao imuno-histoquimica para positividade, adici-
onariam subjetividade e, consequentemente, maiores va-
riacdes intra a interobservador na contagem de células
positivas para PCNA. Por este motivo, optamos por consi-
derar positivas quaisquer marcagdes, mesmo que ténues,
assim como é realizado para o Ki67.
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Os resultados obtidos neste trabalho em relagéo ao
PCNA néo sao animadores. Nao foram detectadas rela-
coes significantes entre PCNA e graduacao histopatologi-
ca e, quando estabelecidos valores de corte para divisao
em dois grupos, as curvas de sobrevida nao foram estatis-
ticamente diferentes, corroborando resultados relatados por
outros autores (Abadie et al. 1999, Scase et al. 2006).

Observamos correlagéo negativa entre Ki67 e sobrevi-
da, ou seja, quanto maior a porcentagem de células positi-
vas Ki67, menor a sobrevida pds-cirurgica dos caes. Fo-
ram detectadas diferengas estatisticamente significantes
entre os graus | e lll com relagdo a marcacgéao para Ki67. O
agrupamento em escores menores ou maiores que 7,0%
(Ki67-1 e Ki67-2) resultou em indicadores confiaveis para
a sobrevida pos-cirdrgica de caes com mastocitomas cu-
taneos. Estes resultados corroboram outros relatos sobre
as potencialidades do Ki67 como indicador progndstico para
mastocitomas (Abadie et al. 1999, Sakai et al. 2002, Scase
et al. 2006, Webster et al. 2007).

Scase et al. (2006) afirmaram que a avaliacao de Ki67
pode ser util, principalmente, na subdivisao de mastocito-
mas de grau Il quanto a agressividade. Contudo, quando
analisamos somente mastocitomas de grau Il com base
nos escores de Ki67, nao foram detectadas diferencas
significantes nos periodos de sobrevida. Estas diferencas
podem estar relacionadas com o nimero de caes analisa-
dos, pois neste trabalho foram estudados 12 casos, en-
quanto Scase et al. (2006) analisaram 86 e Webster et al.
(2007) analisaram 41. E possivel que, se analisassemos
uma amostra maior, talvez pudéssemos identificar dois
grupos distintos entre os tumores de grau Il em relagéo as
porcentagens de células positivas para Ki67.

Apesar de questionada por muitos (Macy 1985, Abadie
etal. 1999, Strefezzi et al. 2003, Kiupel et al. 2004, Misdorp
2004, Northrup et al. 2005, Scase et al. 2006, Romansik et
al. 2007, Webster et al. 2007), a tradicional graduacgao histo-
patoldgica de Patnaik et al. (1984) é, ainda, o método que
obtém os melhores resultados na previsao do comporta-
mento de mastocitomas cutaneos caninos.Este estudo re-
afirma que a graduacao histopatolégica € um excelente indi-
cador para mortalidade relacionada ao tumor, que aumenta
conforme o grau histopatoldgico: 0% para os de grau |, 16,6%
para os de grau Il e 83,4% para os de grau lll.

Observa-se que a mortalidade para os mastocitomas
de diferenciacéo intermediaria se mantém baixa, mais pro-
xima da dos de grau | do que da mortalidade dos de grau
. Esta distribuicdo corrobora observac¢des de Séguin et
al. (2001) e Weisse et al. (2002), que descartam necessi-
dade de quimioterapia para os mastocitomas de grau ll em
casos de resseccao cirdrgica completa. Como indicador
para tempo de sobrevida pos-cirurgica, a graduacao histo-
I6gica também se mostrou melhor indicador entre os para-
metros testados sendo que, mesmo com um pequeno nu-
mero de casos analisados (n=23), os resultados obtidos
por este método continuam bastante expressivos.

A maioria das criticas a classificacdo histomorfolégica
se da em relacédo a subjetividade na classificacéo dos tu-
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mores, pela somatdria de critérios histomorfoldgicos de
dificil padronizagdo/mensuragéao, gerando variagdes intra
e interobservador em grande parte dos casos (Yager &
Scott 1993, Simoes et al. 1994, Strefezzi et al. 2003,
Misdorp 2004, Kiupel et al. 2005, Maiolino et al. 2005,
Northrup et al. 2005, Pinczowski et al. 2008). Com a finali-
dade de reduzir tais variagdes, determinamos que o grau
histopatoldgico final fosse obtido por consenso entre qua-
tro observadores com experiéncia em histopatologia. Acre-
ditamos, ainda, que o método possa ser aperfeicoado, di-
vidindo-se 0s neoplasmas em apenas dois graus, confor-
me sugerido por Northrup et al. (2005). Estabelecendo cri-
térios mais objetivos, tais como a mensuragao de parame-
tros morfométricos nucleares, contagem de mitoses, ou
outras caracteristicas peculiares ao tumor, adicionariamos
parametros mais reprodutiveis e precisos ao método pro-
posto por Patnaik et al. (1984).

Finalmente, os resultados aqui descritos reforcam a
utilidade da avaliagédo histopatoldgica de mastocitomas
cuténeos caninos na previsao da mortalidade e sobrevida
pos-cirurgica, e confirmam que essa previsao pode ser
incrementada por informacdes sobre a atividade prolifera-
tiva tumoral pela deteccao imuno-histoquimica de Ki67.
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