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Demore o tempo que for para decidir o que
vocé quer da vida, e depois que decidir ndo
recue ante nenhum pretexto, porque o mundo

tentara Ihe dissuadir.
(Friederich Nietzsche)



RESUMO

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO CANCER EM CAES DA REGIAO CENTRAL
DO R1O GRANDE DO SUL: 50 ANOS (1964-2013)
AUTOR: Mariana Martins Flores
ORIENTADOR: Rafael Almeida Fighera

As finalidades deste trabalho foram: (1) analisar o padrdo de ocorréncia do cancer como causa de morte
ou razdo para eutanasia em cdes necropsiados no Laboratorio de Patologia Veterinaria (LPV) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) ao longo de 50 anos (1964-2013), com énfase nos
aspectos epidemioldgicos; (2) analisar os aspectos epidemiolégicos e anatomopatoldgicos do
hemangiossarcoma em cédes do LPV-UFSM; (3) analisar a aplicabilidade de testes auxiliares no
diagnostico e progndstico de mastocitomas cutaneos no LPV-UFSM. Para o primeiro estudo e segundo
estudos, os protocolos de cdes (1964-2013) foram revisados, e deles foram retiradas informagGes
referentes ao género, a idade, a raca e a causa de morte. As informagGes foram separadas por década
(1964-2013). Posteriormente, foram separados aqueles protocolos em que a causa de morte foi atribuida
a algum tipo de céncer, e a prevaléncia e os dados epidemiolégicos do céncer foram analisados por
década. Para o terceiro estudo, o0s casos diagnosticados como hemangiossarcoma foram separados, e
informagdes referentes a macroscopia dos tumores foram coletadas. Foram confeccionadas novas
laminas e realizou-se imuno-histoquimica para o fator de von Willebrand. Para o quarto estudo, 0s
arquivos de biopsia do LPV-UFSM foram revisados, e deles, foram retirados casos de mastocitoma
cuténeo. Os casos foram submetidos a graduacdo histoldgica (KIUPEL et al. 2011), imuno-histoquimica
(KIT e Ki-67) e PCR para muta¢des no exon 11. Dos 7.780 cées necropsiados, 11,1% morreram ou
foram eutanasiados em decorréncia de cancer. A prevaléncia do cancer sofreu um aumento importante
nesses 50 anos. Os tumores mais prevalentes foram carcinomas mamarios (24,5%), linfomas (8,8%),
osteossarcomas esqueléticos (7,8%), colangiocarcinomas (5,5%), mastocitomas cutaneos (5,4%) e
hemangiossarcoma multicéntrico (3,3%). A prevaléncia do cancer foi maior em fémeas (58,5%) e idosos
(56,2%), mas, semelhante entre os cdes de raga definida (RD) (60,4%) e os cdes SRD (39,6%). A
prevaléncia foi maior em Boxer e Rottweiler. Quanto aos 40 hemangiossarcomas analisados, o Pastor
Alemao foi mais afetado. Os principais 6rgaos afetados foram bacgo, pulmao, figado e peritonio. A
maioria dos tumores era histologicamente bem diferenciada e de baixo grau, e todos o0s casos testados
demonstraram imuno-marcagdo para o fator de von Willebrand. Quanto aos mastocitomas, foram
recuperados 40 casos dos arquivos do LPV, dos quais 69,2% eram de baixo grau e 30,8% eram de alto
grau. Todos tiveram um padréo Il de expressdo de KIT e 30,6% tiveram alta contagem para Ki-67. Dois
tumores foram positivos para mutagdes. Por meio deste trabalho, foi possivel comprovar que o cancer
como causa de morte em cées necropsiados no LPV-UFSM tem aumentado ao longo dos anos. O estudo
também possibilitou conhecer os diferentes aspectos epidemioldgicos e anatomopatolégicos dos
hemangiossarcomas diagnosticados no LPV-UFSM, e comprovar a aplicabilidade de técnicas auxiliares
no prognostico de mastocitomas cutaneos caninos neste laboratério.

Palavras-chave: Neoplasmas. Cées. Epidemiologia. Brasil



ABSTRACT

EPIDEMIOLOGIC ASPECTS OF CANCER IN DOGS FROM THE CENTRAL
REGION OF RIO GRANDE DO SUL: 50 YEARS (1964-2013)
AUTHOR: Mariana Martins Flores
ADVISOR: Rafael Almeida Fighera

The goals of this study were: (1) to analyze the occurrence as a cause of death or reason for euthanasia
in autopsied dogs in the Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV), Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) over 50 years ( 1964-2013), with emphasis on epidemiological aspects; (2) to analyze
the epidemiological and pathological aspects of hemangiosarcoma in dogs from LPV-UFSM; (3) to
analyze the applicability of ancillary tests in the diagnosis and prognosis of cutaneous mast cell tumors
in LPV-UFSM. For the first and second studies, necropsy files from LPV-UFSM were reviewed, and
information about gender, age, race and cause of death were collected. This information was separated
by decade (1964-2013). Later, those protocols in which the cause of death was attributed to some form
of cancer were separated, and the prevalence and epidemiological aspects of cancer were analyzed per
decade. For the third study, cases diagnosed as hemangiosarcoma were separated, and information about
the macroscopic aspects of the tumors were collected. New histology slides were stained and the cases
were submitted to immunohistochemistry for von Willebrand factor. For the fourth study, the biopsy
files from LPV-UFSM were reviewed, and cases diagnosed as cutaneous mast cell tumor were separated.
These cases were submitted to histological grading (KIUPEL et al. 2011), immunohistochemistry (KIT
and Ki-67) and PCR for mutations in exon 11. Of the 7,780 dogs necropsied, 11.1% died or were
euthanized due to cancer. The prevalence of cancer experienced a significant increase over 50 years.
The most prevalent tumors were mammary carcinomas (24.5%), lymphomas (8.8%), skeletal
osteosarcoma (7.8%), cholangiocarcinoma (5.5%), cutaneous mast cell tumors (5.4%) and multicentric
hemangiosarcoma (3.3%). The prevalence of cancer was higher in females (58.5%) and the old-aged
dogs (56.2%), but similar between the purebred (60.4%) and mixed breed dogs. The prevalence was
higher in Boxer and Rottweiler. As for the 40 haemangiosarcomas analyzed, the German Shepherd was
most affected. The main organs affected were spleen, lung, liver and peritoneum. Most tumors were
histologically well differentiated and low grade, and all cases tested showed immunostaining for von
Willebrand factor. As for mast cell tumors, 40 cases were recovered from the LPV-UFSM files, of which
69.2% were low grade and 30.8% were high grade. All had a KIT expression pattern 11 and 30.6% had
a high growth fraction (Ki-67). Two tumors were positive for mutations. Through this work, it was
possible to prove that cancer has increased as a cause of death in autopsied dogs from LPV-UFSM over
the years. This study also made it possible to analyze the different epidemiological and pathological
aspects of hemangiosarcomas from LPV-UFSM, and to prove the applicability of ancillary techniques
in the prognosis of canine cutaneous mast cell tumors from this laboratory.

Keywords: Neoplasms. Dogs. Epidemiology. Brazil.
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1. INTRODUCAO

O céncer tem ganhado uma notavel importancia em Medicina Veterinaria nos Gltimos
anos. A busca por tratamentos cada vez mais eficazes e especificos para cada tipo de cancer
tem crescido na Medicina Veterinaria, o que, obviamente, requer cada vez mais estudos de
prevaléncia, epidemiologia e patogénese do cancer (WITHROW et al., 2013). Além da
preocupacdo cada vez maior dos proprietarios pelo bem-estar de seus cées, h, também, um
ramo no estudo do cancer em cédes voltado para o uso destes animais como modelos
comparativos para a oncologia humana, com o objetivo de elucidar aspectos relacionados a
etiologia e a patogénese de determinados tumores (MARCONATO et al., 2012; PAOLONI e
KHANNA, 2007; ROWELL et al., 2011; SHAFIEE et al., 2013; SIMPSON et al., 2013).

Apesar de alguns autores enfatizarem que a prevaléncia do cancer em cédes tem
aumentado ao longo dos ultimos anos (PAOLONI e KHANNA, 2007; WITHROW et al., 2013),
ndo existem estudos que confirmem ou refutem tal hipétese. E dificil confirmar esta ideia
atualmente, principalmente porque a metodologia dos estudos acerca da prevaléncia do cancer
em diferentes épocas e regides é diferente, o que impossibilita comparar a prevaléncia do cancer
entre diferentes estudos. Outro motivo é que ndo existem estudos que analisem a prevaléncia
do céncer ao longo de um extenso periodo.

O conhecimento da prevaléncia do cancer, juntamente com o diagndstico dos diferentes
tipos de tumores na clinica veterinaria estd se tornando cada vez mais importante,
principalmente porque os proprietarios estdo cada vez mais interessados no tratamento dos seus
cdes, e cada vez optam menos pela eutanasia, por exemplo (NELSON e COUTO, 1998;
WITHROW et al., 2013). O papel do patologista e dos estudos acerca do cancer como causa de
morte em cées € importante para que se saibam quais sao o0s tipos mais comuns em determinadas
idades e racas, por exemplo, contribuindo para o diagnostico e escolha da melhor terapia para
cada caso (EHRHART et al., 2013).

1.1 PROBLEMA

H& poucos estudos relacionados a prevaléncia do cancer em populacdes de cdes no
Brasil (ANDRADE et al., 2012; BENTUBO et al., 2007; FIGHERA et al., 2008; TRAPP et al.,
2010) e mais especificamente no Rio Grande do Sul (FIGHERA et al., 2008). Embora estes
estudos reflitam a realidade observada em outros paises, a maioria deles é voltada apenas para

aspectos clinicos e anatomopatolégicos do cancer em cdes e ndo aborda os seus critérios
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epidemioldgicos de forma mais aprofundada. Com base nisto, podemos inferir que ndo existem
estudos epidemioldgicos acerca da mortalidade por cancer em populac@es de cées do Brasil, a
semelhanca daqueles existentes nos Estados Unidos (FLEMING et al., 2011) e na Suécia
(BONNETT et al., 2005). Além disto, apesar de muitos clinicos e patologistas afirmarem que
a incidéncia do cancer tem aumentado com o passar dos anos, ndo ha nenhum estudo, brasileiro
ou internacional, com o objetivo de confirmar ou refutar tal hipotese. Isto ocorre porque 0s
estudos que analisam a frequéncia dos neoplasmas em cées possuem um carater estatico, ou
seja, ndo investigam as mudancas nesta prevaléncia ao longo de um maior periodo de tempo.
Outro ponto importante é que apesar de existirem estudos acerca da maioria dos tumores
mais prevalentes no LPV-UFSM (FIGHERA et al., 2006; FLORES et al., 2013; OLIVEIRA-
FILHO et al., 2010; RECH et al., 2004; TROST et al., 2012), os aspectos epidemioldgicos e
clinico-patologicos do hemangiossarcoma, um dos principais tumores diagnosticados em cées
do LPV-UFSM, ndo foram explorados em nenhum estudo até o momento. Adicionalmente,
desde a publicagéo de um trabalho acerca dos mastocitomas cutaneos caninos diagnosticados
no LPV-UFSM (RECH et al., 2004), muitos avangos foram feitos acerca do entendimento da
patogénese, diagndstico e terapia destes tumores, e novas técnicas tém sido agregadas a rotina
de diagndstico destes tumores em outros paises, especialmente Estados Unidos. Estas técnicas
sdo raramente oferecidas por laboratérios brasileiros, particularmente no Rio Grande do Sul.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Com base nisto, os objetivos gerais deste estudo sdo:

(1) Analisar a prevaléncia e os aspectos epidemiologicos dos diferentes tipos de cancer
diagnosticados como causa de morte ou razdo para eutanasia em cées necropsiados no LPV nos
ultimos 50 anos (1964-2013), possibilitando comparar a prevaléncia dos casos de cancer a cada
década e em cada parcela da populacéo, e determinar possiveis fatores predisponentes (género,
raca e idade) a morte por cancer em cées da Regido Central do Rio Grande do Sul;

(2) Analisar a prevaléncia e os aspectos epidemiologicos, clinico-patologicos e imuno-
histoquimicos do hemangiossarcoma em cées;

(3) avaliar a aplicabilidade de técnicas auxiliares para a avaliagdo de mastocitomas

cutaneos caninos na rotina de diagndsticos do LPV-UFSM.
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1.2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos séo:

(1) (1a) investigar o género, a faixa etaria e as ragas dos cdes que compdem a populacao
total de cées necropsiados no LPV-UFSM entre 1964 e 2013; (1b) determinar a prevaléncia do
cancer como causa de morte ou razdo para eutanasia em cées; (1c) demonstrar se houve
variacdes nesta prevaléncia ao longo de cinco décadas; (1d) tracar um perfil epidemioldgico em
relacdo ao sexo, a faixa etaria e as racas caninas afetadas por cancer em geral; (1e) estabelecer
a prevaléncia dos 6rgaos/sistemas primariamente afetados por cancer em geral; (1f) estabelecer
quais os tipos especificos de cancer mais comuns como causas de morte ou razdes para
eutanasia em caes; (1g) analisar se houve varia¢des na prevaléncia desses tipos especificos de
cancer ao longo de cinco décadas; (1h) tracar um perfil epidemiolégico em relacéo ao sexo, a
faixa etaria e as ragas caninas afetadas pelos principais tipos especificos de cancer; e (1i)
investigar inclusive a possibilidade da existéncia de fatores predisponentes;

(2) Analisar os aspectos epidemioldgicos e clinico-patolégicos do hemangiossarcoma
em cées, diante da importancia deste tumor como causa de morte e da auséncia deste tipo de
investigacdo na regido de abrangéncia do LVP-UFSM,;

(3) avaliar a aplicabilidade do novo método de graduacdo de mastocitomas cutaneos
caninos (MCCs) proposto por KIUPEL et al. (2011), da imuno-histoquimica para KIT e Ki-67
e do PCR para mutacdes no exon 11 na avaliacdo de MCCs na rotina de diagnosticos do LPV-
UFSM.

1.3 JUSTIFICATIVA

O estudo dos aspectos epidemioldgicos do cancer vai muito além de determinar a
prevaléncia de suas diferentes formas de apresentacdo nos segmentos de uma populacéo.
Estudos aprofundados podem trazer informagdes realmente Gteis para clinicos e patologistas
veterinarios. Fleming et al. (2011), por exemplo, demonstraram que 0s cdes norte-americanos
das racas Pinscher Miniatura e Dachshund tinham um menor risco de morrerem por cancer
qguando comparados as outras 80 racas analisadas. Esse estudo também demonstrou que 0 risco
de morte relacionada a cancer era muito maior em caes de porte grande quando comparado ao

risco dos cdes de porte pequeno. Além disto, estudos epidemioldgicos podem auxiliar na
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determinacdo de fatores predisponentes para o desenvolvimento de tipos especificos de cancer,
0 que auxilia no diagnostico clinico e patoldgico de casos futuros e na tentativa de controlar a
ocorréncia de determinados neoplasmas em uma populacao.

Com relacdo aos mastocitomas cutaneos caninos, determinar o comportamento
bioldgico destes tumores é um desafio para o patologista veterinario, principalmente por ndo
haver uma relacdo direta entre a aparéncia histoldgica e o grau de agressividade de MCCs
(GROSS et al., 2005). Identificar tumores biologicamente agressivos € importante por auxiliar
na determinacgdo do progndstico. Além disto, os tumores que possuem determinadas mutagdes
(internal tandem duplications) no exon 11 do gene c-kit ttm uma probabilidade muito maior de
responderem ao tratamento com inibidores da tirosinoquinase (PRYER et al., 2003), o que faz
do PCR para mutacdes um exame extremamente Gtil e importante na escolha da melhor terapia
(LONDON et al., 1999).

2 REVISAO DE LITERATURA

Estudos europeus e americanos baseados em populagdes de cées atendidos em clinicas,
consultorios e hospitais (FLEMING et al., 2011; O’NEILL et al., 2013), registrados em
companhias de seguro de vida (BONNETT et al., 2005; BONNETT et al., 1997; MICHELL,
1999), pertencentes ao servico militar (MOORE et al., 2001), cadastrados em associacOes de
criadores (ADAMS et al., 2010; PROSCHOWSKY et al., 2003) ou selecionados de forma
aleatéria (BENTUBO et al., 2007) chamam atencdo para o fato de que pelo menos nas Gltimas
décadas, o cancer se mantém entre as duas principais causas de morte ou razdes para eutanasia
de cédes em diferentes paises ao redor do mundo.

Esta entidade chega a representar 13% a 23% das causas de morte em caes ao redor do
mundo (BENTUBO et al., 2007; BRONSON, 1982; PROSCHOWSKY et al., 2003), e quando
se fala em cdes com 10 anos ou mais, a prevaléncia é ainda maior, subindo de 23% em cées
adultos para 45% em cées idosos no estudo de BRONSON (1982). De forma semelhante ao que
é relatado mundialmente, o cancer € responsavel por 7,8% das causas de morte ou razdes para
eutanasia de cdes que chegam ao Laboratdrio de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) para realizacdo de necropsia. Em cées idosos, a prevaléncia
sobe para 32% (FIGHERA et al., 2008). Ainda de acordo com o estudo de Fighera et al. (2008),
0s canceres mais comuns no LPV-UFSM sdo, em ordem decrescente: neoplasmas malignos

mamarios, linfoma multicéntrico, osteossarcoma esquelético, colangiocarcinoma, mastocitoma
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cutaneo, hemangiossarcoma multicéntrico e carcinoma renal. Estes tumores, com excecdo do
hemangiossarcoma, ja foram alvo de estudos locais que analisaram 0S seus aspectos
epidemioldgicos e clinico-patolégicos (FIGHERA et al., 2006; FLORES et al., 2013;
INKELMANN et al., 2011; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; RECK et al., 2004; TROST et al.,
2012).

O mastocitoma é o tumor de pele mais comum em cdes da nossa regido (FIGHERA et
al., 2008; SOUZA et al., 2006;) e 0 segundo mais comum em um estudo norte-americano
(GOLDSCHMIDT e SCHOFER, 1992). Identificar mastocitomas cutaneos caninos (MCCs)
biologicamente agressivos representa um desafio para o patologista veterinario (GROSS et al.,
2005). Apesar de a histopatologia ser uma das principais ferramentas com esta finalidade
(KIUPEL et al., 2011; PATNAIK et al., 1984), ainda existe uma distorcéo significativa entre o
grau histoldgico e o comportamento bioldgico de alguns MCCs. Isto estimulou a realizacdo de
diferentes investigacdes acerca de técnicas que poderiam auxiliar na identificacdo de MCCs
biologicamente agressivos. Entre elas, a determinacdo do indice de proliferagdo celular pela
imuno-marcacdo com Ki-67 (WEBSTER et al., 2007), a determinacdo do padrdo de imuno-
marcacdo dos mastdcitos neoplasicos para a proteina de membrana KIT (KIUPEL et al., 2004)
e a investigacdo de mutagdes (internal tandem duplications) no exon 11 do gene c-kit
(LONDON et al., 1999) estdo entre os principais fatores progndsticos descobertos nos ltimos
anos, e hoje, sdo tecnicas auxiliares utilizadas rotineiramente na avaliagdo dos MCCs em
laboratdrios internacionais, particularmente nos Estados Unidos. A presenca de mutacGes no
exon 11 do c-kit, demonstrada por meio de reacdo de polimerase em cadeia (PCR), é
determinante ndo s6 na avaliacdo do comportamento bioldgico do tumor, como também na
determinacdo do melhor tratamento. Isto ocorre porque 0s tumores positivos para mutacao séo
normalmente mais agressivos e menos diferenciados, mas ao mesmo tempo, respondem de
forma mais eficaz ao tratamento com inibidores da tirosinoquinase (PRYER et al., 2003).

Alguns autores enfatizam que a prevaléncia do cancer em cdes tem aumentado ao longo
dos ultimos anos (PAOLONI e KHANNA, 2007; WITHROW et al., 2013). Os trés fatores que
podem estar causando este possivel aumento, segundo eles, sdo: um aumento da prépria
incidéncia do cancer, um crescimento na populacéo total de cées (populacdo de risco) e/ou um
maior interesse da populacdo acerca da qualidade de vida de seus caes, levando a um maior
numero de casos diagnosticados. Uma causa para um possivel aumento na incidéncia de cancer
¢ a maior expectativa de vida dos cdes na atualidade, atribuida a uma série de fatores

relacionados a nutricdo e ao desenvolvimento de medidas preventivas e terapéuticas mais
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eficientes (NELSON e COUTO, 1998; PAOLONI e KHANNA, 2007; WITHROW et al.,
2013).

Embora se saiba da atual importancia do cancer em cées, € dificil estimar com preciséo
a prevaléncia e a incidéncia desta afeccdo em animais de estimagdo (BUTLER et al., 2013).
Muitos autores justificam que a inexisténcia de censos populacionais e a escassez de bancos de
dados de diagnostico de doencas em cées dificultam a determinacéo da real frequéncia do
cancer nessa espécie (BUTLER et al., 2013; DOBSON, 2012). Outro fator agravante é a
variacdo na metodologia dos estudos acerca do assunto, 0 que muitas vezes torna dificil
comparar resultados de estudos com sistematicas diferentes. Alguns autores incluem em seus
levantamentos de dados todos os diagndsticos de céncer feitos em hospitais e clinicas
veterinarias, muitos dos quais ndo possuem confirmacédo histopatoldgica (BENTUBO et al.,
2007; BONNETT et al., 1997). Outros estudos se baseiam apenas em informacdes relatadas
pelos proprietarios dos animais, sem sequer a confirmacdo de um veterinario (MICHELL, 1999;
PROSCHOWSKY et al., 2003). Esses séo dois exemplos de metodologia que podem gerar
resultados ndo muito fidedignos a real ocorréncia de cancer na populacéo.

A determinacdo das taxas de mortalidade do cancer em cédes é geralmente menos
complexa, e se baseia, na maioria das vezes, em estudos de necropsia (FIGHERA et al., 2008;
MOORE et al., 2001). Esses estudos tém resultados bastante Uteis em varios aspectos, e seus
dados podem ser facilmente comparados a outros estudos semelhantes (BONNETT et al., 2005;
FLEMING et al., 2011). Isto ocorre principalmente porque eles se baseiam em uma populacédo
fixa e facilmente determinada — a populacédo de cées necropsiados —, 0 que hem sempre ocorre
com estudos de prevaléncia em populacfes vivas, como vimos no paragrafo anterior. Além
disso, geralmente, estudos de necropsia seguem metodologias semelhantes, que incluem o
diagnostico microscopico de todos os tumores observados como causa de morte na necropsia
(FIGHERA et al., 2008; MOORE et al., 2001). Apesar disso, deve-se levar em conta que o0
estudo do cancer como causa de morte obviamente subestima a ocorréncia de neoplasmas
incidentais e tende a superestimar aqueles tumores agressivos e frequentemente fatais. Com
base nas diferentes metodologias adotadas, a comparagdo entre estudos de
prevaléncia/incidéncia do cancer em animais vivos e estudos de cancer como causa de morte
deve ser feita com cautela.

O diagnostico dos diferentes tipos de cancer na clinica veterinaria esté se tornando cada
vez mais importante, visto que cada tipo diferente de cancer responde a um tratamento

especifico (WITHROW et al., 2013). Cada vez menos, 0s proprietarios optam pela eutanasia,
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principalmente quando hé op¢des terapéuticas vidveis (NELSON e COUTO,1998; WITHROW
et al., 2013). Este embasamento tedrico voltado para os aspectos patoldgicos e epidemiologicos
é bastante Util no diagnostico de novos casos na clinica, bem como no tratamento e na

determinacdo prognostica das diferentes formas de cancer (EHRHART et al., 2013).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

Os protocolos de necropsias de cées, realizadas entre 1964 e 2013 no LPV-UFSM,
foram revisados, e deles foram retiradas informacdes referentes ao sexo, a idade e as racas de
todos os cdes oriundos dos municipios que compdem a Regido Central do RS (oficialmente
Mesorregido Centro Ocidental Rio-grandense), a saber: Agudo, Cacequi, Capdo do Cipo,
Dilermando de Aguiar, Dona Francisca, Faxinal do Soturno, Formigueiro, Itaara, Itacurubi,
Ivora, Jaguari, Jari, Julio de Castilhos, Mata, Nova Esperanca do Sul, Nova Palma, Pinhal
Grande, Quevedos, Restinga Seca, Santa Maria, Santiago, Sao Jodo do Polésine, Sdo Martinho
da Serra, S0 Pedro do Sul, Sdo Sepé, S&o Vicente do Sul, Silveira Martins, Toropi,
Tupanciretd, Unistalda e Vila Nova do Sul. Do total de protocolos de necropsias, foram
separados 0s casos em que o diagnostico definitivo da condicdo que cursou com a morte
espontanea ou por eutanasia foi algum tipo de neoplasma maligno (cancer). Para fins de melhor
entendimento, esses caes serdo denominados como “populagdo alvo”. Desses protocolos, além
das informacbes previamente descritas, foram separados dados anatomopatoldgicos
(macroscépicos e histoldgicos) referentes ao diagnostico definitivo e ao(s) 6rgdo(s)
acometido(s).

Quanto ao sexo, os cdes foram classificados apenas como macho e fémea,
independentemente de serem castrados ou ndo. A idade foi contabilizada quanto ao nimero de
anos. ldades expressas em meses (ex.: 24 meses) foram convertidas em anos (no caso do
exemplo anterior, dois anos). Em cdes com idades expressas em anos e meses (ex.: um ano e
trés meses), o nimero de meses foi desconsiderado (no caso do exemplo anterior, foi
considerado que o cdo tinha um ano). Quanto as racas, os cdes foram classificados em sem raca
definida (SRD) ou de raca definida (RD). Caes mesticos, do cruzamento de duas RD, foram
incluidos como SRD. As racas de cées necropsiados foram consideradas apenas a partir de

1974, visto que antes deste ano, dados referentes & raga ndo constavam nos protocolos de
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necropsia. As racgas incluidas foram aquelas homologadas pela Fédération Cynologique
Internationale (FCI [FCI 2015]) e/ou pelo American Kennel Club (AKC [AKC 2015]). As racas
ndo reconhecidas por nenhuma dessas associacdes (FCl e AKC), mas que fazem parte do Grupo
11 (“racas ndo reconhecidas pela FCI”’) da Confederacao Brasileira de Cinofilia (CBKC [CBKC
2015]) também foram contempladas. Para fins de comparag&o, este estudo foi dividido em cinco
décadas: 1964-1973, 1974-1983, 1984-1993, 1994-2003 e 2004-2013.

O numero total de cdes que morreram ou foram eutanasiados em decorréncia do cancer e as
informacdes referentes ao sexo, a idade e a raca destes cdes foram comparados com as
informacdes da populacdo total de necropsias e considerada para esse fim como “populagdo
controle”. Embora muitos cées tivessem mais do que um processo patolégico descrito na ficha
de necropsia, um unico diagnostico definitivo foi estabelecido para cada caso e foram excluidos
0s casos em gue o cancer ndo foi considerado como a causa de morte ou razdo para eutanasia.
O céncer foi considerado como sendo a causa de morte quando: (1) o tumor primario e/ou as
metastases eram extensos ou graves o suficiente para terem contribuido diretamente com a
faléncia de um ou mais 6rgéos vitais (ex.: carcinomas renais bilaterais culminando em uremia);
(2) o tumor priméario e/ou as metastases tinham uma localizacdo especifica que tenha
contribuido diretamente com a faléncia de um érgdo vital (ex.: tumores de encéfalo ou coracdo);
ou (3) o tumor priméario e/ou as metéastases tenham gerado consequéncias graves suficientes
para terem contribuido com a morte (ex.: hemangiossarcoma esplénico rompido, culminando
em hemoperitdnio). O cancer foi considerado como sendo a razdo para eutanasia quando: (1) o
historico indicava o cancer ou os sinais clinicos relacionados ao cancer como sendo a razéo
para eutanasia; (2) quando ndo havia indicagdo do motivo para eutanasia no historico, o cancer
foi considerado o motivo para o procedimento quando o tumor primario e/ou as metéastases
eram o principal achado de necropsia e/ou mostravam-se graves o suficiente para ter culminado
com manifestacdes clinicas e justificado a opcdo pela eutanésia.

A propor¢ao de casos de cancer em cada raca foi denominada “mortalidade
proporcional”, ¢ foi comparada a prevaléncia total de cancer na populacéo controle (ADAMS
et al., 2010). Para calcular a mortalidade proporcional, utilizou-se um sistema adaptado de
Adams et al. (2010). Assim, foram separadas apenas as ragas com “n” representativo na
populacéo total de cées necropsiados, aqui definido como n>100, para calcular tal parametro.
A mortalidade proporcional em cada uma dessas ragas foi entdo calculada dividindo-se o
namero de casos de cancer na raga pelo nimero total de exemplares desta raca na populagdo

necropsiadas. O resultado deste calculo foi multiplicado por 100. A mortalidade proporcional
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foi, entdo, comparada a prevaléncia do cancer na populagdo controle, ou seja, 0 himero total
de casos de cancer/nimero total de cdes necropsiados. O resultado deste célculo foi
multiplicado por 100. Quando a mortalidade proporcional por cancer em determinada raca foi
maior do que a prevaléncia do cancer na populacdo controle, esta raca foi considerada como
tendo uma propor¢do maior de casos cancer, definida aqui pela expressdo “mortalidade
proporcional maior”. Quando a mortalidade proporcional por cancer em determinada raga foi
menor do que a prevaléncia do cancer na populacao controle, esta raca foi considerada como
tendo uma proporcdo menor de casos cancer, definida aqui pela expressdo “mortalidade
proporcional menor”.

A classificacdo quanto a localizacdo dos tumores por drgao/sistema acometido foi
adaptada de Meuten (2002) e Withrow et al. (2013), a saber: 1) sistema tegumentar (pele e
tecido subcutaneo), 2) sistema hematopoiético, 3) sistema osteoarticular, 4) sistema
respiratdrio, 5) sistema alimentar (apenas o trato gastrintestinal), 6) figado e sistema biliar; 7)
pancreas exocrino, 8) glandulas enddcrinas (incluindo pancreas enddcrino), 9) sistema urinario,
10) sistema cardiovascular, 11) sistema nervoso (incluindo central e periférico), 12) olhos, 13)
musculo esquelético, 14) sistema genital masculino, 15) sistema genital feminino e 16) glandula
mamaria. A classificacdo dos hemangiossarcomas quanto ao sitio anatémico primario foi
realizada de acordo com os critérios estabelecidos por Flores et al. (2012), a saber:
multicéntrico, solitario e primario com metéstases. Para este estudo, 0s hemangiossarcomas
considerados multicéntricos por Flores et al. (2012) foram incluidos na localizagdo “sistema
cardiovascular”. Os hemangiossarcomas considerados solitarios ou primarios com metastases
foram incluidos no 6érgdo/sistema correspondente ao seu sitio primario. Todos os linfomas
foram incluidos na localizagdo “sistema hematopoiético”, independentemente de sua
apresentacdo anatémica (multicéntrico, mediastinico, alimentar ou extra-nodal). Outros
tumores incluidos no sistema hematopoiético, independentemente de sua origem, foram os
sarcomas histiociticos, os mielomas e a mastocitose sistémica.

Finalmente foram estabelecidas as prevaléncias quanto ao sexo, a idade e a raca dos
principais tipos de canceres como causa de morte ou razdo para eutanasia em cdes. Apenas as

racas com mortalidade proporcional maior foram incluidas para esse fim.

32 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E  ANATOMOPATOLOGICOS DO
HEMANGIOSSARCOMA EM CAES
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Os protocolos de necropsias de caes realizadas entre 1965 e 2012 no LPV-UFSM foram
revisados em busca de casos de hemangiossarcoma. O método de inclusdo dos casos neste
estudo foi o diagnostico definitivo do tumor através de critérios histoldgicos estabelecidos pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para tumores mesenquimais de tecidos moles (WEISS
1974) e pela Armed Forces Institute of Pathology (AFIP) para tumores mesenquimais da pele
e dos tecidos moles (HENDRICK et al. 1998) e aplicados durante esse periodo a partir de
consultas a diferentes edi¢Ges do principal livro-texto de patologia de tumores em animais
domeésticos (MEUTEN 2002). Os protocolos de necropsia referentes a esses casos foram
separados e examinados. Desses protocolos de necropsia foram retiradas informacoes referentes
ao sexo, a idade, as racas e aos achados macroscopicos. Os cdes foram classificados apenas
como macho e fémea, independentemente de serem castrados ou ndo. Foram ainda divididos
em trés categorias de idade, conforme publicado anteriormente (FIGHERA et al., 2008):
filhotes (ate 1 ano de idade), adultos (de 1 a 9 anos de idade) e idosos (10 anos de idade ou
mais). Quanto as ragas, os cdes foram classificados em sem raca definida (SRD) ou de raca
definida (RD). Cées mesticos, do cruzamento de duas RD, foram considerados como SRD.
Todos os casos incluidos ocorreram no Municipio de Santa Maria, localizado na Mesorregido
do Centro Ocidental Rio-Grandense, popularmente conhecida como Regido Central do RS. Para
fins de comparacdo, foram calculados os mesmos dados epidemioldgicos (idade, sexo e raga)
de toda a populacdo de cdes necropsiada no LPV-UFSM nesse mesmo periodo. Foram
considerados para este estudo apenas casos em que o hemangiossarcoma foi a causa da morte
Ou a razao para eutanasia do céo (n=40). A apresentacdo macroscopica dos hemangiossarcomas
foi classificada em: 1) papula (aumento de volume solido, redondo e bem circunscrito com
menos de 1 cm de didmetro), 2) nédulo (aumento de volume sélido, redondo e bem circunscrito
com 1 a 10 cm de diametro), 3) massa (aumento de volume solido, irregular, ndo circunscrito e
de qualquer tamanho ou aumento de volume sélido, redondo e bem circunscrito [nodulo],
porem, com mais de 10 cm de didmetro), 4) macula/mancha (areas focais, ndo elevadas, bem
ou mal circunscritas, respectivamente, e com menos ou mais de 1 cm de didmetro,
respectivamente) e 5) organomegalia difusa (aumento de volume difuso de um 6rgdo sem
ocorréncia de tumoragdes). Foram reavaliados histologicamente todos 0s casos em que 0S
blocos de parafina foram encontrados no Arquivo do LPV-UFSM (n=25). Os achados
histologicos reavaliados incluiram: 1) grau de diferenciacdo (bem diferenciados ou pouco
diferenciados), 2) indice mitdtico (baixo grau [<2 mitoses/cga] ou alto grau >3 mitoses/cga]),

3) padrdo estromal (escasso ou abundante), 4) ocorréncia de pleomorfismo celular, 5) atipia e
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6) necrose, hemorragia e trombose. Para essa reavaliacdo foram utilizados diferentes tecidos
afetados e que constavam no arquivo. Com excec¢do de um caso (n=24), pelo menos um tecido
de cada um desses casos reavaliados histologicamente foi escolhido e submetido a imuno-
histoquimica. A reavaliacdo histoldgica e a interpretacdo imuno-histoquimica foram realizadas
por dois (M.M.F. e RAF.) e trés (M.M.F., G.D.K. e R.A.F.) patologistas veterinarios,
respectivamente. A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) empregada foi aimunomarcacao para
o fator de von Willebrand, conforme protocolo descrito a seguir. Apos a desparafinizacéo e
reidratacdo dos tecidos, foi realizada a recuperacao antigénica com solucdo de TRIS-EDTA
(pH 9,0) em forno micro-ondas, em poténcia méxima, por dez minutos. Como anticorpo
primario, foi utilizado anticorpo policlonal anti-fator de von Willebrand humano produzido em
coelho, diluido 1:400 em PBST, e incubado por 60 minutos a 37°C. O anticorpo secundario
biotiniladko e o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase6  foram  utilizados
consecutivamente, incubados a 25°C por 30 minutos e marcados através da adicdo do
cromogeno de tetracloreto de 3-3° diaminobenzidina (DAB). A contra-colora¢do foi com
hematoxilina de Mayer. Como controle positivo foram utilizados os vasos sanguineos normais
de areas ndo afetadas pelo tumor nas mesmas sec¢des histoldgicas (controle interno). Como
controle negativo, as mesmas sec¢Oes foram utilizadas, com substitui¢do do anticorpo priméario
por PBST. A imunomarcagdo para o fator de von Willebrand foi classificada como leve,
moderada ou acentuada, conforme estudos prévios realizados (SABATTINI e BETTINI, 2009;
von BEUST et al., 1988).

3.3 AVALIACAO DA APLICABILIDADE DE TECNICAS AUXILIARES NO
DIAGNOSTICO DE MASTOCITOMAS CUTANEQOS CANINOS

Foram resgatados dos arquivos de biopsias do LPV-UFSM (2010-2015) 40 casos de
MCCs. Os critérios para inclusdao foram: (1) terem sido diagnosticados como mastocitomas de
pele (derme); (2) terem sido classificados como grau Il (PATNAIK et al., 1984); e (3) terem
sido diagnosticados e graduados por um mesmo patologista (R.A.). Os blocos e as laminas
referentes a estes casos foram resgatados e enviados ao Louisiana Animal Disease Diagnostic
Laboratory (LADDL), pertencente a Louisiana State University (LSU) em Baton Rouge,
Louisiana, Estados Unidos. No LADDL, os casos foram submetidos ao sistema de graduagéo
de KIUPEL et al. (2011) por um segundo patologista (I.L.). Posteriormente, todos 0s casos
foram submetidos a imuno-histoquimica (IHQ) para KIT e Ki-67. Subsequentemente a IHQ,
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alguns casos foram selecionados para realizacdo de reacéo de polimerase em cadeia (PCR) para
0 exon 11 do gene c-kit. Os amplicons dos casos com suspeita de mutacdo foram encaminhados
para sequenciamento.

A imuno-histoquimica para KIT e Ki-67 foi realizada de acordo com artigos
previamente publicados (KIUPEL et al., 2004; WEBSTER et al. 2007). Foram feitos novos
cortes de 4 pum dos referidos casos em laminas positivamente carregadas. Os cortes foram
submetidos a desparafinizacdo em xilol e a reidratacdo em etanol. Foi realizada neutralizagédo
das peroxidases enddgenas com H202 3% durante 10 minutos, seguido de lavagem em solugéo
tampdo por 5 minutos. A recuperagdo antigénica foi realizada com Biocare Decloaker
(Biocare)! por 10 minutos. Para KIT, foi utilizado Dako Target Retrieval Solution (Ph 9.0,
Dako, S1000)%; para Ki-67, foi utilizado Dako Target Retrieval Solution (Ph 6.0, Dako,
S1699)2. O bloqueio das reagdes inespecificas foi feito com soro de cabra (Vector, S1000) para
KIT e com soro de equino (Vector, S2000)® para Ki-67 por 30 minutos. As Iaminas foram entdo
encubadas por 30 minutos a 37°C com: anticorpo policlonal de coelho (anti-humano) para KIT
(pAb, 1:200, Dako, A4502)?; e anticorpo monoclonal de camundongo (anti-humano) para Ki-
67 (MIB-1 mADb, 1:50, Dako, M7240)2. Para incubac&o dos controles negativos, utilizou-se 1gG
de Coelho (Vector, X0720)3 para KIT e IgG de camundongo (Dako, X0931)? para Ki-67. O
substrato de 3,3’ diaminobenzidina (Dako)? foi utilizado como cromdgeno. A contra coloragéo
foi feita com hematoxilina de Mayer (Anatech)*.

A interpretacdo do padrdo de imuno-marcacdo para KIT foi baseada em um artigo
previamente publicado (KIUPEL et al., 2004). Os casos foram divididos em: padréo I, quando
a marcacdo era de membrana, com minima marcacdo citoplasmatica; padrao Il, quando a
marcacao era citoplasmatica, com distribuicdo focal ou na forma de um pontilhado disseminado
no citoplasma; ou padrdo Ill, quando a marcacdo era citoplasmatica com distribuicdo difusa a
ponto de impedir a visualizacdo de outras estruturas citoplasmaticas. A interpretacdo da imuno-
marcacgdo para Ki-67 foi baseada em um artigo previamente publicado (WEBSTER et al.,
2007). Areas com maior proporgéo de células neoplésicas imuno-marcadas foram identificadas.
A partir disto, as células imuno-marcadas presentes em uma area de 10 x 10 mm foram contadas
utilizando-se uma grade de 1cm? (10 x 10) no aumento de 400 X. O nimero de células positivas

por area da grade foi contado em 5 campos de grande aumento (cga) e, subsequentemente, foi

! Biocare, Concord, Califérnia, Estados Unidos

2 Dako, Carpinteria, California, Estados Unidos

% Vector, Burlingame, Califérnia, Estados Unidos

4 Anatech, Battle Creek, Michigan, Estados Unidos
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calculada a média do numero de células positivas em 5 cga. Os tumores foram divididos em
dois grupos: tumores com média menor do que 23 e tumores com média igual ou maior do que
23 (WEBSTER et al., 2007). Os ceratindcitos da epiderme foram utilizados como controle
interno. Em todos os casos em que ndo foi possivel encontrar ceratindcitos imuno-marcados
para Ki-67, considerou-se que o protocolo de IHQ ndo funcionou. Com base em critérios ja
publicados (KIUPEL et al. 2004, WEBSTER et al. 2007), apenas 0s casos com maior
probabilidade de conterem mutacdes no exon 11 foram selecionados para realizacéo de PCR,
sabidamente: aqueles com padrdo Il ou Il de marcacdo para KIT e que tinham,
concomitantemente, média de contagem para Ki-67 maior ou igual a 23. Os casos foram
encaminhados para PCR independentemente da sua graduacdo histoldgica pelo método de
Kiupel et al. (2011).

Para extracdo, foi utilizado um kit comercial (Qiagen QlAamp DNA FFPE Tissue Kit®,
Quiagen, 56404)°. Quatro sec¢Oes de parafina (5um) foram obtidas de cada caso a partir dos
blocos de parafina, e com no maximo quatro dias de antecedéncia a extragdo. Os cortes foram
colocados em tubos de 2 ml. A desparafinizacdo das amostras foi realizada por tratamento com
xilol e etanol. As amostras foram secas e, posteriormente, adicionou-se 180ul de tampdo ATL
e 20 ul de proteinase K, seguido de homogeneizac¢ao. As amostras foram incubadas a 56°C por
1 hora e subsequentemente, a 90°C por mais 1 hora. Os tubos foram entéo posicionados dentro
do QIAcube® e o protocolo “Isolation of genomic DNA from FFPE tissue sections” foi
selecionado. Um controle negativo de extracdo (NEC) foi incluido no procedimento.

O protocolo de PCR para exon 11 e intron 11 foi realizado utilizando-se os seguintes
primers:PE1/PE2(PEL:CCCATGTATGAAGTACAGTGGAAG;PE2:GTTCCCTAAGTCAT
TGTTACACG) (JONES et al., 2004). Uma amostra ndo diluida e uma amostra 1:10 foram
testadas. A PCR foi realizada utilizando-se PE1/PE2 para uma desnaturacao inicial a 98°C por
20 segundos, seguida de 40 ciclos de 98°C por 20 segundos, 65,7°C por 30 segundos, 72°C por
30 segundos e 72°C por 10 minutos. O produto da PCR foi analisado pelo uso de eletroforese
em gel agarose (gel agarose em tampéo Tris-acetato-EDTA, 4%). Os amplicons dos casos
considerados positivos para mutacdo foram enviados para sequenciamento ao Genelab (LSU).
Este laboratério realiza sequenciamentos por meio do Applied Biosystems® (ABI) 3130
Genetic Analyzer (ABI standard protocols). O software utilizado foi o DNASTAR
Lasergene®12. Um mastocitoma positivo (PCR+) e um negative (ITD-) para mutagdes foram

incluidos como controles positivos. Um controle negativo de PCR (PCR-) também foi utilizado.

5 Qiagen, Valencia, Califérnia, Estados Unidos
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Este estudo utilizou como analise estatistica 0 modelo de regressdo simples para
determinar a relacdo entre o grau histologico e a média de contagem para Ki-67. A correlagdo
entre estas variaveis foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo de Pearson. A anélise

foi realizada utilizando-se o software Statgraphics Centurion® XV versao 15.1.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 ARTIGO 1

Artigo a ser submetido para a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira

Caracterizacio do género, daraca e da idade de uma populagio de 7.780 caes da Regiio
Central do Rio Grande do Sul submetidos a necropsia ao longo de cinco décadas (1964-
2013)°

Mariana M. Flores?, Renata D. Mazaro8, Ana Paula Serafini Poeta®, Glaucia D. Kommers> e
Rafael A. Figheral®*

ABSTRACT.- Flores M.M., Mazaro R.D. Poeta A.P.S, Kommers G.D. & Fighera R.A. 2016.
[Characterization of a population of 7,780 dogs submitted to necropsy over five decades
(1964-2013) in the Central Region of Rio Grande do Sul.] Caracterizacdo do género, da raca e da
idade de uma populagdo de 7.780 cdes da Regido Central do Rio Grande do Sul submetidos a
necropsia ao longo de cinco décadas (1964-2013). Pesquisa Veterindria Brasileira 00(00)00-00.
Departamento de Patologia, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000, Santa Maria, RS
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Based on the lack of demographic database on the canine population living in the midland region
of Rio Grande do Sul State, Brazil, and on the need for a “control population” in the accomplishment
of several prevalence-based studies of different diseases diagnosed at the Laboratério de Patologia
Veterinaria (LPV) of the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), the objective of this study was
to describe the breed, gender and age characteristics of the population of dogs necropsied in this
diagnostic service over 50 years (1964-2013). The protocols of necropsies performed on dogs and
recorded in the LPV-UFSM between 1964 and 2013 were reviewed, and information related to
gender, age and breed from dogs from all the districts within the Central Region of RS were separated.
A total of 7,780 dogs were necropsied, among which 469 (6%) were registered in the first decade
(1964-1973), 1,133 (14.6%) in the second decade (1974-1983), 1,334 (17.1%) in the third decade
(1984-1993), 1,705 (22%) in the fourth decade (1994-2003) and 3,139 (40.3%) in the fifth decade
(2004-2013). Of dogs whose gender was reported in the protocols, 52.6% were males and 47.4%
were females. The median age of death was 3 years. Of dogs whose breed was reported in the
protocols, 59.8% were purebred and 40.2% were mixed breed. The most common large and giant
breed dogs were German Shepherd Dog (17.2%), Boxer (6.9%), Rottweiler (5.3%), Fila Brasileiro
(4.6%), English Pointer (3.9%), Collie Rough (3.7%), Dobermann (3.7%), and Labrador Retriever
(2.1%). The most common small and medium breed dogs were Poodle (8.9%), Dachshund (6.3%),
Miniature Pinscher (5.6%), English Cocker Spaniel (4.5%), Pekingese (3.4%), Yorkshire Terrier
(3.3%), and Brazilian Terrier (2.8%). The percentage of females and the median age of death showed
an increase during the five decades of this study. Although there has been a significant increase in
the proportion of pure breed dogs compared to mongrels, we observed some changes in the
occurrence of different breeds over time, including a significant decrease in the frequency of the
Pekingese, Brazilian Terrier, English Pointer, and German Shepherd Dog, and significant increase in
the frequency of the Poodle, Dachshund, Rottweiler, and Labrador Retriever. The results presented

6 Recebido em XX de xxxxxx de 2016.

Aceito para publicacdo em XX de xxxxxx de 2016.

Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor.

7 Programa de Po6s-Graduagdo em Medicina Veterindria, drea de concentragdo em Patologia e
Patologia Clinica Veterinaria, Centro de Ciéncias Rurais (CCR), Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Bairro Camobi, Santa Maria, RS 97105-900, Brasil.

8 Curso de Medicina Veterinaria, CCR-UFSM, Santa Maria, RS. Bolsista PIBIC/CNPq/UFSM.

9 Laboratoério de Epidemiologia Veterinaria (EPILAB), Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Av. Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 95320-000, Brasil.

10 Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV), Departamento de Patologia, Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), Av. Roraima 1000, Santa Maria, RS 97105-900, Brasil.


mailto:anemiaveterinaria@yahoo.com.br

26

here will serve as an allowance for future comparative studies of disease prevalence in dogs of
Central Region of RS, helping to a more correct understanding and interpretation of results from
these data surveys.

INDEX TERMS: demographic study, data base, data survey, canine population, mortality.

RESUMO.- Devido a auséncia de um banco de dados demograficos da populagdo canina que habita a
Regido Central do Rio Grande do Sul (RS) e a necessidade em se estabelecer uma “populag¢io controle”
para a melhor interpretacio da prevaléncia das doencas diagnosticadas pelo Laboratério de
Patologia Veterinaria (LPV-UFSM) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), este estudo
objetivou realizar uma andlise das caracteristicas relacionadas a raca, ao género e a idade dos caes
necropsiados neste servigo de diagnostico ao longo de 50 anos (1964-2013). Para isto, os laudos de
necropsias de cdes, realizadas entre 1964 e 2013, foram revisados, e deles foram retiradas
informacdes referentes ao género, a idade e as ragas de todos os cies oriundos dos municipios que
compdem a Regido Central do RS. Ao todo, 7.780 cies foram necropsiados; desses, 469 (6%) na
primeira década (1964-1973), 1.133 (14,6%) na segunda década (1974-1983), 1.334 (17,1%) na
terceira década (1984-1993), 1.705 (22%) na quarta década (1994-2003) e 3.139 (40,3%) na quinta
década (2004-2013). Do total de cdes com género informado nos laudos, 52,6% eram machos e
47,4% eram fémeas. A mediana da idade de morte foi de trés anos. Dos cies cuja rag¢a foi informada
nos laudos, 59,8% eram de racga definida (RD) e 40,2% nio tinham raca definida (SRD). As racgas de
porte grande ou gigante mais frequentes foram: Pastor Alemao (17,2%), Boxer (6,9%), Rottweiler
(5,3%), Fila Brasileiro (4,6%), Pointer Inglés (3,9%), Collie Pelo Longo (3,7%) Dobermann (3,7%) e
Labrador Retriever (2,1%). As racas de porte pequeno ou médio mais frequentes foram: Poodle
(8,9%), Dachshund (6,3%), Pinscher Miniatura (5,6%), Cocker Spaniel Inglés (4,5%), Pequinés
(3,4%), Yorkshire Terrier (3,3%) e Terrier Brasileiro (2,8%). Houve um aumento na proporg¢do de
fémeas e um crescimento na mediana referente a idade de morte ao longo das cinco décadas
avaliadas. Apesar de ndo ter havido um aumento relevante na proporcio de cies de RD em
comparacdo com os SRD, observaram-se algumas mudancas na ocorréncia de diferentes ragas ao
longo do tempo, incluindo principalmente uma dramatica diminuicdo na percentagem de Pequinés,
Terrier Brasileiro, Pointer Inglés e Pastor Alemao, e um aumento marcado na percentagem de Poodle,
Dachshund, Rottweiler e Labrador Retriever. Os resultados aqui apresentados servirdo como um
subsidio comparativo para futuros estudos retrospectivos sobre prevaléncia de doengas em cies da
Regido Central do RS, auxiliando para uma mais correta compreensao e interpretacdo dos resultados
encontrados nesses levantamentos de dados.

TERMOS DE INDEXACAO: estudo demografico, base de dados, levantamento de dados, populacao
canina, mortalidade.

INTRODUCAO

Estudar os aspectos epidemioldgicos de uma determinada doenca exige que se conhecam as
caracteristicas do grupo em risco (Thrusfield 2004). HA um numero razoavel de estudos
demograficos que caracterizaram populag¢des caninas. Estudos descritivos sobre as ragas, o género e
as idades dos cdes ja foram realizados em paises das Américas (Fielding & Plumridge 2005, Fiorello
et al. 2006, Acosta-Jamett et al. 2010, Pulczer et al. 2013), Europa (Slater et al. 2008, Downes et al.
2009, Murray et al. 2010), Africa (Butler & Bingham 2000, Kitala et al. 2001, Ratsitorahina et al. 2009)
e Asia (Matter et al. 2000, Pal 2001, Kongkaew et al. 2004) e visam, principalmente, o
estabelecimento de programas de controle de doengas. No entanto, ndo existem dados publicados
acerca das caracteristicas da populacdo canina que habita o estado do Rio Grande do Sul (RS).
Também sdo escassos, os estudos que analisam as populag¢des de quaisquer outras regides do Brasil
(Nunes et al. 1997, Dias et al. 2004, Canatto et al. 2012).

A populagdo de cdes encaminhada para necropsia em um servico de diagndstico
anatomopatolégico post mortem pode ser considerada uma ferramenta no estudo indireto de
diferentes aspectos e doengas locais. E plausivel pensar que tais cies representem uma amostra da
populacdo local que morre a cada ano. Diante da necessidade em se estabelecer um perfil da
populacdo canina recebida para realizacdo de necropsias no Laboratério de Patologia Veterinaria
(LPV-UFSM) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), o objetivo deste estudo é caracterizar
dom o e fomm s oo - -o1- %= --—ina quanto ao género, a raca e a idade, com a finalidade de
disponibilizar um banco de dados a partir dos cdes necropsiados, ja que dificilmente teremos, pelo
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menos em curto prazo, como estabelecer os mesmos achados da populacgio total de cies da Regido
Central do RS. Os resultados aqui apresentados servirdo como um subsidio comparativo para futuros
estudos sobre epidemiologia em caes da Regido Central do RS, auxiliando para uma mais correta
compreensao e interpretacao dos resultados encontrados.

MATERIAL E METODOS

Oslaudos de necropsias de cies, realizadas entre 1964 e 2013 no LPV-UFSM, foram revisados, e deles
foram retiradas informacoes referentes ao género, a idade e as racas de todos os cies oriundos dos
municipios que compdem a Regido Central do RS. Quanto ao género, os cdes foram classificados
apenas como macho e fémea, independentemente de serem castrados ou ndo. A idade foi
contabilizada quanto ao nimero de anos. Idades expressas em meses (ex.: 24 meses) foram
convertidas em anos (no caso do exemplo anterior, dois anos). Em cdes com idades expressas em
anos e meses (ex.: um ano e trés meses), o numero de meses foi desconsiderado. Quanto as ragas, os
cies foram classificados em sem raca definida (SRD) ou de raga definida (RD). Caes mesticos, do
cruzamento de duas RD, foram incluidos como SRD. As racas de cdes necropsiados foram
consideradas apenas a partir de 1974, visto que antes deste ano, dados referentes a raca nio
constavam nos laudos de necropsia. Somente foram incluidas ragas homologadas pela Fédération
Cynologique Internationale (FCI [FCI 2015]) e/ou pelo American Kennel Club (AKC [AKC 2015]). As
ragas ndo reconhecidas por nenhuma dessas associa¢des (FCI e AKC), mas que fazem parte do Grupo
11 (“ragas ndo reconhecidas pela FCI”) da Confederagdo Brasileira de Cinofilia (CBKC [CBKC 2015])
também foram contempladas. Para fins de comparacéo, este estudo foi dividido em cinco décadas:
1964-1973, 1974-1983, 1984-1993, 1994-2003 e 2004-2013.

As andlises estatisticas descritivas foram realizadas através do programa Microsoft® Office
Excel® 2010 e SPSS.

RESULTADOS

No periodo que compreende os anos entre 1964 e 2013, foram localizados 7.780 laudos de necropsia
de caes. Uma comparacio grafica da percentagem de necropsias por década pode ser contemplada
na Figura 1. Dos cées cujo género foi informado nos laudos (n=7.634), 4.012 (52,6%) eram machos e
3.622 (47,4%) eram fémeas. A proporcdo de machos e fémeas na popula¢do ao longo das cinco
décadas pode ser observada na Figura 2.

A idade dos caes variou de um dia a 22 anos de vida (mediana = 3 anos). A Figura 3 demonstra
a distribuicdo do nimero de caes necropsiados pelas idades de morte. Com a Figura 4 é possivel
visualizar essa distribuicdo ao longo das décadas. Dos cdes cuja raca foi informada nos laudos
(n=6.885), 4.119 (59,8%) eram de RD e 2.766 (40,2%) ndo tinham raca definida. A proporg¢ao de cdes
de RD e SRD na populacdo ao longo das quatro décadas foi de: 56,7% (RD)/43,3% (SRD) (1974-
1983), 54,1% (RD)/45,9% (SRD) (1984-1993), 60,5%(RD)/39,5% (SRD) (1994-2003) e
62,6%(RD)/37,4% (SRD) (2004-2013). Foram observados caes de 66 ragas diferentes, das quais 63
sdo reconhecidas pela FCIl e 61 pelo AKC. Das 66 racas observadas, as mais frequentes foram: Pastor
Alemdo (n=710[17,2%]), Poodle (n=365 [8,9%]), Boxer (n=285 [6,9%]), Dachshund (n=259 [6,3%]),
Pinscher Miniatura (n=230 [5,6%]), Rottweiler (n=220 [5,3%]), Fila Brasileiro (n=189 [4,6%]),
Cocker Spaniel Inglés (n=185 [4,5%]), Pointer Inglés (n=162 [3,9%]), Collie Pelo Longo (n=154
[3,7%]) Dobermann (n=151 [3,7%]), Pequinés (n=138 [3,4%]) e Yorkshire Terrier (n=135 [3,3%]),
Terrier Brasileiro (n=117 [2,8%]), Labrador Retriever (n=85 [2,1%]), Dalmata (n=66 [1,6%]) e Shih
Tzu (n=61 [1,5%]). A frequéncia de ocorréncia das principais racas de caes necropsiados ao longo
das quatro décadas pode ser observada na Figura 5 (racas de cdes de porte grande e gigante) e na
Figura 6 (racas de cdes de porte pequeno e médio). As principais mudancas na ocorréncia das ragas
ao longo das décadas deste estudo foram, dentre as mais marcantes nas ragas de porte grande e
gigante: a diminui¢do na percentagem de Pastor Alemao, Pointer Inglés e Collie Pelo Longo e o
aumento na proporgio de Rottweiler, Boxer e Labrador Retriever. E dentre as ragas de porte pequeno
e médio, o aumento na frequéncia de Poodle, Dachshund, Pinscher Miniatura e Yorkshire Terrier e
uma diminuicdo na ocorréncia de Terrier Brasileiro e Pequinés. O ranking das ragas mais
frequentemente necropsiadas por década no LPV-UFSM pode ser visualizado no Quadro 1.

DISCUSSAO



28

Através dos resultados, pode-se observar mudancgas no perfil da populagdo de cdes necropsiados no
LPV-UFSM ao longo dos ultimos 50 anos. Determinar as caracteristicas populacionais de caes que
habitam a Regido Central do RS estd muito além do alcance desse estudo, entretanto, ao longo da
discussdo, iremos comparar alguns resultados observados a partir dos caes necropsiados no LPV-
UFSM com perfis de populacdes vivas e necropsiadas em outras partes do mundo e discutir acerca
das diferencas e semelhancas entre estas populagdes.

Ao longo dos anos, observou-se um crescimento gradual da frequéncia na populagido de caes
necropsiados no LPV-UFSM. Dos 7.780 cdes incluidos neste estudo, 6% foram necropsiados na
primeira década (1964-1973), enquanto cerca de 40% foram necropsiados na ultima (2004-2013).
As hipdteses para o aumento da populacdo necropsiada devem incluir: 1) uma maior divulgacao e
reconhecimento dos servicos prestados ao longo dos anos; 2) o crescimento do nimero de caes
atendidos em consultdrios e clinicas particulares e no Hospital Veterinario Universitario (HVU) da
UFSM, o que leva, consequentemente, a uma maior busca por diagnésticos post mortem; e/ou 3) o
crescimento da populacdo de cdes que habita nossa regido nos ultimos anos. Infelizmente ndo ha
como comprovar ou refutar nenhuma dessas hipdteses.

Uma das principais transformacgdes observadas no perfil epidemioldgico da populagio de cies
necropsiados no LPV-UFSM ao longo do tempo foi o crescimento do numero de fémeas, gerando uma
proporg¢ao muito semelhante entre machos e fémeas na ultima década (2004-2013). Enquanto as
cadelas correspondiam a apenas cerca de 33% da populacdo do laboratdrio na primeira década
(1964-1973), elas passaram a representar aproximadamente 53% dessa mesma populagdo nos
ultimos dez anos (2004-2013). Alguns estudos realizados em populacdes de cdes vivos da Suécia
(Egenvall et al. 2000), do Zimbabue (Butler & Bingham 2000), das Bahamas (Fielding & Plumridge
2005), da Bolivia (Fiorello et al. 2006) e da Irlanda (Downes et al. 2009) ndo detectaram diferengas
significativas entre o nimero de machos e fémeas dos grupos analisados. Ja estudos conduzidos no
Brasil (Nunes et al. 1997, Canatto et al. 2012), na India (Pal 2001), no Quénia (Kitala et al. 2001), na
[talia (Slater et al. 2008), em Madagascar (Ratsitorahina et al. 2009) e na Inglaterra (O’Neill et al.
2013) relataram uma discreta predomindncia de machos. Ainda outros levantamentos
populacionais, realizados no Sri Lanka (Matter et al. 2000), na Tailandia (Kongkaew et al. 2004), no
Chile (Acosta-Jamett et al. 2010) e na Guatemala (Pulczer et al. 2013), demonstraram uma grande
proporc¢ao de machos nas populag¢des analisadas. Daniels (1983) chegou a relatar uma proporg¢ao de
trés machos para cada fémea em um antigo estudo realizado nos Estados Unidos. Mesmo com a
predominancia de machos nos estudos anteriormente citados, ndo é possivel inferir que a propor¢ao
de machos estd aumentando ou diminuindo nestes grupos ao longo do tempo, pois todos estes
estudos sdo estaticos, tornando dificil confrontar os resultados encontrados por esses autores com
aqueles aqui expressos. De qualquer forma, podemos perceber que a predominancia de machos em
populacgdes vivas de cdes é ainda muito descrita na literatura, e atribuida por muitos autores: 1) a
preferéncia do publico por cdes desse género (Daniels 1983, Kitala et al. 2001, Hsu 2003,
Ratsitorahina et al. 2009, Acosta-Jamett et al. 2010); 2) a maior mortalidade de fémeas (Cleaveland
1996, Butler & Bingham 2000, Kitala et al. 2001, Pulczer et al. 2013) e/ou; 3) a maior natalidade de
machos (Pal 2001), citada por um autor como variando de 51% a 56% (Mialot 1988).

A mediana de idade dos cdes necropsiados no LPV-UFSM foi de 3 anos. Neste estudo, foi utilizado
0 parametro “mediana” para a andlise devido a caracteristica da distribuicdo da variavel “idade” ao
longo das décadas. Na literatura mundial, ja foram relatadas “idades medianas de morte” de 11 e 12
anos no Reino Unido (Michell 1999, Adams et al. 2010, O’Neill et al. 2013), 10 anos na Dinamarca
(Proschowsky et al. 2003), 8,5 anos nos Estados Unidos (Patronek et al. 1997,), 3 anos no Brasil
(Bentubo et al. 2007). As distor¢des observadas entre as medianas de idade de diferentes estudos
podem ser atribuidas a diferencas na metodologia adotada por cada autor e a varia¢des nas
caracteristicas das populag¢des analisadas. Grupos de caes atendidos em clinicas e hospitais (Lund et
al. 1999) ou com morte subita (Olsen & Allen 2000), por exemplo, geralmente tém uma idade menor
de morte quando comparados a grupos selecionados aleatoriamente (Michell 1999).

Algumas caracteristicas das populag¢des analisadas também podem ter influéncia na mediana de
idade de morte. A massa corporal dos cies, por exemplo, tem uma relagdo inversa com a expectativa
de vida (Greer et al. 2007), o que significa dizer que os cdes de ragas de porte pequeno tém,
geralmente, uma maior expectativa de vida quando comparados aos de porte grande (Patronek et al.
1997, Michell 1999, Egenvall et al. 2000, Proschowsky et al. 2003, Greer et al. 2007, Adams et al.
2010, Fleming et al. 2011, O’Neill et al. 2013). Além do peso corporal, ha fatores genéticos que
aumentam ou diminuem a expectativa de vida para diferentes ragas, como é o exemplo dos cies
Boxer, que tém uma grande probabilidade de morrerem antes dos 10 anos de idade, ou seja, uma
expectativa de vida menor quando comparada a cies de outras ragas, mas de mesmo porte (Egenvall
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et al. 2000). O terceiro fator que pode causar distor¢des na mediana de idade de morte de uma
populacio é o pais onde o estudo foi realizado. Em paises em desenvolvimento, a proporgio de cies
vacinados e castrados é pequena, os cies visitam menos o veterindario, e frequentemente tem acesso
irrestrito a rua (Butler & Bingham 2000, Matter et al. 2000, Ratsitorahina et al. 2009, Acosta-Jamett
et al. 2010, Canatto et al. 2012), fatores que podem contribuir com mortes relacionadas a agentes
infecciosos e traumatismos (Bentubo et al. 2007, Acosta-Jamett et al. 2010). Por esses motivos, a
morte por agentes infecciosos é altamente prevalente no Brasil, o que ja foi demonstrado em Sao
Paulo (Bentubo et al. 2007) e no RS (Fighera et al. 2008), e pode diminuir significativamente a
expectativa de vida das popula¢ées de cies que habitam esses paises, influenciando a mediana de
idade de morte dos cdes que chegam para necropsia.

O crescimento na mediana ao longo das cinco décadas pode indicar que a expectativa de vida da
populacdo de cdes que habita a Regido Central do RS esteja aumentando. A falta de dados referentes
a populacgao total de cdes que habitam essa regido impede que se confirme ou refute tal teoria. No
entanto, alguns autores afirmam que os cdes realmente tém vivido mais nos dias de hoje (Withrow
etal. 2013). E muito provavel que o aumento da expectativa de vida refletira, a médio e longo prazo,
no aumento da incidéncia de determinadas doencas relacionadas a senilidade, como por exemplo, o
cancer e as doencas degenerativas. O aumento da incidéncia do cancer em humanos tem uma relacdo
muito bem estabelecida com o crescente aumento na expectativa de vida dos diferentes paises
(Mukherjee 2012) e isso tem sido frequentemente extrapolado para cdes (Withrow et al. 2013).
Outro ponto importante na andlise da idade foi o pico de ocorréncia de cies com 1 e 10 anos de idade
(Figura 3). Os motivos para este aumento pontual na frequéncia destas duas idades permanecem
desconhecidos.

Discorrer detalhadamente acerca da representatividade das racas na populacdo de caes
necropsiados no LPV-UFSM e dos motivos da preferéncia por determinadas ragas vai muito além dos
propdsitos deste estudo. No entanto, discutiremos aqui alguns pontos que consideramos importantes
em relacdo as mudancas observadas ao longo dos anos. Um levantamento do AKC sobre as ragas de
cdes mais comuns nos Estados Unidos em 2013 incluiu, em ordem decrescente de frequéncia,
Labrador Retriever, Pastor Alemao, Golden Retriever, Boxer, Poodle, Rottweiler e Dachshund na lista
das 10 racas mais populares entre os norte-americanos. Interessantemente, todas essas ragas, com
excecdo do Dachshund, também apareceram entre as mais comuns em um estudo de mortalidade
baseado em informacdes de diversas clinicas norte-americanas (Fleming et al. 2011), sugerindo que
a populagdo que morreu e foi incluida no estudo de Fleming et al. (2011) tenha sido bastante
semelhante a populagido total de cdes que habita o pais. Seis das racgas citadas na lista do AKC e cinco
das mais comuns no estudo de Fleming et al. (2011) também estdo entre as primeiras racas mais
comumente necropsiadas no LPV-UFSM na ultima década e demonstradas no Quadro 1, ou seja:
Pastor Alemao, Poodle, Boxer, Dachshund, Rottweiler e Labrador Retriever. Muitas dessas ragas
também aparecem com frequéncia liderando as listas de ragas mais comuns em outros estudos de
mortalidade realizados na Inglaterra (Michell 1999), Suécia (Egenvall et al. 2000, Bonnett et al. 2005)
e Dinamarca (incluindo aqui o Cocker Spaniel Inglés) (Proschowsky et al. 2003) e em estudos de
popularidade, como o realizado no Canada (Canadian Kennel Club [CKC {CKC 2007}]).

Apesar das mudangas na frequéncia de ocorréncia de diferentes ragas no LPV-UFSM ao longo das
décadas, observou-se apenas um discreto aumento na proporc¢do de caes de RD no LPV-UFSM nos
ultimos 40 anos. Na segunda década (1974-1983), havia 56,7% de cdes de RD na populagao, enquanto
na ultima (2004-2013), a percentagem foi de 62,6%, uma variagdo muito pequena. No trabalho de
Slater et al. (2008), caes de RD correspondiam a 40% da populagdo da Italia. A maioria dos estudos
populacionais, no entanto, ndo inclui a raga em sua coleta de dados. Estudos de mortalidade
semelhantes a este, realizados na Inglaterra (O’Neill et al. 2013) e nos Estados Unidos (Fleming et al.
2011), relatam que 77,9% e 75,4% dos caes incluidos, respectivamente, eram de RD; resultados até
certo ponto préximos a percentagem aqui descrita para os ultimos 10 anos (2004-2013).

As informagdes obtidas neste estudo retrospectivo devem ser interpretadas com cautela,
principalmente porque o grupo de cies que chega para realizacdo de necropsia no LPV-UFSM é
oriundo, predominantemente, de clinicas, consultdrios e hospitais veterinarios. Além de que todos
os cdes incluidos morreram ou foram eutanasiados em decorréncia de diferentes doengas. Sabe-se
que esses fatores culminam em uma distor¢do dos resultados obtidos em estudos com tal sistemética
(Beaver 2001), o que significa dizer que a populagdo aqui analisada ndo é um reflexo fidedigno da
populacdo total que habita a Regido Central do RS, mas, possivelmente, aproxime-se dessa.

CONCLUSAO
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Os dados aqui apresentados demonstram que a populacdo de cdes necropsiados sofreu mudangas
importantes no que diz respeito ao género, a idade e as ragas mais comuns em cada década. O
conhecimento destas alteracdes é fundamental no estudo epidemioldgico dos disturbios que causam
a morte ou justificam a eutanasia de cies. Certamente, algumas mudangas ocorridas na estrutura da
populacdo de necropsias, como por exemplo, o aumento na propor¢do de idosos, irdo influenciar
diretamente na incidéncia das diferentes doengas diagnosticadas no LPV-UFSM. Espera-se que este
estudo traga resultados Uteis para comparacdo com muitos outros acerca de doengas de cies, tanto
no Rio Grande do Sul quanto no restante do Brasil. A realizacdo de estudos semelhantes a este em
populagdes de cies necropsiados ao longo de um extenso periodo em outras regides e paises
certamente ajudara a reforgar, confirmar ou refutar algumas das hipéteses aqui propostas no que diz
respeito as mudancas relacionadas ao género, a idade e a raca dos caes pertencentes a populacdo da
Regido Central do RS.
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Quadro 1. Ranking por década das principais ragas necropsiadas no Laboratdrio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (1964-2013).

QUADROS

32

Posicao 1974-1983 N(%) 1984-1993 N(%) 1994-2003 N(%) 2004-2013 N(%)
Total RD 517 (100%) Total RD 653(100%) Total RD 1.006 Total RD 1.943 (100%)

12 Pastor Aleméo 165(32%) Pastor Alemao 203(31%) Pastor Alemdo 167(166%) Poodle 201(103%)
28 Pointer Inglés 90(174%) Dobermann 66(10%) Poodle 112(11,1%) Dachshund 166(85%)
32 Pequinés 89(172%) Boxer 62(10%) Boxer 81(81%) Pastor Alemao 156(8%)
42 Terrier Brasileiro 41(79%)  Collie Pelo Longo 42(64%)  Fila Brasileiro 76(76%)  Rottweiler 139(7,2%)
52 Boxer 2039%) Pointer Inglés 38(58%) Pinscher Miniatura 69(69%) Pinscher Miniatura 122(63%)
62 Collie Pelo Longo 18(35%) Pequinés 31(47%) Cocker Spaniel Inglés 67(67%) Boxer 109(56%)
72 Dobermann 17(33%)  Terrier Brasileiro 3046%) Dachshund 62(62%)  Yorkshire Terrier 101(52%)
82 Cocker Spaniel Inglés 14(27%)  Cocker Spaniel Inglés 28(43%) Rottweiler 56(56%) Labrador Retriever 71(37%)
92 Délmata 11(21%) Fila Brasileiro 27(41%) Collie Pelo Longo 47(47%)  Fila Brasileiro 70(36%)
102 Poodle 8(15%) Poodle 1929%) Dobermann 41(41%) Cocker Spaniel Inglés 66(34%)
112 Pinscher Miniatura 7(14%)  Husky Siberiano 18(28%)  Terrier Brasileiro 23(23%)  Shih Tzu 58(3%)
122 Fila Brasileiro 6(12%)  Pinscher Miniatura 16(25%)  Yorkshire Terrier 23(23%) Collie Pelo Longo 44(23%)
132 Dogue Alemio 5(1%) Dogue Alemio 12(18%) Dogue Alemao 202%)  Maltés 29(15%)
142 Weimaraner 5(1%) Délmata 9(14%)  Dalmata 18(18%) Dalmata 27(14%)
152 Setter Inglés 4(08%)  Basset Hound 7(11%)  Pointer Inglés 18(18%) Dobermann 27 (14%)
162 Afghan Hound 3(06%) Dachshund 7(11%)  Husky Siberiano 14(14%) Chow Chow 26(13%)
172 Dachshund 3(06%)  Pastor Belga 6(09%)  Pastor Belga 11(11%) American Pit Bull Terrier 25(13%)
182 Basset Hound 2(04%)  Setter Inglés 5(008%)  Akita 9(09%) Border Collie 22(11%)
192 Bulldog 2(04%)  Rottweiler 4(06%)  Old English Sheepdog 9(09%)  Terrier Brasileiro 19(1%)
202 Beagle 1(02%)  Akita 3(05%) Labrador Retriever 8(08%)  Beagle 17(09%)
212 Chihuahua 1(02%)  Galgo Espanhol 3(05%)  Sao Bernardo 7(07%)  Sao Bernardo 17(09%)
228 Husky Siberiano 1(02%)  Sdo Bernardo 3(05%) Beagle 6(06%)  Pointer Inglés 16(08%)
232 Sao Bernardo 1(02%) Weimaraner 3(05%)  Weimaraner 6(06%)  Bulldog 15(08%)
242 Schnauzer 1(02%)  Afghan Hound 2(03%)  Basset Hound 5(05%) Dogue Alemdo 15(08%)
252 Whippet 1(02%)  Beagle 2(03%)  Chihuahua 5(05%)  Husky Siberiano 13(0,7%)
262 Yorkshire Terrier 1(02%)  Chihuahua 2(03%)  Chow Chow 505%) Lhasa Apso 13(0,7%)
272 - - 0ld English Sheepdog 2(03%)  Shar Pei 505%) Pequinés 13(0,7%)
282 - - Bull Terrier 1(02%)  Bulldog 4(04%)  Shar Pei 12(06%)
292 - - Chow Chow 1(02%)  Lhasa Apso 4(04%)  Akita 11(06%)
302 - - Greyhound 1(02%)  Pequinés 4(04%)  Chihuahua 10(05%)
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Aspectos epidemioldgicos do cincer em uma populacio de 867 cies da Regiao Central do Rio
Grande do Sul submetidos a necropsia ao longo de cinco décadas (1964-2013)!

Mariana M. Flores?, Renata D. Mazaro3, Glaucia D. Kommers#, Luiz F. Irigoyen* e Rafael A. Fighera*

ABSTRACT.- Flores M.M. Mazaro R.D., Kommers G.D., Irigoyen L.F. & Fighera R.A. 2016.
[Epidemiological aspects of cancer in a population of 867 dogs submitted to necropsy over
five decades (1964-2013) in the Central Region of Rio Grande do Sul.] Aspectos epidemiologicos
do cancer em uma populacdo de 867 caes da Regido Central do Rio Grande do Sul submetidos a
necropsia ao longo de cinco décadas (1964-2013). Pesquisa Veterindria Brasileira 00(00)00-00.
Departamento de Patologia, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000, Santa Maria, RS
97105-900, Brazil. E-mail: anemiaveterinaria@yahoo.com.br

Cancer has been pointed out by a number of European and American studies as one of the two
most important causes of death in dogs in recent years. Many authors believe it is important to
conduct local studies on this category of diseases with the main objective of identifying differences
in its demographical pattern of occurrence. Nevertheless, data on the mortality from cancer in
Brazilian dogs are still scarce. Hence, the purpose of this article was to analyze the pattern of
occurrence of cancer as a cause of death or reason for euthanasia in dogs necropsied at the
Laboratorio de Patologia Veterinaria (LPV) of the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) over
50 years (1964-2013), emphasizing its epidemiological aspects. The protocols of necropsies
performed on dogs were reviewed, and information related to gender, age and breed from dogs from
all the districts within the Central Region of RS whose cause of death was attributed to cancer were
collected. Of the 7,780 dogs necropsied at the LPV-UFSM, 11.1% died or were euthanized due to
some form of cancer. The prevalence of cancer suffered a major increase, mainly observed in the last
two decades (1994-2013). The most prevalent tumors were mammary carcinomas (24.5%),
lymphomas (8.8%), skeletal osteosarcomas (7.8%), cholangiocarcinomas (5.5%), cutaneous mast
cell tumors (5.4%) and multicentric hemangiosarcoma (3.3%). Comparing the segments of the
population that died of cancer with the total population necropsied at the LPV-UFSM, the prevalence
of this condition was higher in females (58.5%) and old-aged dogs (56.2%), but very similar among
purebred (60.4%) and mixed breed dogs (39.6%). When comparing cancer prevalence among
breeds, Boxers and Rottweilers were more frequently affected. The similar prevalence of cancer
among purebred and mixed breed dogs and the high proportion of cholangiocarcinomas were
important results, especially for disagreeing with many published studies on the subject. Through
this survey, it was possible to prove that the prevalence of cancer as a cause of death in dogs
necropsied at the LPV-UFSM has increased over the years. Although the idea of cancer becoming
more common in dogs is exceedingly discussed among clinicians and pathologists, it is rarely
analyzed in other studies.

INDEX TERMS: diseases of dogs, neoplastic diseases, oncology, epidemiology, predisposition.

RESUMO.- O cancer tem sido apontado por uma série de estudos europeus e norte-americanos como
uma das duas causas de morte mais importantes em cdes nos ultimos anos. Muitos autores julgam
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fundamental a realizacdo de estudos locais acerca desta categoria de doenga, com o objetivo principal
de identificar mudancas demograficas em seu padrdo de ocorréncia. Apesar disso, dados acerca da
mortalidade de cdes brasileiros por cancer ainda sdo escassos. Diante disto, o propdsito deste artigo
foi analisar o padrdo de ocorréncia do cancer como causa de morte ou razio para eutanasia em cées
necropsiados no Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) ao longo de 50 anos (1964-2013), com énfase nos aspectos epidemiolégicos. Para isso, os
protocolos de necropsias de cdes foram revisados, e deles foram retiradas informacgdes referentes ao
sexo, a idade e a raca dos cdes cuja causa de morte foi atribuida a algum tipo de cancer. Dos 7.780
caes necropsiados, 11,1% morreram ou foram eutanasiados em decorréncia de algum tipo de cancer.
A prevaléncia do cancer sofreu um aumento importante nesses 50 anos, observado principalmente
nas ultimas duas décadas (1994-2013). Os tumores mais prevalentes foram carcinomas mamarios
(24,5%), linfomas (8,8%), osteossarcomas esqueléticos (7,8%), colangiocarcinomas (5,5%),
mastocitomas cutaneos (5,4%) e hemangiossarcoma multicéntrico (3,3%). Comparando-se os
segmentos da populagdo que morreu de cancer com os da populacdo total do LPV-UFSM, a
prevaléncia foi maior em fémeas (58,5%) e idosos (56,2%), mas, muito semelhante entre os cdes de
raca definida (RD) (60,4%) e os cdes SRD (39,6%). Quando se compararam as prevaléncias entre
racas, Boxer e Rottweiler foram mais frequentemente acometidos. A prevaléncia semelhante do
cancer entre cides de RD e SRD e a alta prevaléncia dos colangiocarcinomas sio resultados
importantes, principalmente por se oporem a muitos estudos ja publicados acerca do assunto. Por
meio deste levantamento, foi possivel comprovar que o cancer como causa de morte em caes
necropsiados no LPV-UFSM tem aumentado muito ao longo dos anos. Apesar de a ideia do cancer
estar se tornando mais prevalente em cies ser muito discutida entre clinicos e patologistas, ela é
raramente analisada em outros estudos acerca do assunto.

TERMOS DE INDEXACAO: doencas de cdes, doencas neoplasicas, oncologia, epidemiologia,
predisposic¢ao.

INTRODUCAO

Levantamentos epidemiolégicos sobre mortalidade realizados em populacgdes de cies atendidos em
clinicas e consultérios veterindrios (Fleming et al. 2011, O’Neill et al. 2013), registrados em
companhias de seguro de vida (Bonnett et al. 1997, Michell 1999, Bonnett et al. 2005), pertencentes
ao servico militar (Moore et al. 2001) ou cadastrados em associa¢cdes de criadores (Proschowsky et
al. 2003, Adams et al. 2010) tém apontado o cancer como uma das duas principais causas de morte
ou razdes para eutandasia em caes europeus e norte-americanos. Apesar da heterogeneidade dos
grupos analisados nesses estudos, os resultados sdo sempre semelhantes, e reforcam a informagao
de que esta condi¢do vitima uma grande proporgao de cies mundialmente a cada ano (Withrow et al.
2013). Da mesma forma ao que tem sido descrito em outros paises, o cancer é responsavel por uma
grande quantidade de mortes de cdes na Regido Central do RS, Brasil. Aqui, as doencas neoplasicas
sdo a segunda categoria de doengas que mais mata e correspondem a 7,8% das causas de morte ou
razoes para eutanasia em caes (Fighera et al. 2008).

Estudos acerca da morbidade e da mortalidade do cdncer possibilitam identificar diferencas
geograficas no padrdo de ocorréncia desta condi¢ao e determinar grupos de individuos sob maior
risco (Dorn et al. 1968b). Desde a década de 60, estudos tem sido publicado em paises da América do
Norte (Dorn etal. 1968a, Dorn et al. 1968b, MacVean et al. 1978, Cohen et al. 1974) e Europa (Dobson
et al. 2002, Merlo et al. 2008, Vascellari et al. 2009, Bronden et al. 2010), mas poucos na América do
Sul (Andrade et al. 2012). Além da prevaléncia dos diferentes tipos de tumores, muitos desses
estudos tentam estabelecer uma relagdo entre a ocorréncia de determinados tipos de cancer com a
raga, o sexo e a idade dos cdes acometidos (Dorn et al. 1966, Dorn et al. 1968a, Dorn et al. 1968b,
Cohen etal. 1974, Merlo etal. 2008,). Entretanto, a maioria deles utiliza amostragens muito pequenas
(Dorn et al. 1966) e limita a sua analise a um curto intervalo de tempo (Dorn et al. 1966, Dorn et al.
1968a, Cohen et al. 1974, MacVean et al. 1978, Dobson et al. 2002). Dois grandes estudos sobre
mortalidade por cincer em cdes, no entanto, ganharam destaque dentre os levantamentos
epidemioldgicos ja publicados. Esses estudos, realizados nos Estados Unidos (Fleming et al. 2011) e
na Suécia (Bonnett et al. 2005), analisaram popula¢des grandes e representativas de caes e
trouxeram uma série de informagdes novas e tUteis para o campo de oncologia veterinaria. Por meio
deles, por exemplo, foi demonstrado que os caes norte-americanos de porte pequeno tinham um
risco aparentemente menor de morrerem de cancer quando comparados a cdes porte grande ou
gigante (Fleming et al. 2011) e que a morte por cancer em cdes suecos ocorria mais precocemente
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em ragas com risco elevado em desenvolver cincer quando comparada a ragas de baixo risco
(Bonnett et al. 2005).

Diante da escassez de dados locais acerca da mortalidade canina por cancer, da auséncia de
estudos epidemioldgicos nacionais sobre o assunto e da inexisténcia de levantamentos
internacionais por um periodo maior do que 20 anos, o propésito deste artigo é analisar o padrio de
ocorréncia do cancer como causa de morte ou razdo para eutandsia em cdes necropsiados no
Laboratorio de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) ao longo
de 50 anos (1964-2013), com énfase na prevaléncia e nos aspectos epidemiolégicos desta condicao.
As principais metas sdo: (1) determinar qual a prevaléncia do cancer como causa de morte ou razio
para eutanasia em cies; (2) demonstrar se houve variagdes nesta prevaléncia ao longo de cinco
décadas; (3) tracar um perfil epidemiolégico em relacdo ao género, a faixa etaria e as racas caninas
afetadas por cancer em geral; (4) estabelecer a prevaléncia dos 6rgdos/sistemas primariamente
afetados por cancer em geral; (5) estabelecer quais os tipos especificos de cancer mais comuns como
causas de morte ou razdes para eutanasia em cdes; (6) analisar se houve varia¢des na prevaléncia
desses tipos especificos de cancer ao longo de cinco décadas; (7) tragar um perfil epidemiolégico em
relacdo ao sexo, a faixa etaria e as racas caninas afetadas pelos principais tipos especificos de cancer.

MATERIAL E METODOS

Os protocolos de necropsias de cies, realizadas entre 1964 e 2013 no LPV-UFSM, foram revisados, e
deles foram retiradas informagdes referentes ao género, a idade e as racgas de todos os caes oriundos
dos municipios que compdem a Regido Central do RS (oficialmente Mesorregido Centro Ocidental
Rio-grandense). Os detalhes referentes a populacio total de cies necropsiados neste periodo de 50
anos foram previamente publicados (Flores et al. 2016). Do total de protocolos de necropsias, foram
separados os casos em que o diagndstico definitivo da condi¢do que cursou com a morte espontanea
ou por eutandsia foi algum tipo de neoplasma maligno (cancer). Para fins de melhor entendimento,
esses cdes serdo denominados como “populacdo alvo”. Desses protocolos, além das informagdes
previamente descritas, foram separados dados anatomopatolégicos (macroscépicos e histoldgicos)
referentes ao diagndstico definitivo e ao(s) 6rgao(s) acometido(s).

Quanto ao género, os cies foram classificados apenas como macho e fémea, independentemente
de serem castrados ou nio. A idade foi contabilizada quanto ao nimero de anos. Idades expressas em
meses (ex.: 24 meses) foram convertidas em anos (no caso do exemplo anterior, dois anos). Em caes
com idades expressas em anos e meses (ex.. um ano e trés meses), o numero de meses foi
desconsiderado. Quanto as ragas, os cies foram classificados em sem raca definida (SRD) ou de raca
definida (RD). Caes mesticos, do cruzamento de duas RD, foram incluidos como SRD. As ragas de caes
necropsiados foram consideradas apenas a partir de 1974, visto que antes deste ano, dados
referentes a raca ndo constavam nos protocolos de necropsia. As ragas incluidas foram aquelas
homologadas pela Fédération Cynologique Internationale (FCI [FCI 2015]) e/ou pelo American Kennel
Club (AKC [AKC 2015]). As racgas ndo reconhecidas por nenhuma dessas associag¢des (FCI e AKC), mas
que fazem parte do Grupo 11 (“ragas nido reconhecidas pela FCI”) da Confederacdo Brasileira de
Cinofilia (CBKC [CBKC 2015]) também foram contempladas. Para fins de comparagao, este estudo foi
dividido em cinco décadas: 1964-1973, 1974-1983, 1984-1993, 1994-2003 e 2004-2013.

O numero total de cdes que morreram ou foram eutanasiados em decorréncia do cancer e as
informacgdes referentes ao género, a idade e a raga destes caes foram comparados com as informacdes
da populacio total de necropsias previamente publicada (Flores et al. 2016) e considerada para esse
fim como “populagdo controle”. Embora muitos cies tivessem mais do que um processo patolégico
descrito na ficha de necropsia, um unico diagnéstico definitivo foi estabelecido para cada caso e
foram excluidos os casos em que o cancer nio foi considerado como a causa de morte ou razdo para
eutanasia. O cancer foi considerado como sendo a causa de morte quando: (1) o tumor primario e/ou
as metastases eram extensos ou graves o suficiente para terem contribuido diretamente com a
faléncia de um ou mais 6rgaos vitais (ex.: carcinomas renais bilaterais culminando em uremia); (2) o
tumor primario e/ou as metastases tinham uma localizacdo especifica que tenha contribuido
diretamente com a faléncia de um 6rgdo vital (ex.: tumores de encéfalo ou coracgdo); ou (3) o tumor
primario e/ou as metastases tenham gerado consequéncias graves suficientes para terem
contribuido com a morte (ex.. hemangiossarcoma esplénico rompido, culminando em
hemoperitdnio). O cancer foi considerado como sendo a razdo para eutandsia quando: (1) o histérico
indicava o cancer ou os sinais clinicos relacionados ao cancer como sendo a razao para eutanasia; (2)
quando nio havia indicagdo do motivo para eutanasia no historico, o cancer foi considerado o motivo
para o procedimento quando o tumor primario e/ou as metastases eram o principal achado de
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necropsia e/ou mostravam-se graves o suficiente para ter culminado com manifestagdes clinicas e
justificado a opgdo pela eutanasia.

A proporcéo de casos de cancer em cada raca foi denominada “mortalidade proporcional”. Para
calcular a mortalidade proporcional, utilizou-se um sistema adaptado de Adams et al. (2010). Assim,
foram separadas apenas as ragas com “n” representativo na populacido total de cdes necropsiados,
aqui definido como n>100 e foi realizado o calculo exposto abaixo. A mortalidade proporcional foi
comparada a prevaléncia do cancer na populagido controle (Adams et al. 2010), calculada conforme
calculo a seguir:

Mortalidade proporcional = nimero de casos de cancer na raga/nimero de cies da ragax 100

Prev. do cancer na pop. controle = n total de casos de cancer/n total de cies necropsiados x 100
Quando a mortalidade proporcional por cancer em determinada raca foi maior do que a prevaléncia
do cancer na populacdo controle, esta raga foi considerada como tendo uma propor¢ao maior de
casos cancer, definida aqui pela expressdo “mortalidade proporcional maior”. Quando a mortalidade
proporcional por cancer em determinada raga foi menor do que a prevaléncia do cancer na populacdo
controle, esta raca foi considerada como tendo uma proporg¢ao menor de casos cancer, definida aqui
pela expressdo “mortalidade proporcional menor”.

A classificagdo quanto a localizacdo dos tumores por 6rgio/sistema acometido foi adaptada de
Meuten (2002) e Withrow et al. (2013), a saber: 1) sistema tegumentar (pele e tecido subcutédneo),
2) sistema hematopoiético, 3) sistema osteoarticular, 4) sistema respiratério, 5) sistema alimentar
(apenas o trato gastrintestinal), 6) figado e sistema biliar; 7) pancreas exdcrino, 8) glandulas
enddcrinas (incluindo pancreas enddécrino), 9) sistema urinario, 10) sistema cardiovascular, 11)
sistema nervoso (incluindo central e periférico), 12) olhos, 13) musculo esquelético, 14) sistema
genital masculino, 15) sistema genital feminino e 16) glandula mamaria. A classificagio dos
hemangiossarcomas quanto ao sitio anatdmico primario foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos por Flores et al. (2012). Os seguintes tumores foram incluidos no sistema
hematopoiético, independentemente de sua origem: linfomas, sarcomas histiociticos, os mielomas e
a mastocitose sistémica.

Finalmente foram estabelecidas as prevaléncias quanto ao género, a idade e a raga dos principais
tipos de cinceres como causa de morte ou razio para eutanasia em cdes. Apenas as ra¢as com
mortalidade proporcional maior foram incluidas para esse fim.

RESULTADOS

Entre 1964 e 2013, foram localizados 7.780 protocolos de necropsia de cies. Dos cdes cujo género foi
informado nos protocolos (n=7.634), 4.012 (52,6%) eram machos e 3.622 (47,4%) eram fémeas. A
idade dos caes variou de um dia a 22 anos de vida (mediana = 3 anos). Dos cdes cuja idade foi
informada nos protocolos (n=7.178), 3.420 (47,6%) tinham entre 1 e 10 anos, 2.397 (33,4%) tinham
menos de 1 ano e 1.361 (19%) tinham 10 anos ou mais. Dos cdes cuja raca foi informada nos
protocolos (n=6.885),4.119 (59,8%) eram de RD e 2.766 (40,2%) eram SRD. Foram observados caes
de 66 racas diferentes, das quais 63 sdo reconhecidas pela FCI e 61 pelo AKC. Das 66 racas
observadas, aquelas com n=2100 podem ser observadas no Quadro 1.

Dos 7.780 cdes necropsiados, 867(11,1%) tiveram a sua morte ou razdo para eutandsia
relacionada a algum tipo de cancer. A prevaléncia do cancer por década pode ser visualizada na
Figura 1. Dos cdes cujo género foi informado nos protocolos (n=852), 498 (58,5%) eram fémeas e
354 (41,5%) eram machos. Dos cies cuja idade foi informada nos protocolos (n=812), quatro (0,5%)
tinham menos de 1 ano, 352 (43,3%) tinham entre 1 e 10 anos e 456 (56,2%) tinham 10 anos ou
mais. A idade dos cdes afetados variou de cinco meses a 22 anos (mediana = 10). Dos cdes cuja raca
foi informada nos protocolos (n=823), 498 (60,5%) eram de RD e 325 (39,5%) eram SRD. Foram
observados cdes de 45 ragas diferentes, das quais todas sdo reconhecidas pela FCI e pelo AKC, com
excecdo do American Pit Bull Terrier. A mortalidade proporcional das ragas mais frequentemente
representadas na populacdo controle (n=100) pode ser visualizada no Quadro 1.

Os orgdos/sistemas acometidos por cancer podem ser visualizados na Figura 2. Os tipos
especificos de cancer mais prevalentes foram: carcinomas mamarios (n=212 [24,5% do total de
canceres e 2,7% do total geral de causas de morte ou razdes para eutanasial), linfomas (n=76 [8,8%
e 1%]), osteossarcomas esqueléticos (n=68 [7,8% e 0,9%]), colangiocarcinomas (n=48 [5,5% e
0,6%]), mastocitomas cutaneos (n=47 [5,4% e 0,6]) e hemangiossarcoma multicéntrico (n=29 [3,3%
e 0,4%]). Essas prevaléncias podem ser observadas na Figura 3. No Quadro 2 é possivel visualizar a
prevaléncia desses mesmos tumores pelas décadas do estudo.Os tumores mais comuns em machos e
fémeas podem ser visualizados na Figura 4; e os tumores mais comuns nas duas ragas com
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mortalidade proporcional maior por cancer (Boxer e Rottweiler), podem ser visualizados na Figura
5.

Do total de mortes por cancer, 212 (24,5%) foram atribuidas a carcinomas mamarios (CM). Dos
caes afetados cujos dados referentes ao género, idade e raga foram informados nos protocolos, 208
(99%) eram fémeas e dois (1%) eram machos; 54 (27,6%) tinham entre 1 e 10 anos e 142 (72,4%)
tinham 10 anos ou mais (“mediana de idade de morte” = 11,5 anos); e 108 (54,5%) eram RD e 90
(45,5%) eram SRD. Os CM foram proporcionalmente mais comuns em Pastor Alemdo (n=37 caes
destaraga com carcinoma mamario/n=92 caes desta raca com cancer [40,2%]), Cocker Spaniel Inglés
(9/26 [34,6%]) e Dobermann (6/21 [28,6%]).

Do total de mortes por cancer, 76 (8,8%) foram atribuidas a linfomas (LN). Dos cies afetados
cujos dados referentes ao género, idade e raga foram informados nos protocolos, 30 (39,5%) eram
fémeas e 46 (60,5%) eram machos; 49 (68,1%) tinham entre 1 e 10 anos e 23 (31,9%) tinham 10
anos ou mais (mediana = 8 anos); e 46 (64,8%) eram RD e 25 (35,2%) eram SRD. LN foram
proporcionalmente mais comuns em Dobermann (5/21 [23,8%]) e Fila Brasileiro (3/30[10%]).

Do total de mortes por cancer, 68 (7,8%) foram atribuidas a osteossarcomas esqueléticos (OE).
Dos caes afetados cujos dados referentes ao género, idade e raca foram informados nos protocolos,
28 (42,4%) eram fémeas e 38 (57,6%) eram machos; 41 (64,1%) tinham entre 1 e 10 anos e 23
(35,9%) tinham 10 anos ou mais (mediana = 8,5 anos); e 46 (71,9%) eram RD e 18 (28,1%) eram
SRD. OE foram proporcionalmente mais comuns em Rottweiler (23/61 [37,7%]), Fila Brasileiro
(6/30 [20%]) e Dobermann (2/21 [9,5%]).

Do total de mortes por cancer, 48 (5,5%) foram atribuidas a colangiocarcinomas (CC). Dos caes
afetados cujos dados referentes ao género, idade e raca foram informados nos protocolos, 20 (47,6%)
eram fémeas e 22 (52,4%) eram machos; 11 (36,7%) tinham entre 1 e 10 anos e 19 (63,3%) tinham
10 anos ou mais (mediana = 10,5 anos); e 25 (61%) eram RD e 16 (39%) eram SRD. CC foram
proporcionalmente mais comuns no Cocker Spaniel Inglés (2/26 [7,7%]).

Do total de mortes por cincer, 47 (5,4%) foram atribuidas a mastocitomas cutaneos (MC). Dos
cdes afetados cujos dados referentes ao género, idade e raca foram informados nos protocolos, 24
(52,2%) eram fémeas e 22 (47,8%) eram machos; um (2,2%) tinha menos de 1 ano, 19 (41,3%)
tinham entre 1 e 10 anos e 26 (56,5%) tinham 10 anos ou mais (mediana = 10 anos); e 23 (51,1%)
eram RD e 22 (48,9%) eram SRD. MC foram proporcionalmente mais comuns em Fila Brasileiro
(4/30[13,3%]) e Boxer (8/72 [11,1%]).

Do total de mortes por cancer, 29 (3,3%) foram atribuidas a hemangiossarcoma multicéntrico
(HM). Dos cdes afetados cujos dados referentes ao género, idade e raga foram informados nos
protocolos, 13 (44,8%) eram fémeas e 16 (55,2%) eram machos; seis (20,7%) tinham entre 1 e 10
anos e 23 (79,3%) tinham 10 anos ou mais (mediana = 11 anos); e 18 (62,1%) eram RD e 11 (37,9%)
eram SRD. O HM foi proporcionalmente mais comum em Cocker Spaniel Inglés (2/26 [7,7%]) e Pastor
Alemio (7/92 [7,6%]).

DISCUSSAO

Ha um grande niimero de estudos disponiveis na literatura internacional acerca da mortalidade por
cancer em diferentes populacdes de cdes. As populacdes alvo utilizadas nesses levantamentos
epidemioldgicos incluem grupos de cdes atendidos em hospitais veterinarios (Trapp et al. 2010,
Fleming etal. 2011), registrados em companhias de seguro de vida (Bonnett et al. 2005) ou em clubes
de criadores (Proschowsky et al. 2003, Adams et al. 2010), necropsiados (Fighera et al. 2008, Eleni
etal. 2014), pertencentes ao servigo militar (Moore et al. 2001) ou escolhidos por outros métodos de
amostragem (Michell 1999, Bentubo et al. 2007). Por uma série de motivos relacionados as
populagdes alvo analisadas e ao pais de origem de cada estudo, a prevaléncia do cancer como causa
de morte em cdes varia muito. Quando apenas cdes oriundos de uma populacdo hospitalar sao
incluidos, a prevaléncia do cancer como causa de morte varia entre 10% (Trapp et al. 2010) e 13%
(Bentubo et al. 2007), semelhantemente aquela vista (7,8%) quando a populagdo alvo é de cdes
submetidos a necropsia (Fighera et al. 2008). Entretanto, quando apenas cdes de companhias de
seguro ou de clubes de criadores sdo utilizados nos estudos, a prevaléncia pode alcangar 18%
(Bonnett et al. 2005) a 27% (Adams et al. 2010) das causas de morte, respectivamente. Além disso,
quando se divide estes estudos por pais de origem, observa-se uma maior prevaléncia de cancer em
paises desenvolvidos do que em paises em desenvolvimento. No Reino Unido (16%-27%) (Michell
1999, Adams et al. 2010), na Suécia (18%) (Bonnett et al. 2005) e nos Estados Unidos (18%) (Moore
etal. 2001), por exemplo, a prevaléncia de morte por cincer em cies é maior do que aquela até entdo
descrita para populag¢des caninas no Brasil (7,8% a 13%) (Bentubo et al. 2007, Fighera et al. 2008,
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Trapp et al. 2010). Para entender as diferentes prevaléncias do cancer em cada estudo, é importante
lembrar-se de alguns fatores. Populagdes hospitalares ou grupos de cdes necropsiados sio
constituidos de uma grande proporg¢do de cdes doentes quando comparados a uma populacio higida.
Este simples fato aumenta a representatividade de varias outras doengas nio neoplasicas nesses
grupos, diminuindo proporcionalmente a importancia do cancer nos mesmos. Além disto, sempre
que determinadas medidas preventivas forem aplicadas em uma populac¢io, algumas categorias de
doengas tenderdo a ter sua prevaléncia diminuida, e outras, como o cancer, tenderdo a tornar-se
proporcionalmente mais importantes. Esta observacdo é importante em populacdes de paises
desenvolvidos, em que a vacinagdo correta, o acompanhamento veterinario regular e a restrigao do
acesso dos cies a rua sdo habitos difundidos, e, consequentemente, as mortes por doengas infecciosas
e traumas tornam-se, comparativamente, menos frequentes. Nestas popula¢des de cies - e aqui,
podemos citar os cdes pertencentes a paises desenvolvidos e a grupos registrados em clubes de
criadores e companhias de seguro de vida - o cancer tende a ter uma importancia proporcionalmente
maior. A dindmica entre doencas infecciosas e trauma versus doencas neoplasicas ja foi bastante
discutida por outros autores (Bentubo et al. 2007, Fighera et al. 2008) e parece contribuir para que
o cancer tenha uma prevaléncia proporcionalmente mais baixa em estudos como este (11,1%).

Ha pelo menos 50 anos, muitos autores tém procurado tracar relacdes entre a ocorréncia de
determinados tipos de cancer e o género, a raca e a idade dos cdes acometidos (Cohen et al. 1974,
Dorn etal. 1968a, Dorn et al. 1968b, Dorn et al. 1966, Cohen et al. 1974, Merlo etal. 2008). H4 algumas
questdes ja estabelecidas em relacdo a isto, dentre elas, pode-se citar (1) o fato de que a predisposi¢do
ao desenvolvimento de tumores aumenta com o envelhecimento dos individuos de uma populagido
(Dorn et al. 1966, Cohen et al. 1974, Merlo et al. 2008); (2) o fato de que os tumores malignos
acometem cdes de idade mais avangada quando comparados aos tumores benignos (Dorn et al. 1966,
Bronden et al. 2010); (3) a relagdo entre os cdes de raga pura e o maior risco para o desenvolvimento
de tumores em geral (Dorn et al. 1966, Vascellari et al. 2009); (4) a existéncia de racas especificas
com risco maior para o desenvolvimento de tipos especificos de cancer (Cohen et al. 1974, Bronden
etal. 2010); e (5) o fato de que cadelas inteiras sdo mais predispostas ao desenvolvimento de cancer
de mama (Schneider et al. 1969, Cohen et al. 1974, Merlo et al. 2008).

Os resultados apresentados neste estudo demonstram claramente que a prevaléncia do cancer na
populacdo de cdes necropsiados no LPV-UFSM sofreu um aumento importante ao longo dos anos,
variando muito pouco (3,5% a 5,2%) nas trés primeiras décadas (1964-1993) e aumentando
significativamente (12,8% a 16,6%) nas ultimas duas (1994-2013). H4 muitos fatores que
influenciam a prevaléncia do cancer em uma populagio de cies e podem ajudar a justificar o aumento
deste indice no LPV-UFSM, sdo eles: (1) o aumento na prevaléncia das ragas caninas consideradas de
alto risco para o desenvolvimento de cancer (Olsen & Allen 2000, Dobson et al. 2002, Withrow et al.
2013); (2) adiminui¢do da relagdo macho:fémea na populagio de risco (Olsen & Allen 2000, Withrow
etal. 2013); (3) o aumento na proporc¢ao de cdes idosos e, consequentemente, na “mediana de idade
de morte” da populacdo de risco (Dobson et al. 2002, Dobson 2013, Withrow et al. 2013); (4) e a
diminui¢do na incidéncia de outras categorias de doengas, principalmente, doengas infecciosas e
trauma (Olsen & Allen 2000).

A ideia de que cies de RD apresentam um risco maior para o desenvolvimento de cancer quando
comparados a cdes SRD é descrita ha varios anos (Dorn et al. 1966) e ainda hoje (Vascellari et al.
2009) defendida por alguns pesquisadores. Este risco ja foi demonstrado ser duas vezes maior para
cdes de RD em comparag¢do com os SRD em estudos realizados nos Estados Unidos (Dorn et al. 1966)
e na Italia (Vascellari et al. 2009). Surpreendentemente, neste estudo, a prevaléncia do cancer entre
caes SRD e caes de RD foi muito semelhante, o que significa dizer que os caes RD aqui incluidos tém
uma chance muito parecida de morrerem de cancer quando comparados aos cies SRD. Entretanto, a
prevaléncia do cancer entre cides RD versus SRD muda muito se abordarmos tipos especificos de
tumores. LN e OE, por exemplo, foram bem mais comuns nos cdes RD quando comparados aos SRD.
0 mesmo ndo ocorre para CM, CC, MC e HM, tumores cuja ocorréncia ndo parece ter tido qualquer
relacdo com o fato de o cao ser de RD.

Ha muitos anos, a literatura internacional aponta na dire¢do de ragas caninas que apresentam um
risco maior em desenvolverem cancer (Olsen & Allen 2000, Dobson 2013, Withrow et al. 2013).
Apesar de a maioria dos canceres ser provavelmente de etiologia multifatorial, o fato de podermos
associar determinadas ragas a ocorréncia de determinados tumores é uma importante pista que
podera contribuir, futuramente, para o entendimento dos mecanismos genéticos desta condi¢ao
(Dobson 2013). Caes Boxer (Dorn et al. 1968b, Cohen et al. 1974, Bastianello 1983, Richards et al.
2001, Bonnett et al. 2005, Capik et al. 2008, Bronden et al. 2010, Fleming et al. 2011) e Rottweiler
(Cohen et al. 1974, Michell 1999, Proschowsky et al. 2003, Adams et al. 2010) sdo associados a um
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maior risco nesses varios estudos citados. Essas duas ragas também foram as que apresentaram uma
maior mortalidade proporcional por cancer no LPV-UFSM. Interessantemente, Flores et al. (2016)
demonstraram um aumento importante da raca Boxer na populagdo de necropsias do LPV-UFSM a
partir de 1984-1993. De forma semelhante, esses mesmos autores (Flores et al. 2016) observaram
que cies Rottweiler tornaram-se a quarta raca mais encaminhada a necropsia entre 2004-2013. E
possivel que essa mudanca no perfil racial seja uma das responsaveis pelo aumento na percentagem
do cancer nas duas ultimas décadas. A possibilidade de aumento da incidéncia do cancer associada a
mudanca na ocorréncia de determinadas racas na populagdo em risco ja foi discutida por pelo menos
um estudo anterior a este (Dobson et al. 2002).

O Cocker Spaniel Inglés, Fila Brasileiro, Dobermann e Pastor Alemio também foram apontados,
neste estudo, como tendo uma mortalidade proporcionalmente maior por cancer (14,05%). Apesar
de estudos anteriores apontarem o Cocker Spaniel Inglés (Dorn et al. 1966, Bastianello 1983, Reid-
Smith et al. 2000), o Dobermann e o Pastor Alemao (Dorn et al. 1966) como tendo maior risco para o
desenvolvimento de cancer, ha estudos que tenham associado estas ragas a um risco menor (Bonnett
etal. 2005, Adams et al. 2010, Bronden et al. 2010, Fleming et al. 2011). As informacdes relacionadas
a ocorréncia de cancer no Fila Brasileiro sdo escassas por esta raga nido aparecer em estudos
internacionais. As racas com mortalidade proporcional menor para cincer neste estudo incluiram
Collie Pelo Longo, Pointer Inglés, Poodle, Dachshund, Terrier Brasileiro, Pinscher Miniatura,
Pequinés e Yorkshire Terrier. Dessas oito ragas, seis sdo de pequeno porte, o que vai ao encontro dos
resultados apresentados por Fleming et al. (2011), que chamam atengio para o fato de que as racas
de pequeno porte incluidas em seu levantamento tinham uma mortalidade proporcionalmente
menor quando comparadas a populagio total. Os motivos para esta aparente relacido entre o porte e
o risco de cancer permanece desconhecido. Provavelmente, as variacdes no risco associado as
diferentes racas entre os estudos disponiveis podem ser, em parte, explicadas pela diferenca na
ocorréncia de determinadas ragas nas populagdes e/ou pela presenca de linhagens geneticamente
distintas nas diversas regides geograficas (Dobson 2013).

E interessante notar que as duas ragas com mortalidade proporcional maior (Rottweiler e Boxer)
tiveram predisposi¢des altas para tumores diferentes. Por exemplo, osteossarcomas esqueléticos,
sarcomas histiociticos e melanomas cutaneos, juntos, contribuiram com cerca de 60% de todos os
tumores que causaram morte em Rottweiler. A predisposicdo do Rottweiler para o desenvolvimento
de tumores histiociticos nio é novidade. Apesar de, no inicio, estes tumores terem sido fortemente
associados ao Boiadeiro Bernés (Moore 1984), o Golden Retriever e o Rottweiler também tém sido
apontados como ragas de risco aumentado (Kerlin & Hendrick 1996). Osteossarcomas esqueléticos
(Michell 1999, Mc Neill et al. 2007) e melanomas cutaneos (Schultheiss 2006) também s3o relatados
como sendo mais comuns no Rottweiler. Apesar disto, alguns autores (Goldschmidt & Hendrick 2002,
Gillard et al. 2013) nao citam o Rottweiler entre as ragas mais predispostas em desenvolver
melanomas cutdneos. Diferentemente do Rottweiler e da populagdo total que morreu de cancer,
cerca de 30% dos tumores que causaram a morte em Boxer eram mastocitomas cutaneos,
oligodendrogliomas e meningiomas encefalicos. Este achado chama atengdo, principalmente diante
da baixa prevaléncia dos tumores de sistema nervoso na populagao total. A predisposi¢iao do Boxer
por mastocitomas cutaneos (Cohen et al. 1974, Warland & Dobson 2013) e tumores encefalicos
(Gough & Thomas 2006) também nao é novidade no campo de oncologia veterinaria. A propésito,
apesar de o Boxer ter sido super-representado em apenas trés tumores neste estudo, esta raga tem
um ndmero bastante grande de tumores em sua lista de doencas de alto risco, entre eles, melanomas
cutaneos, carcinomas de células escamosas cutdneos, linfomas, quimiodectomas e tumores
vasculares, enddcrinos, gengivais e testiculares (Gough & Thomas 2006).

Outro aspecto epidemioldgico interessante e que é muito difundido na literatura esta relacionado
a afirmacgdo por parte de alguns autores de que fémeas sdo mais predispostas em desenvolver cancer,
o que faz com que a diminuicdo da relagio macho:fémea em uma populagdo esteja relacionada ao
aumento da prevaléncia de cancer (Olsen & Allen 2000, Withrow et al. 2013). Comparando essa
afirmacao, os resultados aqui descritos e os resultados obtidos por Flores et al. (2016) nesta mesma
populacgido alvo, pode-se observar que o aumento da prevaléncia do cancer nas ultimas décadas
coincidiu com a diminui¢cdo da relagio macho:fémea. Flores et al. (2016) observaram uma queda
gradual e muito significativa dessa relagdo quando comparam-se cinco década (1964-1973 [M:F=2],
1974-1983 [M:F=1,5], 1984-1993 [M:F=1,3], 1994-2003[M:F=1,1] e 2004-2013[M:F=0,9]). Além
disso, se apenas compararmos a prevaléncia do cancer por género com a prevaléncia do género na
populagdo-alvo, temos 58,5% dos casos de cancer em cadelas que correspondem a apenas 47,6% da
populacdo em questdo. Entretanto, no geral, de todos os tumores malignos aqui descritos como
comuns, apenas os carcinomas mamarios foram, obviamente, mais comuns em fémeas. Ndo temos



43

evidéncias que permitam ir contra a afirmacdo de que o aumento de fémeas em uma populagio
aumenta proporcionalmente a prevaléncia do cancer (Olsen & Allen 2000, Merlo et al. 2008, Withrow
et al. 2013), pelo contrario, os resultados encontrados inclusive corroboram essa afirmagio, mas
salientamos que talvez isso se deva muito mais, ou apenas, a acentuada discrepancia entre 99% de
carcinomas mamarios em fémea e 1% desses mesmos tumores em machos.

O fator mais frequentemente incriminado na variacdo da prevaléncia do cancer em diferentes
populacdes alvo é a idade da populagdo canina (Dorn et al. 1966, Capik et al. 2008, Bronden et al.
2010, Andrade et al. 2012). E consenso entre pesquisadores, criadores de cies e clinicos veterinarios
(Withrow et al. 2013), mas também atualmente entre o publico leigo, que quanto maior a expectativa
de vida dos cdes, maior a chance de morte por cancer. Dessa forma, o envelhecimento da populagio
canina, semelhantemente ao que é descrito para a populacdo humana, esta diretamente relacionado
com o aumento da prevaléncia de cancer (Dorn et al. 1966, Dobson et al. 2002). Na pratica, isso pode
ser comprovado com base em varios estudos, tanto recentes (Dobson et al. 2002, Eleni et al. 2014),
quanto classicos (Dorn et al. 1968a, Dorn et al. 1968b). Isso é atribuido principalmente ao acimulo
de danos genéticos e a queda na imunidade ao longo do envelhecimento (Cullen et al. 2002). Flores
et al. (2016) demonstraram que a percentagem de cdes idosos aumentou grandemente, oscilando
entre cerca de 8% e 11% nas trés primeiras décadas (1964-1993) para 16% na quarta década (1994-
2003) e, posteriormente, para 28% na dltima década (2004-2013). Comparando os resultados desses
autores, com aqueles aqui descritos, pode-se observar uma estreita relacdo entre o aumento da
expectativa de vida e o aumento no risco de desenvolvimento de cancer na populacgdo alvo estudada.

A prevaléncia do cancer nos diferentes estudos semelhantes a este aumenta proporcionalmente
com a idade, atinge um pico em determinado periodo e, posteriormente, entra em declinio (Cohen et
al. 1974, Dobson et al. 2002, Capik et al. 2008, Merlo et al. 2008). Nos estudos de Merlo et al. (2008)
e de Vascellari et al. (2009), realizados na Italia, os picos de ocorréncia do ciancer ocorreram nos
grupos com idades entre 9 e 11 anos e a partir de 12 anos, respectivamente. Capik et al. (2008)
descreveram um pico aos 12 anos na Eslovaquia, e Bhaiyat et al. (2013) descreveram um pico entre
8 e 12 anos na India. Cohen et al. (1974) demonstraram uma média de idade semelhante ao pico
descrito por Merlo et al. (2009), de 9,1 anos, em cdes norte americanos. Dobson et al. (2002)
descreveram o pico de ocorréncia aos 10 anos em cies do Reino Unido. Entretanto, isso pode ser
muito variavel, pois varios estudos demonstraram que a média de idade dos cides com linfomas
(Cohen et al. 1974, Merlo et al. 2008) e com osteossarcomas esqueléticos (Cohen et al. 1974), por
exemplo, era menor quando comparada a média de idade dos cdes com outros tipos de cancer. Cohen
et al. (1974) encontraram uma média de idade de 7,3 anos para cies com linfomas e 7,9 anos para
cdes com osteossarcomas esqueléticos, enquanto a média de idade do cancer em geral era de 9,1
anos. Merlo et al. (2008) observaram que, enquanto a maioria dos cdes com cancer situava-se na faixa
etaria entre 9 e 11 anos, os cdes com linfomas tinham entre 7 e 9 anos. Isto significa dizer que a “idade
do cincer” era menor para linfomas e osteossarcomas esqueléticos. Semelhantemente a isso, a
“mediana de idade de morte” devido a linfomas (8 anos) e osteossarcomas esqueléticos (8,5 anos)
caninos foi muito menor quando comparada a “mediana de idade de morte” por cancer em geral (10
anos). Alguns autores sugerem que o fato de a “idade do cincer” ser menor para linfomas e
osteossarcomas esqueléticos possa indicar uma possivel etiologia em comum para esses dois
tumores (Cohen et al. 1974). Apesar disso, é mais plausivel depreender que a presenca de um fator
de risco adicional para determinados tipos de tumores, como, por exemplo, o peso corporal, no caso
dos osteossarcomas esqueléticos, possa induzir o desenvolvimento precoce desse tipo de cancer
(Thompson & Pool 2002).

Os carcinomas mamarios, o linfoma, o osteossarcoma esquelético e o mastocitoma cutineo sio
frequentemente citados como os tipos de ciancer mais prevalentes nos diferentes estudos citados
anteriormente (Cohen et al. 1974, Bastianello 1983, Dobson et al. 2002, Merlo et al. 2008, Bronden
et al. 2010). Esses mesmos tumores foram observados como altamente prevalentes neste estudo.
Carcinomas mamarios, por exemplo, que representavam cerca de 15% dos canceres entre 1964 e
1983, aumentaram muito sua prevaléncia, chegando a aproximadamente 33% entre 1984 e 1993,
vindo posteriormente a estabilizar-se na faixa de 25% nas ultimas duas décadas (1994-2003 e 2004-
2013). Osteossarcoma esquelético, colangiocarcinoma e linfoma oscilaram ainda mais, ao contrario
do mastocitoma, que se manteve sempre ao redor de 5% nos diferentes momentos deste estudo.
Esses achados demonstram que estes quatro tipos de cancer sempre tiveram alguma importancia
como causas de morte ou razdes para eutandsia de cdes. A importancia dos carcinomas mamarios e
linfomas em cdes ndo é novidade: eles aparecem entre os tumores mais prevalentes em estudos
realmente antigos, alguns dos quais foram publicados ha quase 50 anos (Bastianello 1983, Dorn et
al. 19684, Cohen et al. 1974).]a a prevaléncia do osteossarcoma esquelético em estudos mais antigos
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é baixa (Dorn et al. 1968b, Bastianello 1983), perfazendo apenas o sétimo cancer mais importante no
estudo de Cohen et al. (1974). Desconhecemos o motivo pelo qual a prevaléncia do osteossarcoma
esquelético deste estudo cai de 12,5% para 1,4% entre 1974-1983 e 1984-1993. Apesar de ter se
mantido entre os tumores mais importantes entre todas as décadas, o colangiocarcinoma apresentou
um leve declinio em sua prevaléncia, passando de 10,5% a 2,7% entre 1964-1973 e 1994-2003. O
colangiocarcinomas é um tumor importante no LPV-UFSM, e ndo é possivel justificar a sua baixa
representatividade entre 1994 e 2003. A prevaléncia estavel do mastocitoma ao longo dos 50 anos
deste estudo (2004-2013) reflete a sua real importancia em Medicina Veterinaria. H4 evidéncias que
estes tumores ja pareciam ser bastante importantes a partir da década de 60, como demonstram os
estudos de Dorn et al. (1968b), Cohen et al. (1974) e Bastianello (1983).

Os carcinomas mamarios (CM) foram o tipo de cincer mais prevalente neste estudo,
representando 24,5% de todos os tumores. Esses resultados ja eram esperados, principalmente
diante de alguns dados prévios publicados neste mesmo laboratério (Fighera et al. 2008, Oliveira
Filho 2010) e da grande quantidade de cadelas nao castradas presentes em paises como o Brasil. Isto
culmina em uma alta prevaléncia de tumores mamarios nestes locais (Cohen et al. 1974, Bronden et
al. 2010). Semelhantemente aos resultados por noés descritos, Egenvall et al. (2005) e Bhaiyat et al.
(2013) apontaram o Dobermann como tendo alto risco para o desenvolvimento de cancer de mama.

Os linfomas (LN) corresponderam a 8,8% de todos os tumores e foram o segundo cancer mais
prevalente neste estudo. Estes tumores ja foram assunto de uma publicacdo prévia deste laboratério
(Fighera et al. 2006). O LN é o tumor hematopoiético mais importante de cies (Jacobs et al. 2002), e
segundo alguns autores, o Boxer (Dorn et al. 1968b) e o Rottweiler (Jagielski et al. 2002) tém maior
risco para o desenvolvimento do tumor. Apesar disto, essas duas racas ndo demonstraram uma
mortalidade proporcional maior para LN neste estudo. Além disso, os cies RD parecem ter um maior
risco para o desenvolvimento de linfomas quando comparados aos SRD (Vascellari et al. 2009), o que
foi observado neste estudo.

Os osteossarcomas esqueléticos (OE) foram o terceiro cancer mais prevalente neste estudo,
correspondendo a 7,8% de todos os tumores. OE sdo os tumores 6sseos primarios mais comuns em
cdes (Thompson & Pool 2002), e acometem mais frequentemente animais entre 7,5 e 8 anos
(Thompson & Pool 2002), o que vai ao encontro da “mediana de idade de morte” relativamente baixa
encontrada aqui. Em um estudo anterior deste mesmo laboratério (Trost et al. 2012), 43% dos OE
acometiam Rottweiler. Apesar das racas de porte grande e gigante, em geral, apresentarem um alto
risco para o desenvolvimento de OE (Thompson & Pool 2002), algumas racas especificas parecem ter
maior risco, sdo elas: Boxer, Dobermann, Dogue Alemao, Golden Retriever, Sio Bernardo, Setter
Irlandés e Rottweiler (Brodey & Riser 1969, McNeill et al. 2007, Morello et al. 2011).

O colangiocarcinoma (CC) foi o quarto tipo de cancer mais comum neste estudo, correspondendo
a 5,5% de todos os tumores. A alta prevaléncia de CC no LPV-UFSM (Fighera et al. 2008) é
considerada atipica (Flores et al. 2013), por ser descrita apenas em raros estudos acerca do assunto,
todos eles bastante antigos (Messow 1952, Rooney 1959, Bastianello 1983). A grande maioria dos
artigos cientificos (Strombeck 1978, Patnaik et al. 1980, Ramos-Vara et al. 2001) e dos autores dos
principais livros de patologia veterinaria (Ponomarkov & Mackey 1976, Cullen & Popp 2002, Head et
al. 2003, Stalker & Hayes 2007) concorda que o CC é um tumor incomum em cdes e considera o
carcinoma hepatocelular como o cancer hepatico primario mais prevalente. Os motivos para a alta
prevaléncia de CC em caes necropsiados no LPV-UFSM permanecem desconhecidos. Apesar de Flores
et al. (2013) terem descrito uma maior ocorréncia do tumor em Boxer e Poodle, outros autores
acreditam ndo haver racas de maior risco para CC (Rooney 1959, Patnaik et al. 1980).

O mastocitoma cutidneo (MC) foi o quinto tipo de cancer mais prevalente neste estudo,
correspondendo a 5,4% de todos os tumores. Estes tumores ja foram assunto de uma publica¢do
prévia deste laboratoério (Reck et al. 2004) e estdo entre os tumores de pele mais prevalentes em
estudos de outros paises (Bostock 1977, Bastianello 1983, Goldschmidt & Shofer 1992, Reid-Smith
et al. 2000, Dobson et al. 2002, Bronden et al. 2010, Bhaiyat et al. 2013), o que vai ao encontro dos
resultados aqui apresentados. O Boxer (Warland & Dobson 2013), raca com mortalidade
proporcionalmente maior para MC neste estudo, estd entre as ragas de maior risco. Outras ragas
citadas na literatura internacional incluem Boston Terrier, Bull Terrier, Bullmastiff, American
Staffordshire Terrier, Bulldog, Dachshund e Shar Pei (Goldschmidt & Shofer 1992, Gross et al. 2005,
Miller et al. 2012).

0 hemangiossarcoma multicéntrico (HM) foi o sexto tipo de cancer mais prevalente neste estudo,
correspondendo a 3,3% de todos os tumores. Este tumor ja foi previamente estudado neste
laboratério (Flores et al. 2012) e também tem importancia em outros estudos, tanto mais antigos
(Bastianello 1983) quanto recentes (Bhaiyat et al. 2013). O HM tem progndstico reservado a
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desfavoravel, pois apresenta um comportamento agressivo e tem uma alta capacidade de
metastatizar para outros 6rgaos (Goldschmidt & Hendrick 2002). Ha fortes indicios de que o Pastor
Alemado apresente um risco alto para o desenvolvimento do tumor (Hirsch et al. 1981, Brown et al.
1985), raca que demonstrou uma mortalidade proporcionalmente maior por HM neste e no estudo
publicado previamente pela equipe de diagnéstico deste mesmo laboratério (Flores et al. 2012).

E importante lembrar que a prevaléncia dos diferentes tipos de cancer aqui relatados ndo é um
reflexo totalmente fidedigno da ocorréncia de cancer em cies na Regido Central do RS. Em primeiro
lugar, as mortes de cdes no Brasil ndo sdo registradas de forma sistematica, como ocorre para caes
em muitos paises desenvolvidos ou como ocorre com a morte de humanos. Isto acaba criando vieses
no grupo de cies necropsiados no LPV-UFSM, pois além de ele nido englobar todos os cies que
morrem na Regido Central do RS, ele ndo é selecionado de forma aleatéria, como deveriam ser
selecionadas as amostras de um estudo como este. Proprietarios e veterinarios que julgam
desnecessaria a realizacao de necropsia em determinados caes, cdes de rua que morrem atropelados
diariamente e ndo passam pelo exame post mortem e cies pertencentes a proprietarios que ndo tém
acesso ao servigo de diagnéstico do LPV-UFSM por uma série de motivos sdo exemplos de fatores
externos que influenciam a amostragem de caes necropsiados no LPV-UFSM. Esses fatores podem:
(1) influenciar a prevaléncia das ragas, géneros e idades na populacgio total de cies necropsiados
tornando-a diferente da populacdo total de cdes que morrem na Regido Central do RS; e (2)
subestimar a prevaléncia de algumas condi¢cdbes como o atropelamento, o que aumenta
proporcionalmente a importancia das outras categorias de doengas, entre elas, o cincer. Em segundo
lugar, este estudo incluiu apenas os tumores diagnosticados como causas de morte ou razdes para
eutanasia, o que significa dizer que aqueles tumores marcadamente comuns, mas que nio causam
morte - como, por exemplo, lipomas (Gross et al. 2005) -, ndo aparecerao em resultados de estudos
como este. Esta exclusdo de tumores comuns, porém, de comportamento benigno, acaba elevando a
proporc¢ao de tumores frequentemente fatais, passando a impressao de que esses tumores sdo mais
comuns do que outros. Apesar da existéncia desses vieses, é importante enfatizar que uma das
melhores formas de conduzir um estudo de prevaléncia do cincer em cies ainda é utilizar um banco
de dados oriundo de clinicas e hospitais que se utilizam de servicos de diagnostico post mortem, visto
que o cancer exige confirmacao histopatoldgica, e estudos em populag¢des higidas provavelmente ndo
possibilitem esta confirmacdo em todos os casos incluidos. Além disto, a auséncia de dados
demograficos completos das populacdes caninas brasileiras, e, mais especificamente, da populacdo
que habita Regido Central do RS, dificulta a realizacdo de estudos como este, o que acaba estimulando
o uso de grupos de cdes examinados em hospitais e clinicas (Cohen et al. 1974), segurados (Dobson
etal. 2002) ou, como no nosso caso, necropsiados (Andrade et al. 2012) como “populacgdo total” para
o calculo de prevaléncia da condigdo estudada.

CONCLUSAO

A partir dos achados encontrados na analise epidemiol6gica do padrdo de ocorréncia do cancer em
cies, podemos concluir que o cancer tem se tornado mais prevalente como causa de morte e razio
para eutandsia em caes necropsiados no LPV-UFSM nos dltimos 50 anos. O aumento no nimero de
fémeas e idosos e determinadas mudancas nas ragas mais comuns na populacdo controle podem ter
contribuido para esta variagdo. Algumas racas foram apontadas como tendo uma mortalidade maior
por cancer na nossa regido, o que pode representar um risco aumentado destas racas para o
desenvolvimento de tumores. Apesar de os tipos de cancer mais comuns no LPV-UFSM terem
oscilado entre as décadas deste estudo, eles tiveram em comum o fato de manterem-se sempre entre
os principais tipos de cancer em cies necropsiados neste laboratério.
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QUADROS

Quadro 1. Parametros populacionais e mortalidade proporcional das principais racas caninas
necropsiadas no Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria.

Raca Populac¢io Populac¢iao com Mortalidade
necropsiada cancer % proporcional
Rottweiler 220 61 27,72% "
Boxer 285 72 25,26% m
Fila Brasileiro 189 30 15,87% T
Cocker Spaniel Inglés 185 26 14,05% T
Dobermann 151 21 13,91% T
Pastor Alemio 710 92 12,96% T
Popula¢ao controle (ra¢a pura) 4.119 469 11,38% )
Populacao controle (total) 7.780 867 11,14% )
Collie Pelo Longo 154 17 11,04% !
Pointer Inglés 162 17 10,49% !
Poodle 365 33 9,04% !
Dachshund 259 22 8,49% !
Terrier Brasileiro 117 6 5,13% W
Pinscher Miniatura 230 10 4,35% H
Pequinés 138 4 2,90% W
Yorkshire Terrier 135 3 2,22% H

Mortalidade proporcional maior: T aumento leve e TT aumento acentuado.
Mortalidade proporcional menor: | diminuicdo leve e Il diminuicdo acentuada.
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Quadro 2. Prevaléncia por décadas dos principais tipos de cinceres como causa de morte ou razdo para eutandsia de caes necropsiados no Laboratério de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria.

1964-1973 % 1974-1983 % 1984-1993 % 1994-2003 % 2004-2013 %

158
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105

Mastocitomas
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Outros tumores 474  Outrostumores 32,5 Outrostumores 443  Outros tumores 441 Outros tumores 459

53 56
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Fig.1. Percentagem de cdes necropsiados por década cuja morte ou razdo para eutanasia foi
relacionada a cancer no Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria
(1964-2013).

Fig. 2. Prevaléncia do cancer por sistemas/6rgaos como causa de morte ou razdo para eutanasia de
caes necropsiados no Laboratdrio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria
(1964-2013).

Fig. 3. Canceres mais comuns como causa de morte ou razdo para eutanasia de cies necropsiados no
Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (1964-2013).

Fig. 4. Influéncia do género na prevaléncia dos canceres mais comuns como causa de morte ou razao
para eutandsia de cdes necropsiados no Laboratdrio de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal de Santa Maria (1964-2013).

Fig. 5. Canceres mais comuns como causa de morte ou razdo para eutanasia de cies das ragas Boxer
e Rottweiler necropsiados no Laboratdrio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Maria por década (1964-2013).
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Aspectos epidemioldgicos e anatomopatologicos do hemagiossarcoma em
caes: 40 casos (1965-2012)1

Mariana M. Flores?, Welden Panziera3, Glaucia D. Kommers#, Luiz Francisco Irigoyen#, Claudio S.L.
Barros* e Rafael A. Fighera*"

ABSTRACT.- Flores M.M., Panziera W., Kommers G.D., Irigoyen L.F., Barros C.S.L. & Fighera R.A. 2012.
[Epidemiological and pathological aspects of hemangiosarcoma in dogs: 40 cases (1965-
2012).] Aspectos epidemioldgicos e anatomopatolégicos do hemangiossarcoma em caes: 40 casos
(1965-2012). Pesquisa Veterindria Brasileira 00(00)00-00. Departamento de Patologia, Universidade
Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail:
anemiaveterinaria@yahoo.com.br

Epidemiological and pathological aspects of hemangiosarcoma in dogs from the Central
Region of the State of Rio Grande do Sul, Brazil. Out of the studied cases (n=40), aged dogs (72.2% of
the cases) and dogs of German shepherd breed (20% of the cases) were clearly more frequently
affected since in the total population of necropsied dogs in the same period (n=7,063) this age group
and breed were comparatively less represented (respectively 14.6% e 10.1% of the cases). At
necropsy (n=40) most tumors (92.5%) occurred as nodules and less frequently as masses (37.5%),
affecting mainly the spleen (62.5%), lung (60%), liver (52.5%), peritoneum (42.5%), kidney (37.5%),
brain (30%), pleura (25%), and heart (22.5%). Hemoperitoneum (42.5% of the cases) and resultant
anemia (22.5% of the cases) were also observed. On histological examination (n=25), most
hemangiosarcomas (84%), were, in general, well differentiated, of low grade (64%) and possessed a
scant stroma (84%), although frequently (68%) focal areas with cells displaying some degree of
atypia were seen. Necrosis, hemorrhage, and thrombosis were observed in all cases, however
extramedullary hematopoiesis (28%) and benign angiomatous proliferation (12%) were less
common findings. In all cases submitted to immunohistochemistry staining (n=24) the tumor cells
displayed a finely granular positive staining when using anti-factor von Willebrand. Regarding
anatomical classification, 55% of the hemangiosarcomas were considered as multicentric, 30% as
primary tumors with one or more metastasis and 15% were solitary tumors. This paper discusses
these results an suggests, based on the combination of affected organs, a scheme for setting apart
primary hemangiosarcoma with metastasis from multicentric hemangiosarcoma, aiming to
uniformize communication between pathologists regarding this tumor.

INDEX TERMS: Diseases of dogs, oncology, pathology, multicentric tumors, hemangiosarcoma.

RESUMO.- Os aspectos epidemioldgicos e anatomopatoldgicos de casos de hemangiossarcoma em
cdes da Regido Central do RS foram estudados. Dos casos avaliados (n=40), cies idosos e da raca
Pastor Alemao foram nitidamente os mais afetados (72,2% e 20% dos casos, respectivamente), visto
que na populacdo total de cdes necropsiados nesse mesmo periodo (n=7.063) essa faixa etaria e raca
tiveram comparativamente uma prevaléncia bem mais baixa (14,6% e 10,1% dos casos,
respectivamente). Na necropsia (n=40), os tumores ocorreram quase sempre como nddulos (92,5%)
e, menos frequentemente, como massas (37,5%), e afetaram principalmente: bago (62,5), pulmao
(60%), figado (52,5%), peritdnio (42,5%), rim (37,5%), encéfalo (30%), pleura (25%) e coragdo

1 Recebido em 3 de setembro de 2012.

Aceito para publicacdo em 9 de outubro de 2012.

2 Programa de Pés-Graduacdo em Medicina Veterindria, drea de concentracdo em Patologia
Veterindria, Centro de Ciéncias Rurais (CCR), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Camobi,
Santa Maria, RS 97105-900, Brasil.

3 Curso de Medicina Veterinaria, CCR-UFSM, Santa Maria, RS. Bolsista PIBIC/CNPq/UFSM.

4 Departamento de Patologia, Centro de Ciéncias da Saude, UFSM, Av. Roraima 1000, Santa Maria,

RS 97105-900. *Autor para correspondéncia: anemiaveterinaria@yahoo.com.br
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(22,5%). Hemoperiténio (42,5%) e, consequentemente, anemia (22,5%) foram vistos com certa
frequéncia. Na histologia (n=25), os hemangiossarcomas eram principalmente bem diferenciados
(84%), de baixo grau (64%) e com estroma escasso (84%), mas frequentemente (68%) havia areas
com células demonstrando algum grau de atipia. Necrose, hemorragia e trombose foram vistos em
todos os casos, mas hematopoiese extramedular (28%) e proliferagdo angiomatosa benigna (12%)
foram achados menos comuns. Na imuno-histoquimica (n=24), utilizando anticorpo anti-fator de von
Willebrand, todos os casos demonstraram marca¢do de intensidade varidvel com um padrio
citoplasmatico finamente granular. Em relagdo a classificacdo anatéomica, 55% dos
hemangiossarcomas foram considerados como multicéntricos, 30% como primarios com
metastase(s) e 15% como solitarios. Esse artigo discute esses resultados e propde, com base em
combinagdes de 6rgdos afetados, um esquema de separacao entre hemangiossarcomas primario com
metastase(s) e multicéntrico, a fim de tentar homogeneizar a maneira com que patologistas
veterindrios referem-se a esse neoplasma.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de cdes, oncologia, patologia, tumores multicéntricos,
hemangiossarcoma.

INTRODUCAO

Hemangiossarcomas sdo neoplasmas malignos que se originam do endotélio vascular sanguineos
(Goldschmidt & Hendrick 2002); tais tumores sdo diagnosticados frequentemente em cies (Brown
et al. 1985, Schultheiss 2004, Pirie et al. 2006), mas apenas ocasionalmente nas outras espécies
domésticas (Monluxa et al. 1956, Southwood et al. 2000, Godoy et al. 2009). Na rotina do Laboratério
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (LPV-UFSM), hemangiossarcoma
representa: 1) cerca de 5% dos neoplasmas malignos encontrados em necropsias de cies, o que o
torna o sexto tumor mais frequentemente associado a morte (incluindo eutanasia) nessa espécie
(Fighera 2008); e 2) cerca de 3% dos tumores diagnosticado através de biépsia de pele, o que o torna
o quarto cancer de pele mais comum de cdes (Souza et al. 2006).

Embora muito se saiba acerca de hemangiossarcoma, a prevaléncia dos drgaos afetados por
esse tumor é tema bastante controverso na literatura internacional, principalmente porque os varios
estudos que abordam tal assunto utilizam sistematicas diferentes em relacdo a classificacdo
anatémica, mas também devido a falta de dados de necropsia dos casos incluidos (Culbertson 1982),
pois quase a totalidade dos artigos discorre sobre a prevaléncia do hemangiossarcoma em um
determinado 6rgdo e ndo o contrario. Para varios autores (Kleine et al. 1970, Hirsch et al. 1981,
Brown et al. 1985), hemangiossarcoma é considerado como sendo um neoplasma primario,
frequentemente metastatico, enquanto para outros (Goldschmidt & Hendrick 2002) ocorre
principalmente de forma multicéntrica. Essa divergéncia na classificagdo quanto ao sitio anatdémico
dos hemangiossarcomas, que possivelmente se deve a inexisténcia de subsidios na literatura, faz com
que alguns trabalhos abordem o neoplasma como primario de um determinado 6rgio com
possibilidade de metastase(s) em outro(s), enquanto outros consideram casos semelhantes ou
idénticos como multicéntricos. Dessa forma, ndo é incomum entre patologistas surgirem as seguintes
duvidas: 1) “Quantos érgados necessitam ser afetados para um hemangiossarcoma ser considerado
multicéntrico?”; 2) “Quais 6rgdos precisam estar acometidos para um hemangiossarcoma ser
considerado multicéntrico?”; e 3) “Quais os 6érgdos mais afetados em casos de hemangiossarcoma?”.

Com base nessa problematica, os objetivos principais deste trabalho sdo: 1) determinar a
prevaléncia dos 6rgios afetados por hemangiossarcoma, a fim de definir quais os mais acometidos e
quais aqueles que apenas ocasionalmente estio envolvidos, e 2) subdividir os casos de
hemangiossarcoma com base nos sitios anatémicos, a fim de propor uma forma de separacao entre
essas apresentacdes (solitario versus primario com metastase versus multicéntrico). Esse estudo visa
também comparar os aspectos epidemiolédgicos e os achados macroscépicos, histolégicos e imuno-
histoquimicos dos casos de hemangiossarcoma diagnosticados no LPV-UFSM com o que é descrito
na literatura.

MATERIAL E METODOS
Os protocolos de necropsias de cdes realizadas entre 1965 e 2012 no LPV-UFSM foram revisados em
busca de casos de hemangiossarcoma. O método de inclusdo dos casos neste estudo foi o diagnéstico
definitivo do tumor através de critérios histolégicos estabelecidos pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) para tumores mesenquimais de tecidos moles (Weiss 1974) e pela Armed Forces
Institute of Pathology (AFIP) para tumores mesenquimais da pele e dos tecidos moles (Hendrick et
al. 1998) e aplicados durante esse periodo a partir de consultas a diferentes edi¢cdes do principal
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livro-texto de patologia de tumores em animais domésticos (Meuten 2002). Esses diagndsticos foram
realizados por oito patologistas veterinarios pertencentes ao LPV-UFSM em diferentes periodos de
tempo, quatro dos quais sdo autores desse trabalho (G.D.K,, L.F.I,, C.S.L.B. e RA.F.).

Os protocolos de necropsia referentes a esses casos foram separados e examinados. Desses
protocolos de necropsia foram retiradas informagdes referentes ao sexo, a idade, as racas e aos
achados macroscopicos. Os cdes foram classificados apenas como macho e fémea,
independentemente de serem castrados ou ndo. Foram ainda divididos em trés categorias de idade,
conforme publicado anteriormente (Fighera et al. 2008): filhotes (até 1 ano de idade), adultos (de 1
a9 anos de idade) e idosos (10 anos de idade ou mais). Quanto as ragas, os cdes foram classificados
em sem raca definida (SRD) ou de raga pura (RP). Cies mesticos, do cruzamento de duas RP, foram
considerados como SRD. Todos os casos incluidos ocorreram no Municipio de Santa Maria, localizado
na Mesorregido do Centro Ocidental Rio-Grandense, popularmente conhecida como Regido Central
do RS. Para fins de comparacgao, foram calculados os mesmos dados epidemioldgicos (idade, sexo e
raga) de toda a populacio de cides necropsiada no LPV-UFSM nesse mesmo periodo.

Foram considerados para este estudo apenas casos em que o hemangiossarcoma foi a causa
da morte ou a razdo para eutandsia do cdo (n=40). A apresentacio macroscépica dos
hemangiossarcomas foi classificada em: 1) papula (aumento de volume sélido, redondo e bem
circunscrito com menos de 1 cm de didmetro), 2) nédulo (aumento de volume sélido, redondo e bem
circunscrito com 1 a 10 cm de didmetro), 3) massa (aumento de volume sélido, irregular, ndo
circunscrito e de qualquer tamanho ou aumento de volume sélido, redondo e bem circunscrito
[n6dulo], porém, com mais de 10 cm de didmetro), 4) macula/mancha (areas focais, nio elevadas,
bem ou mal circunscritas, respectivamente, e com menos ou mais de 1 cm de didmetro,
respectivamente) e 5) organomegalia difusa (aumento de volume difuso de um drgio sem ocorréncia
de tumoragdes).

Foram reavaliados histologicamente todos os casos em que os blocos de parafina foram
encontrados no Arquivo do LPV-UFSM (n=25). Os achados histoldgicos reavaliados incluiram: 1)
grau de diferenciacdo (bem diferenciados ou pouco diferenciados), 2) indice mitético (baixo grau [<2
mitoses/cga] ou alto grau =3 mitoses/cga]), 3) padrao estromal (escasso ou abundante) e 4)
ocorréncia de pleomorfismo celular, 5) atipia e 6) necrose, hemorragia e trombose. Para essa
reavaliacdo foram utilizados diferentes tecidos afetados e que constavam no arquivo. Com exce¢do
de um caso (n=24), pelo menos um tecido de cada um desses casos reavaliados histologicamente foi
escolhido e submetido a imuno-histoquimica. A reavaliacdo histolégica e a interpretagdo imuno-
histoquimica foram realizadas por dois (M.M.F. e RAF.) e trés (M.M.F., G.D.K. e R.A.F.) patologistas
veterindrios, respectivamente.

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) empregada foi a imunomarcac¢do para o fator de von
Willebrand, conforme protocolo descrito a seguir. Apds a desparafinizacdo e reidratacdo dos tecidos,
foi realizada a recuperacdo antigénica com solu¢ao de TRIS-EDTA (pH 9,0) em forno micro-ondas,
em poténcia maxima, por dez minutos. Como anticorpo primario, foi utilizado anticorpo policlonal
anti-fator de von Willebrand humano produzido em coelho?, diluido 1:400 em PBST, e incubado por
60 minutos a 37°C. O anticorpo secundario biotinilado e o complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase® foram utilizados consecutivamente, incubados a 252C por 30 minutos e marcados
através da adicao do cromégeno de tetracloreto de 3-3’ diaminobenzidina (DAB)7. A contra-coloragao
foi com hematoxilina de Mayer. Como controle positivo foram utilizados os vasos sanguineos normais
de areas nio afetadas pelo tumor nas mesmas sec¢des histoldgicas (controle interno). Como controle
negativo, as mesmas sec¢des foram utilizadas, com substituicdo do anticorpo primario por PBST. A
imunomarcacgdo para o fator de von Willebrand foi classificada como leve, moderada ou acentuada,
conforme estudos prévios realizados (von Beust et al. 1988, Sabattini & Bettini 2009).

RESULTADOS
Achados epidemiolégicos
Entre 1965 e 2012 foram realizadas 7.063 necropsias de cides no LPV-UFSM. Dessas, 53,5%
correspondiam a machos e 46,5% a fémeas. Do total de cies, 35,8% foram incluidos como filhotes,
49,6% como adultos e 14,6% como idosos. Dos cdes em que dados sobre raca foram encontrados nos
protocolos, 62,6% tinham raca definida e 37,4% eram SRD. Para fins de comparacao, as ragas a seguir

5 Dako Cytomation A0082®, Dako Cytomation, 6392 Via Real, Carpinteria, CA, USA.
¢ Dako Cytomation K0690®, Dako Cytomation, 6392 Via Real, Carpinteria, CA, USA.
" Dako Cytomation K3468®, Dako Cytomation, 6392 Via Real, Carpinteria, CA, USA.
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correspondiam as seguintes prevaléncias: Pastor Alemao (10,1%), Poodle (4,9%), Boxer (3,8%),
Dachshund (3,1%), Rottweiler (2,9%), Cocker Spaniel (2,4%), Pointer (2,4%), Fila Brasileiro (1,5%),
Dogue Alemao (0,8%), Husky Siberiano (0,7%), Chow-Chow (0,5%), Akita (0,4%) e Pit Bull (0,4%).
Dos 7.063 protocolos de necropsia, 771 (10,9%) correspondiam a tumores. Dessas, em 40
(5,2% do total de cdes que morreram por tumores e 0,6 do total de cdes que morreram por qualquer
causa) havia evidéncias morfolégicas de hemangiossarcoma. Dos 40 cdes com hemangiossarcoma, a
idade ndo estava anotada nos protocolos de quatro caes. Dos 36 caes em que a idade constava dos
protocolos, 26 (72,2%) foram incluidos como idosos e 10 (27,8%) como adultos. Dos 40 cdes com
hemangiossarcoma, 24 (60%) eram machos e 16 (40%) eram fémeas. Dos 40 cdes com
hemangiossarcoma, 11 (27,5%) eram SRD e 29 (72,5%) eram de rac¢a pura, principalmente Pastor
Alemdo (8/40 [20%]), Boxer (4/40 [10%]), Rottweiler (4/40 [10%]), Dachshund (2/40 [5%]),
Cocker Spaniel (2/40 [5%]) e Fila Brasileiro (2/40 [5%]), mas também vdrias outras racas (Akita,
Chow-Chow, Dogue Alemao, Husky Siberiano, Pointer, Poodle e Pit Bull) (1/40 [2,5%]). Dos 40 caes
afetados, 19 (47,5%) morreram espontaneamente e 21 (52,5%) foram submetidos a eutanasia.

Achados de necropsia

Na necropsia (n=40), independentemente da forma de apresentagdo, os 6rgdos afetados
incluiram, em ordem decrescente de frequéncia: bago (25/40 [62,5%]) (Fig.1), pulmao (24/40
[60%]) (Fig.2), figado (21/40 [52,5%]) (Fig.3), peritonio (17/40 [42,5%]), rim (15/40 [37,5%]),
encéfalo (12/40 [30%]), pleura (10/40 [25%]), coragdo (9/40 [22,5%]), intestino (8/40 [20%]),
linfonodo (8/40 [20%]), adrenal (8/49 [20%]), musculo esquelético (6/40 [15%]), pele (6/40
[15%]), cavidade oral (5/40 [12,5%]), pancreas (5/40 [12,5%]), osso (5/40 [12,5%]), tecido
subcutaneo (5/40 [12,5%]), estdmago (2/40 [5%]), ureter (2/40 [5%]), aorta (1/40 [2,5%]), bexiga
(1/40 [2,5%]), esofago (1/40 [2,5%]), faringe (1/40 [2,5%]), ovario (1/40 [2,5%]), préstata (1/40
[2,5%]), testiculo (1/40 [2,5%]), traqueia (1/40 [2,5%]) e Gtero (1/40 [2,5%]). O nimero de érgaos
afetados em cada cdo variou entre 1-15.

Em alguns casos (6/40 [15%]), os cdes afetados apresentavam apenas um 6rgao afetado; esses
casos foram por nds denominados de hemangiossarcoma solitario. Na maior parte dos casos (22/40
[55%]), os caes afetados tinham varios 6rgdos acometidos e ndo era possivel inferir sobre a origem
primaria do tumor; esses casos foram por n6s denominados de hemangiossarcoma multicéntrico. No
restante dos casos (12/40 [30%]), os cdes tinham entre dois e quatro 6rgaos afetados e era possivel
deduzir qual dos 6rgaos era mais provavelmente o sitio primario e quais eram metastases; esses
casos foram por nds denominados de hemangiossarcoma metastatico.

Nos casos em que o tumor foi considerado solitario (6/40 [15%]), os 6rgaos afetados
incluiram: bago (3/6 [50%]), figado (1/6 [16,7%]), cavidade oral (1/6 [16,7%]) e osso (1/6 [16,7%]).
Nos casos em que o tumor foi considerado metastatico (12/40 [30%]), os 6rgdos afetados foram
(sitio primario e metastase): bago e figado (2/12 [16,7%]), pele e pulmao (1/12 [8,3%]), tecido
subcutaneo e pulmao (1/12 [8,3%]), baco e cavidade oral (1/12 [8,3%]), figado e periténio (1/12
[8,3%]), figado e linfonodo (1/12 [8,3%]), coracdo e pulmao (1/12 [8,3%]), baco, pulmao e peritdnio
(1/12 [8,3%]), figado, linfonodo e periténio (1/12 [8,3%]), figado, pulmio e peritdnio (1/12 [8,3%])
e pele, pulmdo e pleura (1/12 [8,3%]). Nos casos em que o tumor foi considerado multicéntrico
(22/40 [55%]), a frequéncia com que cada d6rgao foi afetado foi a seguinte: bago (18/22 [81,8%]),
pulmao (18/22 [81,8%]), rim (15/22 [68,2%]), figado (14/22 [63,6%]), peritonio (13/22 [59,1%]),
encéfalo (12/22 [54,5%]), pleura (9/22 [40,9%]), adrenal (8/22 [36,4%]), coracio (8/22 [36,4%]),
intestino (8/22 [36,4%]), linfonodo (6/22 [27,3%]), musculo esquelético (6/22 [27,3%]), pancreas
(5/22 [22,7%]), pele (4/22 [18,2%]), tecido subcutineo (4/40[18,2%]), osso (4/22 [18,2%]),
cavidade oral (3/22 [13,6%]), estomago (2/22 [9,1%]), ureter (2/22 [9,1%]), aorta (1/22 [4,5%]),
bexiga (1/22 [4,5%]), esofago (1/22 [4,5%]), faringe (1/22 [4,5%]), ovario (1/22 [4,5%]), prostata
(1/22 [4,5%]), testiculo (1/22 [4,5%]), traqueia (1/22 [4,5%]) e utero (1/22 [4,5%)]).

Os hemangiossarcomas ocorreram como tumores em todos os casos (40/40 [100%]),
principalmente na forma de nédulos (37/40 [92,5%]), menos frequentemente como massas (15/40
[37,5%]) e raramente como papulas (1/40 [2,5%]). Alguns desses neoplasmas foram também vistos
como maculas/manchas (8/40 [20%]) e outros na forma de organomegalia difusa (5/40 [12,5%]).
Com frequéncia os caes afetados demonstravam, concomitantemente, dois ou mais desses padrdes
macroscopicos de apresentacdo, como por exemplo, n6dulos e massas, que ocorreram ao mesmo
tempo e em diferentes 6rgdos de muitos cies (15/40 [37,5%])-

Nodulos (Fig.4) ocorreram em todos os tecidos acometidos pelos hemangiossarcomas e o
numero de 6rgaos afetados sincronicamente variou de 1 a 12. O numero de nddulos por 6rgao foi
classificado como contavel (até quatro) ou incontavel (multiplos). Em 21 casos (52,5%), havia um ou
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mais 6rgdos com niimero contavel de nédulos. Em 31 casos (77,5%), o nimero de né6dulos em um ou
mais 6rgdos era incontavel. Os nédulos apresentavam dimensdes variadas, entre 0,1 a 10 cm e foram
classificados como multifocais ou coalescentes. Foram descritas as seguintes coloragdes para os
noédulos: vermelho-escuro (20/40 [50%]), vermelho (9/40 [22,5%]), vermelho com focos brancos
(5/40[12,5%]), branco (4/40 [10%]), enegrecido (4/40 [10%]) e azulado (2/40 [5%]). Sempre que
descrita, a superficie natural dos nédulos foi citada como lisa e brilhante. Ao corte, os nédulos eram
macios (10/40 [25%]), cisticos (6/40 [15%]), fridveis (3/40 [7,5%]) ou firmes (2/40 [5%]). Em
alguns poucos casos (3/40 [7,5%]), os nddulos foram descritos como umbilicados. Oito (20%)
nodulos tinham coagulos em seu interior ou aderidos externamente a eles.

Dos casos em que ocorreram massas (Fig.5), um ou mais 6rgios foram afetados, e incluiam:
bago (4/40 [10%]), coragdo (4/40 [10%]), figado (2/40 [5%]), peritonio (2/40 [5%]), cavidade oral
(1/40 [2,5%]) e tecido subcutaneo (1/40 [2,5%]). Estas massas variaram de 1 a 32 cm em seu maior
eixo. As massas eram citadas como solitarias e extensas. Foram descritas as seguintes colorag¢des para
as massas: vermelho-escuro (6/40 [15%]), vermelho (5/40 [12,5%]), moteado de vermelho, branco
e amarelo (2/40 [5%]), marrom-claro (2/40 [5%]) e azulado (1/40 [2,5%]). Sempre que descrita, a
superficie natural dos nddulos foi citada como lisa e brilhante. Ao corte, as massas eram friaveis
(5/40 [12,5%]), macias (5/40 [12,5%]), cisticas (4/40 [10%]) ou firmes (1/40 [2,5%]). Em pelo
menos um caso (2,5%) a massa foi descrita como umbilicada. Duas (5%) massas tinham coagulos em
seu interior e rupturas facilmente perceptiveis.

Maculas e/ou manchas (Fig.6) foram descritas para os seguintes 6rgdos: encéfalo (3/40
[7,5%]), figado (2/40 [5%]), musculo esquelético (2/40 [5%]) e pulmao (1/40 [2,5%]). Estas areas
variaram de 0,5 a 5 cm em seu maior eixo, eram multifocais e descritas como vermelhas ou vermelho-
escuras. Organomegalia difusa afetou apenas os linfonodos. Em todos esses casos, os demais 6rgdos
afetados apresentavam nddulos e/ou massas. Os linfonodos afetados eram grandes
(linfadenomegalia) e turgidos. Ao corte eram macios e deixavam fluir liquido vermelho-claro ou
réseo e turvo (sangue misturado com linfa). A superficie de corte era difusamente ou
multifocalmente vermelha.

Achados de necropsia diretamente relacionados ao tumor incluiram principalmente
hemoperitonio (17/40 [42,5%]) (Fig.7), anemia (9/40 [22,5%]) e, menos frequentemente,
hemotorax (5/40 [12,5%]), ictericia (2/40 [5%]), insuficiéncia cardiaca congestiva (2/40 [5%]) e
desvios porto-sistémicos (1/40 [2,5%]). A quantidade de sangue acumulado nas cavidades
abdominal e toracica variou de 10 a 4.500 ml e de 50 a 560 ml, respectivamente. Dos casos em que
havia achados que permitiram o diagndstico de anemia durante a necropsia (mucosas [Fig.8] e
visceras palidas e sangue aquoso), a perda continuada de sangue foi o inico mecanismo que pode ser
comprovado. Nesses casos, a perda ocorreu por hemoperitdnio (5/40 [12,5%]) como consequéncia
de ruptura dos tumores em 6érgdos parenquimatosos abdominais (bago e/ou figado), por hemotérax
(1/40 [2,5%]) como consequéncia de ruptura dos tumores em 6rgaos parenquimatosos toracicos
(pulmodes) ou por ambos (1/40 [2,5%]). Perda para o terceiro espago (fascias musculares) e
hemorragia a partir de tumores cutaneos multiplos foi uma causa incomum de anemia (1/40 [2,5%]).
Hemoperitonio estava presente em um (2,5%) dos dois cdes com ictericia e a metabolizacdo da
hemoglobina pelo sistema monocitico-macrofagico foi a explicacdo sugerida para esse caso. O outro
cao com ictericia (2,5%) também tinha acometimento do figado pelo hemangiossarcoma.
Insuficiéncia cardiaca congestiva foi secundaria a presenca de massas tumorais, frequentemente
trombosadas, que se originavam do atrio direito. Lesdes associadas a sindrome incluiram figado de
noz-moscada (1/40 [2,5%]), ascite (1/40 [2,5%]) e hidrotérax (1/40 [2,5%]).

Achados histopatolégicos

Na histologia (n=25), todos os hemangiossarcomas caracterizaram-se por uma proliferacdo celular
variavelmente diferenciada, porém com caracteristicas morfolégicas suficientes para um possivel
reconhecimento de sua origem apenas através desse método, ou seja, um arranjo na forma de vasos
sanguineos de diferentes calibres, que variavam desde capilares (Fig.9) até grandes espacos
cavernosos (Fig.10). Com base nessa diferenciacdo, os hemangiossarcomas foram divididos em: bem
diferenciados (21/25 [84%]) e pouco diferenciados (4/25 [16%]). Em varios casos (10/25 [40%]),
as células neoplasicas demonstravam marcado pleomorfismo. Em alguns poucos casos (3/25 [12%]),
havia areas bem diferenciadas intercaladas com areas pouco diferenciadas. Presenca de células que
quando observadas isoladamente nao permitiam inferir sobre sua origem (atipia celular) (Fig.11)
também foi um achado comum (17/25 [68%]), incluindo alguns poucos casos em que tais células
tinham aspecto epitelioide (3/25 [12%]). Mesmo nesses 17 casos era possivel determinar com
facilidade a origem vascular do neoplasma. O indice mitético foi classificado em alto grau (9/25
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[36%]) ou baixo grau (16/25 [64%]). Presenca de colageno intercalado entre feixes de células
neoplasicas foi um achado constante e quantificado como: escasso (21/25 [84%]) ou abundante
(4/25 [16%)]). Areas de trombose (Fig.12), hemorragia e necrose foram observadas em todos os
casos. Adicionalmente, foram vistos focos de hematopoiese extramedular (7/25 [28%]) (Fig.13),
aglomerados de neutrofilos intravasculares (4/25 [16%]) e acumulo de células endoteliais
neopldsicas no interior de vasos linfaticos (1/25 [4%]). Em alguns poucos casos (3/25 [12%]), foram
observadas areas de proliferacdo angiomatosa benigna (Fig.14) ao redor ou entre areas de formacao
neoplasica na pele, coragio e baco, respectivamente.

Achados imuno-histoquimicos

Na imuno-histoquimica, dos 24 casos testados, todos foram positivos. Quanto a intensidade, a
maior parte dos casos foi considerada como leve (12/24 [50%]) ou moderada (10/24 [41,7%]).
Marcagdo acentuada (2/24 [8,3%]) foi bem menos comum. Quanto ao padrdo de imunomarcagao, as
células positivas tinham citoplasma finamente granular (Fig.15). A quantidade de granulos era
variavel e foi o critério utilizado para considerar as intensidades anteriormente descritas. O endotélio
de vasos sanguineos normais e os megacariocitos demonstraram marcag¢io idéntica. Em alguns
desses casos, houve reagoes inespecificas, incluindo nas areas de necrose e nos limens vasculares,
principalmente sobre trombos de fibrina.

DISCUSSAO

A prevaléncia do hemangiossarcoma em diferentes 6rgios pode variar muito de um estudo para
outro (Kleine etal. 1970, Hirsch et al. 1981, Brown et al. 1985), devido principalmente a divergéncias
na definicdo dos sitios anatdmicos (solitdrio, metastatico ou multicéntrico). Em um estudo
retrospectivo antigo, por exemplo, alguns autores (Kleine et al. 1970) concluiram que seus casos de
hemangiossarcoma cardiaco de cdes eram mais frequentemente primarios do que metastaticos,
devido a sua localizacdo e apresentacdo macroscopica. Consequentemente, como o coracgio foi
considerado como o sitio primario nesse estudo, ele foi o 6rgao mais afetado. Com base no estudo
anterior, anos mais tarde, outros autores (Hirsch et al. 1981) também classificaram grande parte dos
tumores cardiacos incluidos em seu estudo como primarios, obtendo resultados muito semelhantes.
Diferentemente, alguns autores (Brown et al. 1985) definiram o acometimento cardiaco como
metastatico, o que resultou em uma menor prevaléncia de hemangiossarcomas como tumores
cardfacos primarios.

A fim de evitar os problemas previamente discutidos, a distribuicdo dos hemangiossarcomas
por 6rgdo feita neste estudo ndo levou em conta a origem do neoplasma e nem a quantidade de 6rgaos
afetados em cada caso. Dessa forma, reunimos todos os casos (n=40), independentemente de serem
solitarios, metastaticos ou multicéntricos e analisamos a prevaléncia de cada érgdo afetado sem
subdividi-los de acordo com um possivel sitio primario. Com isso, acreditamos estar apresentando
resultados mais fidedignos do que nesses outros estudos. Os resultados por nds encontrados
demonstram que os 6rgdos mais acometidos por hemangiossarcoma incluem, em ordem decrescente
de frequéncia: bago, pulmao, figado, peritdnio, rim, encéfalo, pleura e coragio. Esta prevaléncia é
muito semelhante a observada no estudo de Hirch et al. (1981), exceto, obviamente, pelo menor
numero de tumores cardiacos. Na literatura internacional, o baco é frequentemente descrito como o
6rgao mais afetado pelo hemangiossarcoma (Hirsch et al. 1981, Brown et al. 1985, Schultheiss 2004,
Sabattini & Bettini 2009), exceto, é claro, no estudo de Kleine et al. (1970), como ja discutido
previamente. Semelhante ao que observamos, apenas esporadicamente outros 6rgaos sdo descritos
na literatura como estando envolvidos em casos de hemangiossarcoma (Brown et al. 1985, Hayden
et al. 1992, Sabattini & Bettini 2009).

O frequente envolvimento concomitante de 6rgdos como corag¢do e bago em caes afetados por
hemangiossarcoma tem levado muitos autores a discutirem uma possivel origem multicéntrica para
esse neoplasma (Goldschmidt & Hendrick 2002). Tumores multicéntricos sao frequentes em cies e
o hemangiossarcoma é, em nossa rotina, o segundo mais diagnosticado nessa espécie, atras apenas
do linfoma (Fighera 2008). Devido ao fato de ndo haver critérios na literatura consultada para a
utilizacdo do termo multicéntrico, definimos, para uso nesse estudo, que tumores multicéntricos sdo
aqueles que acometem varios 6rgdos de um mesmo individuo, ao ponto de tornar impossivel
estabelecer um sitio primario. Na maior parte dos casos, tumores multicéntricos originam-se em um
Unico 6rgdo e posteriormente metastatizam para varios outros, tornando impossivel saber qual deles
foi inicialmente afetado, ou seja, sdo prolifera¢des celulares que possuem um sitio primario, porém
ndo detectado. Menos frequentemente, tumores multicéntricos podem originar-se ao mesmo tempo
em varios 6rgdos diferentes. Com base nessa definicdo, podemos depreender que quando varios
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6rgdos sdo afetados por um neoplasma e ndo é possivel saber qual deles foi primeiramente
acometido, a multicentricidade pode ser aventada, independentemente se isso ocorreu
sequencialmente ou sincronicamente. Além dessas aplica¢des, em medicina humana, cada vez mais
se utiliza o adjetivo multicéntrico para expressar multiplos tumores em um unico 6rgio,
principalmente para tumores mamarios, tireoidianos e intestinais, mas também em outros érgaos.

0 exposto no paragrafo anterior é diferente da situacdo em que mais de um 6rgao é acometido,
mas um deles é mais frequentemente descrito na literatura como sitio metastatico preferencial, como
por exemplo, em casos de tumores hepatoesplénicos ou cardiopulmonares, nos quais o bago e o
coragdo sdo sempre considerados como os locais primarios e o figado e o pulmio como os sitios
metastaticos, respectivamente. Esse fato é particularmente verdadeiro para tumores mesenquimais,
como o hemangiossarcoma, que metastatizam principalmente por via sanguinea e, portanto, o
padrido de metastatiza¢do “tende a respeitar” a circulagdo sanguinea (Cullen et al. 2002). Com base
nessas definicdes e nos achados por ndés encontrados nestes 40 casos de hemangiossarcoma,
consideramos como solitarios aqueles casos em que apenas um 6rgao foi afetado e como primarios
com metastases aqueles casos em que: 1) havia apenas dois 6rgaos afetados, 2) caso pelo menos um
desses orgdos fosse cavitario, houvesse metastatizacdo transceldmica, 3) caso o terceiro 6rgdo fosse
algum ou varios linfonodos drenantes e 4) havendo mais de dois 6rgios (desconsiderando os
linfonodos e mesotélios [Critérios 2 e 3]), fosse plausivel inferir sobre um possivel padrio de
metastatiza¢do, por exemplo, hemangiossarcoma esplénico com metastases no figado e pulmao.
Quando mais de dois drgdos estiveram afetados e nenhum dos critérios anteriormente descritos foi
preenchido, os casos foram considerados como multicéntricos.

Os aspectos epidemiolégicos e os achados macroscépicos e histoldgicos observados nos 40
casos de hemangiossarcoma revisados sao semelhantes aos descritos na literatura (Goldschmidt &
Hendrick 2002). Para a maior parte dos autores (Culbertson 1982, Hargis et al. 1992, Schultheiss
2004), hemangiossarcomas ocorrem mais comumente em cdes idosos, menos frequentemente em
cdes adultos e apenas raramente em filhotes. Em alguns estudos, hd maior nimero de machos
afetados (Culbertson 1982, Ward et al. 1994), embora a maior parte dos autores nao tenham relatado
predisposicdo sexual (Kleine et al. 1970, Hirsch et al. 1981, Hargis et al. 1992). A influéncia
hereditaria é bastante discutida por alguns autores, pois se acredita haver forte predisposicido de
cdes das racas Pastor Alemao (Kleine et al. 1970, Hirsch et al. 1981, Brown et al. 1985), Labrador
Retriever (Schultheiss 2004) e Golden Retriever (Tamburini et al. 2009). Neste estudo, a prevaléncia
do tumor em cdes da raga Pastor Alemao foi de 20%, semelhante a frequéncia encontrada por Kleine
et al. (1970). Apesar de termos observado maior nimero de hemangiossarcomas em caes idosos e
dessa raga, devemos ter cautela ao interpretar tais resultados, visto o desconhecimento dos dados
referentes a faixa etdria, ao sexo e as ragas de uma populacao poder alterar a interpretacao. Para
evitar isso, comparamos os dados referentes a epidemiologia desses 40 casos de hemangiossarcoma
com aqueles oriundos da populagdo de cdes necropsiada no LPV-UFSM durante o mesmo periodo,
pois assumimos que ela possivelmente corresponde a uma amostra fidedigna da populagao local de
nossa regido. Assim, se compararmos a prevaléncia de cdes idosos e da raca Pastor Alemio na
populacio geral (14,6% e 10,1% dos casos, respectivamente) com aquela observada nos cies com
hemangiossarcoma (72,2% e 20% dos casos, respectivamente), podemos afirmar com mais
seguranca que tais aspectos epidemiolégicos correspondem a fatores de risco no desenvolvimento
desse tumor.

Histologicamente, a maioria dos hemangiossarcomas analisados foi classificada em bem
diferenciado (84%) e de baixo grau (64%), apesar do comportamento marcadamente agressivo de
grande parte deles. Semelhantemente ao que é descrito na literatura (Schultheiss 2004), ndo houve
correlacdo entre o grau de diferencia¢do e a agressividade do tumor, considerando apenas como mais
ou menos agressivos aqueles casos em que havia mais ou menos 6rgdos afetados, respectivamente.
Provavelmente por este motivo, o niimero de mitoses comumente nio é parametro avaliado em
varios estudos sobre hemangiossarcoma (Culbertson 1982, Hargis et al. 1992, Pirie et al. 2006,
Sabattini & Bettini 2009). Segundo Sabattini & Bettini (2009), o nivel de prolifera¢do celular do tumor
seria muito melhor avaliado pela imunomarcagdo para Ki-67, e ndo pela contagem de mitoses. Neste
estudo, a classificacdo dos tumores quanto ao grau de diferenciagdo, indice mitético e pleomorfismo
celular teve utilidade apenas na interpretacdo dos casos de imuno-histoquimica, e sera discutida
mais adiante. A presenca de necrose, hemorragia e trombose foi um achado consistente em todos os
casos e, portanto, ndo possui relagdo com os outros parametros avaliados.

A presenca de hematopoiese extramedular em meio ao tumor foi observada em 28% dos casos
aqui descritos. Este achado tem sido ocasionalmente observado por outros autores (Bertazzolo et al.
2005), com uma frequéncia de até 42%. Segundo Johns & Christopher (2012), a hematopoiese
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extramedular no interior de neoplasmas é pouco relatada por ser um achado incidental e sem
importancia clinica. Acredita-se que a origem em comum das células endoteliais e sanguineas a partir
de uma mesma célula-tronco, somada ao envolvimento de grande nimero de citocinas na
proliferacio do endotélio neoplasico, possa estar envolvida no estimulo a hematopoiese
extramedular intratumoral (Bertazzolo et al. 2005).

Em trés casos, que afetaram bago, corac¢io e pele, respectivamente, havia areas de proliferacdo
vascular benigna intercaladas com areas neoplasicas pouco diferenciadas no mesmo tumor. Esta
caracteristica histoldgica assemelha-se muito ao que é descrito para os hemangiossarcomas cutaneos
caninos induzidos pelo sol, que sdo frequentemente circundados por proliferacées vasculares nio
neoplasicas (telangiectasia) ou neoplasicas benignas (hemangiomas) (Gross et al. 2009). A presenca
dessas formacgdes angiomatosas benignas em meio a um neoplasma maligno pode dificultar o
diagnéstico do neoplasma quando frente a uma biopsia incisional, visto que uma pequena
amostragem do tumor pode nio ser representativa.

Em trés estudos prévios (von Beust et al. 1988, Ferrer et al. 1995, Warren & Summers 2007),
a imunomarcacdo positiva dos hemangiossarcomas caninos para o fator de von Willebrand foi de
73%, 89% e 100%, respectivamente. O fator de von Willebrand é uma proteina presente no interior
dos corpusculos de Weibel-Palade, organelas citoplasmaticas de células endoteliais. Essa proteina
também esta presente no citoplasma de megacariocitos. Nestes 40 casos aqui descritos, todos foram
positivos para o fator de von Willebrand, sempre em um padrao granular e com intensidade variavel,
entretanto, mesmo naqueles casos fracamente positivos, a imunomarcacao das células neoplasicas
era facilmente visualizada, a semelhanca do que ja havia sido descrito em um estudo prévio que
utilizou esse marcador em casos de tumores vasculares vesicais de bovinos (Gabriel 2008).

Os trés casos de hemangiossarcoma com padriao epitelioide marcaram fortemente,
semelhantemente ao que foi observado por outros autores (Warren & Summers 2007) e isso parece
ser uma caracteristica destes neoplasmas, pois, semelhantemente ao que foi observado neste estudo,
ndo houve correlacdo entre o grau de diferenciacio das células neoplasicas epitelioides e a
imunomarcacgdo citoplasmatica para o fator de von Willebrand (Weiss & Enzinger 1982). Esse achado
é importante, pois confirma a possibilidade da utilizacdo desse marcador em caso de duvida quanto
a origem celular frente a um neoplasma epitelioide com padrdo ndo obviamente vascular.

A partir da imuno-histoquimica foi possivel observar que ndo ha correlagio linear positiva
entre intensidade de imunomarcacao e diferenciacao celular, grau de mitoses ou pleomorfismo, visto
ter sido muito mais comum a ocorréncia de casos bem diferenciados (84%) e com marcagao leve ou
moderada (91,7%) ou de casos pouco diferenciados (16%) e com marcacgao forte (8,3%) do que o
contrario. Esse resultado é totalmente diferente daquele encontrado por outros autores (Sabattini &
Bettini 2009), que justificam seus achados no fato de que ao se tornarem menos diferenciadas, as
células endoteliais neoplasicas passam a ter menos corpusculos de Weibel-Palade, e, assim, perdem
a imunomarcagao para o fator de von Willebrand (Cerelli & Wick, 2006). Em nossa opinido, aqueles
casos em que as células eram menos diferenciadas ndo necessariamente demonstravam marcagao
mais forte, mas a presenca de células marcadamente atipicas, muitas das quais tinham citoplasma
abundante para serem interpretadas como endoteliais com base apenas na morfologia, tornavam
mais facil a visualizag¢do dos granulos.

CONCLUSOES

A partir dos achados encontrados nestes 40 casos de hemangiossarcoma em cies podemos concluir
que: 1) independentemente do sitio anatomico inicial, os 6rgdos mais afetados incluem: bago,
pulmio, figado, periténio, rim, encéfalo, pleura e coragio; 2) a apresentacdo macroscopica mais
comum s3o os tumores, que ocorrem principalmente como ndédulos ou massas, variavelmente
vermelhos e macios; 3) além da presenca dos tumores, outros achados de necropsia incluem
principalmente hemoperitonio e, consequentemente, anemia; 4) dentre os critérios microscépicos
mais comumente avaliados na rotina do diagndstico anatomopatoldgico (grau de diferenciagao,
indice mitdtico, padrdo estromal, pleomorfismo celular, atipia, necrose, hemorragia e trombose)
nenhum demonstrou qualquer relagdo com o grau de agressividade; 5) com certa frequéncia ocorrem
areas de proliferagdo vascular benigna (angiomatose) e de hematopoiese extramedular
intraneopldasicas; 6) a imuno-histoquimica utilizando anticorpo anti-fator de von Willebrand é
invariavelmente positiva e auxilia inclusive no diagnéstico definitivo daqueles casos menos
diferenciados; e 7) cdes idosos e da raca Pastor Alemdo possuem risco aumentado para o
desenvolvimento dessa forma de cancer.

Com base nas combina¢des de drgdos afetados e a fim de evitar divergéncias entre
patologistas, recomendamos que os tumores sejam separados em: solitario, primario com
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metastase(s) e multicéntrico. Nesse ponto, lembramos que solitario é aquele caso em que ha apenas
um 6rgao afetado, multicéntrico é aquele caso em que varios 6rgdos sdo acometidos sem que seja
plausivel estabelecer um sitio anatémico inicial e primario com metastase(s) sdo aqueles casos que
preenchem um dos quatro critérios discutidos neste artigo.
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Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).
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LISTA DE LEGENDAS

Fig.1. Multiplas massas vermelho-escuras obliteram o parénquima esplénico e aumentam
significativamente o volume do 6rgao (esplenomegalia). Note que uma das massas estd rompida. O
baco foi 0 6rgdo mais frequentemente acometido em casos de hemangiossarcoma canino, perfazendo
quase um terc¢o dos casos.

Fig.2. Papulas e nédulos vermelho-escuros e multifocais que protraem hemisfericamente da
superficie pleural do pulmao. O pulméo foi o segundo 6rgio mais frequentemente acometido em
casos de hemangiossarcoma canino, perfazendo pouco mais da metade dos casos.

Fig.3. Massa tumoral focalmente extensa que emerge do lobo hepatico quadrado. O figado foi o
terceiro 6rgao mais frequentemente acometido em casos de hemangiossarcoma canino, perfazendo
cerca da metade dos casos.

Fig.4. Papulas e nddulos cutaneos distribuidos disseminadamente na pele. Essa apresentacio
dramatica do hemangiossarcoma cursou com perda cronica de sangue através de gotejamento de
cada um dos tumores e morte do cdo devido a complica¢des de anemia hemorragica cronica.

Fig.5. Grande massa tumoral que ocupa o atrio direito. Note que boa parte do massa é constituida por
um trombo, uma apresentacao classica do hemangiossarcoma cardiaco em cies.

Fig.6. Manchas vermelho-escuras que lembram contusdes cerebrais. Essa é a tipica apresentacdo do
hemangiossarcoma no encéfalo de caes.

Fig.7. Hemoperitonio devido a ruptura de hemangiossarcoma esplénico em um cdo. Nesses casos, o
desenvolvimento de anemia aguda é um achado importante no histérico da necropsia.

Fig.8. Palidez das mucosas em um cdo com hemangiossarcoma multicéntrico. Nesse, e na maioria dos
casos, a causa basica é o acimulo de sangue nas cavidades (hemoperitonio e/ou hemotdrax) devido
aruptura dos tumores.

Fig.9. Proliferacdo de células ovais a variavelmente fusiformes formando capilares repletos de
eritrécitos na pele de um cao, morfologia tipica de hemangiossarcoma. HE, obj.20x.

Fig.10. Proliferacdo de células fusiformes formando espacos vasculares dilatados (espagos
cavernosos) repletos de eritrécitos no omento de um cio, morfologia tipica de hemangiossarcoma.
HE, obj.20x.

Fig.11. Aglomerado de células neoplasicas variavelmente redondas, marcadamente descoesas e
frequentemente binucleadas no figado de um cio. Essa perda da diferenciacdo foi comum em muitos
casos de hemangiossarcoma e interpretada como atipia celular. HE, obj.20x.

Fig.12. Trombo de fibrina infiltrado por neutréfilos degenerados obstruindo completamente o limen
de um vaso neoformado no figado de um cdo. Trombose foi uma constante em todos os 40 casos de
hemangiossarcoma descritos. HE, obj.10x.

Fig.13. Acimulo de precursores hematopoiéticos, principalmente eritropoiéticos (metarrubricitos e
rubricitos), na luz de vasos sanguineos neoformados, no diafragma de um c3o com
hemangiossarcoma. HE, obj.20x.

Fig.14. Proliferacao angiomatoide benigna caracterizada por uma redundancia de células endoteliais
dispostas sobre feixes de colageno na forma de capilares hamartomatosos repletos de eritrécitos na
pele de um cdo com hemangiossarcoma. HE, obj.20x.

Fig.15. A imunorreatividade é observada na forma de multiplos granulos castanho-escuros dispersos
no citoplasma das células neoplasicas no linfonodo de um cdo com hemangiossarcoma. Imuno-
histoquimica (método da estreptavidina-biotina-peroxidase), obj.20x.
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Uso de técnicas auxiliares na avaliacdo de mastocitomas cutaneos caninos do Brasil
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ABSTRACT

The wuse of histologic classification by a 2-tier grading system only,
immunohistochemistry (IHC) for KIT and Ki-67 and polymerase chain reaction (PCR)
for internal tandem duplications (ITD) on exon 11 has been improving the prognostication
of canine cutaneous mast cell tumors (CCMTSs) particularly in the United States.
However, these techniques are not commonly used in most Brazilian laboratories.
Likewise, no studies, to date, have investigated the occurrence of ITD in CCMTs from
the country. Thus, this study tested the 2-tier grading system, the immunohistochemistry
for KIT and Ki-67 and the PCR for exon 11 in a group of Brazilian CCMTs with the goal
of investigating the applicability of these tests in a Brazilian laboratory. Of the 39
CCMTs, 69.2% (27/39) were identified as low-grade and 30.8% (12/39) as high-grade by
a 2-tier grading system. All tumors had a KIT expression pattern 11, and 30.6% (11/36)
had a high growth fraction (Ki-67). PCR amplification was successful in six of the 11

tumors examined. Two of these (33.3%) were positive for ITD. This study highlights the
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importance of using auxiliary techniques in the CCMT evaluation, identifies limitations
and confirms the applicability of these methods on a routine diagnostic basis in Brazil.
Our results will help improve the prognostication of CCMTs in Brazilian diagnostic
laboratories, encouraging the use of supplementary methods.
Key Words: immunohistochemistry, cellular proliferation index, internal tandem
duplications, polymerase chain reaction, histological grading system
RESUMO

O uso de classificacdo histolégica por um novo sistema de graduacdo que utiliza
apenas duas categorias, imuno-histoquimica (IHQ) para KIT e Ki-67 e reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) para mutacdes (duplicacdes internas) no éxon 11 tem
melhorado a avaliacdo do progndstico de mastocitomas cutaneos caninos (MCCs)
particularmente nos Estados Unidos. No entanto, estas técnicas sdo ainda pouco utilizadas
em laboratdrios brasileiros, e até entdo, nenhum estudo investigou a prevaléncia de
duplica¢des internas (DIs) em MCCs do pais. Este estudo testou o novo sistema de
graduacdo histoldgica de duas categorias, a imuno-histoquimica para KIT e Ki-67 e 0
PCR para exon 11 em um grupo de MCCs brasileiros, com o objetivo de investigar a
aplicabilidade destes métodos em um laboratério brasileiro. De 39 MCCs, 69,2% foram
identificados como sendo de baixo grau e 30,8% como de alto grau. Todos tiveram um
padrdo Il de expressdo de KIT, e 30,6% (11/36) tiveram uma alta contagem para Ki-67.
A amplificagdo foi bem-sucedida em seis dos 11 tumores examinados. Dois destes
(33,3%) foram positivos para Dls. Este estudo ressaltou a importancia do uso de técnicas
auxiliares na avaliagdo de MCCs, identificou limitaces e confirmou a aplicabilidade
destes métodos em uma rotina de diagnésticos no Brasil. Estes resultados irdo auxiliar na
melhor avaliagdo progndstica dos MCCs em laboratorios brasileiros, encorajando o uso

de métodos suplementares neste processo.
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Palavras-chave: imuno-histoquimica, indice de proliferacdo celular, duplicacbes
internas em sequéncia, reacdo de polimerase em cadeia, sistema de graduacéo histologica
INTRODUCTION

The cutaneous mast cell tumor is a common skin cancer of dogs, known by its highly
variable biological behavior (GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002; GROSS et al.,
2005). Identifying biologically aggressive canine cutaneous mast cell tumors (CCMTSs)
is quite challenging. Histopathology is one of the most consistent tools used for this
purpose, among which the most commonly used grading system is the one proposed by
PATNAIK et al. (1984). Despite of the fact of being the most known grading method, the
Patnaik System (PS) has been strongly criticized for its subjective criteria
(VASCELLARI et al., 2012; SABATTINI et al., 2015) and the poor prognostic value of
its intermediate category (grade 1) (VASCELLARI et al., 2012). Recently, a 2-tier
grading system has been proposed (KIUPEL et al., 2011) which divides the CCMTs
solely in low-grade and high-grade tumors. Despite of the noticeable improvement in the
histological grading provided by the Kiupel system (KS), to date, no grading system is
able to predict the prognosis of most CCMTSs.

A set of mutations termed “internal tandem duplications” (ITD) affecting the exon 11
of the c-kit gene has been associated with the development of some mast cell tumors in
dogs (LONDON et al., 1999; DOWNING et al., 2002; ZEMKE et al., 2002). The affected
tumors seem to be more aggressive (DOWNING et al., 2002; ZEMKE et al., 2002), but
also respond more effectively to specific therapies (PRYER et al., 2003). These aspects
have stimulated the inclusion of a PCR for exon 11 as a new prognostic test for CCMTSs.
The use of immunohistochemistry for the tyrosine kinase receptor (KIT) and for Ki-67 as

other prognostic indicators for MCCT has also been established (KIUPEL et al., 2004;
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WEBSTER et al., 2007; VASCELLARI et al., 2012). In recent years, the pattern of KIT
expression by neoplastic mast cells (KIUPEL et al., 2004) as well as the Ki-67 count
(SCASE et al., 2006; WEBSTER et al., 2007, VASCELLARI et al., 2012) have been
shown to correlate to prognostic indicators such as survival time and neoplastic
recurrence.

In the United States, the PCR for exon 11 and the IHC for KIT and Ki-67 are used on
a routine diagnosic basis to increase the chances of identifying biologically aggressive
tumors. Nevertheless, supplementary techniques for MCCTs evaluation are still little used
in most Brazilian laboratories. This study tested the new 2-tier grading system (KIUPEL
etal., 2011), the immunohistochemistry for KIT and Ki-67 and the PCR for exon 11 in a
group of CCMTs diagnosed in a Brazilian laboratory, with the main goal of investigating
the applicability of these different techniques in a routine diagnostic basis in Brazil, thus,
encouraging the use of auxiliary methods in the prognostication of CCMTs in this
country.
MATERIAL AND METHODS

The biopsy archive (2010-2015) of the Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) of
the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) was searched for canine cutaneous
mast cell tumors. Only cases that have been diagnosed as cutaneous mast cell tumors and
classified as grade Il according to PS (PATNAIK et al., 1984) by the same pathologist
(R.F.) were included. The paraffin blocks and hematoxylin and eosin slides from these
tumors were retrieved and sent to the Louisiana Animal Disease Diagnostic Laboratory
(LADDL), Louisiana State University (LSU), Baton Rouge, Louisiana, United States. At
the LADDL, a second pathologist (I.L.) graded the CCMTs following the novel 2-tier
grading system proposed by KIUPEL et al. (2011). Thereafter, all cases were submitted

to immunohistochemistry (IHC) for KIT and Ki-67, and, based on the IHC results, a
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subset of cases was selected for PCR for exon 11 of the c-kit gene. The amplicons with
mutations were sent for sequencing.

The IHC protocol for KIT and Ki-67 was similar to those previous publications
(KIUPEL et al., 2004; WEBSTER et al. 2007). Slides were incubated with primary
antibodies against KIT (pAb, 1:200, Dako, A4502)° and Ki-67 (MIB-1 mADb, 1:50, Dako,
M7240)° for 30 minutes at 37°C. A streptavidin-immunoperoxidase staining procedure
was used for immunolabeling. The 3,3’-diaminobenzidine substrate (Dako)® was used as
chromogen. Sections were counterstained with Mayer's hematoxylin (Anatech)®.

According to KIUPEL et al. (2004), the KIT IHC slides were divided into: pattern I,
characterized by membrane staining; pattern Il, characterized by focal or stippled
cytoplasmic staining; or pattern 11, characterized by diffuse cytoplasmic staining. The
Ki-67 IHC slides were interpreted according to WEBSTER et al. (2007). After
identifying areas with the highest number of labeled neoplastic cells, the number of
positive cells present in a 10 x 10 mm grid area was manually counted using a 1 cm? (10
x 10) grid reticle at 400X magnification. The number of positive cells per grid area was
counted over 5 high-power fields (hpf) and averaged. This number was termed "growth
fraction” (WEBSTER et al., 2007). CCMTs were divided into two groups: tumors with a
low growth fraction (<23) and tumors with a high growth fraction (>23). Based on
previous criteria (KIUPEL et al., 2004, WEBSTER et al. 2007), only the cases most likely
positive for ITD were submitted to PCR, namely those with KIT expression patterns 11 or
I11 and with a high growth fraction.

Extraction was performed using a commercially available kit (Qiagen QIAamp DNA

FFPE Tissue Kit®, Quiagen, 56404)’. Four 5 um sections of each block were cut and

5 Dako, Carpinteria, California, United States
6 Anatech, Battle Creek, Michigan, United States
7 Qiagen, Valencia, California, United States.
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placed in 2 ml tubes. Paraffin was removed by treatment with xylene and ethanol.
Samples were dried and 180 ul of ATL buffer and 20 ul of proteinase K were added. The
samples were incubated in 56°C for an hour and subsequently in 90°C for another hour.
The tubes were placed inside the QIAcube’ and the protocol "Isolation of genomic DNA
from FFPE tissue sections™ was selected. After the extraction, the samples were stored in
a -20°C refrigerator. A negative extraction control (NEC) was included in the extraction
procedure.

The PCR protocol for exon 11 and intron 11 was performed using the following
primers:PE1/PE2(PE1:CCCATGTATGAAGTACAGTGGAAG;PE2:GTTCCCTA
ATCATTGTTACACG) (JONES et al., 2004). A non-diluted sample and a 1:10 sample
were tested. The PCR reaction was performed by use of PE1/PE2 for initial denaturation
at 98°C for 20 seconds, followed by 40 cycles of 98°C for 20 seconds, 65.7°C for 30
seconds, 72°C for 30 seconds and then a 72°C for 10 minutes step. The PCR product was
analyzed by use of agarose gel electrophoresis (agarose gel in Tris-acetate-EDTA buffer,
4%). The gel amplifications from the positive cases for ITD were sent to Genelab (LSU)
for sequencing. GeneLab performs sequence analysis using the Applied Biosystems®
(ABI) 3130 Genetic Analyzer (ABI standard protocols). The sequences were analyzed
using the DNASTAR Lasergene® 12 software. A positive CCMT (PCR+) and a negative
CCMT (ITD-) for mutations were included as controls. A negative PCR control was also
used (PCR-).

This study used as a statistical analysis the simple regression model to determine the
relationship between the histologic grade and the growth rate. The correlation between
these variables was assessed through the Pearson correlation coefficient. The analyses
were done using Statgraphics Centurion® XV version 15.1.

RESULTS
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A total of 39 CCMTs met the inclusion criteria in this study. According to the 2-tier
grading system (KIUPEL et al., 2011), 69.2% (27/39) of these were identified as low-
grade and 30.8% (12/39) as high-grade tumors. The most frequent malignancy criteria
seen in the high-grade tumors was the presence of 7 or more mitotic figures in 10 hpf
(8/12 [66.7%]) (Figure 1a). In the four high-grade tumors with a low mitotic index,
karyomegaly (n=3) (Figure 1b), bizarre nuclei (n=1) and multinucleated cells (n=1) were
seen.

The IHC for KIT and Ki-67 failed in one (KIT) and three (Ki-67) cases, due to loss of
the tissue during processing (n=2) or failure of immune labeling (n=2). All the other KIT
IHC cases (38/38) were considered as having an expression pattern Il (Figure 1c). From
the Ki-67 IHC slides, 69.4% (25/36) had a low growth fraction (Figure 1d). Of these, 80%
(20/25) were low-grade tumors. About a third of the cases (11/36 [30.6%]) had a high
growth fraction (Figure 1d), 63.6% (7/11) of which were high-grade tumors. With the
statistical analysis, a moderate correlation (r=0.43) between the histologic grade and the
growth fraction was established. Eleven cases were selected for PCR.

The PCR was considered well succeeded when at least one band was seen in the
agarose gel electrophoresis. Cases with two bands were considered positive for ITD: the
lower band corresponding to the normal c-kit gene while the upper band corresponding
to the c-kit gene containing the internal tandem duplication (LONDON et al., 1999,
ZEMKE et al., 2002). The exon 11 from the c-kit gene was successfully amplified in six
samples (6/11[54.5%]). Of these, four (4/6[66.7%]) were negative for mutations and two
(2/6[33.3%]) were positive (Figure 2). Of the two positive cases, one was a low-grade
and the other was a high-grade tumor.

DISCUSSION
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This study investigated the histological grade, growth fraction and KIT expression
pattern of 39 CCMTs previously classified as intermediate grade, allowing the
identification of a group of potentially aggressive tumors. Additionally, the PCR for exon
11 identified two positive tumors for internal tandem duplications (ITD). These mutations
have been extensively investigated in the United States (LONDON et al., 1999;
DOWNING et al, 2002; ZEMKE et al, 2002; WEBSTER et al., 2007), but they have not
been explored in Brazil. We also investigated the applicability of IHQ and PCR for
MCCTs in Brazil and recognized important limitations on the use of these techniques in
this country.

The grading system proposed by KIUPEL et al. (2011) (KS) is currently considered as
one of the best histological grading systems for CCMT (VASCELLARI et al, 2012;
TAKEUCHI et al, 2013; MAULDIN & PETERS-KENNEDY, 2015; SABATTINI et al,
2015), although it is not consistently applied in the diagnostic routine of many Brazilian
laboratories. This system includes more objective criteria and has been associated with a
significant prognostic value, mainly when compared to the grading system proposed by
PATNAIK et al. (1984) (PS) (VASCELLARI et al., 2012; TAKEUCHI et al., 2013;
SABATTINI et al., 2015). Therefore, many North American laboratories have been using
the KS in their diagnostic routine, frequently together with the PS. The KS was essential
for the identification of potentially aggressive tumors in this study: 30.8% of the mast cell
tumors were considered high-grade based on this new grading system and these high-
grade tumors had a moderate correlation with a high growth fraction, another prognostic
indicator.

Despite being considered the main tool in the evaluation of CCMTs for at least 40
years (BOSTOK et al., 1973; PATNAIK et al., 1984; KIUPEL et al., 2011), the sole use

of histopathology has been proven ineffective for the prognostication of CCMTs
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(KIUPEL et al., 2004; KIUPEL et al, 2011). This has motivated the use of auxiliary
techniques on the MCCTs evaluation. The canine mast cells contain a membrane tyrosine
kinase receptor (KIT) encoded by a gene called c-kit (YARDEN et al., 1987). In 1999, a
research group described a series of mutations termed ITD affecting the juxtamembrane
domain (mainly exon 11) of this gene in CCMTs (LONDON et al., 1999) and enrolled in
the development and progression of these tumors. It is determined that 15-40% of CCMTs
are positive for ITD, and that their presence is related to an aggressive biological behavior
(DOWNING et al., 2002; ZEMKE et al., 2002; WEBSTER et al., 2006) and to an
increased responsiveness to therapy with the so-called "tyrosine kinase inhibitors"
(PRYER et al., 2003). Due to the relatively high prevalence, strong prognostic value and
great influence on therapeutic approach associated with the presence of ITD in CCMTs,
the investigation of these mutations by means of PCR has become a routine protocol in
the CCMT evaluation particularly at North America. In Brazil, however, the PCR for
exon 11 is still rarely used. In this study, only two (33.3%) tumors were positive for ITD.
The limitation on the number of samples submitted to PCR (due to low budget), the failure
in the PCR amplification of five samples and the low number of positive cases for
mutations prevented the authors from this study to determine a reliable prevalence for
ITD in this study and to correlate the presence of these mutations with the other prognostic
indicators tested here.

KIUPEL et al. (2004) have recently correlated the loss of membrane expression and
concurrent gain of cytoplasmic labeling of KIT to a shorter survival time and higher risk
of recurrence. Ever since, this supplementary technique has been incorporated as a new
variable in the assessment of the biological behavior of CCMTs. WEBSTER et al. (2006)
have shown a positive correlation between the increased cytoplasmic expression of KIT

and the presence of ITD c-kit mutations, suggesting that these mutations may play a role
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in the aberrant cytoplasmic KIT location in some of these tumors. All CCMTs included
in this study showed a KIT expression pattern Il, which suggests a worse prognosis
(KIUPEL et al., 2004). These results were already expected, since this study included
only intermediate tumors (grade I1).

The use of Ki-67, a nuclear protein expressed in cycling cells (YARDEN et al., 1987),
as a cellular proliferation marker in CCMTs is well established in the literature (SCASE
et al., 2006; WEBSTER et al., 2007; VASCELLARI et al., 2012). The number of Ki-67-
positive cells appears to be an important prognostic indicator in different studies (SCASE
etal., 2006; WEBSTER et al., 2007; VASCELLARI et al., 2012), but the cut-off point to
determine which tumors are likely more benign and which are likely more aggressive is
extremely variable from one article to another. WEBSTER et al. (2007) identified a
statistically significant cut-off value of 23 when comparing the growth rate to several
prognostic indicators. This article is referred by one of the most famous veterinary
pathology textbooks (MAXIE, 2015), and its cut-off value has been chosen to be used in
this study.

The failure of the IHC in two samples represented a minor limitation of this study, and
is probably related to the long formalin-fixation period, a common issue in Brazilian
laboratories. The major limitation of this study was the failure of the DNA amplification
in five samples submitted to PCR. There are several pitfalls that prevent or hinder the
DNA extraction from formalin fixed and paraffin embedded (FFPE) tissues (MAES et
al., 2014). The identification of sample-processing issues and use of good laboratory
practices may help overcoming these obstacles. This includes adequate sample cleavage
(0.5 to 1 cm thick), quality and quantity control of the formaldehyde, short fixation time,
and quality and temperature control of the paraffin (MAES et al. 2014).

CONCLUSION
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The histologic and immunohistochemical techniques used in this study were easily
applicable and when used together, improved the identification of potentially aggressive
tumors. The failure on the DNA amplification of several samples was the major limitation
of this study. Enforcing good laboratory practices in Brazilian laboratories might help
overcome this kind of issue. This study was important to identify limitations and to
confirm the applicability of these different techniques on a routine diagnostic basis in
Brazil, thus, encouraging the use of these methods on the prognostication of CCMTs from
this country.
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Figure 1a. Mitotic figure in a high-grade mast cell tumor (arrow). Hematoxilin and eosin (H&E),
obj. 40X. Figure 1b. Neoplastic mast cells with severe karyomegaly (arrows). H&E, obj. 40X.
Figure 1c. The majority of neoplastic mast cells show a focal cytoplasmic staining with loss of
the membrane staining (arrow). Inset: mast cell with membrane staining (arrow).
Immunohistochemistry (IHC) for KIT, obj. 20X; obj. 40X (inset). Figure 1d. The left picture
shows several immunopositive cells in a tumor with a high growth fraction. The right picture

shows rare immunopositive cells in a tumor with a low growth fraction. IHC for Ki-67, obj. 10X.



Genomic sequence of the exon 11 of canine c-Kit
cccatgtatgaagtacagtggaaggttgttgaggagatcaatggaaacaattatgtttacatagaccc
aacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaacaggctgagctttggtcagtatgaaa
taggggctttccatgtaacctttttgtgtacgtgtaacaatgactttagggaac

Sample 2
Cccatgtatgaagtacagtggaaggttgttgaggagatcaatggaaacaattatgtttacatagaccc
acacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaacaggcetgagctttggtcagtatgaaat
aggggctttccatgtaacctttttgtgtacgtgtaacaatgactttaggg---ACAAMCCYT
TTTTTKKKNBKKNNNAAAAAATTTT WRGGAAAAAAAA

Sample 5
CCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATC
AATGGAAACAATYAYGTTTACATAGRCCCAACACAGCTT
CSTKASGATCWCAAAKGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCT
—cccatgtatgaagtacagtggaaggttgttgaggagatcaatggaaacaattatgtttacatagac
ccaacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaacaggctgagctttggtcagtatga
aataggggctttccatgtaacctttttgtgtacgtgtaacaatgactttagggaac

88
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Figure 2a. PCR amplification of genomic DNA for exon 11 of c-kit from 11 CCMTs (samples 1

to 11). The ITD positive cases (samples 2 and 5) show two bands (arrow). The ITD negative cases

(7 and 10) show one band (arrow head). The amplification failed in the remaining samples

(1,3,4,6,8,11). Figure 2b. Sequencing results of the two ITD positive cases. Lowercase: normal

sequence of the c-kit. Capital letters: inserts. Underlined sequences: overlapping (internal tandem

duplications). The letters M, Y, C, K, B, N and R indicate that there is more than one base in the

respective point.
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4.5 DISCUSSAO

Por meio da realizacdo do presente estudo, foi possivel inferir que o cancer tem se
tornado mais comum como causa de morte ou razdo para eutanasia em cdes no LPV-UFSM.
Apesar de ndo podermos afirmar que a incidéncia desta doenca esta aumentando em caes vivos,
estes resultados sugerem que isto possa estar ocorrendo. Afirmar que o cancer aumentou na
populacdo analisada foi possivel por trés motivos principais: (1) foram analisados dados de um
periodo extenso (50 anos), uma metodologia diferente do que tem sido publicado em artigos de
prevaléncia do cancer (BONNETT et al., 2005; FLEMING et al., 2011); (2) foi incluido um
“n” significativo, o que tem sido feito em outros estudos de prevaléncia (BONNETT et al.,
2005; FLEMING et al., 2011; PROSCHOWSKY et al., 2003) e reduz a chance ocorrerem
interpretagdes equivocadas de prevaléncia; (3) foi estudada a populagdo “controle”, neste caso,
a populacdo total de necropsias. Sem os dados referentes a esta populacdo, nenhum dado
relacionado a prevaléncia poderia ter sido obtido. Apesar de alguns autores afirmarem que o
cancer é mais comum nos dias de hoje, ndo ha, até o momento, dados que comprovem tal
observacdo (PAOLONI e KHANNA, 2007; WITHROW et al., 2013). Estudos semelhantes a
este sdo necessarios para comecar a solidificar tal hipotese. O estudo do hemangiossarcoma
descreveu os diferentes aspectos epidemioldgicos e anatomopatoldgicos destes tumores na
regido de abrangéncia do LPV-UFSM. Estudos locais como este, a semelhanca dos estudos
anteriormente publicados neste laboratério (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; FIGHERA et al.,
2006; TROST et al., 2012; FLORES et al., 2013; RECK et al., 2004; INKELMANN et al.,
2011) ndo s6 para a investigacdo de peculiaridades locais mas também aumentam o
conhecimento de clinicos e patologistas regionais acerca de lesbes e doencas importantes em
nossa regido, o que contribui principalmente para o diagnostico na clinica veterinaria e na sala
de necropsia. Como um quarto estudo, optou-se pelo trabalho direcionado as técnicas auxiliares
de diagndstico dos mastocitomas cutaneos caninos. Estes tumores correspondem aos tumores
de pele mais diagnosticados no LPV-UFSM (SOUZA et al., 2006; FIGHERA et al., 2008), e
apesar dos grandes avancos feitos internacionalmente em relacdo a identificacdo dos
mastocitomas biologicamente agressivos e a escolha da melhor terapia para os cées afetados,
sdo raros os laboratorios brasileiros que oferecem técnicas como a imuno-histoquimica para Ki-
67 e KIT em conjunto com a PCR para exon 11. Lembramos, neste contexto, do ponto exposto
no inicio deste trabalho: as técnicas diagnosticas, prognosticas e terapéuticas estdo tornando-se
cada vez mais importantes na clinica veterinaria, principalmente pelo interesse cada vez maior
dos proprietarios pelo tratamento dos seus cdes (NELSON e COUTO,1998; WITHROW et al.,
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2013). Este novo perfil de proprietérios de pequenos animais também j& é observado no Brasil,
principalmente em grandes cidades brasileiras, e a demanda por técnicas cada vez mais

avancadas cresce a cada ano. E preciso estar preparado para este cenario.

5 CONCLUSAO

Com o presente estudo, pdde-se chegar a conclusao de que o cancer tem se tornado mais
comum como causa de morte ou razdo para eutanasia nos cdes necropsiados no LPV-UFSM
nos ultimos 50 anos de diagndstico. Isto pode sugerir que a incidéncia desta doenca esta
realmente aumentando, mas ha outros fatores envolvidos neste aumento, como foi discutido no
artigo 3. Embora estes resultados sejam importantes e significativos para a area de patologia e
clinica veterinaria, € importante interpreta-los com cautela, para que ndo ocorram equivocos.
Espera-se que este estudo contribua para o entendimento da epidemiologia do cancer em outros
paises e regides geograficas, e que possa auxiliar no diagnostico de casos futuros dos diferentes
tipos de tumores em cées da nossa regido. Acredita-se que o artigo 1, relacionado ao estudo das
caracteristicas da populacao total, possa servir como um “banco de dados” para futuros estudos
de prevaléncia de doencas no LPV-UFSM. No trabalho dos hemangiossarcomas, sugeriu-se
uma nova forma de classificacdo macroscépica destes tumores de acordo com a distribuicao do
tumor na necropsia. Espera-se que esta nova classificacdo venha a facilitar o diagndstico e
estudo desses tumores, principalmente na sala de necropsias. O quarto trabalho deste estudo
teve o principal objetivo de testar a aplicabilidade de técnicas de auxilio ao diagndstico e
determinacdo do prognostico dos mastocitomas cutaneos caninos. Espera-se que ele seja de
valia para a clinica e patologia veterinaria no Brasil, e que possa contribuir para 0 aumento no

uso destas técnicas auxiliares por clinicos e patologistas brasileiros.
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