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Neoplasias de Origem Melanocitica da Uvea do C&o e do Gato: Estudo Comparativo das
Caracteristicas Clinicas e Imunohistoquimicas por Imunomarcacgéo para Ki-67, Melan-
Ae CD117

Resumo

Apresenta-se um estudo sobre as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
imunohistoquimicas de neoplasias de origem melanocitica da Uvea do c&o e do gato.

Este estudo pretendeu contribuir para o conhecimento das caracteristicas clinicas e
imunohistoquimicas dos tumores em questdo, auxiliando no seu diagnostico e terapéutica.
Estudaram-se vinte casos de tumores melanociticos oculares, dez provenientes de cdes e dez
de gatos, ocorridos no periodo compreendido entre 2001-2012. Realizaram-se estudos de
imunohistoquimica recorrendo aos marcadores Ki-67, Melan-A e CD117. Foram analisados
estatisticamente os parametros sexo, raca e idade dos animais, sinais clinicos, técnica
cirurgica, diagnostico histolégico e resultados imunohistoquimicos. O estudo estatistico foi
efetuado com o programa Excel 2007 (Microsoft Office®).

Nos gatos, 80% (n=8) da amostra era constituida por fémeas e 20% por machos. O melanoma
difuso da iris do gato foi o unico tipo de tumor uveal diagnosticado histologicamente na
totalidade da amostra de gatos (n=10). Sete dos dez melanomas difusos da iris do gato (70%)
tiveram marcagcdo imunohistoquimica positiva para o Melan-A. Apenas dois casos
apresentaram um valor do indice de proliferagdo superior a 19,5, na marcacdo do Ki-67.
Cinco dos dez casos de melanoma difuso da iris do gato (50%) tiveram marcacao
imunohistoquimica positiva para o CD117.

Nos cdes, 60% (n=6) dos cées afetados eram fémeas e 40% (n=4) eram machos. Verificou-se
que 60% dos casos (n=6) apresentaram diagndstico de melanoma da Uvea, 10% (n=1) de
melanocitoma da coroide, 10% (n=1) de melanoma do limbo esclero-corneano e 20% (n=2)
de melanocitoma da Uvea anterior. Dos dez casos de tumores melanociticos caninos
submetidos a imunomarcacéo, todos (100%) apresentaram marcacao positiva para o Melan-A,
Ki-67 e CD117.

Em conclusédo, os resultados obtidos com a técnica de imunohistoquimica com marcacao para
0 Melan-A, Ki-67 e CD117 foram diferentes nos dois grupos em estudo. O uso destas técnicas
apresentou resultados promissores na confirmacdo do diagnostico histopatoldgico e

caracterizagdo dos tumores uveais melanociticos do cdo e do gato.

Palavras-chave: neoplasias, imunohistoquimicas, cées, gatos, Uvea.



Uveal Melanocytic Neoplasms of Dogs and Cats: A Comparative Study of Clinical and

Immunohistochemical Features by Immunostaining for Ki-67, Melan-A and CD117

Abstract

The present dissertation is a study of the epidemiological, clinical and immunohistochemical
features of uveal melanocytic tumors of the dog and cat.
This study aims to contribute to the knowledge of clinical and immunohistochemical features
of these tumors, in order to help establishing a diagnosis and therapy.
Twenty clinical cases of ocular melanocytic tumors were studied (ten dogs and ten cats),
which occurred between 2001 and 2012. Immunohistochemical studies were performed using
the immunohistochemical markers Ki-67, Melan-A and CD117. Parameters like sex, age,
breed, clinical signs, surgical techniques, histological diagnosis and immunohistochemical
results were statistically analyzed. Statistical analysis was performed using Excel 2007
(Microsoft®Office).

Regarding feline patients, 80 % (n=8) of the sample were females and 20% were males.
Diffuse iris melanoma was the only type of tumor histologically diagnosed in the whole
sample (n=10). Seven of the ten diffuse iris melanomas (70%) had positive
immunohistochemical staining for Melan-A. Only two cases had a proliferation index greater
than 19.5 when staining for Ki-67. Five of the ten cases of feline diffuse iris melanoma (50%)
had positive immunohistochemical staining for CD117.
On what concerns dogs, 60% (n=6) of the sample were females and 40% (n=4) were males.
Uveal melanoma was diagnosed in 60% of the cases (n=6), 10% (n=1) of the cases were
diagnosed as a melanocytoma of the choroid, 10% (n=1) as a corneal-scleral limbal melanoma
and 20% (n =2) as anterior uvea melanocytoma. All the cases of canine melanocytic tumors
submitted to immunostaining for Melan-A, Ki-67 and CD117 showed positive staining.

In conclusion, immunohistochemical labeling for Melan-A, Ki-67 and CD117 yielded
different immunostaining results for the two groups. These results seem to be promising for
the confirmation of the histopathologic diagnosis and further characterization of uveal

melanocytic tumors in dogs and cats.

Keywords: tumors, immunohistochemical, dogs, cats, uvea
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Introducéo

Hoje em dia, 0s nossos animais de companhia apresentam uma esperanga média de vida muito
superior ao que apresentavam nas Ultimas décadas, facto este que estd associado ao aumento
progressivo do conhecimento da comunidade médica e cientifica de referéncia, ao elevado
numero e qualidade dos meios complementares de diagndstico e ao aumento da sensibilidade
dos proprietarios dos animais para a salde animal e publica. A esse aumento da esperanca
média de vida nos nossos animais de companhia estd também associado o aumento da
prevaléncia de doencas degenerativas e neoplasicas entre outras, que o médico veterinario
deverd saber diagnosticar, estabelecer um prognostico e procurar a melhor terapéutica
possivel.

O desenvolvimento de neoplasias com sede intraocular ndo é exce¢do. Num vasto estudo de
2010 por Dubielzig, Ketring, McLellan & Albert (2010) concluiu-se que 39% das doencas
oculares que afetavam os cées e gatos em estudo correspondiam a doencas neoplasicas. De
entre as neoplasias intraoculares mais frequentes nas espécies canina e felina, destacam-se 0s
tumores com origem nas células melanociticas (Dubielzig, 2011). O conhecimento das
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e anatomopatologicas sdo essenciais no
desenvolvimento de um correto diagndstico, progndstico e maneio terapéutico.

A técnica de imunohistoquimica comeca a ser um elo essencial no diagndstico histopatoldgico
de tumores. Todavia, ainda ndo estdo descritas as caracteristicas imunohistoquimicas dos
tumores melanociticos intraoculares no cdo e no gato. Este facto contribuiu para a escolha do
tema da presente dissertacdo de mestrado, associado ao grande interesse do aluno em
oftalmologia e em anatomia patoldgica.

A presente monografia organiza-se da seguinte forma: o primeiro capitulo corresponde a
descricdo das atividades desenvolvidas nos estagios curricular e extracurricular; o segundo
capitulo consiste na revisdo bibliografica acerca das neoplasias de origem melanocitica da
Uvea do cdo e do gato, incluindo a epidemiologia, 0 comportamento clinico e localizacdo das
neoplasias, terapéutica e técnicas de diagndstico clinico e anatomopatoldgico.

Finalmente, o terceiro capitulo desta dissertacdo constitui o estudo retrospetivo das
caracteristicas de vinte casos de tumores oculares de origem melanocitica, dezoito dos quais
com base na cole¢do de tumores do Laboratério de Anatomia Patoldgica da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (LAP-FMV-UL) e os restantes dois casos do
Laboratorio de Patologia Veterinaria — VetPat, ocorridos no periodo compreendido entre
2001-2012, juntamente com as respetivas historias clinicas. Assim, a presente monografia

pretende estudar as diferengas clinicas e histopatoldgicas entre os diferentes tumores
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intraoculares melanociticos caninos e felinos e a0 mesmo tempo tentar perceber se alguma das
caracteristicas imunohistoquimicas analisadas neste estudo pode ser usada como fator de

prognostico ou alvo terapéutico.



I - Atividades desenvolvidas durante o estagio
O estagio curricular realizou-se na area da medicina interna e cirurgia de animais de

companhia. As atividades do estagio decorreram no Hospital Escolar da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, nos periodos compreendidos entre 3 de
Setembro de 2012 a 28 de Dezembro do mesmo ano e entre 4 de Fevereiro de 2013 a 28 de
Marco do presente ano, com um total de 1344 horas de trabalho. No periodo de tempo
compreendido entre o dia 3 de Janeiro de 2013 e o dia 31 do mesmo més, as atividades de
estagio decorreram no Hospital Clinico Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Autdnoma de Barcelona, no departamento de oftalmologia, com um total de 152

horas.

Atividades desenvolvidas no Hospital Clinico Veterinario da FMV-UAB

De acordo com o Programa Internacional de Visitantes, o departamento de oftalmologia do
Hospital Clinico Veterinario UAB (Teresa Pefia e Marta Leiva), possibilita a realizacdo de um
estagio nos principais servicos do departamento (medicina, cirurgia, imagiologia, anatomia
patoldgica). Os visitantes sdo convidados a participar em todas as atividades do servico e de
formacdo dos internos e residentes: revisdo de pacientes, seminarios de introducdo semanais,
consultas de oftalmologia (1%as consultas e de reavaliacdo), discussdo de casos clinicos,
periodos de estudo, cirurgias, outros servicos de formacdo (exames, discussao de artigos,
observacdo de ldminas no departamento de anatomia patoldgica). Eram funcdes do visitante:
auxiliar os residentes, internos e alunos do 4° ano na realizacdo das consultas e exames
clinicos; discutir os casos clinicos com os outros estudantes, as diplomadas em oftalmologia,
residentes e internos; acompanhar os animais hospitalizados e participar na revisdo de
pacientes.

Nas consultas de oftalmologia, o aluno acompanhou essencialmente primeiras consultas e de
rotina, auxiliando na realizacdo do exame oftalmolégico sistematico e exames
complementares de diagndstico (gonioscopia, eletrorretinografia, imagem).

Nas cirurgias, realizadas todas as semanas as tercas e quintas-feiras de manha, o aluno teve
contacto com a inducdo e monitorizacdo anestésica dos animais, a assisténcia como
observador das técnicas e materiais utilizadas em cirurgia ocular, ajudante ou circulante.

Na area da imagiologia, o0 aluno teve contacto como observador na realizacdo de exames
complementares de diagndstico tais como: ecografia ocular e ressonancia magnetica.

Na éarea da anatomia patoldgica, o aluno teve contacto com a observacdo e discussdo de

laminas.



Atividades desenvolvidas no Hospital Escolar da FMV-UL

O hospital escolar da FMV-UL esté subdividido em varias areas: consultas externas (geral e
de especialidade), cirurgia, imagiologia e internamento. As consultas externas realizam-se por
ordem de chegada, marcacdes e por servico de urgéncia. As consultas externas por ordem de
chegada e marcacdo decorrem todos os dias, das 9 as 21h. As consultas de emergéncia
decorrem 24h por dia, assim como o servi¢o de internamento. O servi¢o de cirurgia decorre,
preferencialmente, durante o periodo da manha dos dias Gteis.

Tal como foi referido, o estagio no hospital escolar da FMV-UL decorreu num total de 1344
horas de trabalho e compreendeu a rotacdo pelos seguintes servicos: consulta externa (geral e
da especialidade de oftalmologia), cirurgia, imagiologia e internamento. Todas as atividades
desenvolvidas pelo aluno eram auxiliadas e supervisionadas pelos médicos veterinarios dos
respetivos servicos. Coube também ao aluno estagiario, colaborar e auxiliar os estudantes do

3°, 4° e 5° ano na pratica das atividades hospitalares.

Consulta externa

A presenca do aluno no servico de consulta externa realizou-se num total de 20 semanas.
Aqui, o aluno teve como principal funcdo a realizacdo da anamnese e historia pregressa, bem
como a execucdo do exame clinico dos animais. De seguida o aluno auxiliava o médico
assistente na reavaliacdo dos animais e na execugdo de eventuais exames complementares de
diagnostico. Juntamente com o médico assistente e com 0s colegas estudantes ou estagiarios,
o aluno participava na discussdo dos diagnosticos diferenciais, planos terapéuticos e
realizacdo dos mesmos aquando do momento da consulta. A este nivel destacam-se atividades
realizadas pelo aluno, tais como: colheita de amostras bioldgicas (sangue, urina, fezes, PAAF
para citologias, entre outras), auxilio na administracdo de farmacos, radiografia, ecografia,

TAC, discussao e execucado de planos de desparasitacdo e vacinacao.

Internamento

Durante as rotagbes de 24h no servico de internamento, o aluno tinha como fungbes e
responsabilidades: Administracdo de farmacos aos animais internados, execucdo de
monitorizacBes periodicas que incluiam a realizacdo de exames fisicos e outros quando
necessarios, o cuidado com o bem-estar animal no que toca as necessidades de alimentacao,
higiene e passeios, e finalmente o0 apoio a pratica das atividades hospitalares dos alunos do 3°,

40 g 5% ano.



Imagiologia

Durante as duas semanas de rotacdo pelo servigo de imagiologia, o aluno auxiliou 0 médico
veterinario de servico na realizacdo das peliculas radiogréaficas (posicionamento dos animais,
revelacdo de peliculas radiograficas) que depois eram alvo de discussao. Para além da técnica
radiografica, o aluno teve contacto com outras técnicas de imagem, nomeadamente,
mielografia, TAC e ecografia (abdominal e ecocardiografia). Nesses servigos também era da
competéncia do aluno o auxilio no posicionamento correto dos animais, sedacdo,

monitorizacao anestésica e discussao dos resultados de imagem obtidos em cada caso.

Cirurgia

No servigo de cirurgia, o qual decorreu durante 5 semanas consecutivas, o aluno acompanhou
todas as atividades decorridas no bloco de cirurgia tais como: inducdo e monitorizacdo
anestésica dos animais, ajudante de cirurgido, observador e circulante.

De entre 0 acompanhamento das cirurgias de ortopedia e tecidos moles, o aluno acompanhou
também varias cirurgias da especialidade de oftalmologia. Foi também funcdo do aluno o
acompanhamento dos animais no pré e pos-cirargico (quer a nivel de internamento, quer a

nivel de consulta).



I - Neoplasias oculares em cées e gatos
A nivel ocular, sempre que aparecam em consulta animais com massas ou hemorragias

intraoculares, uveite, glaucoma ou descolamento da retina, dever-se-a considerar sempre o0
diagnostico diferencial de neoplasia intraocular. Podem ser priméarias ou secundarias por
invasdo local ou metastizacdo (Dubielzig et al., 2010).

De entre os tumores mais frequentes na espécie canina, que poderdo ter sede intraocular,
destacam-se por ordem decrescente de incidéncia: tumores com origem nas células
melanociticas (melanocitoma e melanoma), tumores do epitélio iridociliar (adenomas e
adenocarcinomas), linfoma e neoplasias de células fusiformes da iris em cées de olhos azuis
(Dubielzig, 2011).

Na espécie canina, aquando da suspeita da presenca de uma ou Vvéarias massas a nivel
intraocular, deve ter-se sempre em consideracdo 0s seguintes diagnosticos diferenciais:
quistos da iris, lesdes granulomatosas, estafilomas da iris ou neoplasias, para podermos fazer
um bom diagnostico de tumor intraocular. Quer o progndstico, quer o tipo de terapéutica a
aplicar, vao depender do diagndstico obtido (Dubielzig et al., 2010).

De entre os tumores mais frequentes na espécie felina, que poderdo ter sede intraocular,
destacam-se por ordem decrescente de incidéncia: tumores com origem nas células
melanociticas (melanocitoma e melanoma), linfoma, tumores do epitélio iridociliar (adenomas
e adenocarcinomas), sarcoma ocular pdés-traumético felino (SOPTF) e suas variantes
(Dubielzig, 2010).

Entre todos estes tumores, o melanoma difuso da iris do gato é o mais prevalente nesta
espécie (Planellas, Pastor, Pefia & Leiva, 2010).

Os sinais clinicos associados a presenca de neoplasia intraocular variam. Destacam-se a
presenca de massas intraoculares, hipotonia, hifema, glaucoma secundario, leucocoria,
alteracdes da cor da iris e descolamento da retina (Grahn, Peiffer, Cullen & Haines, 2006).
Aguando a suspeita da presenca de uma ou varias massas ao nivel da Uvea do gato e/ou
alteracbes da cor da mesma, dever-se-d0 realizar os seguintes diagndsticos diferenciais:
pequenos sinais da iris (“iridial freckles”); nevus; quisto uveal e neoplasia (Grahn et al.,
2006).



1. Epidemiologia das neoplasias oculares em caes e gatos
Dubielzig et al. (2010) apresentaram um vasto estudo retrospetivo sobre doencas oculares

com base na colecdo de amostras do Ocular Pathology Laboratory of Wisconsin (COPLOW),
onde concluem que dos 20 219 cdes e gatos com doencas oculares analisados, 39%
apresentavam neoplasia ocular.

Um ano depois, Dubielzig (2011) apresenta os resultados de um estudo elaborado com base
na casuistica do mesmo arquivo, no qual revela que das neoplasias oculares do cdo, 47%
afetam o globo ocular, 25,3% tém sede na conjuntiva, 23,1% nas pélpebras e 4,6%
correspondem a tumores da Orbita. Do total de 47% de neoplasias do globo ocular, 64,6%
correspondem a neoplasias melanociticas e 29,3% a neoplasias do epitélio iridociliar. Na
espécie canina, ndo se encontrou relacdo nenhuma entre o tipo de tumor e 0 sexo dos animais.
A média das idades rondava o0s 9,2 anos e a mediana os 9,5 anos (Dubielzig, 2011).

No que se refere as neoplasias oculares na espécie felina, segundo 0 mesmo estudo de
(Dubielzig, 2011), 81,7% dos tumores tinham origem no globo ocular, 12,2% a nivel da
conjuntiva, 4,2% nas palpebras e 1,8% a nivel da 6rbita. Dos 81,7% dos tumores com origem
no globo ocular, 82,1% tinham origem nas células melanociticas. A média e mediana da idade
dos gatos afetados foram de 10,6 e 11 anos, respetivamente. Neste mesmo estudo verificou-se
uma relacdo bastante acentuada entre a raca persa e a afecdo por tumores oculares de origem
melanocitica (Dubielzig, 2011).

Num estudo retrospetivo de Silva (2013) conclui-se que hum periodo de 12 anos, a propor¢do
de cdes e gatos diagnosticados com neoplasia ocular na Faculdade de Medicina Veterinaria
(FMV) foi de 0,75% e 0,84%, respetivamente. Do total das neoplasias diagnosticadas quer no
cdo quer no gato, durante 0 mesmo periodo de tempo na mesma institui¢ao, verificou-se que
1,8% e 1,9% respetivamente, corresponderam a neoplasia ocular (Silva, 2013). Os resultados
de Silva (2013) demostram também que o globo ocular estd na lista das localizacdes mais
comuns das neoplasias oculares. Neste, a tunica média (que compreende o corpo ciliar, iris e
coroide) € a estrutura mais afetada, compreendendo 45,2% dos tumores do globo ocular do
cao e 48,4% dos tumores do globo ocular do gato, sendo que nesta Ultima espécie, a iris foi a

estrutura da tanica média com a incidéncia maior de neoplasia (Silva, 2013).



Tabela 1 — Tumores primérios do globo ocular. Adaptado de “Dubielzig, R.R. Tumors of the
eye — In Tumors of the Domestic Animals”

Tipo de tumor

Célula de origem

Espécies

Prognostico

Melanocitoma
Melanoma
maligno

Melanoma difuso
dairis

Tumor do epitélio
iridociliar

Meduloepitelioma

Sarcoma poés
traumatico

Melanécito

Melanécito

Melanécito

Células epiteliais
pigmentadas ou nao
pigmentadas da iris

ou corpo ciliar

Células primitivas
da neuroectoderme

Lentes: células
epiteliais,
fibroblasticas e
osteoblasticas,
melandcitos, outras

Canina e felina

Canina

Felina

Canina e felina

Canina e equina
(jovens)

Felina

Bom
Possiveis
metastases,
raramente fatal
Reservado, com
excecgoes se
remocao cirurgica
precoce

Bom

Raras metastases

Muito reservado




Tabela 2 — Tumores primérios do globo ocular. Adaptado de “Dubielzig, R.R. Tumors of the
eye — In Tumors of the Domestic Animals”

Nome do tumor

Observacdes

Esquema

Melanocitoma
Epibulbar

Benigno. Ocorre no
cdo ao nivel do limbo
esclero-corneano.
Tumor de células
fortemente
pigmentadas e
redondas. Presenca de
células fusiformes.

(&

Melanocitoma da
Uvea anterior

Benigno. Ocorre no
cdo e no gato ao nivel
da Uvea anterior.
Presenca de células
fortemente
pigmentadas
redondas e
fusiformes. Pode
haver invasao local,
mas ndo ha
metastizacao.

Melanocitoma da
corbide

Benigno. Ocorre no
cdo ao nivel da
cordide. Presenca de
células fortemente
pigmentadas
redondas e
fusiformes. Pode
haver invasao local,
mas nao ha
metastizacao.

U@

Melanoma intraocular
canino

Ocorre no céo.
Caracteristicas
histologicas de
malignidade. Taxa de
metastizacao baixa.
Pode ocorrer em
qualquer sitio da
Uvea, apesar da Uvea
anterior ser o local de
eleigdo.
Muitas vezes de
caracter difuso.

Q'




Melanoma difuso da
iris do gato

Maligno. Tem inicio

na superficie anterior
da iris, preenchendo-a
totalmente e ao corpo

Presenca de células
redondas, fusiformes
e de tipo “balloon”.

Ocorre no gato.

ciliar.

Tumor do epitélio
iridociliar

Ocorre no céo,

raramente no gato.
Pode ser invasivo
localmente, embora
nao metastize.
Células poderédo ser
pigmentadas ou nao.

Meduloepitelioma

Ocorre em cées e em
equinos (mais em
jovens) normalmente
na Uvea anterior.
Raramente maligno.
Origem nas células
primitivas da
neuroectoderme,
podendo originar
rosetas e tubos
radiados para o
interior do globo
ocular.

Sarcoma pos
traumatico felino

Maligno. Ocorre em
gatos apds
traumatismo com
rutura das lentes,
invadindo
rapidamente o globo

ocular.
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2. Tumores oculares de origem melanocitica — enquadramento geral
Um grande estudo de neoplasias melanociticas intraoculares primarias demonstrou que 79%

das lesBes benignas tinham sede na Uvea anterior em relagéo ao limbo e ou a coroide. Das
lesGes malignas, 95% tinham origem na Gvea anterior (Collins & Moore, 1999).

Apesar de serem raros 0S processos tumorais a nivel ocular no cdo e no gato, os tumores
melanociticos sdo os tumores primarios intraoculares mais comuns quer numa quer noutra
espécie (World Health Organization [WHO], 2002), e as estruturas onde estes tumores tém
origem mais frequentemente sdo a iris e o corpo ciliar, ou seja, ao nivel da Gvea anterior,
apesar de ja terem sido referidas situac6es de melanoma primario da cordide, mas em numero
muito reduzido (Collins & Moore, 1999). Além disso, os melanomas priméarios da Uvea
anterior podem invadir a cordide posteriormente. Contudo, a apresentacdo clinica e o
comportamento biologico do tumor diferem entre a espécie canina e felina (Finn, Krohne &
Stiles, 2008).

Apesar da ocorréncia de tumores de origem melanocitica nas espécies domesticas ser
relativamente rara, estes ocorrem com maior prevaléncia na espécie canina em comparagdo
com outras espécies, entre as quais a especie felina (Collins & Moore, 1999).

As neoplasias oculares com origem nos melandcitos, quer em cées, quer em gatos, podem
resultar em processos de dor, perda da funcdo visual e mais gravemente metastizagdo, com
risco de morte para o animal (Finn et al., 2008).

Os tumores melanociticos sdo divididos em duas entidades clinicas diferentes pela WHO
(2002), com base na terminologia utilizada para a classificacdo dos tumores melanociticos da
pele. Essa classificacdo baseia-se em caracteristicas tais como o comportamento clinico e
localizacdo do tumor, indice de proliferacdo, pleomorfismo nuclear, racio nucleo-citoplasma e
indice mitético (Collins & Moore, 1999). Assim, esses tumores sdo classificados como
melanocitomas para descrever as lesbes benignas e melanomas para descrever as lesdes
malignas (WHO, 2002). O primeiro termo é utilizado para designar melanomas benignos da
Uvea anterior, do limbo e da cordide. O segundo € designado como maligno se a sua
morfologia celular apresentar nucléolos proeminentes, um racio nacleo-citoplasma superior a
um, e mais de duas figuras mitéticas por dez campos em ampliacdo de 400x (Collins &
Moore, 1999). Todavia, a distingdo entre os dois nem sempre é clara (WHO, 2002).

A presente monografia pretende estudar as diferencas clinicas e histopatoldgicas através da
técnica da imunohistoquimica, entre os diferentes tumores melanicos da Gvea do céo e do gato
diagnosticados no LAP FMV-UL e LAP VetPat, entre 2001 e 2012.

11



3. Patogénese do melanoma
O melandcito é uma célula dendritica responsavel pela sintese de melanina com origem nos

melanoblastos neuroectodérmicos da crista neural, que em certa altura do desenvolvimento
embrionario migraram para outras estruturas tais como a epiderme, derme, membranas
mucosas, iris e cordide (Smith, Goldschmidt & McManus, 2002).

A melanina é um pigmento granular endégeno cujas funcgdes sdo a protecdo contra a radiacdo
solar e a atribuigdo de cor a pele, mucosas, iris, cordide e pélos.

No cdo, os tumores com origem nos melandcitos correspondem a cerca de 5 a 7% da
totalidade dos tumores. Nesta mesma espécie, os locais mais frequentes para a ocorréncia do
melanoma sdo a cavidade oral, os l&bios, a pele e os digitos. Apenas cerca de 2% da totalidade
dos melanomas tem origem ocular (Grilo, Timéteo, Santos & Abrantes, 2010).

No gato, ao contrario do cdo, o melanoma tem sede mais frequentemente a nivel ocular,
seguindo-se, por ordem decrescente, a pele e a cavidade oral (Planellas et al., 2010).

As causas que estdo no inicio de um processo tumoral deste tipo de células ainda ndo sdo
conhecidas em cerca de 35% dos melanomas cutaneos e da totalidade dos melanomas de
outras localizagdes.

Com a excec¢do dos cavalos cinzentos, a transformacédo de les6es benignas em malignas nas
espécies domésticas é muito pouco comum. Assim, pensa-se que entidades clinicas como 0s
melanomas sdo lesdes que tem origem de novo a partir dos melandcitos da epiderme, derme,
epitélio ocular e oral (Smith et al., 2002).

Para que se possa desenvolver o processo de carcinogénese, sao necessarios fatores de
promocdo, tais como: trauma crénico, exposi¢cdo a agentes quimicos, queimaduras, hormonas,
infecOes, drogas, entre outros. A instabilidade no DNA do hospedeiro levada a cabo por
fatores genéticos e/ou ambientais facilita a transformacdo neoplasica subsequente. As
atividades dos supressores normais da proliferacdo celular tais como a pRb (Retinoblastoma
Protein) e a proteina p53 sdo afetadas, na maioria dos casos de melanoma, por mutacdes nos
genes codificadores de proteinas intrinsecas a estes processos de regulacdo do crescimento
celular (Smith et al., 2002). Concomitantemente, tambeém ja foi observado, num estudo de
melanomas uveais humanos, a sobreexpressdao do gene blc-2 (supressor da apoptose). A
mutacdo dos proto-oncogenes em oncogenes também favorece a proliferagdo celular e
consequentemente o crescimento do tumor. Em varios estudos in vivo e in vitro de
melanomas, foram identificados os seguintes oncogenes: c-myc, c-erb-B-2, c-yes, c-kit, e ras.
Da mesma forma, ndo se pode deixar de referir a importancia do crescimento autobnomo do

tumor, que no caso do melanoma é regulado pelos fatores de crescimento autdcrino tais como:
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fator de crescimento dos fibroblastos, proteinas de regulacdo de crescimento, interleucina
(IL)-8, 1L-10, 1L-18, fator de crescimento A derivado das plaquetas e hormona estimuladora
dos melandcitos.

O processo de angiogenese € fundamental para que um tumor, independentemente da sua
derivacdo, subsista e se desenvolva. Num estudo sobre melanomas humanos de 2001 foram
estudadas as concentragdes séricas de quatro fatores angiogénicos — angiogenina, fator de
crescimento endotelial vascular, fator de crescimento de fibroblastos e IL-8, tendo-se
verificado que todos estes fatores estavam significativamente aumentados nos pacientes
doentes em relacdo aos controlos saudaveis (Smith et al., 2002).

Finalmente, durante todo o processo tumoral, as células tumorais ndo devem ser detetadas
pelo sistema imunitario do individuo, devem ser fisicamente capazes de sobreviver e circular
pelo sistema linfatico e sanguineo, e serem capazes de proliferar dentro de um ambiente
diferente da sua origem. Assim, refere-se que a IL-10 produzida pelo tumor apresente um
papel de blogueio da resposta imune do hospedeiro em relagdo a presenca do tumor (Smith et
al., 2002).

4. Sinais clinicos
Muitas vezes, se ndo a maioria, sdo 0s proprietarios dos animais os primeiros a detetar

alteracdes, tais como mudancas de cor e/ou presenca de massas a nivel intraocular. Pelo
contrario, outras vezes as lesdes podem passar despercebidas aos donos ou clinicos, e sé
quando se esta perante uma situacdo de uveite ou glaucoma secundario é que se detetam as
restantes alterac6es a nivel ocular.

A apresentacdo clinica deste tipo de tumores pode variar. Por vezes, pode-se observar uma
massa focal e confinada a iris; outras vezes, os tecidos anémalos podem ser extensos e
envolver outras estruturas intra ou extraoculares. As massas de maior tamanho podem fazer
protuberancia através da pupila, causar deslocamento anterior da iris e/ou discoria. De entre
0s sinais clinicos mais comuns, destacam-se: espessamento da iris, pupila irregular, cegueira,
desconforto e dor ocular. Nem todos estes tipos de tumores apresentam o mesmo grau de
pigmentacdo, podendo mesmo variar de caso para caso e inclusivamente podem existir
melanomas amelandticos, o que é raro. Adicionalmente, podem observar-se outros sinais
clinicos, tais como queratite, uveite anterior, hifema, glaucoma secundario, buftalmia e
descolamento de retina.

Tal como foi referido, os melanomas da Uvea anterior sdo bastante invasivos localmente,

podendo envolver outros tecidos circundantes intra e/ou extraoculares tais como a cordide,
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esclera, angulo iridocorneal, cornea e Orbita. A massa tumoral podera, em certos casos,
provocar subluxacdo do cristalino. A nivel da camara anterior, h4 tendéncia para haver
flutuacdo de melandcitos e melanofagos. A obstrucdo do angulo de filtragdo do humor aquoso
provocado por este fendbmeno pode levar a glaucoma secundario, o que é bastante comum na
evolucdo clinica destes processos.

Em relagdo a diferenca na apresentacéo clinica deste tipo de tumores, refere-se que na espécie
canina os melanomas tendem a apresentar-se como massas de crescimento nodular, enquanto
gue nos gatos e humanos essa apresentacao tende a ser um infiltrado difuso.

Dada a variedade dos sinais clinicos descritos, na investigacdo clinica de um possivel tumor
de origem melanocitica deve-se fazer um exame fisico e oftalmolégico completos (Collins &
Moore, 1999).
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5. Tumores oculares de origem melanocitica no céao

5.1. Melanocitoma da Gvea anterior no cé@o

5.1.1. Comportamento clinico e localizacéo

O melanocitoma € uma neoplasia benigna de origem melanocitica bastante comum no céo,
sendo o tumor primério intraocular mais comum nesta espécie (WHO, 2002). A idade média
do seu aparecimento na espécie canina sdo 9,7 anos, ocorrendo na maior parte dos casos
(94%) na Uvea anterior. Apenas cerca de 6% ocorrem ao nivel da Uvea posterior, ou seja, na
coroide. De referir que existem casos de melanocitomas uveais caninos descritos em animais
com menos de dois anos de idade (Dubielzig et al., 2010). O melanocitoma constitui cerca de
79,2% das neoplasias intraoculares com origem nos melandcitos na espécie canina (Dubielzig,
2011).

Segundo um recente estudo numa populacdo canina, levado a cabo por Dubielzig et al.
(2010), verificou-se que as fémeas esterilizadas foram a por¢do da populacdo de cdes mais
afetada, seguindo-se os machos castrados, 0s machos ndo castrados e as fémeas inteiras. Das
racas de cdes mais afetadas por este tipo de tumor benigno, destacaram-se neste estudo o
Retriever do Labrador, o Golden Retriever, o Schnauzer e o Cocker Spaniel.

Este tipo de tumor apresenta-se normalmente como uma Unica massa pigmentada profunda
com tendéncia para a protrusdo para a camara anterior ou posterior. O crescimento do tumor
tende a ter um perfil mais expansivo do que invasivo, ndo sendo preditivo de metastizacéo,
apesar de a extensao escleral poder resultar numa implantacdo do tumor ao nivel da érbita.
Todavia, nalguns casos, o tumor permanece confinado apenas a Uvea anterior, crescendo de
forma circunferencial até ocupar virtualmente a totalidade da mesma (WHO, 2002).

Apesar do melanocitoma ndo apresentar potencial de metastizacdo, este pode ser agressivo
localmente, podendo destruir o globo ocular. Assim, secundariamente a um melanocitoma,
poder-se-a originar um processo de glaucoma, descolamento da retina, hemorragia intraocular
e dor ocular, pondo em causa a capacidade visual do animal e podendo nalguns casos

“mascarar” a entidade tumoral (Dubielzig, 2002).
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Figura 1 — Melanocitoma da Uvea anterior no cdo. Fonte: Prof. Dra. Esmeralda
Delgado

5.1.2. Caracteristicas histopatolégicas
Existem também variacfes histopatolégicas dos tumores melanociticos que permitem

distinguir as lesfes benignas das malignas, ou seja, que permitem a distincdo dos
melanocitomas dos melanomas através da analise histopatoldgica. Alguns autores usam a
quantificacdo de determinados tipos de células (ex: células fusiformes, ovoides, epitelidides)
para classificar as lesdes com qualidades de benignidade ou malignidade. Contudo, o critério
de classificacdo das células varia frequentemente de autor para autor (Collins & Moore,
1999).

O melanocitoma é bastante uniforme em termos celulares e tem origem nos melandcitos do
estroma da iris ou do corpo ciliar. E constituido, primariamente, por grandes células redondas
a poligonais fortemente pigmentadas, frequentemente presentes nas margens do tumor, e por
um namero pouco expressivo de células germinativas de perfil fusiforme com pouco
pigmento, de nucleo oval e central. A variacdo do tamanho e coloracdo dos ndcleos é minima
e 0 nimero de figuras mitéticas € muito baixo. A propor¢do de células germinativas
representa menos de 5% do total da populagéo celular do tumor (WHO, 2002). A maioria das
células sdo hipermaturas amitéticas, predispostas para lise e ndo para a constante divisdo
(Dubielzig et al., 2010).

Existem situacbes em que o0s tumores sdo pouco pigmentados e as células sdo pouco
diferenciadas. Estas situac¢Oes dificultam a realizacdo de um diagndstico histopatoldgico, dai

que tenham sido desenvolvidas outras tecnicas de coloragdo, tais como a imunohistoquimica,
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que auxiliam o exame histopatoldgico neste e noutro tipo de situacdes. A técnica e a
aplicabilidade da imunohistoquimica irdo ser abordadas mais a frente na presente monografia.
Outras caracteristicas histoldgicas que permitem diferenciar os processos benignos dos
malignos sdo: indice mitético, pleomorfismo nuclear e racio nucleo-citoplasma. O indice
mitotico tipico dos melanocitomas é baixo: menos de duas figuras mitéticas por dez campos
de alta ampliacao.

Todavia, este tipo de tumor pode evoluir para a malignidade. Nesta situacédo, as células que o
constituem tornam-se na sua maioria de perfil fusiforme (e nao tanto de perfil arredondado) e

sdo menos pigmentadas (Dubielzig et al., 2010).

5.2. Melanocitoma do limbo esclero-corneano
Este tumor € benigno mas indistinguivel em termos histolégicos do melanoma da Uvea

anterior do cdo. Tem origem na linha de melandcitos presentes ao nivel da juncdo da esclera
com a cornea, e apresenta-se normalmente como um nodulo preto destacado na zona onde tem
origem. Como apresenta um crescimento periférico padrdo, este tipo de tumor podera ser
sujeito apenas a um tipo de técnica cirlrgica menos invasiva, como a exérese do nédulo,

permitindo dessa forma manter o globo ocular do animal funcional (WHO, 2002).

Figura 2 — Melanocitoma do limbo esclero-corneano em céo de raga Caniche. Fonte: Prof.
Dra. Esmeralda Delgado
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Figura 3 — Melanocitoma do limbo esclero-corneano em cao de raca Rottweiler.
Fonte: Prof. Dra. Esmeralda Delgado

5.3. Melanocitoma da Gvea posterior (cordide) do céo
Do total dos melanocitomas que afetam a Gvea do cédo, cerca de 6% afetam a cordide

(Dubielzig et al., 2010). Este tipo de tumores caracteriza-se por massas com origem nos
melandcitos da cordide que apresentam crescimento expansivo extremamente lento.
Eventualmente, nalguns casos, podera haver alguma protuberancia para o vitreo. Estes
tumores apresentam caracteristicas clinicas e histoldgicas de benignidade, sendo a
metastizagdo extremamente rara. Contudo, se os tumores alcancarem tamanhos consideraveis,
poderdo dar origem a outros problemas, tais como o descolamento da retina e/ou a

compressdo do nervo 6tico (WHO, 2002).

5.4. Melanose difusa da Uvea do céo
Esta entidade clinica caracteriza-se pela proliferacdo difusa de melandcitos ao nivel da Uvea

anterior. Histologicamente, estes melandcitos sao indistinguiveis dos que dao origem ao tipico
melanocitoma da Uvea anterior do cdo (WHO, 2002). Inclusivamente, ha varios patologistas
que distinguem o conceito de melanose de melanocitoma, considerando a melanose ocular
como sendo uma variacdo difusa do segundo (Dubielzig et al., 2010). Esta entidade clinica
pode envolver a coroide e ter sede em ambos os olhos (WHO, 2002).

Segundo a WHO (2002), esta doenca de caracter proliferativo apresenta todas as
caracteristicas de uma neoplasia, tais como a proliferacdo descontrolada de células tipicas e
atipicas. Contudo, devido a sua diferente apresentacao clinica ndo lhe é atribuido a designacéo

de tumor. Esté descrita na raga Cairn Terrier, estando referida frequentemente como causa de
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glaucoma nesta raca. Ha registos de ocorréncia desta doenca noutras racas, contudo com
proliferacdo tipicamente unilateral (WHO, 2002).

Como ja foi referido, em termos histologicos, os melandcitos que causam este tipo de
alteracdo séo dificeis de distinguir dos melandcitos responsaveis por outras entidades clinicas,
como seja o caso da melanocitose da Uvea. Assim, por vezes, o diagndstico definitivo de uma
alteracdo clinica de origem melanocitica torna-se mais complicado, principalmente em ragas
fortemente pigmentadas tais como o Retriever do Labrador preto e o Kerry Blue Terrier
(WHO, 2002). Contudo, quer os melanocitomas, quer os melanomas uveais podem ocorrer
nos cées da raca Cairn Terrier que sofrem de melanose ocular (Dubielzig et al., 2010).

O tratamento preconizado no caso de melanose ocular € a enucleagéo, pois na maior parte dos
casos é dificil a distincdo macroscopica de melanose versus melanoma. A enucleacdo ou a
evisceracdo com colocacdo de prétese intraocular serdo também os tratamentos aconselhados
no maneio de um glaucoma ndo controlado medicamente, originado secundariamente a um

processo de melanose ocular (Dubielzig et al., 2010).

5.5. Melanoma da Uvea no cédo

5.5.1. Comportamento clinico e localizacéo
O melanoma é o segundo tipo de tumor com origem nos melandcitos que afeta a Uvea do cao.

A nivel intraocular, a grande maioria dos melanomas ocorre ao nivel da Uvea anterior. De
acordo com os resultados analisados a partir da COPLOW Collection, a média de idade de
ocorréncia corresponde a 10,3 anos, sem que haja incidéncia em individuos com menos de
dois anos, como ja foi descrito no caso dos melanocitomas. As racas de cdes mais afetadas por
este tipo de neoplasia sdo o Retriever do Labrador e o Golden Retriever, estando igualmente
referida a elevada incidéncia deste tipo de neoplasia na raga Boxer (Ketring, 2003).

A apresentacdo clinica do melanoma da Uvea canino € frequentemente descrita como uma
massa Unica ou multipla de crescimento nodular a nivel da Uvea anterior (Collins & Moore,
1999), apesar de, ocasionalmente, 0 mesmo tipo de tumor poder aparecer na Uvea anterior de
forma difusa. Todavia, raramente aparece a nivel da coroide (Dubielzig, 2002).
Histologicamente, como se podera ler mais a frente, este tipo de tumor no céo é classificado
como maligno e apesar de ser frequentemente invasivo localmente, ndo corresponde ao
sentido ultimo de malignidade, pois a metastizacdo, podendo ocorrer, é baixa e raramente
fatal. Este facto contrasta fortemente com o potencial de metastizacdo dos melanomas da
cavidade oral (Dubielzig, 2002).
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A metastizacdo da-se pela via sanguinea e podera ocorrer com maior probabilidade quando o
tumor apresenta extensdo extraocular. No entanto, o olho poderd ser um 6érgao alvo de
metastizagdo, principalmente de melanomas primarios da pele ou da cavidade oral, que s&o

mais comuns na espécie canina (Collins & Moore, 1999).

Figura 4 — Melanoma intraocular, Figura 5 — Melanoma da Uvea
muito provavelmente da Gvea anterior, cadela de raca Labrador
anterior, em céo de raca Retriever, 5 anos de idade. Fonte:
Schnauzer miniatura, macho, 9 Prof. Dra. Esmeralda Delgado

anos de idade. Fonte: Prof. Dra.
Esmeralda Delgado

Figura 6 — Melanoma da Gvea anterior em corte transversal do globo ocular, cadela
de raca Labrador Retriever, 5 anos de idade. Fonte: autor (LAP FMV-UL)
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5.5.2. Caracteristicas histopatoldgicas
Os melanomas apresentam caracteristicas histopatologicas tais como: anaplasia em relacéo a

maturacdo de células fusiformes; aumento do perfil fusiforme das células que constituem o
tumor e diminuicdo da pigmentacdo celular (muitos tumores sdo mesmo amelandticos),
embora possam ser encontradas células redondas pigmentadas. As células tumorais
apresentam muitas vezes caracteristicas de anisocitose, anisocariose, cariomegalia, bilobacéo
nuclear e presenca de nucléolos grandes (Dubielzig et al., 2010). Nos melanomas, o indice
mitético é maior (> 4 figuras mitoticas por dez campos de alta amplia¢éo), sendo na maioria
dos casos a caracteristica que melhor diferencia um processo benigno dum maligno. Mais de
uma a duas figuras mitdticas por cada campo de grande ampliacdo (400x) corresponde a
caracteristica de malignidade (Dubielzig, 2002).

A nivel dos melanomas cutaneos e orais, alguns autores consideram que a presenca ou
auséncia de melanina neste tipo de tumores € irrelevante em termos de progndstico (Smith et
al., 2002). Contudo, foi verificado em estudos recentes que 0s cdes que apresentavam
melanomas com um maior grau de pigmentacdo, apresentavam taxas de sobrevivéncia
superiores aos cdes com melanomas menos pigmentados ou amelandticos (Berghin, Smedley,
Esplin, Spangler & Kiupel, 2011).

5.6. Tratamento do melanocitoma e do melanoma uveal canino
Em relacdo ao tipo de tratamento preconizado para 0 melanoma uveal canino, estdo descritas

as técnicas cirdrgicas de enucleacdo, evisceracdo com implante de prétese intraescleral e
excisdo local (Dubielzig et al., 2010).

Como a diferenciacdo e o diagnostico clinico entre melanoma e melanocitoma sdo, na maioria
das vezes, dificeis de fazer, a técnica da enucleacdo acaba por ser o tratamento cirdrgico mais
recomendando por prevencao, pois apesar de ser um procedimento mais invasivo, possibilita a
extirpacdo de uma maior margem adjacente a area tumoral.

Existem outros tipos de técnicas cirirgicas menos invasivas descritas para a resolucdo de
algumas destas entidades clinicas, tais como a fotocoagulacdo com Laser de Diodo. Esta
técnica podera ser uma alternativa na resolucdo do melanocitoma, dada a sua natureza
benigna. Por um lado é uma técnica menos invasiva, por outro lado, por ndo remover uma
margem maior adjacente ao tumor como a técnica da enucleacdo, a recorréncia do tumor
podera ocorrer mais facilmente, sendo necessario um acompanhamento mais frequente do
animal no periodo pés-cirtrgico. E importante referir que um melanocitoma pode recorrer e

evoluir para melanoma (Dubielzig et al., 2010).
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5.7. Prognéstico do melanocitoma e do melanoma uveal canino
Apds a remocdo do melanocitoma, quer pela técnica de enucleacéo, de evisceracao ou atraves

da excisdo local, o progndstico ¢é favoravel, sendo rara a recorréncia e/ou a metastizacao deste
tipo de tumores (Dubielzig et al., 2010).

Em termos de tempos de sobrevivéncia ap6s enucleacdo, no estudo de Giuliano, Chappell,
Fischer & Dubielzig, (1999) verificou-se que os cédes que sofriam de melanoma apresentaram
um tempo de sobrevivéncia significativamente mais curto em relacdo ao grupo de cédes que
sofriam de melanocitoma e em relagcdo ao grupo controlo - cdes que sofreram enucleacdo por

outros motivos.

5.8. Melanoma da Uvea posterior (coroide) no cdo
O melanoma que tem origem na cordide do cdo é raro (Dubielzig, 2002). Normalmente, o

envolvimento do tecido coroideu num processo de melanoma da Uvea em cdes corresponde a
uma extensdo do processo tumoral que tem origem na Uvea anterior. Esta entidade clinica
apresenta-se geralmente como uma massa fortemente pigmentada com origem na cordide
subjacente ao tapetum lucidum e perto do disco ético.

As células do tapetum lucidum podem estar mesmo ausentes na regido de desenvolvimento do
tumor. Estes tumores sdo massas que se apresentam demarcadas e ligeiramente elevadas em
relacdo as restantes estruturas. Aparecem sob as células retinianas com aspeto semelhante a
um nevus uveal humano.

Em termos histopatolégicos, as células grandes e redondas predominam, apesar de também se
poderem encontrar, em menor quantidade, células do tipo epitelidide e fusiforme.
Normalmente, este tipo de tumores é considerado benigno, devido ao facto de haver fraca
anaplasia celular e invasdo vascular e poucas figuras mitéticas. Contudo, ja foram descritas
situacdes de extensdo do tumor a nivel do nervo 6tico e tecidos retrobulbares.

Devido ao facto de esta entidade clinica ser rara nos cées, os sinais clinicos que Ihe estdo
associados também o sdo, apesar de ndo poderem ser ignorados. De entre os sinais clinicos
que estdo associados a este tipo de tumor destacam-se o descolamento da retina, a hemorragia
intraocular e o glaucoma (Collins & Moore, 1999).
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6. Tumores oculares de origem melanocitica no gato
No estudo retrospetivo de Silva (2013), a autora refere que uma das estruturas mais afetadas

por neoplasias, na espécie felina, foi o globo ocular (21,5%),sendo que 0 melanoma difuso ou

ndo difuso foram as neoplasias mais encontradas ao nivel da iris.

6.1. Melanocitoma da Uvea do gato
Nos gatos, esta neoplasia também é relativamente comum, correspondendo a cerca de 82,1%

das neoplasias melanociticas uveais felinas (Dubielzig, 2011). Como tratamento deste tipo de
lesbes estdo preconizados a remogdo cirdrgica por remogdo da massa, a evisceragdo ou a
enucleagdo. A fotocoagulacdo por laser de diodo é também uma possibilidade (Dubielzig et
al., 2010).

6.2. Melanoma difuso da Gvea do gato

6.2.1. Comportamento clinico e localiza¢éo
O melanoma €é o segundo tumor intraocular com origem nas células melanociticas mais

frequente na espécie felina (Dubielzig, 2011) e, tal como nos cdes, tem origem
maioritariamente na Uvea anterior, podendo afetar a cordide (Dubielzig et al., 2010).

O melanoma difuso da iris do gato é uma apresentacao frequente na préatica clinica. Segundo o
estudo de Dubielzig et al. (2010), estes animais tém em média 9,4 anos de idade e o grupo dos
gatos mais afetados é o grupo dos machos castrados, seguindo-se o grupo das fémeas
esterilizadas, fémeas inteiras e machos inteiros. No estudo retrospetivo de Silva (2013), a
autora refere que nos persas, 0 melanoma maligno foi 0 mais prevalente. Este tipo de tumor
tem origem na camada de melandcitos que formam o bordo anterior da iris (WHO, 2002).
Num estadio inicial, na sua maioria, estes gatos aparecem a consulta com areas multifocais de
pigmentacdo da iris, que vao tendo tendéncia para crescer progressivamente. Inicialmente as
lesBes observadas sdo classificadas como melanose da iris, caracterizando-se por pigmentacdo
confinada & superficie anterior da mesma (Dubielzig et al., 2010).

Para que se possa fazer um diagnoéstico clinico de melanoma da iris, tem que haver uma
demonstracdo da progressdo dos nevos iridicos para uma situagdo de alteracdo da arquitetura
original da iris com espessamento e irregularidade da superficie da mesma ou da pupila.
Nessa progressdo, podem observar-se duas situacfes: o alargamento dos focos pigmentados
iniciais e/ou 0 aumento do nimero dos focos de pigmentacdo (Planellas et al., 2010). Assim,

as lesbes passam a ser classificadas como melanoma difuso da iris do gato a partir do
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momento em que os melandcitos invadem o estroma iridico, apesar de as lesfes ainda estarem
confinadas a iris (Dubielzig et al., 2010), raramente afetando a coroide (Planellas et al., 2010).
A progresséo da doenca pode dar-se quer num espacgo de tempo longo (superior a dez anos),
quer num curto espaco de tempo. Na maioria das vezes, esta difusdo de melandcitos afeta o
corpo ciliar e a coroide e da origem a sinais de glaucoma secundario associado a infiltracdo do
angulo iridocorneal pelas células neoplésicas e/ou juntamente com metastiza¢do (Dubielzig et
al., 2010).

Dada a variabilidade da evolucdo da doenca, é de referir que atualmente ndo ha maneira de
prever o prognostico da mesma, e que este é pouco referido na bibliografia (Dubielzig et al.,
2010). Contudo, sabe-se que num estadio mais avancado h& maior probabilidade de ocorrerem
metastases a distancia (Dubielzig, 2011), sendo entdo preferivel a enucleagdo num estadio
precoce da doenca.

Das diferencas clinicas com a espécie canina, destaca-se a apresentacdo morfoldgica do
tumor, que no caso do gato € do tipo difuso e ndo nodular como na espécie canina. Destaca-se
ainda a taxa de metastizacdo porque, ao contrario do que se passa na espécie canina, no gato
esse fenomeno é frequente, havendo referéncias na literatura a taxas de metastizacdo que véo
desde os 50% aos 65% (Morgan, 2008), apesar do seu desenvolvimento ser lento, ou seja, a
probabilidade de um gato com este tipo de melanoma morrer da doenca é inferior a 20%
(WHO, 2002).

A metastizacdo tipica dos melanomas uveais ocorre nos pulmdes, nos linfonodos
submandibulares e no figado. Ja foi descrido um caso de metastizacdo de melanoma difuso da
iris do gato numa localizagdo pouco comum (cabeca do radio e diéafise proximal) (Planellas et
al., 2010).

Foram estudadas varias caracteristicas macro e microscépicas que estdo relacionadas com o
aumento da probabilidade de metastizacdo. Entre elas, destacam-se a invasdo da esclera e/ou
do epitélio posterior da iris e o grande tamanho que o tumor pode atingir. (WHO, 2002).

O tempo entre o diagndstico e a ocorréncia de metastizacdo pode variar entre 0s seis e 0S

catorze meses, com uma média de 155 dias (Morgan, 2008).
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Figura 8 — Melanoma difuso da Uvea anterior de gato, 7 anos, raga Europeu Comum. Fonte:
Prof. Dra. Esmeralda Delgado

Figura 9 — Melanoma difuso da Uvea anterior de gato, 7 anos, raga Europeu Comum,
estado mais avancado. Fonte: Prof. Dra. Esmeralda Delgado
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Figura 10 — Melanoma difuso da iris em gato persa. Fonte: Prof. Dra. Esmeralda
Delgado

Figura 11 — Melanoma difuso da iris em gato persa. Olho esquerdo ap6s enucleacéo.
Fonte: Prof. Dra. Esmeralda Delgado

Figura 12 — Gato persa ap6s enucleagdo do olho esquerdo. Fonte: Prof. Dra.
Esmeralda Delgado
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Segundo a WHO (2002), a recomendacdo principal que se deve fazer aos clinicos € o
acompanhamento frequente da evolugdo das lesdes, no que respeita a observacdo de
mudancas no crescimento do tumor e as alteracGes que poderdo ocorrer na arquitetura original
da iris. Se, numa primeira abordagem, o paciente sofrer de um processo de glaucoma

secundario, o clinico devera proceder de imediato a enucleacao do globo ocular afetado.

6.2.2. Etiologia
Segundo Cullen, Haines, Jackson & Grahn (2002), até agora, a maioria dos estudos

envolvendo melanomas difusos da iris do gato ndo tém conseguido demonstrar a presenca de
DNA do FeLV ou antigénio deste nas celulas tumorais. Assim, tem-se sugerido a auséncia do
envolvimento deste virus na patogénese da maioria destas afe¢des tumorais. Todavia, outros
autores apresentam a possibilidade dos resultados de pesquisa serem negativos devido a
degradacdo do DNA viral e da diminuicdo da antigenicidade tecidular pela fixacdo em formol
tamponado a 10% (Cullen et al.,, 2002). Outros autores sugerem ainda que 0S Virus
FeLV/FeSV podem iniciar o processo tumoral, mas que a partir de determinados estadios
mais avancados do desenvolvimento tumoral, deixam de se conseguir detetar. Ao mesmo
tempo Cullen et al. (2002) sugerem a possibilidade de virus como o FeLV ndo estarem
diretamente envolvidos na origem do tumor, mas que este possa ser uma consequéncia de um
estado imunodeprimido do gato causado por este e outros virus, tais como o FIV.

Apesar da origem de muitos dos melanomas oculares em gatos ser desconhecida, nalguns
estudos verificou-se ser possivel a inducdo experimental deste tipo de tumores no gato pelo
virus da Leucemia felina (FeLV) e pelo virus do sarcoma felino (FeSV). Ja foram também
identificados retrovirus em gatos com melanoma da Uvea (Morgan, 2008).

Contudo, no estudo de Cullen et al. (2002), ndo se conseguiu detetar os virus da leucemia e do
sarcoma felino em nenhuma amostra, quer pela marcacdo imunohistoquimica, quer pela
técnica de PCR.
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6.2.3. Caracteristicas histopatoldgicas
Este tipo de tumor no gato apresenta um conjunto extremamente variado de caracteristicas

histopatoldgicas tais como: abundancia de celulas redondas a poligonais (que ocorre na
maioria dos casos); células fusiformes; “balloon cells” (melandcitos grandes com grande
citoplasma vacuolizado com nucleos grandes e redondos centrais e hipercromasia); anaplasia;
células gigantes; variantes extremamente pigmentados a variantes amelanoticos que
frequentemente podem ser confundidos com processos inflamatorios. Todavia, ndo existe
nenhuma associagdo entre qualquer uma destas caracteristicas citologicas e um fator de
prognostico (Dubielzig et al., 2010). Estudos anteriores tentaram estudar a possibilidade de
existirem caracteristicas histoldgicas do tumor capazes de funcionar como previsores de
prognostico, sem haver sucesso nas conclusoes, pois foi dificil fazer o follow up da maioria
dos animais e as necrépsias efetuadas eram escassas (WHO, 2002).

Se o indice mitdtico for superior a quatro figuras mitdticas por dez campos de grande
ampliacdo, dar-nos-4 a indicacdo de que o tumor em curso apresenta um comportamento

maligno (Planellas et al., 2010).

6.2.4. Tratamento
Alguns autores sugerem que se deve proceder a enucleacdo a partir do momento em que se

nota o crescimento progressivo das lesdes pigmentares. Outros sugerem a enucleacdo aquando
do aparecimento de glaucoma secundario (Dubielzig et al., 2010).

Apesar de alguns autores defenderem a enucleacdo em estadios iniciais da doenca,
justificando o aumento do tempo de sobrevivéncia, associado a uma menor metastizacao,
outros autores referem que a metastizacdo ja existe na altura em que é feito o diagndstico da
doenca. Assim ndo ha ainda informacdo clara sobre as vantagens e as desvantagens da
enucleacdo em estadios mais avancados da doenca (Planellas et al., 2010).

Estudos em humanos que sofriam de melanoma maligno demonstraram que a disseminacéao
de células neoplésicas na altura da enucleacdo poderia ser um fator de risco de metastizacdo
(Collins & Moore, 1999).

Apesar de tudo, verifica-se que na maioria dos estudos efetuados, os tempos de sobrevivéncia
dos gatos cuja enucleacdo foi realizada em estadios muito iniciais da doenga, foram
semelhantes aos tempos de sobrevivéncia de gatos sem a doenca. De referir também que a
maioria dos gatos nos quais ocorreu metastizacdo eram individuos com doenca avancada. (Ex:
extensdo do melanoma para além da iris e/ou a presenca de células tumorais ao nivel do plexo

venoso da esclera no momento da enucleacédo) (Collins & Moore, 1999).
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Assim, conclui-se que a enucleacdo é o tratamento de primeira linha neste tipo de situacdes.
Conclui-se também que a enucleacdo devera ser executada em estadios iniciais da doenca de
forma a diminuir a probabilidade de metastizagdo (Morgan, 2008).

6.3. Melanoma Atipico Felino (melanocitoma multifocal da Gvea do gato)
Este tipo de tumor corresponde a uma variante pouco comum do melanoma da Uvea em

felinos. Corresponde a presenca de massas multifocais cuja constituicdo celular é apenas
representada por células redondas altamente pigmentadas, com nucleos redondos pequenos,
apenas visiveis em preparagdes que sofreram branqueamento (Dubielzig et al., 2010).
Histologicamente, € idéntico ao melanocitoma da Uvea anterior do cdo (WHO, 2002).

Este tipo de tumor ocorre ao nivel da Uvea, podendo envolver a iris, apesar de em comparagao
com o FDIM (feline difuse iris melanoma), a centralidade do tumor n&o ser ao nivel da iris,
mas sim ao nivel do epitélio pigmentado da retina, preenchendo o espaco sub-retiniano e
estendendo-se até a retina (Dubielzig et al., 2010). Este tumor pode expandir-se para as
cavidades do olho e invadir a esclera (WHO, 2002). A metastizacdo neste tipo de melanomas
é frequente, apesar de em termos histopatologicos as caracteristicas serem benignas
(Dubielzig et al., 2010).

6.4. Outras apresentacGes do melanoma da Gvea felino
Outra apresentacdo, também menos comum, do melanoma da Uvea do gato é a sua

apresentacdo como uma Unica massa, que pode atingir dimens@es consideraveis e estender-se
para a camara anterior e provocar discoria. Este tipo de tumor nodular normalmente tem
caracter benigno e apresenta desenvolvimento lento, ocorre com maior frequéncia em gatos
geriatricos e normalmente ndo € sujeito a tratamento cirdrgico se o seu desenvolvimento for
lento e ndo der origem a uveite significativa. Se o desenvolvimento for substancial, o tumor
deve ser removido. Das técnicas utilizadas, e por ser um tumor menos invasivo e focal,
destacam-se a fotocoagulacgdo transcorneal com laser de Diodo ou a remocao cirdrgica através
de iridectomia regional. Em termos de progndstico, se o tumor for benigno, este sera
favoravel (Grahn et al., 2006).
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7. Marcadores de progndstico
Até ao presente ndo existe uma técnica Unica de diagnostico capaz de fazer a diferenciacdo

entre um tumor de origem melanocitica maligno e benigno e que possa prever um tempo de
sobrevivéncia (Smith et al., 2002). Ao mesmo tempo, ndo existe um consenso universal sobre
os critérios de elaboracdo de um prognostico deste tipo de neoplasias, pelo que, sem um
correto prognostico, é dificil fazer uma boa abordagem terapéutica para cada caso.

Um estudo de 2011, em tumores melanicos caninos (pele, digito, labio e cavidade oral) levado
a cabo por Smedley et al. (2011), determinou parametros de prognéstico para este tipo de
tumores cuja significancia estatistica tem vindo a ser demonstrada. Os tumores melanicos

intraoculares nao foram considerados devido a falta de casuistica.

7.1. Metastizagdo
A evidéncia de metastizacdo visceral esta associada a um mau progndstico de tumores

melanicos em qualquer parte do corpo do animal (Smith et al., 2002).

7.2. Localizacdo anatomica
Em termos gerais, a localizacdo anatomica € um parametro de progndstico importante nos

tumores melanociticos caninos. Estes, quando presentes na cavidade oral apresentam
geralmente pior prognostico em relagdo aos mesmos quando presentes nos digitos ou na pele

noutras partes do corpo do animal (Smith et al., 2002).
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8. Técnicas de diagndstico

8.1. Exame oftalmico
Para a observacdo e diagnostico de qualquer entidade clinica com sede ocular, tumoral ou

ndo, é necessaria a realizacdo de um exame oftdlmico completo, de modo a que se possa
retirar 0 maximo de informacdo possivel antes da realizacdo de qualquer exame
complementar.

Assim, este exame deverd compreender em primeiro lugar a historia oftdlmica e seguidamente
o exame oftalmolégico propriamente dito, onde se inclui a avaliacdo da visdo e o exame
ocular a distancia e sistematico. O exame ocular sistematico devera compreender a avaliacdo
dos reflexos oculares, o teste de Schirmer, a colheita de amostras bacterianas, viricas, fngicas
e citoldgicas se necessario, a tonometria, a biomicroscopia, a oftalmoscopia direta e/ou a
oftalmoscopia indireta e outros exames complementares se necessarios tais como o teste de
fluoresceina, o estudo da permeabilidade lacrimal, a gonioscopia, a ecografia ocular, a
eletrorretinografia, a paracentese da camara anterior/vitrea, a angiografia fluorescente da
retina, a fotografia, a radiografia, a tomografia axial computorizada, a ressonancia magnética,
etc.

Na exploracdo de eventuais processos tumorais intraoculares, incluindo os de origem
melénica, deve-se dar especial atencdo a realizacdo da tonometria, biomicroscopia,

gonioscopia, ecografia ocular e fotografia (Delgado, 2010).

8.1.1. Tonometria
Esta técnica permite a avaliagdo da pressdo intraocular (P10). Existem trés tipos de

tonometria: a digital, a de indentacdo (tondmetro de Schiotz) e a de aplanamento
(TONOPEN) (Delgado, 2010). A maioria dos casos de melanoma uveal apresenta aumento da
pressdo intraocular, devido essencialmente a processos secundérios de glaucoma (Morgan,
2008).

8.1.2. Biomicroscopia
A biomicroscopia permite a avaliacdo de varias estruturas oculares, destacando-se as vérias

camadas da cornea, da camara anterior e do cristalino e a localizacdo de lesdes (ex: alteraces

da cor, forma, presenca de massas, etc.) a esses niveis (Delgado, 2010).
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8.1.3. Gonioscopia
A gonioscopia permite a visualiza¢do do angulo iridocorneal, através de uma lente de Barkan

ou goniolente (Delgado, 2010). Esta técnica é importante na diferenciacdo de melanomas da
Uvea e limbo. Os primeiros podem ter extensdo extraocular e invadem o angulo de filtracéo
frequentemente. Os melanomas do limbo apresentam uma grande extensdo para o tecido
escleral, podem comprimir o angulo de filtracdo, mas raramente o obstruem (Collins &
Moore, 1999).

8.1.4. Ecografia ocular
Em muitos centros de referéncia, a ecografia ocular tornou-se uma parte importante do exame

oftdlmico. Apesar das neoplasias com origem no globo ocular dos animais de companhia
serem raras, existem sinais clinicos que lhes estdo associadas como inflamagdo, hifema,
glaucoma, entre outros, e que o clinico devera saber identificar, assim como a sua origem. A
este nivel, a ecografia ocular, apresenta-se como um dos elos indispensaveis para um bom
diagnostico de eventual doenca neoplasica ocular (Baptista, Villagrasa & Marinho, 2004). A
nivel ocular, esta técnica de imagem é utilizada para diagnéstico de massas volumosas,
diferenciacdo entre tumores e quistos da Uvea e determinacdo da extensdo de tumores (Collins
& Moore, 1999).

O modo de duas dimensdes, designado por modo B, permite ao clinico fazer um exame
topografico do olho, assim como a sua avaliacdo no que toca a localizacdo, tamanho, forma e
atenuacdo dos ultrassons. Relativamente ao diagnéstico de neoplasias oculares, este modo,
possibilita avaliar a extensdo e consisténcia das massas tumorais, assim como a sua
mobilidade e vascularizacdo (Baptista et al., 2004).

Foram descritas caracteristicas ecograficas em modo B do melanoma da Uvea anterior do cédo
como: hiperecogenicidade do tumor; luxacdo da lente e extensdo da neoplasia para o0 corpo
vitreo sem sombra acustica. O modo B ndo pode determinar a histologia das massas que
identifica, logo ndo pode diferenciar os melanomas doutro tipo de tumores. Todo o
conhecimento sobre as caracteristicas dos tumores por parte do clinico assim como a presenca
ou ndo de inflamacdo ajudara a fazer um correto diagndstico ecografico com este método
(Mattoon & Nyland, 2002). Num estudo ecografico de melanomas da Uvea anterior do céo,
levado a cabo por Baptista et al. (2004), obtiveram-se 0s seguintes resultados em modo B:
62,5% dos melanomas eram hiperecogénicos e 37,5% eram isoecogénicos. 100% dos tumores
apresentaram forma irregular e inexisténcia de sombra acustica. O tamanho medio dos

melanomas foi de 9,875 mm (4-25 mm) de didmetro. O tumor maior apresentava um tamanho
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de 25 mm de didmetro, deslocando a lente caudalmente e invadindo ambas as camaras
anterior e posterior, o vitreo e a érbita. O melanoma mais pequeno media cerca de 4 mm de
didmetro e apenas apresentava protruséo a nivel da cAmara anterior.

O modo de amplitude (modo A) utiliza pequenos feixes de ultrassons que produzem picos
com tamanho proporcional a forca de retorno do ultrassom na interface das estruturas
intraoculares e retrobulbares (Mattoon & Nyland, 2002). Ao contrario do modo B, 0 modo A
pode ajudar a diferenciar os melanomas doutros tipos de tumor, apesar de as caracteristicas
ecogréaficas em modo A dos melanomas ainda néo ter sido totalmente definida em medicina
veterinaria, tal como esta ja definida em medicina humana (Mattoon & Nyland, 2002).
Todavia, Gibson, Roberts, Severin, Steyn & Wrigley (1998), demonstraram em alguns
estudos caracteristicas ecograficas dos melanomas em modo A tais como refletividade média
a baixa com fraca atenuacdo ultrassonografica. No estudo levado a cabo por Baptista et al.
(2004), obtiveram-se 0s seguintes resultados em modo A: todos os melanomas
corresponderam a massas solidas, imdveis e homogéneas apresentando picos 100% regulares.
100% dos tumores demonstraram vascularizacdo interna. 62,5% dos melanomas
demonstraram refletividade interna média, 25% demonstraram refletividade interna baixa e
12,5% demonstraram refletividade interna alta. A atenuacdo dos ultrassons foi baixa e média
em 56,25% e 43,75% dos casos, respetivamente.

Apesar dos resultados obtidos neste estudo e das semelhangas com os critérios estabelecidos
em modo A para este tipo de tumores em medicina humana, é necessaria mais investigacao
nesta area de modo a se poder utilizar esta ferramenta na avaliacdo e diagnostico de tumores

intraoculares nos nossos animais de companhia.

8.1.5. Fotografia
A fotografia, apesar de ser muitas vezes ignorada pelo clinico durante as consultas, torna-se

valiosa porque permite avaliar a evolucdo das lesdes nas consultas de acompanhamento.

Assim, torna-se indispensavel na avalia¢do da evolucéo clinica de um processo tumoral.

8.1.6. PAAF Transvitrea
Esta técnica de diagnostico é executada sob visualizagdo oftalmoscopica direta (Eagle, 2012).

Contudo, esta técnica de diagndstico nédo esta isenta de possiveis complicagdes, podendo ser o

diagnostico final dificil de executar.
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8.2. Histopatologia

8.2.1. Fixacao de tecidos seleccionados — Olho
O globo ocular devera ser bem fixado logo apds a remocéo cirurgica. Este pode ser fixado em

formol tamponado, por um periodo de tempo de 48 horas. Para que se possam obter boas
seccOes de corte do globo ocular, a injecdo intravitrea de formol é recomendada logo apds a

enucleacgdo (H. Pissarra, comunicacdo pessoal, Dez 4, 2012).

8.2.2. Histoquimica
Entre todos os corantes utilizados em histoquimica, a combinacdo de hematoxilina e eosina

(HE) é a técnica de coloracdo mais frequentemente utilizada (Junqueira & Carneiro, 2004).
Por ser uma técnica simples e rapida de utilizar e ter uma capacidade de demonstracdo de uma
grande variedade de estruturas tecidulares que permite uma visualizacdo geral da arquitetura
do tecido ou da lesdo, € a coloracdo de rotina dos laboratorios de anatomia patoldgica
(Junqueira & Carneiro, 2004).

Quando se utiliza esta coloracdo é possivel visualizar a presenca de melanina em alguns
tumores com origem nas células melanociticas. A melanina apresenta-se nestes casos como
um pigmento castanho a preto. Contudo, nalgumas situacGes, este tipo de coloragdo nao é
suficiente para a elaboracdo de um diagndstico assertivo. Assim, sdo necessarias outras
técnicas de coloracdo histoquimica de carater especifico para auxiliar a observacédo
microscopica, e auxiliar na elaboracdo de um diagnostico definitivo. Os métodos de
branqueamento da melanina e os métodos argentafins correspondem a técnicas histoquimicas

utilizadas na demonstragao da melanina (Bancroft & Stevens, 1996).

8.2.2.1. Método de branqueamento da melanina
Neste método, recorre-se a oxidantes fortes, dos quais sdo exemplo o permanganato de

potassio e o acido oxalico, para fazer o branqueamento da melanina. Com o branqueamento
confirma-se que o pigmento visualizado era melanina e além disso possibilita a visualizagdo
dos pormenores dos nucleos, que de outra forma eram “mascarados” pela presenca do

pigmento (Bancroft & Stevens, 1996).
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8.2.2.2. Métodos argentafins (Fontana-Masson)
A melanina tem a capacidade de fazer a redugdo da prata a prata metélica, sem necessitar de

um agente redutor externo. A esta capacidade chama-se argentafinidade. A prata metélica
apresenta cor negra e, consoante o corante que € utilizado no contraste, os nucleos e o

citoplasma variam de cor (Bancroft & Stevens, 1996).

8.3. Imunohistoquimica

8.3.1. Definicéo geral

A técnica designada por imunohistoquimica refere-se a um conjunto de procedimentos com o
objetivo de identificar estruturas tecidulares que funcionam como antigénios, através da
utilizacdo de anticorpos especificos que as marcam, in situ, sob uma reacdo antigénio-
anticorpo. Posteriormente a esta reacdo especifica, a ligacdo antigénio-anticorpo pode ser
marcada por outro marcador tal como outra proteina (ex. enzimas) ou outro composto (ex.
compostos fluorescentes; compostos radioativos; metais pesados). Assim, no final, poder-se-a
observar microscopicamente as estruturas celulares onde se encontram 0 anticorpo e
consequentemente o antigénio através de uma alteracdo de cor ou eletrodensidade das
mesmas. Essas estruturas celulares a identificar podem ser normais ou anormais (tumorais ou
ndo), bem como a sua prépria funcionalidade e morfologia poderd estar ou ndo alterada
(Borges, 2010).

As neoplasias intraoculares que apresentam pouca diferenciacdo podem ser grandes desafios
em termos de diagndstico para os patologistas. Muitas vezes, a observacao das caracteristicas
morfolégicas dos tumores e das caracteristicas histoquimicas através da microscopia
convencional, onde se utilizam técnicas de marcacdo histoquimica de rotina como a
hematoxilina-eosina, ndo sdo suficientes para se obter um diagnostico correto (Grahn et al.,
2006). Assim, desenvolveram-se outras técnicas mais especificas como a Imunohistoquimica
(IHQ) que permitem auxiliar o patologista na execu¢do do diagnostico histopatoldgico e na
investigacdo da origem e diferenciacdo de neoplasias, entre as quais as neoplasias oculares
(Grahn et al., 2006).

Muitas vezes, o diagndstico de melanoma pode ser dificil, mesmo para patologistas
experientes, particularmente em tumores melanociticos com pouca quantidade de melanina.
Para além disso, é de referir que os tumores melanociticos caninos e felinos apresentam uma

variedade muito grande em termos de caracteristicas histopatoldgicas, tornando-os dificeis de
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distinguir doutros processos tumorais tais como tumores da linha hematopoiética, sarcomas e
carcinomas (Smith et al., 2002).

No estudo sobre classificacdo morfoldgica, histoquimica e imunohistoquimica de tumores
intraoculares felinos levado a cabo por Grahn et al. (2006), verificou-se que trés dos casos em
que se diagnosticou linfossarcoma intraocular atraveés da observacdo morfologica dos
tumores, posteriormente, com a técnica de IHQ, esses mesmos tumores expressaram
diferenciacdo antigénica compativel com melanoma. No mesmo estudo, dois tumores
diagnosticados morfologicamente como sarcomas intraoculares e dois tumores como
indiferenciados, expressaram posteriormente diferenciacdo antigénica compativel também
com melanoma. Desta forma, pode concluir-se que a utilizagdo da IHQ pode ser uma
ferramenta importante para o patologista para o diagnéstico assertivo destas lesdes. Para isso,
a utilizacdo de algoritmos de classificacdo IHQ de cada tipo de tumor devem ser utilizados
para a determinacdo de marcadores celulares e, dessa forma auxiliar o diagnostico destes
tumores, principalmente daqueles que apresentam pouca diferenciacdo (Grahn et al., 2006).
Um exemplo da utilizacdo da IHQ no estudo da origem das neoplasias oculares é, por
exemplo, a investigacdo da presenca de antigénios virais em neoplasias oculares de gatos, tais
como o sarcoma intraocular e 0 melanoma difuso da iris (Grahn et al., 2006).

Existem varios marcadores com sensibilidade e especificidade variada. Na marcagdo dos
tumores melanociticos sdo frequentemente utilizados os marcadores Melan-A, S-100, entre
outros (Smedley et al., 2011).

8.3.2. Aplicacdes da imunohistoquimica
A nivel das ciéncias bioldgicas, destacam-se como areas de aplicacdo desta técnica o estudo

de processos neoplésicos (diagnostico, indicacdo terapéutica e progndstico); o estudo de
doencas infeciosas e outras doengas (Borges, 2010).

Relativamente ao diagnostico de processos neoplasicos, esta técnica € uma mais-valia no
diagnostico de tumores cuja diferenciacdo morfologica é fraca. Para além disso, podera
nalguns casos ser uma ferramenta importante na distingdo do caracter maligno ou benigno de

determinadas afe¢Ges tumorais, e na caracterizagdo da origem de metastases (Borges, 2010).
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8.3.3. Pré-requisitos para a técnica de imunohistoquimica
Para que se possa garantir que qualquer técnica de diagndstico utilizada possa traduzir

resultados corretos, dever-se-4 assegurar determinados requisitos.

Em relacdo a técnica imunohistoquimica, deve garantir-se que 0 antigénio a detetar
permanece disponivel ao longo do procedimento da técnica e que essa disponibilidade se da
no local de origem do mesmo. Dever-se-4 também garantir as caracteristicas originais do
antigénio, que véo ser reconhecidas, em todo o periodo de elaboragdo da técnica.

Outra condicdo refere-se as caracteristicas do anticorpo (Ac) primario. Este deve ligar-se
apenas ao antigénio que se pretende marcar (marcacao especifica) e ndo a outros elementos ao
mesmo tempo (marcacdo inespecifica). Para se evitar esta situacdo dever-se-& cumprir um
terceiro pré-requisito que é o conhecimento das caracteristicas do soro a aplicar tais como:
clonalidade, especificidade, reatividade, classe e subclasse do Ac e condi¢Ges de
manuseamento.

O ultimo requisito que se deve ter em conta € a utilizacdo de uma marcacdo estavel e com
intensidade suficiente. Desta forma, pretende-se assegurar que ndo existem davidas quer a
existéncia ou ndo do antigénio no tecido (Borges, 2010).

Ao longo do tempo foram-se desenvolvendo anticorpos monoclonais especificos para detetar
determinados antigénios associados aos melanomas humanos. Os mesmos foram utilizados no
diagnostico do melanoma canino. Tém vindo a ser feitos estudos de forma a concluir-se quais
os melhores anticorpos a serem utilizados no diagndstico deste tipo de tumores (Grilo et al.,
2010).

9. Marcadores Imunohistoquimicos
A pratica correta do diagndstico imunohistoquimico podera envolver a utilizagdo de uma

bateria de anticorpos direcionados contra um determinado nimero de marcadores teciduais e
ndo apenas de uma ou duas marcacgdes. Assim, o diagnéstico imunohistoquimico basear-se-a
no algoritmo final de marcacbes positivas e negativas de uma determinada bateria de
anticorpos contra um tecido especifico. Por exemplo, quer o melanoma quer o schwannoma
apresentam marcacao positiva para a proteina S-100. Contudo, apenas o melanoma deve
apresentar marcagdo positiva para marcadores mais especificos para este, tais como o0 HMB-
45, Melan-A ou o MITF e, apresentar marcacdo negativa para 0s marcadores neurais,
proteinas neurofilamentosas ou CD57. Por seu lado, o schwannoma devera ser positivo para

marcadores neurais e negativo para marcadores melanociticos.
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Por forma a facilitar o diagnostico e dar indicacdes sobre o prognoéstico e terapéutica, a
técnica IHQ tem sido cada vez mais utilizada, sobretudo em medicina humana (Eagle, 2012).
Um consideravel nimero de anticorpos esta disponivel no mercado para a marcacao IHQ de
tumores melanociticos humanos (Chu & Weiss, 2009). A maioria dos melanomas é marcada
pelos anticorpos anti-proteina S-100 e anti-vimentina, Ki-67 e CD117. Para além destes
marcadores, existem outros marcadores que séo frequentemente utilizados, tais como o HMB-
45, 0 Melan-A e o MITF (Eagle, 2012).

Na presente monografia, iremos recair no estudo da marcacdo imunohistoquimica do Ki67,
CD117 e Melan-A, assim como nas suas implica¢fes no diagndstico, progndstico e estratégias

terapéuticas para este tipo de tumores.

9.1. Ki-67
Este antigénio corresponde a uma proteina nuclear, que é expressada em todas as etapas ativas

do ciclo celular, ou seja, nas fases G1, S, G2 e durante a mitose. Durante a fase GO do ciclo
celular, esta proteina ndo é expressada. Ao contrario de muitas outras proteinas associadas ao
ciclo celular, esta esta ausente nas células quiescentes e ndo € passivel de ser detetada durante
0s processos de reparacdo do DNA. Assim, verifica-se que a presenca da proteina Ki-67 esta
estritamente associada ao ciclo celular e confinada ao nucleo da célula, desempenhando um
papel importante na manutencédo e/ou regulacéo do ciclo da divisdo celular (Leica Biosystems,
2013).

A fracdo de crescimento acedida pela marcacdo imunohistoquimica pelo Ki67 é avaliada
como um fator de progndstico em numerosos estudos, incluindo no estudo dos melanomas
caninos (Smendley et al., 2011).

Cada estudo utiliza métodos diferentes de medicdo do indice de marcacédo pelo Ki67. Todavia,
todos os estudos evidenciam diferencas entre os tumores benignos e malignos de origem
melanocitica. Fazendo a correlacdo entre o indice de marcacdo, o tempo médio de
sobrevivéncia e 0 nimero de figuras mitoticas, o Ki67 parece ser um importante marcador de
prognostico no estudo do comportamento dos tumores melanociticos (Bergin et al., 2011).

O recurso a marcacgdo imunohistoquimica da proteina Ki-67 esta recomendado no diagnostico
de todas as neoplasias melanociticas, especialmente nos casos mais dubios em que o
diagnostico com a HE é pouco conclusivo. Segundo as fontes bibliogréficas sobre neoplasias
melénicas caninas, a marcagdo pelo Ki-67 apresenta significancia estatistica em termos de

prognostico das lesdes melanociticas da cavidade oral, l1abio, pele e digitos. Para as neoplasias
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melanociticas do labio e cavidade oral, o indice de marcacao devera corresponder ao nimero
médio de nlcleos marcados positivamente por cinco grelhas de 1mm? com ampliacéo de
400x. Se este indice for superior ou igual a 19.5, o progndstico € reservado. Se 0 mesmo for
inferior a 19.5, é esperado um prognostico favoravel (Smedley et al., 2011). Para as
neoplasias melanociticas cutaneas e dos digitos, o indice de marcacdo do Ki-67 devera
corresponder a percentagem de nucleos positivamente marcados numa contagem de 500
células. As neoplasias com um indice superior ou igual a 15% apresentam prognostico
reservado. Se o indice for inferior a 15%, o progndstico € favoravel. Em ambos os métodos de
calculo do indice de marcacdo do Ki-67, a contagem devera ser feita nas areas de maior
marcagdo. O uso de grelhas de contagem é cada vez mais utilizado em patologia, pois permite
fazer uma estandardizacdo da &rea dos campos de contagem entre diferentes microscépios
Assim, segundo o mesmo estudo, para além da avaliacdo das caracteristicas clinicas e
histoldgicas tais como a atipia celular, a atipia nuclear, e o calculo do indice mitético, o
céalculo do indice de marcacdo do Ki-67 constitui uma ferramenta importante de apoio na
classificacdo benigna ou maligna das neoplasias melanociticas (Smedley et al., 2011).

9.2. Melan-A
O Melan-A (melanocyte antigen), corresponde a uma proteina citoplasmatica conhecida por

MART-1 (Melanoma Antigen Recognized by T cells). A funcdo desta proteina ainda ndo é
totalmente conhecida mas sabe-se que o Melan-A est& envolvido no reconhecimento do tumor
por parte dos linfécitos Tc. E uma proteina altamente especifica, contudo a sua sensibilidade é
menor que outros marcadores (92 a 57,66%) (Sevastre, 2012).

Num estudo em melanomas cutaneos e orais de cdo de Sevastre (2012), verificou-se que o
marcador Melan-A deve ser utilizado no diagnéstico imunohistoquimico de melanoma devido
a sua grande especificidade, pois ao contrario de outros marcadores como a Vimentina e S-
100, ndo marcou nenhum dos controlos negativos utilizados (tumores de origem nao
melanocitica).

No mesmo estudo, verificou-se, a semelhanca de estudos anteriores, que a imunorreatividade
do Melan-A apresentava diferencgas consoante o tipo de células constituintes do melanoma em
guestdo. Essa imunoreatividade era maior em melanomas constituidos por células fusiformes
ou mistas, do que por células de tipo epitelidide. A mesma reatividade deste marcador era
maior em melanomas melandticos (83%) do que em melanomas amelandéticos (60%), a

semelhanca de resultados apresentados noutros estudos (Sevastre, 2012). Assim, 0S mesmos
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autores consideram que o Melan-A é um marcador ideal para o diagnostico de melanoma, mas
ndo é um marcador perfeito, devido a sua relativa baixa sensibilidade.

De acordo com o estudo de melanomas orais e cutaneos do cdo de Koenig, Wojcieszyn,
Weeks & Modiano (2001), os locais de maior marcacdo do Melan-A corresponderam as zonas
de maior pigmentacdo celular dos melanomas.

Num estudo envolvendo 48 melanomas felinos (42 cutaneos, 3 orais, 1 labial, 2 metastaticos),
verificou-se que 67% dos tumores marcaram positivamente para o Melan-A e 87,5%
marcaram positivamente para o S-100. Neste mesmo estudo, 0s autores chegaram a concluséo
qgue o marcador Melan-A nao é tdo sensivel como o marcador S-100, mas é mais especifico
que este. A marcacdo com o Melan-A apresentou-se sempre com um padrdo difuso ao nivel
do citoplasma e nunca ao nivel do nucleo.

Finalmente, os autores deste estudo aconselham o recurso ao Melan-A e ao S-100 no
diagnostico de melanomas na espécie felina (Ramos-Vara, Miller, Johnson, Turnquist,
Kreeger & Watson, 2002).

9.3. CD-117 (C-kit)
C-kit é uma proteina transmembranaria que atua como recetor tirosina cinase, apresentando

um papel essencial na homeostasia dos melandcitos. Esta proteina, quando sujeita a mutacéo,
estad associada ao desenvolvimento tumoral destas células. Para além dos melandcitos, a
proteina c-kit estd presente nas células-mae hematopoiéticas, mastocitos, células de Cajal,
células germinativas, células basais da pele e do epitélio dos ductos mamarios (Dako, 2002).
Estudos em tumores melanociticos humanos revelam que a expressdo desta proteina se da
geralmente em melanocitomas e em melanomas malignos primarios, perdendo expressdo com
0 desenvolvimento do tumor e nos tumores secundarios. Num estudo de Gomes, Queiroga,
Prada & Pires (2012), sobre a expresséo da proteina c-kit em tumores melanociticos cutaneos
do cdo, verificaram-se 0s seguintes resultados: a marcacdo da proteina deu-se sobretudo a
nivel citoplasmatico e a extensdo e intensidade de marcacdo foram geralmente maiores nos
melanocitomas (83.3%) em relacdo aos melanomas malignos (22,2%). Estes resultados
concordam com alguns estudos semelhantes realizados em humanos, tornando o cdo um
possivel modelo para a investigacdo deste tipo de tumores. Este mesmo estudo sugere que a
perda de marcacdo de c-kit nos melanomas malignos podera ser um indicador de
malignidade/agressividade do tumor, indicando a possivel utilidade deste marcador no
diagnostico deste tipo de tumores.
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10. Tratamento

10.1. Imunoterapia — Vacinagao
O tratamento adjuvante com imunomoduladores, tais como vacinas e citogquinas, pode

aumentar o tempo médio de sobrevivéncia dos pacientes ap0s ressec¢do cirdrgica total do
tumor (Spitler, Grossbard, Ernstoff, Silver, Jacobs, Hayes & Soong, 2000).

A primeira vacina a ser aprovada para o tratamento complementar de neoplasias em animais
foi a vacina Oncept® (Merial®, Lyon, Franca). Este farmaco foi aprovado como uma vacina
terapéutica para o tratamento de melanomas em cdaes (estadio Il e Il e para os quais 0
controlo local da doenca foi alcancado — linfonodos negativos ou linfonodos positivos que
foram removidos cirurgicamente ou sujeitos a radioterapia), ou seja, na prevencdo da
disseminacéo tumoral. Foi desenvolvida pela empresa Merial® (Lyon, Franca) e licenciada
pela empresa Vical® (San Diego CA, EUA), e foi concebida com o objetivo de aumentar o
tempo de sobrevivéncia de cdes com melanoma da cavidade oral.

O mecanismo de acdo desta vacina é diferente do mecanismo de acdo das vacinas
convencionais utilizadas com muita frequéncia na prevencdo de doengas infeciosas que
estimulam o sistema imunitério a desenvolver uma resposta defensiva a posteriori contra
proteinas estranhas ao organismo.

Em contrapartida, a vacina utilizada para tratamento do melanoma foi concebida para
reconhecer uma proteina expressa pelas células melanociticas - a tirosinase - que nao é
normalmente identificada pelo sistema imunitéario do animal, porque também esta presente em
células normais do cdo. A tirosinase € uma glicoproteina melanosomal, com um papel
essencial na sintese da melanina.

Esta vacina contem um gene codificador da proteina tirosinase de origem humana, que se vai
inserir no DNA do animal ao nivel das células musculares. A tirosinase humana presente no
corpo do animal é suficiente para despoletar uma reacdo do sistema imunitario do animal
contra estas proteinas através da producdo de anticorpos e linfocitos Tc. Como a tirosinase
canina é muito semelhante a humana, deixa de haver toleréncia as proteinas self e assim, a
resposta imunitaria é eficaz contra as células tumorais melanociticas que expressam a
tirosinase.

Esta vacina destina-se a ser utilizada como vacina terapéutica (imunoterapia) e ndo como
prevencdo do tumor. Assim, a sua utilizacdo complementa a remocao cirargica do tumor ou

outros tratamentos (ex. radioterapia).
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O tratamento inicial requer a administracdo de quatro doses com duas semanas de intervalo,
seguindo-se a revacinagédo a cada seis meses.

Num estudo levado a cabo por Liao, Gregor, Wolchok, Orlandi, Craft, Leung, Houghton &
Bergman (2007), trés dos nove cdes com melanoma oral (estadios Il a IV pela WHO) que
foram submetidos a administracdo desta vacina apresentaram controlo do tumor a longo-prazo
com um tempo de sobrevivéncia médio de 389 dias (superior aos um a cinco meses de
sobrevivéncia dos animais tratados com quimioterapia convencional), sendo que um dos cées
apresentou um tempo de sobrevivéncia de quatro anos apos o inicio da terapéutica. Estdo
também descritos, casos de aumento do tempo de sobrevivéncia em cdes com melanoma dos
digitos, submetidos a terapéutica com a vacina Oncept ®.

A sua utilizacdo tem vindo a ser aplicada também no tratamento de outros tipos de
melanomas, entre 0s quais 0s melanomas intraoculares. Apesar de ndo existirem estudos sobre
a aplicabilidade e sucesso desta terapéutica neste tipo de tumores melanociticos quer em céo,
quer em gato, existem casos de sucesso com remissao tumoral praticamente conseguida (J.
Henriques, comunicacao pessoal, Julho 12, 2013).

Atualmente, a vacinagdo com Oncept ® é ja considerada o tratamento complementar de
eleicdo no tratamento deste tipo de tumores, incluindo os melanomas intraoculares de céo e de
gato, mesmo antes da utilizagdo da terapéutica quimioterapica (Bergman, 2012).

Em medicina humana, a imunoterapia é ja uma realidade bem implementada no tratamento
dos tumores melanociticos. Destacam-se varios agentes utilizados, tais como: Ipilimumab,
GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor), Nivolumab, Lambrolizumab,
MPDL3280A e os virus oncoliticos (Kirkwood & Sosman, 2013).

O Ipilimumab (YERVOY® 5mg/ml concentrado para solucdo para perfusdo) é um
medicamento concebido para ajudar o sistema imunitario a combater tumores através do
aumento da atividade das células T. E um anticorpo monoclonal 1gG1 totalmente de origem
humana, recombinante, que atua bloqueando o CTLA-4 (antigénio 4 associado ao linfécito T
citotoxico), uma molécula presente nas células T que atua como travdo natural da resposta
imunitaria. Este principio ativo é indicado para o tratamento do melanoma avancado que ndo
pode ser removido cirurgicamente e/ou para 0 melanoma metastatico (Yervoy, 2011).

O GM-CSF é uma molécula multifuncional com fungdes importantes no desempenho do
sistema imunitario. Uma das funcbes mais importantes desta molécula em termos de
terapéutica de tumores, € a sua capacidade de ativar macrofagos. In vitro, este fator estimula
0s monacitos periféricos sanguineos a tornarem-se citotoxicos para as células do melanoma

humano. A administracdo in vivo de GM-CSF aumenta a capacidade citotoxica dos
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monocitos. Ao mesmo tempo, este fator apresenta-se como o principal mediador de
proliferacdo, maturacdo e migracdo das células dendriticas — importantes células
apresentadoras de antigénios, desempenhando um papel fundamental na inducéo da resposta
imune primaria e secundaria levada a cabo pelas células T citotoxicas. Finalmente, o GM-CSF
promove o aumento da producdo da metaloelastase pelos macrofagos infiltrados no tumor,
resultando na producdo de angiostatina pelos mesmos. A angiostatina inibe a angiogénese e
causa supressdo do crescimento de metéstases pulmonares (Spitler et al., 2000).

Num estudo apresentado no presente ano pela American Society of Clinical Oncology,
verifica-se que a associacdo Ipilimumab + GM-CSF apresenta resultados superiores em
termos de taxa de resposta global ao tratamento, estabilizacdo da doenca e tempo de
sobrevivéncia global em comparacdo com a administracdo Unica do Ipilimumab (Kirkwood &
Sosman, 2013).

O Nivolumab corresponde a um anticorpo que atua como imunomodulador blogueando o
recetor PD-1 (programmed cell death receptor-1). Quando o ligando do recetor PD-1,
expressado por uma grande variedade de tumores incluindo 40% dos melanomas metastaticos,
se liga ao recetor PD-1da origem a diminuicao da atividade das células T e da resposta imune.
Assim, o mecanismo de acdo do Nivolumab € ligar-se ao recetor PD-1, evitando a ligacdo
deste ao seu ligando natural e, dessa forma, evitando a inibicdo da atividade das células T e da
resposta imune, essenciais no controlo de qualquer tipo de entidade tumoral (Kirkwood &
Sosman, 2013).

O Lambrolizumab (MK-3475) corresponde também a um anticorpo utilizado em medicina
humana no tratamento do melanoma em estadio avancado e/ou metastatico., sendo também
um anticorpo que funciona como imunomodulador blogueando o recetor PD-1 (Kirkwood &
Sosman, 2013).

O MPDL3280A corresponde a um anticorpo que se liga ao ligando natural do recetor PD-1,
também utilizado na terapéutica do melanoma humano em estadio avancado e/ou metastatico
(Kirkwood & Sosman, 2013).

Em relacdo a imunoterapia com recurso aos virus oncoliticos, destaca-se a imunoterapia
Talimogene “laherparepvec” que compreende a administracdo de um virus HSV1 contendo o

gene codificador do GM-CSF (potente imunoestimulador).
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10.2. Tratamento com AINEs
Em medicina humana, os AINEs apresentam importancia na prevencéo e tratamento de alguns

tumores tais como o carcinoma do célon, o cancro da mama e o melanoma maligno (Pires,
Garcia, Prada & Queiroga, 2010), sendo as ciclooxigenases 1 e 2 os alvos deste tipo de
farmacos.

Em 2003, Mohammed, Craig, Mutsaers, Glickman & Snyder (2003) descreveram a expressao
das COX-1 e COX-2 em melanomas malignos da cavidade oral do cdo e em 2010, Pires et al.
(2010), conseguem demonstrar pela primeira vez a expressdo destas ciclooxigenases em
melanomas cutaneos e oculares do cdo, para além da cavidade oral. Nesse mesmo estudo a
expressdo da COX-1 ndo apresentou diferencas significativas em termos de expressdo nos
tumores malignos e benignos, sendo expressada pelos dois tipos de tumores. Pelo contrario,
apenas se observou a expressdao da COX-2 nos tumores malignos. Esta diferenca entre os
tumores benignos e malignos é semelhante a que existe nas lesbes melanociticas de origem
humana, sugerindo que a COX-2 podera estar envolvida na transformacdo neoplasica dos
melandcitos caninos, tal como acontece no Homem (Pires et al., 2010). Este estudo sugere
que os AINEs, nomeadamente os inibidores da COX-2, poderdo ser um elo importante no

tratamento dos tumores melanociticos, nomeadamente os de carater maligno.
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10.3. Carboplatina
A carboplatina é um composto platinado de segunda geracao, analogo da cisplatina, sendo um

quimioterapico muito utilizado no tratamento de numerosos tumores em humanos e
apresentando taxas de resposta a terapéutica de 11 a 19% em ensaios clinicos em doentes com
melanoma em estadio 1l (Rassnick, Ruslander, Cotter, Al-Sarraf, Bruyette, Gamblin, Meleo &
Moore, 2001).

No estudo de Rassnick et al. (2001), o tratamento de melanomas caninos em estadio avang¢ado
com carboplatina deu origem aos seguintes resultados: resposta global ao tratamento em 28%
dos casos; remissdo total do tumor num dos casos; resposta parcial ao tratamento em 24% dos
casos (>50% reducdo do tamanho do tumor); 36% dos cdes apresentaram doenca estavel e
outros 36% apresentaram doenca progressiva. A resposta ao tratamento esteve associada a
uma administracdo de carboplatina na dose de 15,1mg/kg.

O mesmo estudo demonstrou efeitos secundarios a terapéutica com carboplatina na totalidade
dos animais. Os efeitos descritos foram: diarreia, vomito e anorexia mais ou menos
exacerbados consoante os animais. Aquando o tratamento, deve fazer-se protecdo de
estbmago e limitar-se a dose nos animais com insuficiéncia renal, dado o farmaco ser
excretado pelos rins.

Como concluséo, os autores do estudo sugerem a carboplatina com uma opcao terapéutica a
considerar em cdes com melanomas macroscopicos e em melanomas microscopicos locais e
sistémicos.

Segundo o estudo de Brockley, Cooper & Bennett (2012), no geral, a associacdo da
quimioterapia com carboplatina no tratamento local do melanoma canino oral, cutaneo e
digital ndo leva a melhorias no tempo de sobrevivéncia dos pacientes. No mesmo estudo,
nalguns cdes com melanoma oral grave, verificou-se um aumento substancial no tempo de
sobrevivéncia em relacdo aos pacientes ndo responsivos a carboplatina.

A associacgdo carboplatina com piroxicam pode ser considerada no tratamento destas situacdes

em que ndo se consegue aceder a cirurgia ou radioterapia (Brockley et al., 2012).
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10.4. Cisplatina + Piroxicam
A cisplatina € um farmaco quimioterapico de largo espectro, que apresenta atividade no

tratamento do melanoma oral canino (Boria, Murry, Bennett, Glickman, Snyder, Merkel,
Schlittler, Mutsaers, Thomas & Knapp, 2004).

O piroxicam é um AINE com atividade no tratamento de varios tipos de tumores da espécie
humana e canina, estando descrita a remissao tumoral de melanomas orais em cées (Boria et
al., 2004).

No estudo de Boria et al. (2004), dos onze cdes com melanoma oral tratados com a
combinacéo cisplatina + piroxicam, apenas dois obtiveram remissao total do tumor. Tal facto
confirma a fraca taxa de resposta dos cdes com melanoma ao tratamento quimioterapico, com
aumentos do tempo de sobrevivéncia pouco evidentes, devido essencialmente a existéncia de

metastases subsequentes e a resisténcia das células tumorais residuais.

10.5. Inibidores do recetor tirosina quinase - o exemplo do masitinib
O recetor transmembrandrio C-kit tornou-se um alvo molecular a ser considerado no

tratamento de vérios tipos de tumor tais como os mastocitomas, tumores do estroma
gastrointestinal e melanomas, dada a sua sobre expresséo e/ou ativacdo nestes (AB SCIENCE
USA, 2011).

O masitinib foi o primeiro fArmaco contra o cancro aprovado para uso veterinario, recebendo
aprovacdo pela European Medicines Agency (EMA) em 2008 com o nome de Masivet®. Esta
molécula apresenta seletividade para algumas moléculas tirosina quinase implicadas em
varios processos tumorais tais como KIT, PDGFR e Lyn, ndo inibindo outras moléculas
tirosina quinase implicadas em processos de toxicidade. Este grau de especificidade do
masitinib contrasta com os inibidores da tirosina quinase imatinib e toceranib, os quais inibem
um grande nimero de quinases. Se por um lado, o grande potencial terapéutico destes ultimos
dois principios ativos aumenta o potencial anti-tumoral dos mesmaos, por outro lado, parecem
apresentar mais efeitos secundarios em termos de toxicidade.

Pelo contrario, a grande seletividade do masitinib possibilita a sua administracdo em altas
doses por forma a obter-se um efeito terapéutico mais potente, mantendo-se um nivel
aceitavel de tolerabilidade (AB SCIENCE USA, 2011).

Assim, o Masitinib apresenta-se como um inibidor da proteina tirosina-quinase que, in vitro,
inibe de modo potente e seletivo a forma mutada do recetor c-kit, na regido justamembranar
(JM). Inibe igualmente o recetor do fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e o
recetor do fator de crescimento dos fibroblastos (FGFR3).
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A sua utilizacdo esta indicada no tratamento de mastocitomas caninos nédo extirpaveis (grau Il
ou II) com mutacdo confirmada do recetor tirosina quinase - C-kit. Atualmente, a sua
utilizacdo off-label revelou a existéncia de casos clinicos interessantes que séo alvo de estudo.
Estes casos incluem a utilizacdo do masitinib na manutencdo da quimioterapia em cdes com
linfoma multicéntrico das células T e no tratamento de um caso de neurofibrossarcoma em
cdo (AB SCIENCE USA, 2011).

No que toca a sua utilizacdo no tratamento dos melanomas, tém sido referidos varios casos de
sucesso, nomeadamente no aumento do tempo de sobrevivéncia em cdes com melanoma
metastatico, quando submetidos ao masitinib em relacdo a remocéo cirdrgica dos tumores.
Num caso, o cdo apresentava um diagndstico histolégico de melanoma metastatico nédo
responsivo a quimioterapia. Apds a introducdo do masitinib, o cdo comecou a responder a
terapéutica, alcancando uma resposta ao tratamento total ao fim de dois meses de tratamento.
O paciente esteve vivo pelo menos quatro meses apés inicio da recessao tumoral, até se perder
no follow up (AB SCIENCE USA, 2011). Estes resultados demonstram que o masitinib pode
representar uma opgao terapéutica para cdes com melanoma.

Em gatos, foi descrito um caso de metastizacdo de um melanoma cutaneo. O tumor primario
foi removido cirurgicamente e o gato foi submetido a terapéutica com masitinib diariamente,
verificando-se uma resposta completa depois de seis meses de tratamento, sem apresentar
sinais de recidiva catorze meses ap0és inicio do tratamento (AB SCIENCE USA, 2011).

Num caso dum melanoma metastatico de cdo nao responsivo a quimioterapia, a juncdo do
masitinib a terapéutica médica deu origem a remissao total do tumor. A experimentacao in
vitro tem demostrado também, o efeito do masitinib no aumento da sensibilidade do
melanoma a determinados quimioterapicos como a doxorrubicina (Ogilvie & Ahn, 2010).
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10.6. Tratamentos cirargicos
Estdo descritos varios tratamentos cirdrgicos no controlo deste tipo de neoplasias. Entre eles

destacam-se a iridectomia parcial, a ablagdo tumoral a laser, a evisceragdo com colocagéo de
prétese intraescleral e a enucleacdo. Como ja foi referido, muitas vezes, € dificil fazer a
distingdo do tipo e gravidade do tumor em questdo durante o ato da consulta. Assim, a pratica
clinica dos oftalmologistas diz-nos que a maioria dos animais é aconselhada a realizar
imediatamente cirurgia, sendo a técnica da enucleacdo o tratamento cirlrgico mais
recomendando por prevencao, pois apesar de ser um procedimento mais invasivo, possibilita a

extirpacdo de uma maior margem adjacente a area tumoral (Collins & Moore, 1999).

10.7.Radioterapia
Em medicina humana, no que se refere aos tratamentos dos melanomas intraoculares

primarios, as técnicas mais invasivas como a enucleacdo tém vindo a ser substituidas por
outras mais conservativas como a radioterapia. A braquiterapia episcleral é a terapéutica de
radiacdo mais utilizada no tratamento do melanoma intraocular humano. Esta técnica é
caracterizada pela utilizacdo de pequenas placas contendo pequenos focos de is6topos
radioativos tais como: iodo-125 (**I), cobalto-60 (*°Co), paladio-103 (***Pd), iridio-192 (***Ir)
e ruténio-106 (***Ru). Esta técnica, apesar de preservar o globo ocular, ndo esta isenta de
efeitos secundarios, sendo que é frequente ocorrer diminuicdo da acuidade visual com o
passar do tempo.

Estudos em medicina humana demonstram que apds ressecdo completa dos melanomas
metastaticos, a aplicacdo da radioterapia diminui em cerca de 48% dos casos a primeira
recidiva do tumor a nivel ganglionar, em comparacdo com a observacdo apenas da evolugédo
clinica do doente. Contudo, ndo se observam diferencas significativas entre a sobrevida global

do doente e a sobrevida sem recidivas do mesmo (Kirkwood & Sosman, 2013).
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111 - Neoplasias de origem melanocitica da Gvea do céo e do gato: Estudo comparativo
das caracteristicas clinicas e imunohistoquimicas por imunomarcacao para Ki-67,
Melan-A e CD117

1. Objetivos
O presente trabalho pretende estudar a diferente apresentacdo clinica e histopatolégica dos

tumores de origem melanocitica da Uvea no cdo e no gato, mais especificamente o0 melanoma
de uma e de outra espécie, dado serem entre os tumores intraoculares de origem melanocitica,
0S que apresentam pior progndstico.

Para a analise histopatoldgica dos tumores melanociticos oculares de céo e de gato, pretende-
se realizar estudos com recurso a técnica imunohistoquimica por imunomarcacdo para 0S
marcadores Ki67, Melan-A e CD117.

Apobs a realizacdo da técnica imunohistoquimica tentar-se-a descrever as caracteristicas
imunohistoquimicas dos tumores intraoculares melanociticos considerados no estudo e
concluir se a imunomarcacao das neoplasias de origem melanocitica da Uvea do cdo e do gato
apresentam resultados diferentes.

Finalmente, estudaremos as informagfes que a imunomarcacdo destes tumores nos pode dar

em termos de comportamento, prognéstico e orientacdo terapéutica dos mesmos.
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2. Materiais e métodos

2.1. Amostra em estudo
No presente estudo foram incluidos vinte casos de tumores oculares melanociticos, dezoito
dos quais com base na colecdo de tumores do Laboratério de Anatomia Patoldgica da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (LAP-FMV-UL) e os restantes
dois casos do Laboratério de Patologia Veterinaria — VetPat, ocorridos no periodo
compreendido entre 2001-2012, juntamente com as respetivas historias clinicas.
Destes vinte casos, dez correspondiam a tumores oculares melanociticos de cdo e dez
correspondiam a tumores oculares melanociticos de gato.
Todos estes casos foram recebidos de clinicas e hospitais veterinarios da Regido de Lisboa e
Vale do Tejo, incluindo-se o Hospital Escolar da FMV-UL com dez dos casos enviados. A

técnica de imunohistoquimica foi realizada na sua totalidade no LAP-FMV.

2.1. Parametros em analise
Foram recolhidos e registados os dados referentes a: identificagdo dos animais, raga, Sexo,

idade, sinais clinicos, diagnostico histoldgico, técnica cirdrgica efetuada e resultados das
técnicas de imunohistoquimica. Foram considerados vinte globos oculares (proveniente de
vinte animais), a partir dos quais se realizaram os estudos de imunohistoquimica recorrendo
aos marcadores Ki-67, Melan-A e CD117. Os dados obtidos com a imunomarcacéo de cada

caso foram registados e analisados.
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2.2. Processamento das amostras para os estudos de imunohistoquimica
Em todos os casos, 0 material enviado para o laboratério correspondeu ao globo ocular

afetado que foi sujeito a enucleagdo, sendo imediatamente fixado em formol tamponado a
10%. Apos o periodo de fixacdo, que teve um tempo minimo de 24h, o processamento e
incluséo dos tecidos em parafina foi efetuado de forma automatica, em processador de tecidos
LEICA TP 1020® (Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha), de acordo com o seguinte
protocolo:

A — Alcool etilico 70°, durante 1 hora.

B — Alcool etilico 95°, durante 1 hora e 30 minutos.

C — Alcool etilico 95°, durante 1 hora e 30 minutos.

D — Alcool etilico absoluto, durante 1 hora.

E — Alcool etilico absoluto, durante 1 hora e 30 minutos.

F — Alcool etilico absoluto, durante 1 hora e 30 minutos.

G — Xilol, durante 1 hora.

H — Xilol, durante 1 hora.

| — Xilol, durante 1 hora.

J - Incluséo em Histosec Merck®a 65 °C, durante 2 horas.

L — Inclusdo em Histosec Merck® a 65 °C, durante 2 horas.

O corte dos blocos de parafina foi realizado em micrétomo rotativo LEICA RM 2135, tendo-
se efetuado cortes com cerca de trés um de espessura para imunohistoquimica. Os cortes

foram colocados em laminas adesivadas Superfrost Plus® da Thermo Scientific.

2.3. Técnica de imunohistoquimica
Todos os vinte casos foram selecionados para a realiza¢do da técnica de imunohistoquimica.

As imunomarcagdes foram realizadas em cortes histolégicos com trés um de espessura
colocados em laminas adesivadas Superfrost Plus® (Thermo Scientific, Braunschweig,
Alemanha).

Os anticorpos disponiveis no mercado sdo, normalmente, os utilizados nos exames de rotina
da espécie humana, podendo apresentar reatividade cruzada com as espécies canina e felina.
Para a imunohistoquimica foram testados trés anticorpos primarios (Tabela 3), para os quais

foi conseguida marcacéo positiva.
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2.4. Anticorpos utilizados

A Tabela 3 resume as caracteristicas dos anticorpos utilizados no estudo.

Tabela 3 — Anticorpos primarios utilizados para os quais foi obtida marcagéo positiva.

Especificidade Origem Clone Referéncia Isotipo Esp.
Ac. Primario Produtoras
Ki67 Novocastra' MM1 NCL-L- Rato (anti-
Ki67-MM1 hum.)
Melan-A Dako A103 M 7196 Rato (anti-
hum.)
CD117, c-kit Dako Policlonal A 4502 Rato (anti-
hum.)
Tabela 4 — Protocolo utilizado para recuperagdo antigénica e dilui¢do dos anticorpos.
Técnica de Meio e Tempo Diluicéo dos
Especificidade do Recuperacao da Anticorpos
Anticorpo Primario  Antigénica/Meio e Recuperagéo Primarios
Tempo Antigénica
Tampéo
Ki67 Panela de pressao Citrado de 1:1000
Sodio a pH=6,0
2 minutos
Tampéo EDTA
Melan-A Microondas apH=9,0 1:100
5 min. 900w
15 min. 600w
Tampéo EDTA
CD117, c-kit Microondas apH=9,0 1:400
5 min. 900w
15 min. 600w
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2.5. Controlos positivo e negativo
Como controlo positivo interno para a marcagdo do Ki-67 recorreu-se a um linfonodo de céo e

um linfonodo de gato.

Como controlo positivo interno para a marcacdo do Melan-A, foram usados um melanoma de
pele de cdo e um melanoma de pele de gato. Finalmente, para a marcacdo do CD117, como
controlo positivo interno, foram utilizados um intestino de cdo e um intestino de gato.

Os controlos negativos foram todos efetuados por omisséo do anticorpo primario.

A determinacdo da diluicdo 6tima de trabalho para cada anticorpo primario fez-se mediante
ensaio inicial da técnica, testando varias dilui¢bes, seguindo-se a avaliacdo dos resultados e a

selecdo da diluicdo ideal, habitualmente utilizada pelo LAP-FMV.

2.6. Técnica de coloracdo imunohistoquimica
A — Executaram-se cortes de 3 um de espessura que foram colhidos em laminas adesivadas

Superfrost Plus®.
B — Os cortes foram desparafinados em xilol durante 10 minutos.
C — Rehidratacdo: alcool etilico absoluto (duas vezes, durante 5 minutos).
Alcool etilico 95° (durante 5 minutos).
Alcool etilico 70° (durante 5 minutos).
Agua destilada (durante 15 minutos)
D — Recuperacdo antigénica. Procedeu-se de acordo com o descrito na Tabela 4.
E — Lavagem em PBS (por duas vezes durante 5 minutos).
F — Blogueio de proteinas recorrendo a solugdo Protein Block do kit Novocastra™ RE 7158
(durante 5 minutos).
G - Lavagem em PBS (por duas vezes durante 5 minutos).
H — Incubacdo com os anticorpos primarios, em concentracdes varidveis (de acordo com as
especificacbes constantes na Tabela 4). A incubacao foi feita a temperatura ambiente.
| - Lavagem em PBS (por duas vezes durante 5 minutos).
J — Realizou-se a inibicdo da peroxidase endogena através de incubacdo com a solucdo de
blogueio Peroxidase Block do kit Novocastra™ RE 7157 (durante 5 minutos).
K - Lavagem em PBS (por duas vezes durante 5 minutos).
L — Realizou-se a incubagdo com a solucéo de bloqueio pos-primario Post Primary Block do
kit Novocastra™ RE 7159 (durante 30 minutos).
M - Lavagem em PBS (por duas vezes durante 5 minutos).
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N — Incubagdo com o polimero Novolink Polymer do kit Novocastra™ RE 7161 (durante 30
minutos).

O - Lavagem em PBS (por duas vezes durante 5 minutos).

P — Revelacdo com diaminobenzidina (DAB), durante 5 minutos, recorrendo ao Kit
Novocastra™ RE 7162, RE 714.

Q — Lavagem em &gua corrente durante 2 minutos.

R — Branqueamento da melanina numa solugdo com 0,6g de albumina bovina a 2%, 0,3g de
hidrogenofosfato disodico e 0,9 ml de perdxido de hidrogénio a 3% por cada 15 ml de agua,
durante 48 horas.*

S — Coloraco de fundo pela Hematoxilina de Mayer do kit Novocastra™ RE 7107, durante
30 segundos.

T — Lavagem em agua corrente durante 2 minutos (azular).

U — Desidratacdo dos cortes por passagens em alcool etilico com graduacéo crescente (inversa
do ponto C).

V — Passagem por Xilol.

W — Montagem em resina sintética (Entellan®).

*A técnica de branqueamento da melanina foi realizada apenas nas laminas cujos cortes
apresentavam muito pigmento melanico, segundo o protocolo estudado por Timoteo, Santos,
Abrantes & Carvalho (2011), constante da revista Micron n°15 — Ano 14 — Maio de 2011.
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2.7. Avaliacdo da imunomarcacéo do Ki-67
Cada corte histoldgico foi observado primeiro com baixa ampliacdo, para detecdo das areas de

maior marcacdo. Nas areas de maior marcacdo foram selecionados cinco campos com
ampliacdo de 400x. A contagem diferencial de células marcadas e ndo marcadas foi efetuada
a partir das fotografias digitais obtidas de cada campo selecionado e recorrendo ao programa
informatico Image J — Image Processing and Analysis in Java®. Apés registo em folha de
célculo do programa Excel 2007 da Microsoft Office® obteve-se o indice de marcacéo do Ki-
67, que correspondeu a razdo entre o numero de células marcadas e ndo marcadas nos 5

campos selecionados.

2.8. Avaliacdo da imunomarcacdo do Melan-A
Cada corte histolégico foi observado inicialmente com baixa ampliacdo, para detecdo das

areas de maior marcacdo, procedendo-se posteriormente a classificacdo dos cortes em

intensidades de marcacdo forte, moderada, fraca e ausente.

2.9.Avaliacdo da imunomarcacédo do CD117
Cada corte histologico foi observado primeiramente em baixa ampliacdo, para detecdo das

areas de maior marcacdo, procedendo-se posteriormente a classificacdo dos cortes em
intensidades de marcacéo forte, moderada, fraca e ausente.

2.10. Andlise estatistica
Para o estudo da distribuicdo das diferentes variaveis (dados clinicos, epidemioldgicos,

histopatolédgicos e histoquimicos) utilizaram-se métodos de estatistica descritiva. A reduzida
dimensdo da amostra ndo possibilitou a utilizacdo de testes de associacdo entre variaveis, pelo
que o estudo da relacdo entre algumas destas foi feito com base em métodos descritivos. O

processamento dos dados foi realizado com o programa Microsoft® Office Excel. 2007°.
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3. Resultados

3.1. Avaliacao de dados clinicos e epidemioldgicos em gatos

3.1.1. Idade
A idade dos gatos afetados, na altura do diagndstico, variou entre os 3 e 0s 14 anos, com

média de 10,2 anos e mediana de 11 anos.

Né&o se observou uma diferenca significativa de idades entre as amostras de fémeas e machos,
sendo que cada um dos grupos apresentava uma media de idades de 10,1 e 10,5 anos,
respetivamente (Tabela 7).

Tabela 5 — Média de idades da amostra de gatos consoante 0 sexo

Sexo Média Minimo Méaximo
Fémea 10,1 3 14
Macho 10,5 10 11

3.1.2. Sexo

Dos gatos incluidos para estudo (n=10), oito eram fémeas (80%) e dois eram machos (20%)
(Tabela 8).

Tabela 6 — Sexo dos gatos utilizados em estudo

Caso Clinico Sexo
Gl FC
G2 F
G3 FC
G4 FC
G5 M
G6 F
G7 F
G8 F
G9 MC
G10 F

G =gato

3.1.3. Raga
Dos gatos incluidos para estudo (n=10), a raca mais representativa foi o Europeu Comum

(60%), seguindo-se dois casos de raca persa (20%), um caso de cruzamento com a raga persa

(10%) e um caso de cruzamento com a raca siamesa (10%) (Tabela 9).
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Tabela 7 — Racas dos gatos utilizados em estudo

Caso Clinico Raca
Gl EC

G2 EC

G3 X Persa
G4 Persa
G5 EC

G6 EC

G7 EC

G8 X Siamés
G9 Persa
G10 EC

G =gato

3.2. Avaliacao de dados clinicos e epidemiolégicos em caes

3.2.1. Idade
A idade dos cédes afetados, na altura do diagnostico, variou entre 0s 3 e 0s 12 anos, com média

de 8,9 anos e mediana de 10,5 anos.

3.2.2. Sexo
Dos cées incluidos para o estudo (n=10), seis eram fémeas (60%) e quatro eram machos

(40%) (Tabela 6)

Tabela 8 — Sexo dos cées utilizados em estudo

Caso Clinico Sexo
C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9
C10
C=cdo

'I'I
@)

3.23. Raga
Dos caes incluidos para estudo (n=10), a raca mais representativa foi o Retriever do Labrador

(30%), seguindo-se dois casos da raca Cocker Spaniel (20%), um caso da raga Pastor Belga
(10%), um caso da raca Yorkshire Terrier (10%), um caso da raca Caniche (10%) um caso da

raga Schnauzer miniatura (10%) (Tabela 7).
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Tabela 9 — Racas dos cdes incluidos em estudo

Nome Raca

C1 Labrador

C2 Cocker Spaniel
C3 Labrador

C4 Pastor Belga

C5 Yorkshire Terrier
C6 Caniche

C7 Schnauzer Miniatura
C8 Pitt Bull

C9 Labrador

C10 Cocker Spaniel
C=céo

3.3. Sinais clinicos observados na amostra de gatos e caes
Os sinais e restante informacéo clinica foram obtidos durante a consulta externa do Hospital

Escolar da FMV, no caso dos animais observados na faculdade ou através do resumo clinico
que acompanhava as amostras enviadas para o laboratério de Anatomia Patoldgica, no caso
dos animais observados noutras clinicas. Contudo, ndo foi possivel obter o resumo clinico da

totalidade dos casos clinicos.

Tabela 10 — Sinais clinicos na amostra de gatos

Nome Sinais clinicos

Gl Massa rosa de superficie lisa com neovasos
no canto lateral na camara anterior

G2

G3

G4

G5 Glaucoma; dor ocular; espessamento e
hiperpigmentacgdo da iris; queratite

G6 Hiperpigmentacado difusa da iris

G7 OE buftalmico, ulcerado, aspeto tumoral

G8 OD com nddulos na camara anterior ao
nivel da iris; uveite; glaucoma

G9 Hiperpigmentacdo  difusa da firis,
espessamento difuso da iris com formacdo
de nodulos, olho buftalmico com luxacao
posterior do cristalino.

G10 Uveite que progrediu para glaucoma

G =gato
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Tabela 11 — Sinais clinicos na amostra de cdes

Nome Sinais clinicos

C1l

Cc2

C3 Uveite com glaucoma secundario; suspeita
de endoftalmite

C4 Massa intraocular

C5 OE cego; Ectasia da esclera; iris bombé;

massa intraocular de cor preta atingindo o
exterior do GO.

C6 OD com massa pigmentada de 12x6 mm
aproximadamente aderente ao limbo
esclero corneano externamente, as 11h

C7 Massa intraocular

C8 Massa pigmentada da iris ocupando
metade da camara anterior; glaucoma; dor
ocular

C9 Massa pigmentada alterando o formato do
GO esquerdo das 10h-14h; distor¢do da
esclera

C10 Massa intraocular no OD; apenas visivel o

canto medial da iris; glaucoma;

C=cio

3.4. Tratamento
O tratamento efetuado em todos os animais presentes neste estudo foi a enucleacdo do globo

ocular afetado, enviado posteriormente para analise histopatoldgica.

3.5.Diagndéstico histoldgico

3.5.1. Composicao da amostra da espécie felina

3.5.1.1. Melanoma difuso da iris
Dentro desta classificacdo, foram identificados dez casos recebidos de origem felina, sendo a

Unica forma de doenca na amostra estudada, perfazendo 100% dos casos (Tabela 5).
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Tabela 12 — Composicdo da amostra da espécie felina.

Tipo N° de casos %
Melanoma difuso da iris 10 100
Total 10 100

3.5.2. Composicao da amostra da espécie canina
Do numero de casos da amostra da espécie canina, foram identificados dois casos (20%) de

melanocitoma da Uvea anterior, um caso (10%) de melanocitoma da cordide, seis casos (60%)

de melanoma da Uvea e um caso (10%) de melanoma do limbo esclero-corneano.

Tabela 13 — Composigdo da amostra da espécie canina.

Tipo N° de casos %
Melanocitoma da Uvea 2 20
anterior

Melanocitoma da cordide 1 10
Melanoma da Uvea 6 60
Melanoma do  limbo 1 10

esclero-corneano

Total 10 100
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3.6. Resultados da técnica de imunohistoquimica

3.6.1.

Sete dos dez melanomas difusos da iris do gato (70%) tiveram marcac¢do imunohistoquimica
positiva para o Melan-A (Tabela 13). Seis casos (60%) apresentaram marcacao positiva forte,
um caso (10%) apresentou marcagdo positiva moderada e trés casos (30%) apresentaram
auséncia de marcagéo.

Dos dez casos de tumores melanociticos caninos submetidos a imunomarcacéo para o Melan-
A, todos (100%) apresentaram marcacao positiva (Tabela 14). Dos dois casos de
melanocitoma da Gvea, um apresentou marcacao positiva forte e um apresentou marcacao
positiva moderada. Dos seis casos de melanoma da Uvea, trés apresentaram marcagdo positiva
forte e trés apresentaram marcagéo positiva moderada. O caso do melanoma do limbo esclero-

corneano apresentou marcacao positiva moderada e o caso do melanocitoma da cordide

Resultados da imunomarcacao para o Melan-A

apresentou marcacao positiva fraca.

Tabela 5 — Resultados da imunomarcagdo das dez amostras de tumores melanociticos felinos
para o Melan-A*

C Clin. Ano Raca Sexo Idade Diagnéstico Origem Melan-A
Gl 2001 EC FC 11 M. Iris Primario -
G2 2002 EC F 12 M. Iris Primario +++
G3 2004  XPersa FC 14 M. Iris Priméario ++
G4 2006 EC F 12 M. Iris Primario -
G5 2009 Persa  FC 5 M. iris Primario +++
G6 2010 EC M 10 M. Iris Primario +++
G7 2010 EC F 3 M. Iris Priméario -
G8 2010 EC F 13 M. Iris Primario +++
G9 2011  XSiamés F 11 M. iris Primario +++
G10 2011 Persa ~ MC 11 M. Iris Primario +++
G =gato

*Intensidade de marcacdo: +++ = marcacdo forte; ++ = marcacdo moderada; + = marcacéo fraca; - =
auséncia de marcacdo
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Figura 13 — A, B, C — Padrdes de intensidade de marcacgdo do Melan-A em melanomas difusos da
iris do gato. A — Intensidade de marcacéo forte. Ampliacdo de 400x; B — Intensidade de marcagéo
moderada. Ampliacdo de 400x; C — Auséncia de marcacdao. Ampliacdo de 100x.

Tabela 6 — Resultados da imunomarcacdo das dez amostras de tumores melanociticos caninos
para o Melan-A*

CClin.  Ano Raga Sexo Idade Diagnostico  Origem Melan-A

C1 Melanocitoma

2004  Labrador F 3 da Gvea Primario +++
C2 Cocker Melanoma da

2004 Spaniel F 12 Uvea Primério ++
C3 Melanocitoma

2005 Labrador M 9 da cordide Primario +
C4 Pastor Melanoma da

2006 Belga F 12 Uvea Primério ++
C5 Yorkshire Melanoma da

2006 terrier M 11 Uvea Primario +++
C6 Melanoma do

2007  Caniche M 5 limbo EC. Primario ++
C7 Schnauzer Melanoma da

2008 miniatura M 10 Uvea Primario +++
C8 Melanoma da

2012  Pitt Bull F 11 Uvea Primario +++
C9 Melanoma da

2012  Labrador F 5 Uvea Primario ++
C10 Cocker Melanocitoma

2012 Spaniel FC 11 da uvea Primario ++
C=cdo
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Figura 14 — A, B, C — Padrdes de intensidade de marcagdo do Melan-A em melanomas da Uvea do
cdo. A — Intensidade de marcacdo forte; B — Intensidade de marcacdo moderada; C — Intensidade de
marcacdo fraca. Ampliacdo de 400x.

O caso clinico 495/2008, correspondente a um cdo de raga Schnauzer miniatura apresentou
metastizacdo a nivel da préstata, trés anos apds diagndstico de melanoma uveal anterior. O
diagnostico de metastizacdo foi confirmado pela observacdo histopatoldgica recorrendo a
coloracdo pela HE e a imunomarcacao para Melan-A no decorrer do presente estudo.

Quer 0 melanoma uveal anterior, quer o melanoma metastatico obtiveram marcacgao positiva

para o Melan-A de intensidade forte.

Figura 15 — A: Marcacdo para o Melan-A de intensidade forte em melanoma da Gvea anterior em
cdo de raga Schnauzer miniatura, 10 anos. Ampliacdo de 400x. B: Marcac¢éo para o Melan-A de
intensidade forte em melanoma metastatico (prostata) em cédo de raca Schnauzer miniatura, 12 anos.
Ampliac&o de 100x.
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3.6.2. Resultados da imunomarcagéo para o Ki-67

Tabela 7 — Resultados da imunomarcagao das dez amostras de tumores melanociticos felinos
para o Ki-67 (indice de proliferagdo - IP)

C Clin. Ano Raca  Sexo Idade Diagnoéstico Origem Ki-67 IP

G2 2002 EC F 12 M. ris Primario -
N L LV L

G4 2006 EC F 12 M. iris Primario 28,4
I L L LU

G6 2010 EC M 10 M. iris Primario 6

G8 2010 EC F 13 M. ris Primario 17,3
R BN VLU O
G10 2011 Persa  MC 11 M. ris Primario 9,8

G = gato
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Figura 16 — (A, B) indices de proliferacdo em imunomarcagéo para Ki-67 em
melanomas difusos da iris de gato. A: melanoma difuso da iris em gata de raca xPersa,

14 anos, IP pelo Ki-67 (39,8). B: melanoma difuso da iris de gato de raca EC, 10 anos,
IP pelo Ki-67 (6).
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Tabela 8 — Resultados da imunomarcagao das dez amostras de tumores melanociticos caninos
para o Ki-67 (indice de proliferagdo - IP)

C Clin. Ano Raca Sexo ldade Diagnostico Origem  Ki-67 IP

C2 Cocker Melanoma da
2004 Spaniel F 12 Ovea Primario 26,4

C4 Pastor Melanoma da
2006 Belga F 12 Uvea Primario 7,1

C6 Melanoma do
2007 Caniche M 5 limbo EC. Primario 3,5

C8 Melanoma da
2012 Pitt Bull F 11 Ovea Primario 8,3

C10 Cocker Melanocitoma
2012 Spaniel FC 11 da Gvea Primario 9,6

Figura 17 — (A, B) indices de proliferacdo em imunomarcagéo para Ki-67 em
melanomas da Gvea de cdo. A: melanoma da Gvea em cadela de raca Cocker
Spaniel, 12 anos, IP pelo Ki-67 (26,4). B: melanoma da Gvea em cadela de raca
Pastor Belga, 12 anos, IP pelo Ki-67 (7,1).
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3.6.3. Resultados da imunomarcacdo para o CD117

Apenas cinco dos dez casos de melanoma difuso da iris do gato (50%) tiveram marcacgédo

imunohistoquimica positiva para o0 CD1117 (Tabela 18). Trés casos apresentaram marcagdo

positiva de intensidade moderada e 2 casos apresentaram marcacdo positiva de intensidade

fraca.

Tabela 9 — Resultados da imunomarcacédo das dez amostras de tumores melanociticos felinos

para o0 CD117 (C-kit)

C Clin. Ano Raca Sexo Idade Diagnoéstico Origem  CD117
Gl 2001 EC FC 11 M. Iris Primario -
G2 2002 EC F 12 M. Iris Primario -
G3 2004  XPersa FC 14 M. iris Primario -
G4 2006 EC F 12 M. iris Primario -
G5 2009 Persa  FC 5 M. iris Primario -
G6 2010 EC M 10 M. Iris Primario ++
G7 2010 EC F 3 M. iris Primario +
G8 2010 EC F 13 M. iris Primario ++
G9 2011  XSiamés F 11 M. Iris Primario ++
G10 2011 Persa ~ MC 11 M. Iris Primario +
G =gato

*Intensidade de marcacéo: +++ = marcacdo forte; ++ = marcacdo moderada; + = marcacao fraca; - =
auséncia de marcacao
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Dos dez casos de tumores melanociticos caninos submetidos a imunomarcacdo para o CD117,
todos (100%) apresentaram marcacgéo positiva (Tabela 19). Quatro dos casos (trés melanomas
e um melanocitoma da Gvea) apresentaram marcacgdo positiva de fraca intensidade. Cinco dos
casos (dois melanomas da Gvea, um melanocitoma da Gvea, um melanoma do limbo esclero-
corneano e um melanocitoma da coroide) apresentaram marcagdo positiva de intensidade
moderada. Finalmente, apenas um caso, correspondendo a um melanoma da Uvea, apresentou

marcagao positiva de intensidade forte.

Tabela 10 — Resultados da imunomarcacgédo das dez amostras de tumores melanociticos caninos
para o CD117 (C-kit)

C Clin. Ano Raca Sexo ldade Diagnéstico  Origem CD117

C1 Melanocitoma

2004  Labrador F 3 da Gvea Primario ++
C2 Cocker Melanoma da

2004 Spaniel F 12 Uvea Primério +
C3 Melanocitoma

2005 Labrador M 9 da coroide Primario ++
C4 Pastor Melanoma da

2006 Belga F 12 Uvea Primario ++
C5 Yorkshire Melanoma da

2006 terrier M 11 Uvea Primario +++
C6 Melanoma do

2007  Caniche M 5 limbo EC. Primario ++
C7 Schnauzer Melanoma da

2008 miniatura M 10 Uvea Primério +
C8 Melanoma da

2012  Pitt Bull F 11 Uvea Primario +
C9 Melanoma da

2012  Labrador F 5 Uvea Primario ++
C10 Cocker Melanocitoma

2012 Spaniel FC 11 da Gvea Primario +
C=cdo

*Intensidade de marcacédo: +++ = marcacdo forte; ++ = marcacdo moderada; + = marcacéo fraca; - =

auséncia de marcacéo
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Figura 18 — (A, B) Padrdes de intensidade de marcacdo do CD117 em melanomas da Uvea
do cdo. A — Intensidade de marcacdo moderada; B — Intensidade de marcacéo fraca.
Ampliacdo de 400x.
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4. Discussao

Até ao presente ndo existe uma técnica unica de diagnostico capaz de fazer a diferenciacédo
entre um tumor de origem melanocitica maligno e benigno e que possa prever um tempo de
sobrevivéncia. Ao mesmo tempo, ndo existe um consenso universal sobre os critérios de
elaboracdo de um progndstico deste tipo de neoplasias, pelo que, sem um correto progndstico,
é dificil fazer uma boa abordagem terapéutica para cada caso (Smith et al., 2002).

Um estudo de 2011 em tumores melanicos caninos (pele, digito, labio e cavidade oral) levado
a cabo por R.C. Smedley et al. (2011) determinou parametros de prognoéstico para este tipo de
tumores cuja significancia estatistica tem vindo a ser demonstrada. Os tumores melanicos
intraoculares ndo foram considerados devido a falta de casuistica. A pouca bibliografia
existente sobre este tipo de tumores no cdo e no gato € acompanhada por uma falta de
conhecimento sobre as caracteristicas imunohistoquimicas dos mesmos.

Os tumores melanicos da Uvea, apesar de ocorrerem com pouca frequéncia na pratica clinica
nos nossos animais de companhia, correspondem ao principal tipo de tumores com sede
intraocular (Dubielzig, 2011). Assim, merecem a maior atencdo por parte dos donos e dos
médicos veterinarios assistentes dado o seu carater potencialmente agressivo e de progndstico
reservado.

Sabe-se que a apresentacdo clinica deste tipo de tumores pode variar e que as técnicas de
rotina de histopatologia nem sempre nos ddo um diagnostico 100% assertivo no que toca a sua
origem, caracteristicas e comportamento. Nem sempre é facil prever a velocidade de
progressao do tumor e a que estratégias terapéuticas recorrer.

Assim, com a presente monografia, esperamos dar um pequeno passo no conhecimento das
caracteristicas clinicas e imunohistoquimicas dos tumores melanociticos da Uvea do cédo e do
gato. Ao mesmo tempo, tentar-se-a perceber se algum dos imunomarcadores utilizados neste

estudo pode ser usado como fator de prognostico e alvo terapéutico.
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4.1. Discussao dos resultados clinicos

4.1.1. Discussdo das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da amostra de gatos e
caes
Até ao momento, ndo existe uma técnica Unica de diagndstico capaz de fazer a diferenciagéo

entre um tumor de origem melanocitica maligno e benigno e que possa prever um tempo de
sobrevivéncia. Ao mesmo tempo, ndo existe um consenso universal sobre os critérios de
elaboracdo de um progndstico deste tipo de neoplasias. Sem um prognaostico correto, € dificil
fazer uma boa abordagem terapéutica destes casos (Smith et al., 2002).

Os melanomas intraoculares tém sido classificados de acordo com as suas caracteristicas
histopatoldgicas.

Os tumores melanicos da Uvea, apesar de ocorrerem com pouca frequéncia na pratica clinica
nos nossos animais de companhia, correspondem ao principal tipo de tumores com sede
intraocular (Dubielzig, 2011). Assim, merecem a maior atencdo por parte dos donos e dos
médicos veterinarios assistentes dado o seu carater potencialmente agressivo e de progndstico
reservado. Ao mesmo tempo €é necessario reconhecer as diferencas das caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais deste tipo de tumores quer no céo quer no gato, dado
a apresentacao clinica, comportamento e progndéstico serem diferentes (Finn, Krohne & Stiles,
2008). Como foi referido na presente monografia, a taxa de metastizacdo do melanoma uveal
felino é superior ao canino e a apresentacdo do mesmo corresponde a uma hiperpigmentacéo
difusa do estroma iridico ao contrario do que acontece na maioria dos casos no céo, Cujos
melanomas uveais apresentam-se normalmente como massas singulares pigmentadas
ocupando grande parte da camara anterior.

No presente trabalho, relativamente aos casos de melanoma intraocular na espécie felina,
verificou-se que a totalidade da amostra (n=10) apresentou um diagnéstico de melanoma
difuso da iris, o que esta de acordo com Dubielzig et al. (2010), que refere que € uma das
apresentacdes mais frequentes deste tipo de tumores na espécie felina. A média de idades dos
gatos da amostra foi de 10,2 anos, o que coincide com o descrito na bibliografia (Dubielzig et
al, 2011).

Ao nivel da predisposicdo sexual, 80% da amostra foi constituida por fémeas e 20% por
machos, contrastando com os dados de Dubielzig et al. (2010), que refere que o grupo dos
machos castrados, seguindo-se do grupo das fémeas esterilizadas sdo os mais afetados.

Este facto contrastante pode justificar-se pela pequena amostra de casos em estudo.
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A raca Europeu Comum foi a mais registada, seguida da raca Persa, o que provavelmente se
deve, a sua representacdo na regido de Lisboa e Vale do Tejo. A raca Persa é predisposta para
as neoplasias melanociticas oculares (Dubielzig, 2011).

Relativamente aos casos de tumores melanociticos da espécie canina do presente estudo,
verificou-se que 60% (n=6) apresentaram diagnodstico de melanoma da Uvea, 10% (n=1) de
melanocitoma da coroide, 10% (n=1) de melanoma do limbo esclero-corneano e 20% (n=2)
de melanocitoma da Uvea, apesar deste ultimo ser o tumor primério intraocular mais comum
nesta espécie (WHO, 2002). O facto de néo ter sido a neoplasia mais frequente na amostra,
pode dever-se ao limitado numero de casos da amostra de cdes em estudo. Ao mesmo tempo
deve referir-se que de acordo com a bibliografia (WHO, 2002), o melanocitoma do limbo
esclero-corneano € um tumor benigno mas, curiosamente, indistinguivel em termos
histologicos do melanoma da Uvea anterior do cdo. Assim, pode ser provavel que o melanoma
do limbo esclero-corneano da amostra do presente estudo, ndo seja de facto um melanoma,
mas sim um melanocitoma. Dois dos trés casos de melanocitoma da Gvea tiveram origem na
Uvea anterior, estando este dado de acordo com a bibliografia (Dubielzig et al., 2010), em que
se refere que 94% dos casos de melanocitoma uveal canino ocorrem ao nivel da Gvea anterior.
As racas afetadas no presente estudo por esta doenca benigna (um caso em Labrador Retriever
e um caso em Cocker Spaniel) também confirmam a predisposicdo destas racas para estes
processos tumorais (Giuliano et al., 1999). Dos seis casos de melanoma da Uvea na amostra
canina, apenas se conseguiu garantir histologicamente a origem do processo ao nivel da Uvea
anterior em dois dos casos. Nos outros quatro melanomas, devido a grande extensdo das
lesBes, ndo se conseguiu garantir com exatiddo a origem dos mesmos, embora a iris seja a
hiptese mais provavel, dado que, segundo Dubielzig (2002), a grande maioria dos
melanomas ocorre ao nivel da Gvea anterior. De entre 0s cdes em estudo afetados por esta
doenca, destaca-se um caso em Retriever do Labrador (n=1) como uma raca ja identificada na
bibliografia predisposta para este tipo de lesdes tumorais. Para além do Retriever do Labrador,
foram identificadas outras ragas no presente estudo, sem qualquer referéncia anterior na
bibliografia, como: Cocker Spaniel, Pastor Belga, Yorkshire Terrier, Schnauzer miniatura e
Pitt Bull. A média das idades dos cdes em estudo foi de 8,9 anos, estando em consonancia
com a média de idade de 9,2 anos indicada por Dubielzig (2011).

Ao nivel da predisposi¢cdo sexual, 60% (n=6) dos caes afetados eram fémeas e 40% (n=4)
eram machos, corroborando a inexisténcia de uma relacdo entre o tipo de tumor ocular e o

sexo do animal, na espécie canina.
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Os sinais clinicos mais comummente observados em consulta nos casos da amostra de felinos
foram: espessamento e hiperpigmentacdo difusa da iris, uveite e glaucoma. Os dois Ultimos
sinais clinicos foram comuns na amostra dos cdes, contudo, a apresentacdo morfologica do
tumor nesta espécie foi, na maior parte dos casos, a de uma massa singular pigmentada
ocupando grande parte da camara anterior e ndo a de uma hiperpigmentacdo difusa. Estes
sinais clinicos coincidem com os descritos na bibliografia (Collins & Moore, 1999)
(Dubielzig et al., 2010).

4.2. Discusséo dos resultados da imunohistoquimica

4.2.1. Discusséo dos resultados da imunomarcacgdo para o Melan-A
Sete dos dez melanomas difusos da iris do gato (70%) tiveram marcacdo imunohistoquimica

positiva para 0 Melan-A. Os outros trés casos ndo apresentaram marcacao. Este facto pode ser
justificado por algum erro de processamento das amostras, nomeadamente uma sobrefixagéo,
aumentando o numero de reagdes cruzadas (inespecificas). Este fendbmeno provoca uma
alteracdo profunda na conformacdo das macromoléculas dificultando ou até mesmo
impedindo o reconhecimento de determinados antigénios pelos seus anticorpos especificos
(Ramos-Vara, 2005).

Dos sete casos de felinos que marcaram positivamente o Melan-A, seis apresentaram
marcacdo de intensidade forte. Este facto indica que a marcacdo do Melan-A é uma
ferramenta importante no diagndstico deste tipo de neoplasias no gato, assim como ja o €
considerado no diagnostico de neoplasias de origem melanocitica noutras localizagbes
anatomicas nesta mesma espécie (Ramos-Vara et al., 2002).

Dos seis casos de melanoma da Uvea na espécie canina, trés apresentaram marcacdo de
intensidade forte e trés de intensidade moderada. Desta forma, a marcacgao imunohistoquimica
do Melan-A também se apresenta como uma ferramenta importante na confirmacdo do
diagnostico deste tipo de neoplasias a nivel intraocular no céo, assim como ja o é noutras
localizagdes anatomicas (Sevastre et al., 2012).

O caso clinico 495/2008, correspondente a um cdo de ragca Schnauzer miniatura apresentou
metastizacdo a nivel da prostata, trés anos apos diagnostico de melanoma uveal anterior. O
diagndstico de metastizagdo foi confirmado pela observagéo histopatoldgica recorrendo a HE
e pela imunomarcacao pelo Melan-A no decorrer do presente estudo.

A marcacdo do melanoma metastatico pelo Melan-A apresentou intensidade forte, o que o

torna o imunomarcador de elei¢do para a confirmacdo de melanomas metastaticos. Apesar de
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ndo ter tido acesso ao follow up da maioria dos restantes casos e dessa forma ndo poder
executar um prognostico com base nos resultados de imunohistoquimica, os resultados
obtidos neste caso clinico poderiam sugerir que uma marcacao de intensidade forte para o
Melan-A, pudesse corresponder a um prognostico reservado. Contudo, nalguns estudos, como
por exemplo o de Koenig et al. (2001), a marcacdo de alguns melanomas pelo Melan-A
apresentou-se fraca a moderada, 0 mesmo ndo acontecendo com 0s de origem benigna, 0s
melanocitomas, onde essa marcagédo foi mais forte.

No presente estudo, dos dois melanocitomas da Uvea da amostra de cdes, um apresentou
marcacdo moderada e outro, marcacdo forte, apresentando semelhancas nas conclusdes de
Koenig et al. (2001), sobre a confirmagdo da marcacdo moderada a forte em melanocitomas
doutras regides anatdmicas do cdo, como a pele e a cavidade oral.

4.2.2. Discusséo dos resultados da imunomarcacéo para o Ki-67
Em relacdo aos resultados obtidos por imunomarcagédo para o Ki-67, fizemos a relacdo dos

valores do indice de marcacdo obtidos de cada grupo das duas espécies animais com o valor
estimado por Bergin et al. (2011), que num estudo em melanomas orais de cdo, conseguiu
prever um valor limiar do indice de proliferacdo por imunomarcacgéo para Ki-67 de 19,5, valor
a partir do qual conseguiu prever a morte ou eutanasia do animal ap6s um ano do diagndstico
de melanoma.

Na amostra da espécie canina, quatro dos dez casos apresentaram valores de indice de
proliferacdo superiores a 19,5. Entre estes, estdo dois casos de melanoma da Uvea, um
melanocitoma da Uvea e um melanocitoma da cordide. Apesar de a partida podermos prever,
com base nestes indices de proliferacdo, um prognostico mais desfavoravel para os casos com
indice de proliferacdo superior, deve sempre considerar-se outros parametros para a
elaboracdo de um prognostico 0 mais correto possivel. Entre esses parametros estdo a taxa de
atipia nuclear, o indice mitético e a quantificacdo da pigmentacdo das células (Bergin et al.,
2011). De facto, a maioria dos casos do presente estudo em que o indice de proliferacdo foi
superior a 19,5 apresentaram caracteristicas histopatologicas de anisocitose e anisocariose
acentuadas com indices mitoticos elevados (até quatro por campo em alta ampliagdo) e
grandes quantidades de pigmento melanico.

Apesar de ndo haver referéncias bibliogréficas relativas ao indice de proliferacéo para Ki-67,
na amostra da espécie felina apenas dois casos apresentaram um valor do indice de

proliferacdo superior a 19,5. Todos 0s outros casos apresentaram valores abaixo desse limiar.

73



Num caso nao se obteve marcacdo. Tal como ja foi referido, este facto pode ser justificado
por algum erro de processamento das amostras nomeadamente uma sobrefixacdo. Esta
situacdo é mais provavel ocorrer nas amostras em que ndo se segue um protocolo standard de
tempos e meios de fixacao.

Desta forma, para além de ser uma ferramenta importante no diagnéstico de melanoma, a
marcacdo para o Ki-67 constitui um método de elei¢do na avalia¢do do indice de proliferacéo,
contrariamente a coloracdo pela HE, que apenas permite avaliar o indice mitético.

4.2.3. Discusséo dos resultados da imunomarcago para o CD117
Em relacdo a imunomarcagdo das amostras para 0 CD117 temos a considerar o seguinte: nas

amostras de melanomas difusos da iris de gato, apenas cinco casos apresentaram marcacao,
sendo esta de intensidade moderada em trés dos casos e de fraca intensidade em dois dos
casos. Apesar de ndo haver referéncias bibliograficas sobre a marcacdo da proteina C-kit em
melanomas da Uvea do gato, existem estudos sobre a marcacao desta proteina em melanomas
humanos e caninos noutros 6rgaos, como a pele (Gomes et al., 2012). Segundo a maioria
dessas fontes bibliograficas a marcacao da expressdo da proteina C-kit € de maior intensidade
nos tumores melanociticos de comportamento benigno, tais como os melanocitomas (Gomes
et al., 2012), perdendo expressdo com o desenvolvimento dos tumores malignos primarios.
Ao mesmo tempo, 0 mesmo estudo de Gomes et al. (2012) sugere que a perda de marcagéo de
c-kit nos melanomas malignos podera ser um indicador de malignidade/agressividade do
tumor. Assim, dado o caréater potencialmente maligno dos melanomas difusos da iris do gato,
sera entdo de esperar uma marcagao pouco expressiva a ausente da proteina CD117, tal como
aconteceu no presente estudo.

Na amostra da espécie canina, todos 0s casos apresentaram marcacao positiva para a proteina
C-kit. Os trés melanocitomas obtiveram marcacdo positiva de intensidade moderada em dois
dos casos e marcacdo positiva de intensidade fraca num dos casos. Dos cinco melanomas da
Uvea, trés apresentaram marcacdo positiva de intensidade fraca, e dois apresentaram marcacdo
positiva de intensidade moderada. O melanoma do limbo esclero-corneano apresentou
marcagdo positiva de intensidade moderada. Segundo o mesmo de estudo de Gomes et al.
(2012), seria de esperar uma intensidade maior de marcagdo dos tumores benignos em relagéo
aos malignos, o que ndo se verificou. No nosso caso houve uma marcacao tendencialmente
uniforme nos tumores melanociticos uveais do cdo, independentemente do grau de

malignidade. Contudo, como a amostra em estudo de melanocitomas e melanomas canina é

74



pequena e relativamente heterogénea, sugere-se a realizacdo de investigacdes futuras por
forma a aferir-se uma correta caracteriza¢do imunohistoquimica da marcagdo de CD117 deste
tipo de neoplasias no cdo. Quer na espécie felina, quer na canina, o padrdo de marcacdo do
Melan-A, CD117 e do Ki-67 foi tendencialmente idéntico. A marcacdo do Melan-A e CD117
apresentou um padréo essencialmente citoplasmatico e o padrdo da marcacdo do Ki-67, um

padrdo exclusivamente nuclear.

4.3. Discussao da terapéutica
Em relagdo a terapéutica de controlo tumoral, procedeu-se a enucleacdo em todos 0s casos.

Tal como ja foi referido, em medicina veterinaria, ao contrario da medicina humana por
questdes estéticas, a enucleacdo acaba por ser 0 método de tratamento de elei¢do. Este facto
pode justificar-se por inimeras razdes, algumas delas j& discutidas ao longo da presente
monografia: é uma técnica cirdrgica mais invasiva, acabando por se remover uma maior area
adjacente ao tumor; nem sempre é facil fazer um diagndstico com base na observacao
macroscopica do tumor no ato de consulta e a realizacdo de PAAF acarreta riscos associados
como a disseminacdo de células neoplésicas, traumatismos e hifema; facil acompanhamento
pos-operatdrio por parte dos donos, apenas com a realizacdo de consultas regulares; entre
outras.

Alguma terapéutica médica adjuvante, como a vacinacdo com Oncept® (Merial® Lyon,
Franca), € ja realizada com bons resultados (Liao et al, 2007), como ja foi apresentado, apesar
de serem necessarios mais estudos sobre a sua realizagdo em tumores melanociticos
intraoculares. A introducdo de outras op¢des médicas adjuvantes, como os inibidores dos
recetores tirosina quinase (AB SCIENCE USA, 2011), a associacdo cisplatina com piroxicam
(Boria et al., 2004), a carboplatina (Rassnick et al., 2001), e os AINEs (Pires et al., 2010),
também necessita de mais estudos no maneio terapéutico deste tipo de tumores em céo e gato.

4.4. LimitagOes do estudo
O reduzido tamanho da amostra impediu que se retirassem conclusdes estatisticamente

significativas.
Este estudo, por ser retrospetivo, apresentou auséncia do follow-up da maioria dos casos.
A falta de seguimento clinico da maioria dos casos impediu que se fizesse um estudo mais

completo do tempo de sobrevida dos animais afetados e risco de metastizagéo.
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5. Conclusdes e perspetivas futuras

O estudo efetuado a um grupo de vinte casos de tumores uveais melanociticos de cdo e de

gato, permitiu extrair alguns dados para o auxilio no diagnostico clinico e laboratorial e na

avaliacdo do prognostico, tal como indicado nos objetivos.

Foi possivel concluir o seguinte:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Os resultados obtidos sugerem que ndo existe uma predisposicdo das espécies felina e
canina para o aparecimento de neoplasias uveais com origem nos melandcitos.
Segundo a média das idades dos animais afetados, em ambas as espécies, 0s animais
idosos parecem ser os mais predispostos ao aparecimento de neoplasias intraoculares
melanociticas.

Os resultados relativos as racas caninas e felinas mais afetadas, ndo nos permitem
elaborar conclusbes acerca da predisposicdo dessas racas para 0 aparecimento de
tumores intraoculares de origem melanocitica, apesar de existirem estudos anteriores
sobre a predisposicdo de algumas ragas para as neoplasias em questdo. A popularidade
das racas em questdo pode justificar a sua elevada incidéncia.

A apresentacdo do melanoma uveal felino sob a forma de uma hiperpigmentacao
difusa constitui uma das apresentacfes mais frequentes deste tipo de neoplasias desta
espécie, ao contrario do cdo, cuja apresentacdo corresponde na maior parte das vezes a
existéncia de uma massa singular pigmentada ocupando grande parte da camara
anterior.

Devido a inexisténcia de follow up na grande maioria dos casos, ndo se conseguiu
prever o tempo de sobrevivéncia e a taxa de metastizacdo ap6s o diagnéstico do tumor
ocular, apesar de a bibliografia referir que no gato, a taxa de metastizacdo do
melanoma uveal felino € maior que a taxa de metastizacdo do melanoma uveal canino.
Os resultados indicam que a Uvea anterior € o local preferencial para o aparecimento
de neoplasias intraoculares de origem melanocitica.

Os resultados deste estudo sugerem a inexisténcia de relacéo entre o sexo do animal e
0 aparecimento de neoplasia uveal melanocitica. Contudo, para uma melhor avaliacéo
dessa relagdo, seria necessario um estudo com um maior nimero de casos clinicos de
cdo e de gato.

A técnica de imunohistoquimica com marcagdo para o Melan-A, Ki-67, CD117 parece
ser util na confirmacdo do diagndstico histopatolégico dos tumores uveais

melanociticos do céo e do gato.
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i)

)

K)

A marcacdo para o Ki-67, para além de poder confirmar o diagnostico de neoplasia
melanocitica uveal, permite fazer uma correta avaliacdo do indice de proliferacéo,
contrariamente & técnica de coloragdo pela HE, que apenas permite avaliar o indice
mitotico.

A marcacdo para 0 Melan-A parece apresentar-se como uma ferramenta importante na
confirmacgdo do diagndstico de melanomas uveais primarios e na confirmagdo da
origem dos melanomas metastaticos.

Cinco dos dez casos de melanoma difuso da iris do gato (50%) tiveram marcagédo
imunohistoquimica positiva para o0 CD117,enquanto que no céo todos 0s tumores
(100%) apresentaram marcacdo positiva. Estes dados poderdo ser importantes em
termos terapéuticos, uma vez que a os inibidores do C-kit, como o masitinib, poderéo
constituir uma importante ferramenta na terapéutica dos tumores melanociticos
intraoculares do céo.

O estudo de imunomarcadores que sejam alvos terapéuticos, como a proteina C-Kit,

poderéa ser importante no desenvolvimento de novas opg¢des de tratamento direcionado.

m) O presente estudo ndo permitiu elaborar um progndstico conclusivo com base nas

caracteristicas de imunomarcacao observadas, devido a inexisténcia do follow up da

maioria dos casos clinicos.
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V — Anexos

Anexo 1: Abstract da comunicacdo a realizar no Congresso da Sociedade Europeia de
Oftalmologia Veterinaria (ESVO) em Bucareste, Roménia, nos dias 17 a 20 de Outubro de
2013.

PROSTATIC METASTASIS OF A CANINE MALIGNANT UVEAL MELANOMA
Esmeralda Delgado®, Jodo X. Silva®, Hugo Pissarra’, Maria C. Peleteiro*

L CIISA, Faculdade de Medicina Veterinaria-Universidade de Lishoa, Lisboa, Portugal

Purpose. This is a report of a late distant prostatic metastasis secondary to an uveal
melanoma in a dog. Methods. An eight-year-old male Miniature Schnauzer was
presented to consultation with right buphtalmia secondary to an intraocular tumour.
Histopathological diagnosis after enucleation was of uveal melanoma with criteria of
malignancy such as anisokariosis, destructive intraocular growth anda high mitotic
index with 4 mitosis in ten 40x fields. For three years the dog remained asymptomatic
and no local recurrence was observed, after which it developed urinary tract complaints.
Abdominal ultrassonography showed prostate enlargement anda nodular lesion with
mixed echogenicity and calcifications compatible with neoplastic disease. The other
abdominal organs showed no changes. Thoracic x-rays and blood analysis were normal.
Orquiectomy plus a prostate surgical biopsy were performed. Results. Histopathology
classified the prostatic lesions as melanoma. Immunohistochemical labelling with
MART-1 (Melan A) and Ki-67 were strongly positive for both uveal tumor and
prostatic lesions confirming the diagnosis of metastatic melanoma. Radical
prostatectomy or chemotherapy were declined by the owner. Six months later, due to
worsening of the clinical condition, the animal was submitted to tomography and
diagnosed with metastatic disease in the lymph nodes, right kidney and lungs being
humanely euthanized. Conclusions. The most common metastases of uveal melanoma
have been described in lungs, regional lymph nodes and liver. In retrospective studies a
mitotic index in excess of 3 in ten 40X fields has been associated with a moderate risk
of metastases. The invasive intraocular growth is a criteria of malignancy that is absent
in melanocitomas. Although malignant ocular melanoma in dogs rarely metastasize,
prognosis being only slightly guarded, in this case it metastasized to an unusual
location, the prostate, and was fatal.

Support: Interdisciplinary Animal Health Research Centre/Foundation for Science and
Technology (CIISA/FCT).
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Anexo 2: Painel da comunicacdo a realizar no Congresso da Sociedade Europeia de
Oftalmologia Veterinaria (ESVO) em Bucareste, Roménia, nos dias 17 a 20 de Outubro de
2013.

UVEAL MELANOMA

E. Delgado’, Jodo X. Silva', H. Pissarra', Maria C. Peleteiro’

(1) CIISA, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Lishoa, PORTUGAL

Purpose: This is a report of a late distant prostatic metastasis secondary to an uveal melanoma
in adog.

Fig 1 - Eight-year-old male Mnlalure Schi
presented with right buphtalmia,

Fig 2 - Right buphtalmia secondary to an intr
tumour.

Fig 4. A- Immunchistochemical labelling with MART-1 (Melan A): Uveal melanoma with a strong positive staining (+++), x 400. B - Immunchistochemical labelling with MART-1 (Melan A); Prostatic metastatic melanoma with a s|

positive staining (+++) confirming the diagnosis of metastatic .%400,C - labelling with Ki-67: Uveal melanoma with a high score of positive cells, x 400, D - Immunchistochemical labelling wit

Prostatic metastatic melanoma with a medium score of positive cells, x 400.
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