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RESUMO

O sistema de graduacéo histolégica desenvolvido por Patnaik et al. (1984), provou
ser de relevancia prognéstica nos Mastocitomas Cutadneos Caninos (MCC). Os
parametros subjetivos utilizados em sua graduagdo tém levado patologistas
veterinarios a conferir diferentes graus a uma mesma amostra. Este fato pode
refletir negativamente no estabelecimento do protocolo terapéutico baseado em tal
meétodo. A ampliacdo das possibilidades de ferramentas prognosticas objetivas
pode auxiliar a diminuir o problema da concordancia da graduagao. Este estudo
tem por objetivo calcular a concordancia entre observadores no processo de
graduacgdo, estabelecer quais os parametros sdo de relevancia prognéstica,
desenvolver nova técnica simplificada de graduacdo baseada em parametros
histol6gicos de concordancia adequada, e estabelecer a relevancia prognéstica
das variaveis de sociologia celular como ferramenta progndstica objetiva e
confidvel. Grau de Patnaik, parametros histolégicos e o coeficiente kappa livre de
margens foram calculados para cada uma das amostras dos 81 caes de diferentes
ragcas, sexo, e idade. De 56 destas amostras foram obtidos dados quanto a
sobrevida e, de suas laminas histoldgicas, foram adquiridas imagens digitalizadas
para fins de anadlise sintatica estrutural (ASE). ASE das amostras, mediante
construcao de grafos como Mosaico Voronoi (MV), Triangulagdo Delaunay (TD) e
Arvore Geradora Minima (AGM), foi automaticamente realizada pelo programa
“Sociology” desenvolvido pelo Dr. Randall Luiz Adam. Nossos resultados
confirmaram a fraca concordancia do método de Patnaik para graduacao dos
MCCs por trés experimentados patologistas veterinarios (Kyee=0,28). A avaliacdo
mitética (quanto maior o seu numero pior o prognéstico) e a granulacao
intracitoplasmatica (quanto mais granulagcdo melhor o progndstico) revelaram-se
como variaveis independentes de relevancia prognostica (B=0.760 e -0,989;
p=0,045 e 0,014 respectivamente) e com razoavel concordancia (Kjee20,35),
quando todas as variaveis relevantes (p<0,05) quanto a sobrevida e de razoavel
concordancia foram submetidas a analise multivariada pela Regressdo de Cox.

Deste modo, desenvolveu-se um método simples, sob a forma de escore o qual
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variava de -2 a +2 (porquanto a granulacao tem carater protetor sendo B = - 0,989)
e se mostrava estatisticamente significativo para sobrevida (p<0,004). Por outro
lado, o estudo da sociologia celular revelou que, os coeficientes de variagéo (CV)
do perimetro, da esfericidade e da area dos poligonos do MV (p=0.029, p=0,028 e
p= 0,031 respectivamente), o CV dos angulos maximos dos tridngulos da TD
(p=0,026), provaram ser variaveis objetivas significativas, indicando a relacéo
entre desordem arquitetural e malignidade. Desta forma o estudo mateméatico da
arquitetura tissular de MCCs revelou-se como uma nova e promissora ferramenta
na avaliagdo prognostica de MCCs.



ABSTRACT

Histological based grading system developed by Patnaik et al. (1984) has proved
to be of prognostic relevance in Cutaneous Mast cell tumors (CMC). The subjective
histological parameters used in grading may lead different veterinary pathologists
to access different grade for the same MCC, this fact may negatively reflect in the
treatment protocol based on this grading system. Disclosing new objective
prognostic tools may help to minimize the problem of grading. The aim of this
study is to calculate interobserver agreement in the grading process, to establish
which histological parameters are of prognostic relevance, to reveal a novel
simplified prognostic technique based on these parameters and to establish the
prognostic relevance of cellular sociology parameters as an objective prognostic
tool. Patnaik’s grade, histological parameters and the Kappa free coefficient were
calculate for each one of eighty-one dogs from different breeds, sex, and ages.
From 56 with defined survival time we achieved digitalized images with cellular
sociology purposes. The “Sociology” software then performed syntactic Structural
Analysis (SSA) with Voronoi Tessellation (VT), Delaunay Triangulation (DT) and
Minimum Spanning Tree (MST). Our results statistically confirmed the poor
interobserver agreement in the MCC grading (Kee= 0,28). When all agreement and
prognostic relevant parameters were submitted to multivariate analyses with Cox
regression, mitotic evaluation and intracitoplasmatic granulation showed to be
independents parameters with prognostic relevance (B= 0,760 e -0,989; p= 0,045
and p=0,014) and with reasonable agreement (Ksee<0,35). We performed a score
that varies from -2 to +2 (since granulation is a protective one) with these two
relevant parameters. This new simple score system significantly correlated to
survival (p < 0,004). In the other hand, the prognostic relevance of cellular
sociology, reveals that coefficient of variation (CV) of perimeter, area and
roundness from Voronoi polygons (p=0,029; 0,031; 0,028 respectively) and CV of
maximum angle of DTs (p=0,026) are significant objective parameters. These
findings indicated the relationship between structural disorder and malignancy of
MCTs and pointed out SSA as a new reliable tool to prognosticate MCTs.
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1- INTRODUCAO

Na maioria das espécies 0s processos neoplasicos envolvendo mastécitos
sao relativamente incomuns, no entanto, mastocitomas cutaneos (MC) ocorrem,
frequentemente, em caes (Walder & Gross, 1992), representando de 7 a 21% das
neoplasias cutdneas nesta espécie (Hendrick et al., 1998; London & Séguin, 2003;
Rogers, 1996; Scott, Miller & Griffin, 1996). A razao pela qual sua freqténcia é tao
grande nesta populacao representa ainda um mistério (London & Séguin, 2003).

Evidéncias suportam as causas hereditarias (Rogers, 1996); entretanto
mutacdes no proto-oncogene c-Kit (a ligagdo SCF-Kit é necessaria para a
diferenciacdo, funcionalidade e sobrevivéncia dos mastécitos) tem sido relatada
(London & Séguin, 2003).

Macy (1985), O’Keefe (1990), Scott et al.(1996), Walder e Gross (1992)
apontaram os animais com idade média de 8 anos e de ragas descendentes do
Buldogue Inglés como pré-dispostas a desenvolver esta neoplasia, sendo que
dentre elas destacam-se os cées da raca Boxer. Porém estes fatores, bem como
sexo, localizagdo e numero de ndodulos, ndo parecem estar relacionados com

melhor ou pior prognéstico.

Os Mastocitomas Cutaneos Caninos (MCCs) podem ser facilmente
diagnosticados mediante bidpsia aspirativa por agulha fina (Lavalle et al., 2003),
porém a bidpsia excisional se faz necesséaria para sua graduagcao e mesmo para
que seja diferenciado de linfoma, plasmocitoma, histiocitoma, melanoma
amelanogénico e tumor venéreo transmissivel (TVT) do cao (London & Seguin,
2003).

Seu comportamento bioldgico varia de benigno a extremamente agressivo
levando o animal rapidamente a morte por recorréncia, metastases, afeccdes
paraneoplasicas e mesmo devido a eutanasia a pedido de seus proprietarios
devido a perda da qualidade de vida de seus portadores (Frimberger et al., 1997;
London & Séguin, 2003; Powers & Fettman, 2001; Preziosi et al., 2007; Rogers,
1996; Séguin et al., 2001).
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Em 1984, Patnaik, Ehler e MacEwen estabeleceram uma classificacdo em
trés graus baseada no aspecto histoldégico desta neoplasia. Tal graduacao se
correlacionava muito bem com seu comportamento biolégico (London & Séguin,
2003; Patnaik, Ehler & MacEwen, 1984; Rech et al., 2004; Sfiligoi et al., 2005), e
estabelecia que o grau | se referia aqueles MCCs bem diferenciados, o grau |l
aqueles moderadamente diferenciados e o grau lll representava seu aspecto mal
diferenciado e, portanto, mais agressivo (Gieger et al., 2003; Patnaik, Ehler &
MacEwen, 1984; Rogers, 1996; Simdes & Schoning, 1994; Simdes et al., 1994;
Walder & Gross, 1992).

A classificagdo proposta por Patnaik, Ehler & MacEwen (1984), tem
utilidade inequivoca e é a mais amplamente aceita por patologistas veterinarios,
assim o processo de tomada de deciséo clinica baseia-se nesta em todo 0 mundo
(Frimberger et al., 1997; Gieger et al., 2003; London & Séguin, 2003; Rogers,
1996; Sfiligoi et al., 2005; Simbdes & Schoning, 1994; Simdes et al., 1994; Walder &
Gross, 1992).

Apesar de sua estreita correlagdo com prognéstico, vem sendo
seguidamente relatada a insatisfagdo quanto a imprevisibilidade de muitos dos
MCCs. De maneira geral, os questionamentos quanto a confiabilidade da
graduacgao proposta inferem a subjetividade da maioria dos parametros utilizados
a responsabilidade pelo fracasso em prever o comportamento de muitas destas
neoplasias (Kravis et al., 1996; Northrup et al., 2005; Preziosi, Sarli & Paltrinieri,
2007; Rech et al., 2004; Simdes et al., 1994; Susaneck, 2001). Susaneck em 2001
verificou que a maioria dos casos de MCC é classificada como grau Il
(intermediario), o qual é considerado extremamente imprevisivel (Frimberger et al.,
1997; Rogers, 1996; Romansik et al., 2007; Séguin et al., 2001; Susaneck, 2001).
Tais ponderagdes pontuam o questionamento quanto a reprodutibilidade do
método.

Sabe-se que o diagnéstico histolégico convencional conta com a
interpretacdo visual, sofrendo com a subjetividade e a Ilimitagdo da
reprodutibilidade (Keenan et al., 2000). Grande indices de variabilidade intra e
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interobservadores na graduacao tumoral tém sido descritos em toda medicina e
métodos quantitativos tém sido utilizados para reduzi-los (Kravis et al., 1996;
Northrup et al., 2005; Preziosi, Sarli & Paltrinieri, 2007; Rech et al., 2004; Simdes
et al., 1994; Sudbg, Marcelpoil & Reith, 2000; Susaneck, 2001; Sowter & Bertolino,
1995;)

Devido a sua objetividade, a andlise de imagens tem-se revelado
importante ferramenta na avaliagdo histopatolégica (Waldemarin et al., 2004) e,
em medicina humana, a analise sintatica estrutural (ASE), através de métodos
matematicos baseados na teoria dos grafos, € apontada como promissora
ferramenta fornecendo variaveis reproduziveis e objetivas (Bigras et al., 1996;
Brinkhuis et al., 1996; Coleman et al., 1994; Sowter & Bertolino, 1995; Sudbg et
al.,, 2000; Zaitoun et al., 1998). A ASE tem sido utilizada como auxiliar no
diagnostico de malignidades (Palmer et al., 2008); no prognostico de neoplasias,
doencas pulmonares crbnicas, e diferentes processos patolégicos (Bigras et al.,
1996; Guillaud et al., 2005; Kayser et al., 1999; Sudbg et al., 2000; Weyn et al.,
2004).

Apesar de objetiva e promissora, poucos trabalhos utilizando-se da analise
de imagens em medicina veterinaria sdo encontrados na literatura e, objetivam
relacionar seus aspectos a sobrevida dos animais (Maiolino et al., 2005;
Marconato et al., 2008; Strefezzi et al., 2003), a diferenciacdo de MCCs de outras
neoplasias (Waldemarin et al., 2004) ou prever a resposta de TVT ao tratamento
quimioterapico (Scarpelli, 2008). Assim, encontramos nesta area campo fértil e
pronto a se desenvolver, sendo necessarios mais estudos para seu perfeito
estabelecimento nas diversas aplicagcdes possiveis e inexploradas em Medicina

Veterinaria.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Mastocitoma Cutaneo Canino

Muito comum nos caes, os MCCs surgem na derme e subcutaneo (Rogers,
1996), e costumam afetar a caes de todos os sexos e racas, com predilecao por
Buldogues e seus descendentes, Retrievers do Labrador, Golden Retrievers,
Daschunds e Terriers entre outras. Localizam-se, preferencialmente, no tronco e
membros (Al-Sarraf et al., 1996; Cahalane et al., 2004; Gieger et al., 2003;
Grabarevi¢ et al., 2000; Hahn et al., 2004; Ishiguro et al., 2003; London & Séguin,
2003; Macy, 1985; Michels et al., 2002; Misdorp, 2004; Murphy et al., 2004;
Patnaik et al., 1984; Rogers, 1996; Romansik et al., 2007; Scott et al. , 1996;
Séguin et al., 2001; Séguin et al., 2006; Sfiligoi et al., 2005; Simpson et al., 2004;
Turrel et al., 1988; Walder & Gross, 1992), porém apenas Gieger et al. (2003);
Rogers (1996) e Turrel et al., (1988) estabeleceram uma correlagdo significativa
entre localizagao e sobrevida.

A idade de surgimento desta neoplasia varia desde animais tdo jovens
quanto 04 meses a caes de 18 anos, porém a idade média encontra-se ao redor
dos 8 anos (Al-Sarraf et al., 1996; Cahalane et al., 2004; Grabarevi¢ et al., 2000;
Hahn et al., 2004; Ishiguro et al., 2003; London & Séguin, 2003; Macy, 1985;
Michels et al., 2002; Misdorp, 2004; Murphy et al., 2004; Patnaik et al., 1984;
Romansik et al., 2007; Scott et al. , 1996; Séguin et al., 2001; Séguin et al., 2006;
Sfiligoi et al., 2005; Simpson et al., 2004; Walder & Gross, 1992). Apesar destes
achados os autores ndo lograram éxito ao tentar estabelecer a relacao entre
idade, raca e sexo com sobrevida, entretanto, Gerritsen et al. (1998), verificaram
em seus estudos que o sexo (menor sobrevida em machos) mostrava-se bastante

significativo (p=0,009) na descrigdo de sobrevida dos animais estudados.

Macy (1985), O'Keefe (1990), Preziosi et al. (2007), Scott et al. (1996),
Sfiligoi et al. (2005), observaram uma maior freqiiéncia de nddulos solitarios, no
entanto apenas Preziosi et al. (2007), observaram que a apresentagdo multipla
relacionava-se significativamente de forma negativa com a sobrevida.
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2.1.1 - Graduacao de MCCs

MCCs possuem ampla gama de comportamentos biol6gicos variando de
benignos a extremamente agressivos (Frimberger et al., 1997; London & Séguin,
2003; Preziosi et al., 2007; Rogers, 1996; Séguin et al., 2001). Em 1984, Patnaik
et al., estabeleceram uma classificagcdo em trés graus baseada no aspecto
histolégico desta neoplasia que se correlacionava muito bem com seu
comportamento biolégico (London & Séguin, 2003; Patnaik et al.,1984; Rech et al.,
2004; Sfiligoi et al., 2005). A classificacao proposta estabelecia que o grau | se
referia aqueles MCCs bem diferenciados (Figura 1), o grau Il aqueles
moderadamente diferenciados (Figura 2) e o grau lll era o mais agressivo

representando seu aspecto pouco diferenciado (Figura 3). (Gieger et al., 2003;
Patnaik, et al., 1984; Rogers, 1996; Simdes e Schoning, 1994; Simdes et al., 1994;
Walder & Gross, 1992).

Figura 2 — Mastocitoma cutaneo canino classificado como grau Il (HE, 100X)
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Figura 3 — Mastocitoma cutaneo canino classificado como grau Il (HE, 100X)

Desta forma Patnaik e colaboradores descreveram em 1984 as alteracoes
celulares, nucleares e teciduais encontradas em cada uma das formas citadas. Os
critérios utilizados incluiam tamanho, forma e granulagédo celulares; presenca de
estroma, hialinizagdo, necrose, edema e hemorragia; numero de mitoses, formato

do nucleo e nUmero de nucléolos, entre outros.

Aparentemente a graduacgao Patnaik tem utilidade e relevancia prognéstica
e, € a mais amplamente aceita, para a tomada de deciséo clinica baseia-se nela
em todo o mundo (Frimberger et al., 1997; Gieger et al., 2003; London & Séguin,
2003; Rogers, 1996; Sfiligoi et al., 2005; Simdes e Schoning, 1994; Simbes et
al.,1994; Walder & Gross, 1992).

Devido aos questionamentos quanto a relevancia de alguns dos critérios
propostos por Patnaik, Preziosi et al. (2007), promoveram analise multivariada
dos critérios de Patnaik e de critérios clinicos, concluindo que o numero de
mitoses, invasividade e presenca de multiplas lesdes ao diagndstico, séo
indicadores de pior prognéstico, permitindo uma avaliacao simplificada dos MCCs.

2.2 — Concordancia Entre Observadores

Para que os diagndésticos possam ser confiaveis um fator de importancia é a
reprodutibilidade do mesmo diagndstico por varios profissionais de niveis de
conhecimento e experiéncia diferentes, o que indicaria que os parametros

utilizados sao objetivos e todos podem acessa-los da mesma forma. Parametros
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aparentemente indiscutiveis, como por exemplo, a habilidade em interpretar cor,
pode influir no diagnostico porquanto nem todos observadores tém a mesma

eficiéncia em defini-las (Seki et al., 2005).

Sabe-se que o diagnéstico histolégico convencional conta com a
interpretacdo visual, sofrendo com a subjetividade e a limitagdo da
reprodutibilidade (Keenan et al., 2000). Grande indices de variabilidade intra e
interobservadores na graduacao tumoral tém sido descritos em toda medicina e
métodos quantitativos tém sido utilizados para tentar reduzi-los (Kravis et al.,
1996; Northrup et al., 2005; Preziosi et al.,2007; Rech et al., 2004; Simdes et al.,
1994; Sudbg et al.,2000; Susaneck, 2001; Sowter & Bertolino, 1995).

Quando a questao envolve graduacao histolégica o problema se torna mais
grave devido ao fato do grau histolégico ser critério para determinar o
estadiamento da doenca e sua terapia adjuvante (Hollensead et al., 2004;
Northrup et al., 2005). No que tange especificamente ao diagnostico e a
graduacgao dos MCC o problema vem sendo consistentemente levantado. Strefezzi
et al. (2003), apontaram em seus estudos uma variacdo entre observadores de
50%, quando da graduagcdo dos MCC estudados por trés anatomopatologistas
experientes. Northrup et al.(2005), observaram menos de 7% de concordancia na
graduacdao de MCC examinados por 12 patologistas (sendo 10 de uma mesma
instituicao). Ambos o0s grupos de pesquisadores sugerem que estratégias devam
ser montadas para se aumentar o consenso na graduagdo dos MCC. Estes
autores indicam ainda que tal graduacao sé deva ser utilizada em conjunto com
outros indicadores prognésticos conhecidos e s6 depois que se estabelecam as
recomendagdes aos pacientes.

Susaneck em 2001 afirmou que a maioria dos casos de MCCs vem sendo
classificada como grau |l (intermediario) os quais sdo justamente aqueles
considerados extremamente imprevisiveis (Frimberger et al., 1997; Rogers, 1996;
Romansik et al., 2007; Séguin et al., 2001; Susaneck, 2001). E bem conhecido
que, dentro de um sistema de classificagcdo em trés graus, ha a tentacdo em
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escolher o grau Il porque, na pior das hipbdteses, este grau prové a menor
possibilidade de erro a partir da verdade (Bigras et al., 1996).

De maneira geral, os questionamentos inferem a subjetividade da maioria
dos parametros utilizados na graduacao proposta por Patnaik, a responsabilidade
pela causa do fracasso em prever o comportamento de muitos dos MCCs (Kravis
et al., 1996; Northrup et al., 2005; Preziosi et al., 2007; Rech et al., 2004; Simdes
et al.,1994; Susaneck, 2001). Além disto, Sakai et al. (2002), observaram que
mesmo a contagem de mitoses pode sofrer variacao, especialmente quanto aos

campos selecionados para observacao.

Segundo Northrup et al. (2005), definir um grau numérico a classificagéo
dos MCCs pode dar aos clinicos a impressdao de que este processo é
completamente objetivo e absoluto mas este ndo € o caso. Apesar do sistema de
graduagdo seguir critérios pré-determinados a classificagcdo é muitas vezes
subjetiva, pois conforme visto, diferentes patologistas podem determinar diferentes
graus a um mesmo tumor (Kravis et al., 1996; Northrup et al., 2005; Preziosi et
al.,2007; Rech et al., 2004). Assim, de modo a tratar aqueles que envolverao
maior possibilidade de recorréncia e metastase, faz-se necessaria sua melhor
identificacdo (Susaneck, 2001) bem como que os veterinarios conhecam a
variabilidade real deste sistema (Northrup et al., 2005).

Pelo acima exposto, a avaliagdo do uso de um sistema de graduacao para
uma determinada lesdo (com finalidade progndstica) deve ser testada quanto a
sua reprodutibilidade frente a diferentes observadores e mesmo frente a um
mesmo observador utilizando métodos mateméaticos (Glaessgen et al., 2004). Com
esta finalidade, o indice Kappa tem sido utilizado para estabelecer o nivel de
concordancia por analise comparativa, entre diversos observadores e, o resultado

obtido por seu calculo tem sido interpretado pela Tabela abaixo:
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Quadro 1 — Relacéo entre indice Kappa e grau de concordancia (DAMRON et al.,
2003)

Indice Kappa Grau de concordancia

0,00 a 0,20 Baixissimo
0,21 a 0,40 Baixo

0,41 a 0,60 Moderado

0,61 a 0,75 Alto

0,76 a 1,00 Muito alto

A utilizagdo do indice Kappa na versao livre de margem (Kfree ) tem sido

recomendada quando os observadores n&o estdo obrigados a incluir um
determinado numero de casos em cada categoria avaliada (Randolph, 2005). Este
€ frequentemente o caso dos estudos tipicos sobre concordancia. Nenhum

trabalho aplicando o indice K, Ppara testar a graduagéo proposta por Patnaik et

al. (1984), rotineira na graduacdo de MCC, pode ser encontrado na literatura
levando-nos a supor que o0 método, embora amplamente utilizado, ainda nao teve

sua reprodutibilidade assim comprovada.

As tentativas de se utilizar de ferramentas matematicas aplicadas a
microscopia objetivam oferecer maior confiabilidade ao processo diagnostico
diminuindo a possibilidade de erro (Metze & Adam, 2005). Guillaud et al. (1997),
enfatizam a importancia do desenvolvimento de novas técnicas, as quais permitam
ao patologista realizar facilmente e com reprodutibilidade suas avaliacées. Com os
recentes avancos na tecnologia de imagem é agora possivel obter informacao
quantitativa, numa base célula a célula, a partir de fragmentos de tecido

formolizados incluidos em parafina.

2.3 — Analise Sintatica Estrutural (ASE)

Em se abordando novas técnicas, Sowter & Bertolino (1995), esclarecem
gue a histometria é a andlise e medida das alteragcbes na estrutura de um tecido, a
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qual objetiva prover informagbes que ndao podem ser obtidas por técnicas
morfométricas gerais. Estes autores afirmam ainda que os patologistas poderiam
proceder a histometria no momento do diagnéstico como um método adicional a

avaliacao subjetiva, especialmente nos casos limitrofes

Mensuragdes histoldégicas vém sendo apontadas como promissora
ferramenta prognéstica, fornecendo varidveis reproduziveis e objetivas sendo
referidas como “Anadlise Sintatica Estrutural” (ASE). Através de métodos
matematicos baseados na teoria dos grafos, (Bigras et al., 1996; Brinkhuis et al.,
1996; Coleman et al.,1994; Sowter & Bertolino, 1995; Sudbg et al., 2000; Zaitoun
et al.,1998), a histometria vem sendo utilizada como auxiliar no diagndstico de
malignidades (Palmer et al., 2008), para prognosticar evolucdo de tumores,
doencas pulmonares crbnicas, e diferentes processos patolégicos (Bigras et
al.,1996; Guillaud et al., 2005; Sudbg et al.,2000; Weyn et al., 2004).

Os conceitos de ASE estéo relacionados ao conceito de “Sociologia celular”
a qual baseia suas analises em um modelo de arquitetura tissular relacionado a
teoria dos grafos (Bigras et al., 1996), definido em 1977 por Rosine Chandebois,

mediante observagdes da influéncia das células em seu meio (Scarpelli, 2008).

Sabemos que a localizagdo da célula em um tecido resulta de ajustes
mecanicos continuos subsequientes a apoptose, renovacgao celular, varios fatores
troficos e de crescimento (Bigras et al., 1996). Cada célula sabe a natureza exata
de seu ambiente mediante um conjunto de proteinas de membrana (receptores de
crescimento e diferenciacdo, caderinas e integrinas) presentes em sua superficie,
e pode interagir com ele tanto quanto seu ambiente pode interagir com a célula.
Assim, ela se comporta diferentemente dependendo de seu estado interno (e.g.,
concentragao de proteina), de sua posicao e de eventos casuais que acontecem
na populacéo (e.g., estresse fisico) (Morel et al., 2001). A partir de observagdes de
ocorréncia natural, matematicos puderam abstrair inter-relagdes formais
chamadas “vizinhos naturais” cujo conceito foi estabelecido ha séculos. Em 1644
Descartes ja se utilizava do conceito para ilustrar sua visdo da matéria no espaco
(Watson, 1999). A disposicdo dos chamados ‘“vizinhos naturais” pode ser
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representada matematicamente revelando a arquitetura tecidual em termos
numéricos pelo Mosaico Voronoi (MV) e seus subgrafos, os quais derivam do
conceito de vizinhanca (Bigras et al., 1996; Morel et al., 2001; Watson, 1999).

Bigras et al. (1996), afirmaram que a avaliagdo quantitativa da arquitetura
tissular aumenta a precisdo e reprodutibilidade do processo de graduacdo na
patologia cirurgica. Neste mesmo ano, Brinkhuis et al. (1996), verificaram que
variaveis morfométricas derivadas de um dos grafos utilizados para a ASE (no
caso, a arvore geradora minima) tém importante valor adicional na previsao do
prognostico para pacientes com cancer ovariano avancado. Estes autores
enfatizaram que a grande vantagem do método € fornecer variaveis objetivas e
reproduziveis e, Camby et al. (1996), observaram que o comportamento coletivo
celular pode ser caracterizado matematicamente mediante a utilizacao de grafos.

A ASE, portanto revelou-se eficaz na graduacdo (Bigras et al., 1996;
Brinkhuis et al., 1996; Coleman et al., 1994; Sowter & Bertolino, 1995; Sudbg et
al., 2000; Zaitoun et al., 1998) e na diferenciacdo de neoplasias (Guillaud et al.,
1997), na diferenciagdo de linhagens de células tumorais in vitro (Camby et al.,
1996) destacou-se na avaliagao da distribuicdo de neurénios e/ou qualquer outro
tipo de célula em doenca especificas (e.g., Doenga de Alzheimer) (Duyckaerts e
Godefroy, 2000; Numahara et al., 2001; Palanza et al., 2005); distinguiu tecido
normal e neoplasico (Sudbg et al., 2000), ou entre diferentes tipos de neoplasia
(Weyn et al., 1999), além de ter possibilitado a identificacdo de formas subclinicas

de atrofia gastrica (Zaitoun et al., 1998)

Para que se obtenham os grafos com vistas a analise sintatica estrutural é
necessaria a digitalizacdo de imagens do tecido a ser estudado. O valor intrinseco
da andlise da imagem digital reside no fato de que, ao contrario de outros
métodos, ela permite a representacdo de seus achados em numeros. Numeros
sao fatos objetivos e sdo um pré-requisito para a avaliacdo e classificacdo de
achados por métodos estatisticos (Oberholzer et al., 1996)

Nas imagens adquiridas é realizada a marcagdo automatica e/ou interativa
dos pontos de interesse e os grafos automaticamente produzidos por um
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programa especifico, existente no computador acoplado ao sistema, construindo o
Mosaico Voronoi (MV) e seus subgrafos, como por exemplo, a Triangulacao
Delaunay (TD) e a Arvore Geradora Minima (AGM). Estes grafos sdo os mais
utiizados em medicina com finalidade de diferenciar ou mesmo prognosticar
neoplasias (Bigras et al., 1996; Guillaud et al., 1997; Morel et al., 2001; Numahara
et al., 2001; Palanza et al., 2005; Watson, 1999).

Morel et al. (2001), consideram o MV um grafo “tudo em um” por conter
outros grafos (e.g., MST) e por ser o Dual da TD, sendo assim o mais indicado
para quantificar desordem em uma populagéo.

A construcao do MV é tipicamente realizada pela aplicacdo de um algoritmo
o qual se utiliza da sucessiva adicdo de pontos combinados com modificacoes
apenas locais do diagrama (Guillaud et al., 1997)(Figura 4). Podemos supor que a
linha que separa dois vizinhos € exatamente metade do caminho entre cada par
de vizinhos, a cada novo vizinho marcado € adicionada outra “linha de separagao”,
resultando em um poligono em 2 dimensdes que representa a area de influencia
daquele ponto inicial. Cada um destes poligonos formados apds a marcacao de
todos os pontos pode ser chamado de poligono de Voronoi (PV) e de diagrama
Voronoi ou Mosaico Voronoi (MV) a unido de todos os poligonos contiguos (Bigras
et al, 1996; Guillaud et al., 1997; Morel et al., 2001; Numahara et al., 2001;
Palanza et al., 2005; Watson, 1999).

O MV pode ajudar a determinar qual € o arranjo espacial mais plausivel
(Duyckaerts e Godefroy, 2000); assim um ndédulo de células gera poligonos
regulares, enquanto células em faixas geram poligonos alongados (Bigras et al.,
1996) (Figura 5).

Carreta et al.(2001), esclarecem que se a populacdo de areas poligonais
em um MV tem um desvio padrdo alto comparado com a sua média, as areas
livres ao redor das células sdo de tamanhos diferentes, assim sendo, as células
nao sao regularmente distribuidas através do espago naquele tecido. Duyckaerts e
Godefroy (2000), além de concordarem com estas definicbes acrescentam a esta
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informacdo a de que estruturas periédicas podem levar a um valor de cv alto

embora exibindo de alguma forma regularidade (Figuras 6 e 7).
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Figura 4 — Nas imagens de 1 a 6 revela-se a constru¢do do Mosaico Voronoi a
partir da sucessiva adicdo de pontos. Em cada uma das imagens o ponto sélido
corresponde ao novo ponto adicionado. Novas bissetrizes s&o tragadas entre
locais vizinhos existentes (circulos abertos) e as linhas existentes sao
redesenhadas de acordo com sua posicao relativa. (Fonte: Guillaud et al., 1997).

Figura 5 — Fotomicrografia de carcinbéide pulmonar humano revelando como a
arquitetura pode influenciar no formato dos poligonos Voronoi. (Fonte: Bigras et
al., 1996).
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Figura 6 — Fotomicrografia de MCC com Mosaico Voronoi e Triangulagdo
Delaunay correspondentes marcadas na imagem original. (HE, 40X)

Na TD cada ponto € conectado a dois vizinhos mais préximos de modo a
formar um triangulo dentro do qual ndo pode haver nenhum ponto (Figura 8).

Ja na AGM os pontos sdo conectados por retas de modo a formar com
estas uma linha que conecte todos os pontos da janela e possua o menor
comprimento possivel, sem que haja sobreposi¢cao das linhas que os unem (Bigras
et al., 1996; Brinkhuis et al., 1996; Morel et al., 2001; Raby et al., 2001; Sudbg et
al., 2000; Watson, 1999) (Figura 9).

Segundo Bigras et al. (1996), AGM ¢é provavelmente o mais utilizado entre
os grafos e discrimina com sucesso diferentes graus de processos patoldgicos.
Palmer et al. (2008), observaram excelente reprodutibilidade ao verificarem sua
eficiéncia em prognosticar carcinoma de ovario em humanos.
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Figura 7 — A) Mosaico Voronoi de um grupo de pontos de distribuicao regular. B)
Apresentacao da distribuicdo aleatéria (Poisson). C) Exemplo de distribuicao
agrupada com coeficiente de variacao alto. (Fonte: Karch et al., 2005)
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Figura 8 — Fotomicrografia de MCC com triangulacdo Delaunay correspondente
marcadas na imagem original. (HE, X400)
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Figura 9 — Representacdo grafica de Arvore Geradora Minima para as camadas
de células basais em mucosa oral normal. A AGM representa o menor caminho
através de cada ponto marcado de modo a uni-los (Fonte: Sudbg et al., 2000).
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Os dados matematicos obtidos devem ser corretamente interpretados a luz
da matematica. Assim, por exemplo, o tamanho da area do PV revela
matematicamente a distribuicdo dos pontos em uma area proporcionando uma
visdo objetiva da arquitetura tecidual. Da mesma forma a TD proporciona uma
ampla visdo da distribuicao das células mediante a mensuragdo dos angulos
formados durante a triangulacado (Bigras et al., 1996; Brinkhuis et al., 1996;
Carreta et al.,, 2001; Duyckaerts e Godefroy, 2000; Palanza et al., 2005; Raby et
al., 2001; Scarpelli, 2008; Sowter & Bertolino, 1995).

Pelo acima exposto, podemos supor que a avaliagdo histomorfométrica,
realizada através dos grafos MV, TD e AGM em amostras histolégicas de MCCs,
poderia ampliar a capacidade progndstica da graduacao proposta por Patnaik em
1984.
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3- OBJETIVOS

Devido a freqiéncia extremamente alta dos MCCs, sua potencial
malignidade, seu comportamento bioldégico imprevisivel, as divergéncias nos
resultados da classificacdo corrente, a necessidade de ferramentas prognésticas
mais objetivas para auxiliar o clinico em sua missdo de definir a conduta a ser

tomada, este trabalho teve por objetivo:

1. Esclarecer a concordancia entre observadores quanto ao grau e o0s
parametros da classificacdo de Patnaik et al. (1984).

2. Avaliar a relacao do grau e de parametros de Patnaik et al. (1984) com
a sobrevida.

3. Propor uma graduagdo simplificada composta por variaveis
reproduziveis e de relevancia diagnéstica.

4. Proceder a Andlise Sintatica Estrutural (ASE) desta neoplasia mediante
o estudo de modelos matematicos representados pelos grafos: Mosaico
Voronoi (MV), Triangulacdo de Delaunay (TD) e Arvore Geradora
Minima (MST).

5. Avaliar resultados da ASE com vistas a sobrevida dos animais
estudados.

6. Comparar os resultados da ASE com o grau segundo Patnaik, Ehler &

MacEwen (1984) atribuido por cada um dos observadores e, com a
graduagéao simplificada proposta a ser investigada neste trabalho.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Comité de Etica

Por se tratar de estudo retrospectivo, o qual ndo submeteu a nenhum dos
animais ou a seus donos a qualquer possivel sofrimento e/ou constrangimento, a
Comissdo de Etica de Pesquisa em Animais do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas acreditou ser desnecessario seu parecer

conforme anexo 1.

4.2 — Critérios de Inclusao e Obtencao das Amostras
Os critérios de inclusdo das amostras neste estudo foram:
v’ Ser da espécie canina
v Possuir diagnéstico prévio de MCC.

Ser o primeiro diagnéstico de MCC.

AN

Possuir material incluido em parafina.

v Nao haver conhecimento prévio da evolugdo posterior ao primo

diagnéstico.

v Terem sido diagnosticados durante o periodo compreendido entre os
anos 2000 e 2005.

v Terem o diagnéstico original de MCC confirmado pelos trés
patologistas veterinarios envolvidos (100% de concordancia).

As amostras de MCC foram obtidas sob a forma de blocos de parafina ja
rotineiramente preparados para fins de obtencdo de cortes histolégicos. Tal
material foi fornecido por laboratérios diagndsticos particulares de Campinas e
Espirito Santos do Pinhal, ambos os municipios localizados no estado de Séo
Paulo, e que atendiam a uma vasta gama de clinicas veterinarias desta ampla

regiao.
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4.3 — Processamento das Amostras

Os blocos de parafina foram microtomizados entre quatro a cinco
micrometros (4-5 ym). Os cortes assim obtidos foram fixados em laminas de vidro
padrdo para histologia e desparafinados. Foram corados pela técnica de
hematoxilina-eosina padronizada de modo a que todos 0s cortes permanecessem
0 mesmo tempo em contato com cada um dos reagentes e corantes (60 segundos
em hematoxilina seguida de rapida passagem em hidréxido de aménia a 1% e
coradas com eosina por 30 segundos). Apds coloracao as laminas com os cortes

foram montadas com resina sintética sob laminulas de vidro.

As laminas foram cortadas e coradas por um unico técnico, no Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental do Laboratério de Anatomia Patologica
Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, de modo a

minimizar variagées de padrdo de coloragao.

4.4 — Fichas de Avaliacao das Amostras

Foram elaboradas fichas de avaliagdo (apéndice 1), baseadas nas
observagdes de Patnaik et al. (1984) que deveriam ser preenchidas por cada um
dos observadores referindo-se a cada uma das laminas observadas a microscopia

Optica comum.

A folha 1 contava com listagem detalhada de itens a serem observados nos

graus |, Il e lll dos MCC com vistas a padronizacao, bem como possuia local para:
o Identificacdo do observador,
o |dentificacdo da amostra,
e Grau de Patnaik conferido aquele caso ao final da observacgao,

As folhas 2 e 3 constavam os nome de cada item a ser avaliado seguidos
de barras de 10 cm de comprimento onde os observadores poderiam marcar o

grau de intensidade que conferiam aquele quesito.
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4.4.1 — Obtencao de Variaveis Numéricas a Partir das Fichas de Avaliacao

Cada uma das barras avaliativas das folhas 2 e 3 da ficha de
avaliacao foram medidas em milimetros de seu inicio até o ponto marcado pelo
observador. Estes nimeros foram utilizados como referéncia aquele parametro de
cada caso de forma integral (dados continuos) variando, portanto de 0 a 100. Em
seguida, para que se procedessem aos calculos do indice Kappa, os dados

continuos foram categorizados conforme abaixo:
e 00 a 33 - Categoria 1
e 34 a66 - Categoria 2
e 67a100 - Categoria 3

Elaborou-se tabela Unica contendo identificacdo da amostra, o grau
conferido por cada observador de acordo com Patnaik et al. (1984), e o grau
médio final. Constava ainda nome de cada variavel avaliada, seus resultados
continuos e categorizados em 3 categorias para cada observador além do seu
valor médio final categorizado.

4.4.2 — Variaveis Avaliadas Histopatologicamente

Celularidade - relativa a quantidade percebida de células no fragmento

examinado. Classificada como pouca a muita celularidade,

Diferenciacao — relativa ao grau de diferenciacdo dos mastocitos no

fragmento examinado. Classificada como bem diferenciado a indiferenciado.

Pleomorfismo — relativo ao grau de pleomorfismo celular observado no

fragmento examinado. Classificado como monomorfico a pleomérfico.

Infiltracao — Relativo a presenca de infiltracdo de tecidos no fragmento
examinado. Classificada como presente na derme interfolicular a infiltrado na
derme profunda e/ou tecido subcutaneo.

Tamanho celular — Relativo ao tamanho celular subjetivo no fragmento
examinado. Classificadas como pequenas a grandes
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Formato celular — Relativo ao formato celular no fragmento examinado.
Classificado como arredondadas, ovais e irregulares com as nuances entre as trés

possibilidades.

Arranjo celular — Relativo a forma como as células neoplasicas se
dispunham no fragmento examinado. Classificado como arranjado em corddes,

ninhos ou macicos.

Estroma — Relativo a presenca de estroma fibrocolagenoso no fragmento

examinado. Classificado como ausente a abundante.

Hialinizacao — Relativo a presenca de hialinizagao colagénica no fragmento

examinado. Classificado como ausente a abundante.

Quantidade de citoplasma — relativo a quantidade de citoplasma nas
células neoplasicas do fragmento examinado. Classificada como escasso a

abundante.

Contorno nuclear — Relativo a definicdo do contorno celular das células
neoplasicas do fragmento examinado. Classificado como indefinido, mal definido e

bem definido com suas nuances.

Granulacao — Relativo a visualizagao dos granulos intracitoplasmaticos das
células neoplasicas do fragmento examinado. Classificadas como pouco evidente,

fina a 6bvia com suas nuances.

Formato do nucleo — Relativo ao formato e aspecto do nicleo das células
neoplasicas do fragmento examinado. Classificado como arredondado a vesicular.

Endentaco6es — Relativo a presenca de endentagdes nucleares nas células
neoplasicas do fragmento examinado. Classificado como ausentes a endentados.

Cromatina — Relativa ao aspecto da cromatina dos nucleos das células
neoplasicas do fragmento examinado. Classificada como condensada a frouxa.

Nucléolo — Relativa a presenca de um ou mais nucléolos evidentes nas
células neoplasicas do fragmento examinado. Classificado como nucléolos

ausentes, evidentes ou com dois ou mais nucléolos evidentes.
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Binucleacao — Relativo a presencga de células neoplasicas binucleadas no

fragmento examinado. Classificadas como ausentes ou algumas ou varias.

Multinucleacao - Relativo a presenca de células neoplasicas
multinucleadas no fragmento examinado. Classificadas como ausentes, algumas a

varias.

Gigantocitos — Relativa a presenca de células gigantes no fragmento

examinado. Classificadas como ausentes ou de algumas ou de varias.

Mitoses — Relativa a presenga de mitoses no fragmento examinado.
Classificadas como ausentes ou de algumas a varias.

Edema — Relativo a presenca de edema no local da neoplasia. Classificado

como ausente a extenso.

by

Hemorragia — Relativo a presenca de hemorragia na area neoplasica.
Classificada como ausente a extensa.

Necrose — Relativo a presenca de necrose na area neoplasica. Classificada

como ausente, moderada a extensa com suas nuances.

4.5 - Leitura e Avaliacao das Laminas

As 92 amostras foram histologicamente avaliadas as cegas (quanto a
origem e informagbes de dados clinicos dos animais), por trés observadores
independentes. Todos eram formados por diferentes Instituicbes Publicas de
Ensino de Medicina Veterinaria. Dois deles haviam passado por pos-graduagdes
em nivel de especializacdo em Instituicbes publicas na area de Patologia
veterinaria e patologia experimental respectivamente; os trés haviam completado o
mestrado, dois possuiam doutorado completo e um em andamento, todos em
universidades publicas. Todos sdo docentes em diferentes Instituicbes Privadas
de Ensino de medicina veterinaria ministrando disciplinas afins a area de Anatomia
Patoldgica Veterinaria. Respectivamente os observadores 1, 2 e 3 possuiam 10,
18 e 23 anos de experiéncia diagnostica.
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Cada um deles recebeu o mesmo conjunto de laminas para analise e 92
conjuntos de fichas de avaliagdo (apéndice 01) as quais deveriam ser preenchidas

de acordo com suas observagdes ao microscopio de luz comum.

O indice mitotico foi estabelecido pela contagem de mitoses em 10 campos
de grande aumento (HPF) aleatoriamente escolhidos mediante observacdo de um
campo a cada dez campos sucessivamente focalizados até perfazer o total
desejado.

Os observadores foram livres para utilizar-se de aumentos e campos
microscdpicos a sua vontade para fins de observagéo das alteragdes histoldgicas.
Nao foi feita restricio quanto ao tempo que cada um dos observadores

permaneceria com o conjunto de laminas.

A graduacdo final deveria seguir as instrugbes constantes nas fichas

(apéndice 1) as quais se referiam aquelas propostas por Patnaik et al. (1984).

4.6 — Aquisicao e ldentificacao das Imagens

Das 92 amostras obtidas, 81 tiveram o diagnéstico inicial de MCC
confirmado pelos trés patologistas e, de suas laminas, obteve-se interativamente
imagens digitais de alta resolu¢cdo sob aumento de 400 X (objetiva de 40 X e
ocular de 10 X) utilizando-se camara digital de alta resolucdo (12 megapixels),
intensidade de luz 5,5 e tempo de exposicao de 200,5 ms no sistema Leica ®DC
500 e software IrfanView, Microsoft®. As imagens, sem compactagédo, em formato
bitmap colorido de 24 bits (extensdo BMP), com tamanho 1300 x 1030 pixels
foram salvas em midia do tipo compact disk (CD) e pendrive e distribuidas em dois

outros computadores para fins de seguranga de sua manutengao.

De cada lamina obtida e, de cada caso foram adquiridas no minimo 15
imagens compostas de campos microscopicos subsequentes e que permitissem,
no minimo, a marcacao final de ao menos 500 células por amostra. Desta forma

procurou-se representar plenamente o tecido neoplasico.
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Durante as aquisigbes anotavam-se dia, hora de inicio e fim dos trabalhos

de aquisicdo bem como as intercorréncias diarias.

As imagens foram identificadas pelo cddigo de origem somado ao numero
que representava sua ordem de obtencdo no dia. A primeira imagem de cada
amostra era precedida desta numeragdo adicionada de 00. Todas as demais
imagens do mesmo caso recebiam mais dois digitos em seu final a partir do 00,

conforme exemplificado abaixo:
lab 035 03 04 05

Neste caso, trata-se da amostra laboratério registrada sob o numero 035 no
ano de 2003, 42 amostra adquirida no dia e € a 52 imagem desta mesma amostra
(a primeira seria de terminagao 00).

4.7 — Obtencao dos Dados Clinicos

Ap6s todos os observadores terem feito suas leituras das laminas e
entregue seus resultados, a partir das fichas de registro da entrada das amostras
utilizadas em seu centro diagnostico de origem, obteve-se o nome, telefone e
endereco do médico veterinario o qual havia encaminhado o material para fins
diagnésticos. Desta forma pode-se entrar em contato com estes profissionais e
resgatar informacdes quanto a causa mortis, sobrevida, recorréncia e tratamento
realizado em alguns dos animais estudados. Em alguns casos fomos re-

encaminhados para os proprietarios a fim de obter tais informacdes.

Informacdes confiaveis, ao menos quanto ao tempo de sobrevida e causa
mortis, foram obtidas de 56 dos 92 casos estudados e analisados
histopatologicamente.

Informacgdes clinicas também puderam ser obtidas de algumas das fichas
de origem, tais como: raca, porte, sexo, idade e o nimero de nédulos.
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4.8 — Processamento das Imagens

Das imagens obtidas de 81 dos casos originais, foram analisados os 56
casos que possuiam dados de sobrevida, pelo programa "Sociology” (a ser
registrado no Instituto Nacional de Propriedade Industrial, desenvolvido pelo Dr.
Randall Luis Adam, pesquisador colaborador da UNICAMP).

O centro de cada um dos nucleos dos mastécitos neoplasicos constantes
na imagem foi marcado interativamente e a partir do posicionamento destes

pontos o programa foi capaz de:

1 — elaborar as imagens geométricas do Mosaico de Voronoi (MV), da
Triangulacdo de Delaunay (TD) e da Arvore Geradora Minima (MST) e,

2 — permitir a obtencao das variaveis abaixo descritas.
4.8.1 - Variaveis Gerais

1. Densmm2 - Densidade dos pontos marcados por milimetro

quadrado = niimero de pontos marcados a cada mm?.

4.8.2 - Variaveis Analisadas na Formacao do Mosaico Voronoi
1. MEPerimVor — Média do perimetro da area Voronoi
2. MEAreaVor — Média da area Voronoi
3. MEVorRound — Média do valor de esfericidade da areas Voronoi
4. SDPerimVor — Desvio padrao do perimetro das areas Voronoi
5. SDAreaVor — Desvio padrdo da area Voronoi

6. SDVorRound — Desvio padrao do valor de esfericidade das areas

Voronoi

7. CVPerimVor — Coeficiente de variacdo do perimetro das areas
Voronoi

8. CVAreaVor — Coeficiente de variagdo da area Voronoi
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9.

CVVorRound — Coeficiente de variagao do valor de esfericidade das

areas Voronoi

4.8.3 — Variaveis Analisadas na Formacao da Triangulacao Delaunay

1.

2.

8.
9.

MEAreat — Area média dos triangulos.
MEMaxAngle — Média dos angulos maximos
MEMinAngle — Média dos angulos minimos
MEPerimT — Média do perimetro

SDAreaT — Desvio padréao da area dos tridangulos
SDMaxAngle — Desvio padrao do angulo maximo
SDMinAngle — Desvio padrdo do angulo minimo
SDPerimT — Desvio padrao do perimetro

CVAreaT — Coeficiente de variagao das areas

10.CVMaxAngle — Coeficiente de variagao dos angulos maximos

11.CVMinAngle — Coeficiente de variagdo dos angulos minimos

12.CVPerimT — Coeficiente de variagdao do perimetro

Obs.:

Para todas as variaveis da triangulacdo Delaunay os Tridngulos

indesejaveis foram ignorados (Tridngulos indesejaveis tém seu circuncentro fora

da imagem).

4.8.4 — Variaveis Analisadas na Formacao da Arvore Geradora Minima

1.

2.

SumMST - Somatoéria de todos os ramos da AGM
NMSTVertic — NUmero de ramos

MEMSTVert — Média do comprimento dos ramos

. SDMSTVert — Desvio padrao do comprimento dos ramos

CVMSTVerti — Coeficiente de variagao do comprimento dos ramos
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4.9 — Analise dos Dados Obtidos

4.9.1 — Analise de Concordancia entre observadores
indice Kappa

As variaveis obtidas mediante mensuracado descrita no item 4.4, tiveram o
indice kappa calculado segundo Randolph (2008) mediante programa on line
disponivel em http//www.justusrandolph.net/kappa/ o qual possibilitava a obtencéo
do kappa para avaliacbes sem numero de valores elegiveis pré-determinados

(Free-marginal multirater Kappa - Kfree) conforme preconizado por Randolph
(2005).

Os resultados foram comparados a tabela proposta por Cohen (1960) onde
Kappa 1 é a concordancia total entre os observadores, Kappa 0 € a concordancia
somente ao acaso e os valores intermediarios podem ser interpretados conforme

se segue:

e K __menorque 0,40 = fraco;

Koo de 0,40 a 0,59 é considerado razoavel,

Koo de 0,60 a 0,74 é considerado bom e,

. Koo acima de 0,75 é considerado muito bom.

Foram submetidos ao calculo de Kfree os valores das variaveis constantes do

item 3.4.1 para cada um dos observadores, apos os valores serem distribuidos em

3 categorias.
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4.9.2 - Anadlise Estatistica das Variaveis de Patnaik et al. (1984) e

estabelecimento de nova metodologia de graduacao de MCCs.
a) Analise univariada

Cada uma das variaveis categorizadas foi avaliada quanto a sua relevancia
prognostica em relacdo a sobrevida dos pacientes mediante Regressédo de Cox,
estratificada por tratamento, utilizando-se o programa SPSS 10.0 para Windows.

b) Analise Multivariada

Utilizou-se dos seguintes critérios para selecionar as variaveis que seriam

incluidas na analise multivariada:

= Ser variavel categorizada relevante quanto ao prognaostico (p < 0,05)

a analise univariada;
= Ter concordancia definida por K 2 0,35.
Os métodos utilizados foram a Regressdao de Cox e Kaplan-Meyer,

utilizando-se os programas Winstat 10.0 e, SPSS 10.0 para Windows pelo método

retroativo condicional (“Backward conditional”).
c) Estabelecimento de novos parametros para categorizacao de MCCs
As variaveis de concordancia Koo > 0,35 consideradas independentes a

analise multivariada serdo aquelas indicadas para comporem um novo meétodo
simplificado de prognédstico quanto a sobrevida. Caso a(s) variavel(is) se revele(m)
protetora(s) sera(do) computada(s) como negativa(s) e as agravantes como
positivas. O novo escore sera aquele oriundo do somatério das categorias de cada
variavel considerada valida pelos critérios especificados em (b).

4.9.3 — Analise Estatistica das Variaveis da ASE

As variaveis oriundas dos estudos quantitativos da analise estrutural das
imagens serdo avaliadas quanto ao impacto na sobrevida mediante Regressao
Univariada de Cox. As varidveis com relevancia prognostica (p<0,05) serdo
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submetidas a analise multivariada Retroativa condicional para que se revelem as

variaveis independentes.

As variaveis independentes serdo reavaliadas, juntamente com o escore
proposto em analise multivariada pelo mesmo método ou com o grau médio

conferido.
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5 - RESULTADOS

Dos 56 casos inicialmente considerados aptos aos estudos de sobrevida
verificou-se que 38 (67,86%) eram fémeas; 25 (56,82%) possuiam porte médio e
idade média de 8,27 anos (SD=+3,6 anos; amplitude de 1 a 16 anos). Do total de
animais com raga identificada (n=55), caes sem raca definida (SRD) perfaziam um
total de 23,21% (n=13). Dentre os caes de raca pura (n=42), os da raca Boxer
representavam a grande maioria dos casos (45,24%). Do total de casos, 69,09%
(n=38) possuiam apenas um noédulo neoplasico e 80,36% (45) receberam a
cirurgia como tratamento unico. Dos 11 (19,64%) animais que receberam terapia
adjuvante ao tratamento cirargico, 100% receberam prednisolona e apenas 01

animal recebeu Sulfato de Vincrista juntamente com a prednisolona.

Os 6ébitos atribuidos a doenca (complicacdes paraneoplasicas e/ou,
disseminagcdo de metastases e/ou, eutanasia a pedido dos proprietarios devido a
péssima qualidade de vida de seus animais de companhia) corresponderam a 31
(55,36%) dos animais (MCC). Os demais 41,07% animais (n=25) vieram a &bito
por outras causas ou sobreviveram até o fim do periodo de seu acompanhamento

clinico.

Dos 11 animais que receberam tratamento quimioterapico, nenhum deles
foi classificado como grau lll. Sete (07) ndo morreram devido ao MCC (eutanasia
ou morte natural), dos quais trés (03) apresentavam MI=0 e ST=22,67 meses
(média esperada de 33,40 meses); um (01) apresentava MI=1 com ST=21 meses
(média esperada de 21 meses); um (01) com MI=3 e ST=21 (média esperada de
20,20 meses); um (01) com MI=5 (média esperada de 9,5 meses) o qual foi
censurado devido a seu Obito por outras causas dois (02) meses apds o
diagnéstico e, um (01) com MI=10 (FEL39804) com ST=24 meses (média
esperada de 12,25).

Nenhuma das varidveis clinicas foi considerada significativa (p< 0,05) com

vista a sobrevida dos animais.
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Os diversos aspectos clinicos dos animais estudados e respectivas
frequéncias validas podem ser observadas na Tabela 1. Enquanto a Tabela 2
apresenta o0 numero de ndédulos tumorais observados nos animais e

comparativamente naqueles caes de raca Boxer e de outras racas.

Tabela 1 — Dados clinicos dos casos avaliados.

Dados clinicos | Caracteristica Frequéncia | Validos (%)
Porte Pequeno 10 22,73
Médio 25 56,82
Grande 04 9,10
Gigante 05 11,36
Raca Boxer 19 33,93
SRD 13 23,21
Terrier Brasileiro 05 8,93
Fila Brasileiro 03 5,36
Daschund 03 5,36
Labrador 02 2,99
Yorkshire 02 2,99
Sharpei, Dogue | 01 cada 1,79
Alemao, Pastor
Alemao, Golden
Retriever, Cane
Corso, Doberman,

Schnauzer, Bernese
Mountain Dog,

Sexo Machos 18 32,14
Fémeas 38 67,86
Tratamento Cirargico somente 45 80,36
Cirurgia e |11 19,64
quimioterapia
Regiao afetada | Membro 11 34,38
Caudal (quadril, | 8 25,00
cauda, genitalia,
regido inguinal)
Tdrax 7 21,88
Cervical e cabeca 6 18,75
Status da | Obito pela doenca 31 55,36
doenca Sobrevivente ou |25 44,64

morto outras causas
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A Tabela 3 apresenta a idade média dos pacientes ao primeiro diagnostico
evidenciando o fato de a idade dos caes da raca Boxer ser em média dois anos
menor do que as demais racas estudadas.

Tabela 2 — Presenca de nédulos cutaneos.

N° de Animais estudados | Boxers Outras Racas

nodulos o Obitos | Total Obitos | Total Obitos

1 (n-%) 38 — 17 — 12 -60% | 06 — 50% | 26 — 11 -
69,1% 44.74% 74,29% 42,31%

2 (n-%) 10 — 04 - 04 -20% | 01 —25% | 06 — 03 - 50%
18,2% 40,00% 17,14%

3 (n-%) 04 — 00 — 03 -15% | 00 — 01 — 00 —
7,5% 00,00 00,00 2,86% 00,00

4 (n-%) 03 - 02 — 01-5% |01- 02 — 01 —50%
5,5% 66,67% 100% 5,71%

Tabela 3 — Comparacéo da idade dos animais de acordo com a raga.

Animais Boxers Outras Racas
estudados
Idade Média ~ 8 anos ~6 =9
SD + 3,59 anos +2,6 + 3,68
Minima 1 ano 2 anos 1 ano
Maxima 16 anos 12 anos 16 anos
Amplitude | 15 anos 10 anos 15
<8anos | 19(33,93%) 9 (47,37%) 10 (52,63%)

5.1 - CONCORDANCIA ENTRE OBSERVADORES

Em vinte e oito (28 — 34,57%) dos casos estudados (n=81), a concordancia
entre os patologistas foi total, com todos conferindo 0 mesmo grau aos mesmos
casos. Destes, a dois (2 — 7,14%) foi conferido o grau |, a dezenove (19 — 67,86%)
o grau ll e, a sete (7 — 25%) o grau lll, conforme Tabela 4. Verificou-se que havia
discordancia total entre os observadores, conferindo um grau diferente para o
mesmo caso em trés (8 — 3,70%) do total de casos estudados. Assim sendo, é
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importante ressaltar que o indice Kappa (Kfree =0,28) da concordancia quanto ao
grau atribuido foi considerado baixo.

O numero de casos classificados em cada um dos trés graus do sistema de
Patnaik, bem como a sobrevida média atribuida a cada um dos graus por

observador isolado é apresentado nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 — Numero de MCCs classificados como |, Il e Ill, por cada um dos trés
observadores.
Grau Patnaik G | Gl Gl
W,
1 7 57 17
2 9 54 18
3 33 31 16

Tabela 5 — Sobrevida média (em meses) observada em cada um dos graus de Patnaik
atribuidos por cada observador e para o grau médio (média simples).

Observador | G | G Il Gl
1 30,33 22,63 13,43
2 28,75 22,87 11,88
3 29,87 19,19 10,27
Grau de 31,25 22,87 8,95
consenso

Os resultados dos calculos do indice K . bara as variaveis de Patnaik
categorizadas em trés categorias estao disponiveis na Tabela 6.

Os resultados apontam que foram consideradas de muito boa concordéancia
apenas as variaveis: presenca de multinucleagao (Kfree =0,83) e presenca de

gigantdcitos (Kfree =0, 814). Foram consideradas com boa concordancia (0,75 >

K = 0,60) binucleagdo (k. =0,62), mitose (k. =0,65), necrose (k. =0,66) e
free free free free

53



hemorragia (k=0,62). Foi considerada razoavel a concordancia para: celularidade

(K . =0,47), arranjo celular (Kfree =0,43), presenca de endentagdes nucleares e

fre
presenca de um ou mais nucléolos evidentes (Kfree =0,42). Para variaveis limitrofes
do fraco (Kfree >0,35) encontram-se granulacado citoplasmatica ((Kfree =0,35) e
edema (Kfree =0,36). Todas as demais variaveis foram consideradas de

concordancia fraca a “ao acaso” (Kfree < 0,35). A Tabela 6 ilustra os valores de Ko

para todas as variaveis derivadas da graduagao proposta por Patnaik divididas em

3 categorias.

Tabela 6 — Valores de K para dados categorizados.

Variavel K . 3 categ
Presenca de Estroma 0
Presenca de hialinizacao 0,061728
Tamanho celular 0,080247
Pleomorfismo celular 0,098765
Formato do nucleo 0,141975
Aspecto da Cromatina 0,154320
Formato celular 0,160494
Contorno do celular 0,209875
Grau de Patnaik 0,277777
Infiltracao de tecidos 0,296295
Quantidade de Citoplasma 0,296295
Diferenciacao celular 0,302469
Granulacao citoplasmatica 0,351850
Presenca de Edema 0,364197
Presenca de 1 ou + nucléolos evidentes | 0,413580
Arranjo celular 0,425925
Celularidade 0,46789
Presenca de endentacoes nucleares 0,580246
Presenca de binucleacao 0,617283
Presenca de Hemorragia 0,623455
Presenca de Mitoses 0,654319
Presenca de Necrose 0,660492
Presenca de Gigantécitos 0,814813
Presenca de multinucleacao 0,833332
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5.2 — ANALISE DE SOBREVIDA

A analise univariada (regressdao de Cox) da sobrevida dos animais em
relacdo as variaveis de Patnaik et al. (1984) revelou como relevantes (p < 0,05) as
variaveis apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Variaveis de Patnaik categorizadas consideradas relevantes quanto a
sobrevida e respectivos Koo

Variaveis B | Sig. oo
Celularidade 0,028 | 0,006 | 0,468
Quantidade de citoplasma -0,022 | 0,019 | 0,296
Contorno celular -0,029 | 0,004 | 0,210
Arranjo celular 0,016 | 0,031 | 0,426
Diferenciacao celular 0,024 | 0,026 | 0,302
Pleomorfismo 0,026 | 0,024 | 0,099
Presenca de infiltracao dos tecidos adjacentes 0,024 | 0,043 | 0,296
Evidéncia da granulacao citoplasmatica -0,025 | 0,007 | 0,352
Formato do nucleo 0,034 | 0,006 | 0,142
Aspecto da Cromatina 0,032 | 0,001 | 0,154
Presenca de um ou mais nucléolos 0,039 | 0,001 | 0,414
Presenca de Binucleacao 0,018 | 0,028 | 0,617
Presenca de gigantdcitos 0,019 ] 0,017 | 0,815
Mitose 0,031 | 0,000 | 0,654

Das variaveis apresentadas na Tabela 7, as que se apresentam dentro dos
critérios de inclusdo para andlise multivariada foram: celularidade, arranjo celular,
evidéncia da granulacao intracitoplasmatica, presenca de um ou mais nucléolos,
presenga de binucleagédo, de gigantocitos e de mitoses. A analise multivariada
revelou serem independentes as variaveis mitose (B=0,749 p=0,042) e
evidenciagdo da granulacao citoplasmatica (B= - 1,011 e p= 0,012), possuindo

esta ultima caréater protetor.
Considerando-se que:

(a) Na avaliagdo das mitoses 1 € a auséncia de mitoses, 2 é a presenca de

algumas mitoses na amostra e, 3 é a presenca de varias mitoses na amostra).

(b) Na avaliacdo da granularidade -3 € presenca de granulacao evidente
(Figura 10), -2 é a presenca de granulacdo de aspecto variado e/ou, fina
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granulacao (Figura 11) e, -1 é a auséncia de granulagdo ou granulacdo pouco
Obvia (Figura-12);

Podemos inferir que o somatério do grau de 1 a 3 da categoria mitose, com
o grau de -1 a -3 da categoria granulacao, resultou em um escore passivel de
variagdo entre dois negativo (-2) e dois positivo (+2). O escore foi
significativamente correlacionado com a sobrevida a analise univariada de Cox. O
extremo negativo indicando excelente sobrevida, o extremo positivo o pior
prognostico e, os intermedidrios - 1 a +1 o grau intermediério. Estes resultados
estdo apresentados na Tabela 8.

£,

—_‘1

Figura 10 - Granulacdo citoplasmatica evidente, em mastocitos neoplasicos,
classificada como grau - 3 em fotomicrografia digital de amostra do animal 44
acompanhado por 40 meses até sua morte nao relacionada a presenca de MCC.
HE, Objetiva 100X, ocular 10X. Dimensao: 650X514 pixels.
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Figura 11 - Granulagdo citoplasmatica fina, em mastdcitos neoplasicos,
classificada como grau - 2 em fotomicrografia digital de amostra do animal 64
acompanhado por 15 meses até sua morte relacionada a presenga de MCC. HE,
Objetiva 100X, ocular 10X. Dimensao: 650X514 pixels.
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Figura 12 - Auséncia de granulagéo citoplasmatica, em mastocitos neoplasicos,
classificada como grau - 1 em fotomicrografia digital de amostra do animal 33
acompanhado por 0,5 més até sua morte relacionada a presenca de MCC. HE,
Objetiva 100X, ocular 10X. Dimensao: 650X514 pixels.
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Tabela 8 — Resultados da analise univariada de sobrevida do escore proposto.

Observador B para | Significancia (p) | B do grau | Significancia
escore do escore (p) do grau

Obs 1 0,654 0,002 0,865 0,032

Obs 2 0,556 0,002 0,862 0,030

Obs 3 0,531 0,004 0,952 0,001

Consenso 0,872 0,000 1,210 0,001

A andlise multivariada do escore sugerido e grau de Patnaik verificou-se
que sdo variaveis independentes: grau de consenso, grau do observador 1, grau
do observador 2 e escore proposto (B=0,872; 0,654; 0,556 e p=0,000; 0,002;
0,002 respectivamente). Apenas para o grau conferido pelo observador 3 a

variavel independente revelou-se como o proprio grau de Patnaik.

As curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) do grau individual e de consenso e,
do escore individual e de consenso evidenciam bem a melhora do perfil individual
e geral da estimativa progndéstica resultante conforme pode ser observado nos

graficos 1 a 8.
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A andlise univariada das variaveis resultantes da andlise da estrutura
sintatica dos MCCs revelou que os coeficientes de variacdo da esfericidade, da
area e do perimetro dos PV do MV e, dos angulos maximos dos TD, eram
relevantes para o progndstico (Tabela 9).

Tabela 9 — Variaveis de ASE consideradas de relevancia prognéstica a analise
univariada

VARIAVEIS B p
CV dos angulos maximos dos TD 29,671 | 0,026
CV da esfericidade dos PV 0,322 | 0,028
CV dos perimetros dos PV 0,212 | 0,029
CV da area dos PV 0,173 | 0,031

As curvas de sobrevida relativas a cada uma das variaveis apresentadas na
Tabela 9 encontram-se expostas nos graficos 9 a 12, assim como imagens
ilustrativas da triangulacdo Delaunay e Voronoi podem ser observadas nas
Figuras de 10 a 15.
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Figura 13 - Triangulagcdo Delaunay (em preto) e Arvore Geradora Minima (em
branco) em fotomicrografia digital de amostra do animal 37 classificado por
consenso como grau | de Patnaik, acompanhado por 42 meses até sua morte ndo
relacionada a presenga de MCC. HE, Objetiva 40X, ocular 10X. Dimenséo:
1300X1030 pixels.
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Figura 14 - Triangulagédo Delaunay (em branco) e Mosaico Voronoi (em preto) em
fotomicrografia digital (animal 37), grau de consenso | de Patnaik, acompanhado
por 42 meses até sua morte ndo relacionada a presenca de MCC. HE, Objetiva
40X, ocular 10X. Dimensao: 1300X1030 pixels.
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Figura 15 - Triangulagdo Delaunay (em preto) e Arvore Geradora Minima (em
branco) em fotomicrografia digital (animal 84), grau de consenso Il de Patnaik,
Obito associado a presenga de MCC 18 meses apds o diagnéstico. HE, Objetiva
40X, ocular 10X. Dimens&o: 1300X1030 pixels.
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Figura 16 - Triangulacdo Delaunay (em branco) e Mosaico Voronoi (em preto) em
fotomicrografia digital de amostra do animal 84 classificado por consenso como
grau |l de Patnaik, débito associado a presenca de MCC 18 meses apds o
diagnéstico. HE, Objetiva 40X, ocular 10X. Dimensao: 1300X1030 pixels.
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Figura 17 - Triangulagdo Delaunay (em preto) e Arvore Geradora Minima (em
branco) em fotomicrografia digital de amostra do animal 52 classificado por
consenso como grau lll de Patnaik, 6bito associado a presenca de MCC 01 més
apos o diagnéstico. HE, Objetiva 40X, ocular 10X. Dimensao: 1300X1030 pixels.
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Figura 18 - Triangulagcdo Delaunay (em branco) e Mosaico Voronoi (em preto) em
fotomicrografia digital de amostra do animal 52 classificado por consenso como
grau lll de Patnaik, 6bito associado a presenca de MCC 01 més apds o
diagnéstico. HE, Objetiva 40X, ocular 10X. Dimensao: 1300X1030 pixels.

A andlise multivariada de todas as variaveis de ASE significativas a analise
univariada o CV do angulo maximo dos triangulos da TD revelou-se como variavel

independente (p=0,021).

Ao procedermos a analise multivariada das variaveis significativas de ASE
juntamente com o grau conferido por cada um dos observadores e com o grau de

consenso e, posteriormente, com o escore proposto observamos que:

a) No caso do grau conferido pelo OBS 1 as variaveis independentes
eram Grau de OBS 1 e o CV da area dos PV (p=0,37 e p=0,34,

respectivamente).

b) No caso do grau conferido pelos OBS 2 e 3, as variaveis
independentes eram os seus Graus e o CV do Angulo M&ximo do TD
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(para OBS 2 p= 0,058 e 0,040 respectivamente e, para OBS 3 p=
0,002 e 0,096, respectivamente).

c) No caso do grau de consenso as variaveis independentes eram Grau
de consenso e CV da esfericidade dos poligonos Voronoi (p= 0,001 e
0,059).

d) Nos casos do escore dos OBS 1, 2, 3 e de consenso, a Unica
variavel independente foi o proprio escore (p=0,001; p=0,002;
p=0,002 e p=0,000, respectivamente).
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6 — DISCUSSAO

6.1 — Amostras

O fato das amostras analisadas serem originarias de Varios
clinicos/cirurgides sugere que diferentes técnicas de excisdo com margens
questionaveis tenham sido aplicadas. Poderia assim, implicar em distorcées no
resultado final da anadlise das diversas amostras, no entanto, Calahane et al
(2004); Michels et al. (2002); Murphy et al. (2004) e Simoes et al. (1994); séo
unanimes em afirmar que as diferencas nas técnicas cirurgicas ndo sao marcantes
o suficiente para afetar o progndstico e que o fato das margens cirlrgicas nao se
encontrarem livres de células neoplasicas ndo levam necessariamente a um pior

prognaostico.

Ainda no que tange as amostras, a variedade de origens e,
consequentemente, de tratamentos definidos para cada um dos pacientes, poderia
afetar negativamente a confiabilidade da amostra. No entanto, verificou-se que o
tratamento de escolha (cirurgico) havia sido aquele preconizado por Cahalane et
al. (2004) e por London & Séguin (2003). A utilizacao de quimioterapia adjuvante
com prednisolona e/ou vincristina ndo revelou afetar significativamente a
sobrevida conforme Calahane et al. (2004); McCaw et al. (1997); Séguin et al.

(2006) e Turrel et al. (1988) observaram em seus estudos.

A graduacéo do MCC baseou-se no método de Patnaik et al. (1984) por ser
este um método reconhecidamente de grande correlacdo com o prognéstico e
devido ao fato de ser o mais amplamente aceito (Gierger et al., 2003; Patnaik et
al., 1984; Rogers, 1996; Sfiligoi et al., 2005; Simoes et al., 1994; Simoes & Buttine,
1994; Walder & Gross, 1992).

6.2 — Dados Clinicos

O perfil dos animais estudados nao diferiu daquele presente na literatura
internacional no que diz respeito aos MCCs. A idade média de surgimento da
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doenca foi a mesma citada por Al-Sarraf et al. (1996), Cahalane et al. (2004),
Gieger et al. (2003), Hahn et al. (2004), London & Séguin (2003), Michels et al.
(2002), Murphy et al. (2004), Romansik et al. (2007), Scott et al. (1996), Séguin
et al. (2001), Séguin et al. (2006), Sfiligoi et al. (2005), Simpson et al. (2004),
Strefezzi et al. (2003), Walder & Gross (1992), sendo este em torno de oito anos.

Estes autores relatam MCCs em animais com idade entre de 4 meses a 18 anos.

E interessante notar que, ha maior ocorréncia em cdes da raca Boxer
(n=19) na regido de nosso estudo, da mesma forma que evidenciado em dados
nacionais (Strefezzi et al., 2003) e em literatura estrangeira (Cahalane et al., 2004;
Grabarevic€ et al., 2009; Hahn et al., 2004; London & Séguin, 2003; Michels et al.,
2002; Romansik et al., 2007; Scott et al.,1996; Walder & Gross, 1992), porém
diferentemente do que os mesmos pesquisadores sugeriram, a freqiéncia de
Retrievers afetados nao foi maior do que a frequéncia nas demais ragas na
populagéo por nés enfocada. Acreditamos que tal achado pode ser atribuido a
uma menor popularidade destas ragas no Brasil.

Embora o numero de animais tenha sido limitado, podemos sugerir que a
popularidade de uma raca pode inferir importancia a ocorréncia de MCCs na
mesma. Este seria o caso dos cades da ragca Fox Terrier Brasileiro (“Fox
Paulistinha”) a qual, segundo a Confederagéo Brasileira de Cinofilia, originou-se
de Terriers trazidos no século XIX e inicio do século XX por brasileiros que iam a
Europa para fins de estudo e, voltavam trazendo exemplares de Terriers. Tal
origem explicaria a presenca desta ragca em nosso estudo, porquanto os Terriers
também s&o tidos como ragas predispostas ao MCC (Romansik et al., 2007;
Walder & Gross, 1992).

A predominancia em fémeas, embora nao significativamente diferente da
frequéncia em machos foi a mesma encontrada na maior parte da literatura
consultada (Al-Sarraf et al., 1996; Hahn et al., 2004; Murphy et al., 2004; Simbes
et al., 1994; Simpson et al.,2004). Embora Calahane et al.( 2004) e Grabarevi¢ et
al.(2009) observassem predominancia em caes machos, também ndo puderam
estabelecer qualquer correlagéo entre sexo e sobrevida, o que foi relatado apenas
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por Gerritsen et al. (1998), os quais estabeleceram uma relacdo sobrevida-sexo
significativa (p=0,009) em seu estudo.

Embora Turrel et al. (1988) e Gieger et al. (2003) tenham estabelecido uma
relagéo significativa entre a localizagédo do ndédulo e a sobrevida, sendo que este
ultimo atribuiu a localizacdo no focinho um pior prognéstico, nossos dados nao
deram suporte a esta teoria tanto no que tange a localizacao, quanto ao que diz
respeito ao numero de nodulos. Da mesma forma Al-Sarraf et al. (1996),
Grabarevic et al.(2009), Ishiguro et al. (2003), Murphy et al. (2004), Rogers (1996),
Seguin et al. (2001), Seguin et al. (2006), Sfiligoi et al. (2005), Simpson et al.
(2004) e Tham et al. (1999) afirmaram ndo haver encontrado relacdo entre

localizacdo e numero de nédulos com a sobrevida.

Strefezzi et al. (2003), observaram uma maior freqiéncia de ndédulos
multiplas nos MCCs, no entanto, verificamos que a maioria de nossos animais
apresentavam nddulos solitarias 0 que parece estar de acordo com a literatura
internacional (Macy, 1985; O’Keefe, 1990, Simbes et al., 1994).

6.3 — Concordancia Entre Observadores e Analise de Sobrevida

Em relagdo ao exame histolégico de mastocitomas, muitos autores referem-
se a dificil concordancia entre observadores (Northrup et al., 2005; Susaneck et
al., 2001).

A escolha do método de Kappa para estabelecer a concordancia efetivou-se
decorrente de ampla literatura atribuindo a este indice a capacidade de avaliar a
concordancia entre observadores na avaliacdo de conhecidos métodos de
graduacdo de tumores e avaliagcbes radiograficas (Coar e Freeman, 2004;
Glaessgen et al.,, 2004; Hasnain et al., 2004; O'Flaherty et al., 2002; Pretty &
Maupomé, 2004). Devido ao nosso estudo ser baseado em laminas cujos
resultados eram desconhecidos e sem numero pré-determinado de freqiéncia de
ocorréncia, fizemos a opgao pelo método proposto por Randolph (2005). A maior
caracteristica deste método é justamente a de se aplicar a diversos observadores,
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com varias possibilidades de opcboes de escolha sem fixagdo de numero de

ocorréncia para cada opgao, ou seja, o Kappa Livre de margens (Kiree).

Para fins de verificagdo da concordancia, atendendo ao sugerido por
Northrup et al. (2005), padronizamos a graduacao das amostras de modo a que
todos os patologistas acessassem o grau a partir de um Unico método. O método
Kappa € o de escolha para avaliar concordancia entre observadores, pois a
porcentagem de diagndsticos concordantes depende do niumero de observadores
envolvidos no estudo. E 6bvio que enquanto trés observadores em nosso estudo
concordaram em 34,57% do total de diagnésticos, no estudo de Northrup et al.
(2005) com 12 patologistas este numero atingiu somente 6,67% de concordancia
total porquanto envolvia muito mais observadores. Entretanto, ao estabelecermos
o indice Kappa (Kwee =0,28) para avaliar a concordancia, verificamos que a mesma
ainda se encontrava aquém do desejado sendo considerada fraca (Kiee < 0,40).

O fato de estabelecermos a fraca concordancia entre observadores reforga
o sugerido por diversos autores quanto a necessidade de métodos que, somados
as gradacoes existentes, possam prever melhor o comportamento bioldgico desta
neoplasia (Kravis et al., 1996; Northrup et al., 2005; Preziosi et al, 2007; Rech et
al., 2004; Simoes et al., 1994; Susaneck et al., 2001), uma vez que mesmo com a

padronizacdo do método ndo obtivemos uma boa concordancia.

Ha de se levar em conta que nenhum dos patologistas trabalha na mesma
instituicdo e, que nenhum deles obteve seu aprendizado em anatomia patolégica
nas mesmas Instituicbes de ensino superior até o mestrado (inclusive). Estes
fatores podem e devem ter peso sobre o resultado final da concordancia, bem
como o numero de anos em experiéncia diagnéstica, no entanto, Northrup et al.
(2005), nao obtiveram melhores resultados apesar da formacdo e ambiente de
trabalho serem os mesmos ou similares em seus estudos. O fato de nao existir
“padrao ouro” para o diagnéstico de MCCs impede que possamos avaliar qual o

grau “correto” para cada um deles (Northrup et al., 2005).

Varios autores inferem a subjetividade dos parametros utilizados a falta de
sucesso em prever o comportamento de um grande numero de MCCs,
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principalmente aqueles classificados com grau Il (Frimberger et al., 1997; Kravis et
al., 1996; Northrup et al., 2005; Preziosi et al., 2007; Rech et al., 2004; Rogers,
1996; Romansik et al., 2007; Séguin et al., 2001; Simoes et al., 1994; Susaneck et
al., 2001). Quando em uma classificagdo diagnéstica ha baixa concordancia entre
pessoas formadas no mesmo lugar precisamos suspeitar que ao menos alguns
critérios desta classificacdo nao sdo bem definidos e, portanto, seu diagnéstico
nao pode ser feito com uma concordancia satisfatéria. Assim, analisamos
separadamente a reprodutibilidade dos critérios individuais que compdem a

graduacéao Patnaik.

Nossos resultados encontram-se alinhados com o sugerido pela literatura,
pois as variaveis de maior concordancia entre os observadores eram justamente
aquelas mais objetivas tais como a presenca de binucleagao (Kree 0,62), mitose
(Kiree 0,65), necrose (Kiee 0,66), hemorragia (Kiee =0,62), multinucleacao (Kiree
=0,83) e de gigantoécitos (Kiee =0,814). Assim sendo, variaveis subjetivas como
formato celular e tamanho celular obtiveram um indice kappa muito baixo
(respectivamente Kiee =0,09 e 0,08) aproximando-se do que é considerado ao

acaso (Kiee =0) e acabaram por nao refletir a sobrevida dos pacientes.

Apesar da baixa concordancia o grau refletiu de forma inequivoca a
sobrevida dos pacientes quando utilizado sob a forma de média do grau conferido
pelos trés observadores (p=0,001), tal resultado foi semelhante aquele indicado
por Gerritsen et al., 1998; Hahn et al., 2004; Patnaik et al., 1984 e Turrel et al.,
1988. Corroboram este achado as afirmagdes de Frimberger et al., (1997),
London e Séguin, (2003), Romansik et al., (2007); e Sfiligoi et al., (2005), os quais
afirmam que o grau histologico € ainda hoje um dos melhores fatores
prognosticos.

Em nosso estudo, a obtencdo da média permitiu melhor evidenciagédo do
grau Il desta neoplasia, 0 que néo era observado com o resultado da graduacgéo
por nenhum dos trés observadores isoladamente quando os MCCs, assim
classificados, tendiam a se comportar como grau | ou lll. Da mesma forma, varios

autores afirmam que o processo de decisdo torna-se mais complicado para os
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MCCs de grau ll, os quais muitas vezes se comportam como grau | ou Il
(Frimberger et al., 1997; Rogers, 1996; Romansik et al., 2007; Séguin et al., 2001;
Susaneck, 2001). Esta tendéncia pode ser explicada pela observacédo de Bigras et
al. (1996), ao esclarecerem que “é bem conhecido que dentro de um sistema de
classificacdo em trés graus ha a tendéncia de se escolher o grau Il devido a que,
na pior hipétese, este grau prové a menor possibilidade de distor¢cdo a partir da

verdade”.

Ao observarmos as variaveis significativas (p<0,05) podemos inferir que as
de maior impacto sdo aquelas referentes a analise indireta de proliferagéo e
diferenciacao celular conforme o relatado por Romansik et al. (2007) em relagéo
as mitoses, a contagem de AgNORs e Ki-67. A presenca de nucléolos e o aspecto
da cromatina, ambos os fatores prognosticos em nosso estudo, refletem os
estudos sobre as AgNORs, as quais sabidamente sdo marcadores importantes
para sobrevida de caes portadores MCCs (Bostock et al., 1989; Kravis et al.,1996;
London & Séguin, 2003; Rech et al.,2004; Romansik et al.,2007; Simdes et
al.,1994).

Sueiro et al. (2002), afirmaram que uma das melhores estruturas a serem
avaliadas ultraestruturalmente € o nucleo. Tal achado corrobora nossos resultados
no que tange a esta estrutura porquanto o aspecto do ndcleo revelou-se de muito
boa significancia quanto a sobrevida (p=0,007). Estes resultados ainda podem ser
confirmados com os estudos morfométricos realizados por Maiolino et al. (2005),
Strefezzi et al. (2003) e de Waldemarin et al. (2004), sendo que estes ultimos
pesquisadores caracterizaram a distribuicdo da heterocromatina e a morfologia
dos nucléolos diferenciando, de forma objetiva, MCCs de histiocitomas e de tumor
venéreo transmissivel do cao (TVTC). No entanto, embora expresse tdo bem a
sobrevida, seu indice kappa foi considerado muito baixo (Kiee =0,15) e para
elaborar o indice prognédstico é necessario que os critérios tenham, além de
relevancia prognéstica, uma reprodutibilidade aceitavel entre os observadores.

As varidveis de Patnaik et al. (1984), sob andlise pelo indice Kire,

expressam o que a literatura vem exaustivamente apontando quanto a
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subjetividade a que estdo sujeitas as analises visuais humanas (Maiolino et al.,
2005; Northrup et al., 2005; Strefezzi et al., 2003; Waldemarin et al., 2004).
Pudemos observar que das sete varidveis que se apresentaram com
concordancia aceitavel entre os trés observadores, trés nao foram significativas
para sobrevida, e as remanescentes eram mitose (p=0,000), presenca de
binucleacao (p=0,028), aspecto da granulacdo citoplasmatica (p=0,007) e
presenca de gigantocitos (p=0,017).

A avaliacado da presenca de mitoses (determinada em 3 categorias), assim
como o estabelecimento do indice mitético (numero de mitoses por 10 campos de
grande aumento) mostrou excelente relacdo com sobrevida (ambas com p=0,000).
Estes resultados estdao de acordo com aqueles obtidos por Elston et al.,, 2009;
Preziosi et al., 2004; Romansik et al., 2007 e Sakai et al., 2002, embora estes
ultimos ndo tenham logrado éxito em obter valores médios significativamente

diferentes entre o grau Il e Ill dos MCC estudados.

Da mesma forma Romansik et al. (2007), estavam certos quando
aventaram a possibilidade de haver variabilidade na identificacdo de mitoses, pois
embora a concordancia em nosso estudo tenha sido considerada boa (Kiee =
0,65), foi préxima ao limite minimo para ser considerado nesta categoria (0,742
Kiree = 0,60). Ainda segundo estes autores, fatores que podem influir nesta
concordancia estdo relacionados a escolha dos campos para avaliacdo, mas
acreditamos que também a habilidade individual em reconhecé-las possa estar
envolvida, embora ndo tenhamos objetivamente avaliado esta possibilidade neste
estudo.

A identificacdo das variaveis de concordancia aceitavel com relevancia
progndstica permitiu reduzir o numero de variaveis utilizadas para graduacado. O
estabelecimento de um novo escore, baseado na observacdo da granulagéo
citoplasmatica (pouco evidente=1, fina=2, e dbvia=3) e presenca de mitoses
(ausentes=1, até 2=2 e mais que duas=3), revelou-se significativamente
relacionado a sobrevida.
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A granulacao intracitoplasmatica ja era apontada por Sueiro et al. (2002),
como uma das melhores indicacbes de anaplasia em mastdcitos neoplasicos
(p=0,006). Patnaik et al. (1984), Walder & Gross (1992), Simoes & Schonning
(1994), Rogers (1996), Hendrick et al. (1998), London & Seguin (2003), Strefezzi
et al. (2003), referem os mesmos aspectos dos granulos, correlacionando-os com

a sobrevida do caes portadores de MCCs.

Naqueles MCCs bem diferenciados a evidente granulagdo preenche o
citoplasma, naqueles moderadamente diferenciados os granulos tém aspecto fino
assemelhando-se a poeira e, naqueles mal diferenciados, apenas ocasionalmente,
podem ser observados granulos os quais, em sua maioria, apresentam-se finos e
pouco evidenciaveis. Segundo Rech et al. (2004), pode-se ainda observar uma
menor propriedade metacromética dos granulos naqueles MCCs pouco

diferenciados.

Marconato et al. (2008), ao alertar para o fato de que os granulos
citoplasmaticos poderiam interferir na visualizagdo dos nucleos e que, este fato
poderia forcar uma escolha de ndcleos menos diferenciados para fins de
morfometria nuclear, revela sua crenca na capacidade prognéstica dos granulos.
No entanto, apesar de tantos elementos a favor, havemos de levar em conta o
fator “degranulacdo de mastdcitos”, frequentemente relatado nos MCCs o qual

poderia diminuir consideravelmente a granularidade na area.

Simoes et al. (1994), aparentemente foram os Unicos a referenciarem a falta
de relagdo significativa entre granularidade e sobrevida, embora tenham
observado que o aumento do tamanho dos granulos tenha sido mais evidente
naqueles MCCs que nao recorreram. Interessante notar que no mesmo ano, este
mesmo autor utiliza-se da granulagdo como ferramenta auxiliar na definicdo

diferenciacao de MCCs (Simoes e Schonning, 1994).

6.4 — Analise Sintatica Estrutural.

Numahara et al. (2001), enfatizam que “a distribuicdo das células em um
tecido podem ser de trés tipos: (a) aleatorio ou Poisson, (b) agrupada ou (c)
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regular. A distribuicao aleatéria é formada ao acaso e nao ha interacao entre
células individuais. Uma distribuicdo agrupada por interagdes atrativas e, quando
certa interacdo repulsiva ocorre entre os individuos, eles mantém distancia uns
dos outros e uma distribuicdo regular é formada.”, assim é valido supor que o
nivel de organizagdo de um tecido relaciona-se com a interacdo entre suas

células.

O somatorio dos ramos da AGM, ou seja, seu comprimento total (SAGM),
ja foi relacionado a variacao na distancia entre estruturas e células (Weyn et al.,
1999; Zaitoun et al., 1998) e, Brinkuis et al. (1996), observaram que o
comprimento da AGM refletia o grau de diferenciagdo arquitetural do tecido
tumoral ao estudar carcinoma ovariano avancado em mulheres. Desta forma néo
somos os primeiros a relatar a relagdo da sobrevida do paciente com o
comprimento da AGM (p=0,051), embora tenhamos obtido um valor de p
limitrofe. Nos estudos de Palmer et al. (2008), o SAGM foi uma variavel
significativa quanto a sobrevida, porém foi obscurecido pelo estadiamento do
carcinoma ovariano e a doenca residual a analise multivariada. Ao analisarmos
de forma multivariada o SAGM com o grau de consenso da mesma forma
observamos o obscurecimento do SAGM, restando apenas o grau como variavel
independente (p=0,000).

As variaveis resultantes da analise sintatica estrutural tais como CV
perimetro dos PV, CV éarea dos PV, CV angulo maximo dos TD, CV da
esfericidade dos PV e Somatério dos ramos da AGM, estdo em sua maioria
relacionadas a distribuicdo arquitetural das células nas amostras (Bigras et al.,
1996; Brinkuis et al.,, 1996; Coleman et al., 1994; Duyckaerts e Godefroy, 2000;
Dubois et al., 1999; Kansal et al., 2000; Karch et al., 2005; Keenan et al., 2000;
Minciacchi et al., 2009; Palanza et al., 2005; Palmer et al., 2008; Raby et al.,
2001; Sudbo et al., 20002; Weyn et al., 1999; Zaitoun et al., 1998).

O CV é a variavel que melhor reflete a distribuicdo das células em um
tecido. Pode ser representado pela razao entre o desvio padrao e a média, desta

forma, seu valor minimo € zero quando ndo ha desvio padrdo, ou seja, a
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distribuicao é regular; o valor € um ou maior representa um desvio padrao igual
ou superior a média obtida, revelando uma distribuicdo por agrupamentos e;
quando o valor do CV gira ao redor de 0,5 a distribuicdo é aleatéria (Bigras et al.,
1996; Carreta et al., 2001; Dubois et al., 1999; Duyckaerts e Godefroy, 2000;
Karch et al., 2005; Minciacchi et al., 2009; Palanza et al., 2005; Raby et al.,
2001).

O fato dos CVs de area, perimetro e esfericidade dos PV estarem
significativamente refletindo a sobrevida indicam claramente que, quando em
uma mesma amostra ha aumento da freqiiéncia de aparecimento de PVs
pequenos e grandes e de PVs regulares e alongados, o prognostico é pior. Este
padrao sugere a formacado de agrupamentos celulares tanto mais abundantes
quanto menor for a sobrevida. (Bigras et al., 1996; Carreta et al., 2001; Dubois et
al., 1999; Duyckaerts e Godefroy, 2000; Karch et al., 2005; Minciacchi et al.,
2009; Palanza et al, 2005; Raby et al., 2001). Desta forma, grandes

agrupamentos de mastdcitos neoplésicos indicam um pior prognéstico.

Estas observacdes nos permitem entender o papel do CV do perimetro do
PV como variavel independente a analise multivariada das variaveis da ASE,
independentemente se calculada juntamente com o grau e 0 novo escore ou nao
(p=0,037). A presenca de PVs pequenos e grandes provocaria uma grande
variagdo do perimetro médio, o que representa um CV alto (Duyckaerts e
Godefroy, 2000). Assim quanto maior o CV do perimetro maior a variedade de

tamanho do PV e menor a sobrevida e maior a desorganizacao tecidual.

A TD fornece parametros relacionados aos obtidos pelo MV, uma vez que
se trata de subgrafo do MV (Kansal et al., 2000; Morel et al., 2001; Sudbg et al.,
20009).

Da mesma forma o CV do angulo maximo dos triangulos Delaunay
manteve-se como variavel independente (p=0,027). Scarpelli (2008), ao estudar
as variaveis de ASE em relacdo ao Tumor Venéreo Transmissivel do Cao
(TVTC), verificou que quanto maior a média dos angulos minimos dos triangulos
Delaunay, mais rapida era a resposta da neoplasia ao tratamento quimioterapico
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e que a média era significativamente correlacionada a cura. Se levarmos em
consideragdo que os angulos de um tridngulo sdo complementares e seu
somatério ndo deve ultrapassar 180° , € valido supor que o menor angulo
maximo de um tridngulo possivel é 60° Assim, nos tridngulos equilateros,
teriamos uma distribuicdo regular dos nucleos. Se ha variagcdo de angulos
maximos em uma triangulacdo Delaunay, aparentemente temos uma distribuicéo
irregular dos nudcleos marcados como ja haviamos observado em nossos
achados, confirmando assim a interpretacdo dada aos achados de CV de

perimetro, ‘esfericidade’ e area dos PV.

As observacdes de Carreta et al. (2001), areas livres ao redor das células
sdo de tamanhos diferentes, portanto as células n&o sdo regularmente
distribuidas através do espago naquele tecido proporcionando um aumento de
CV a ASE, tal fato pode também explicar os resultados obtidos quanto aos CV
pois sabidamente necrose, hemorragia e edema estdo presentes em MCCs e
relacionam-se a sobrevida (Patnaik et al., 1984 e Walder e Gross, 1992). Em
nossos estudos ndo fomos habeis em correlacionar estas varidveis com a
sobrevida de forma inequivoca embora seu indice Kappa tenha sido considerado

bom para as variaveis hemorragia e necrose.

Segundo Kumar et al.(2005), pleomorfismo e indice mitético séo
indicativos da irregularidade de um tecido, indicando a agressividade
(malignidade) das neoplasias. Os CVs estariam assim refletindo esta
irregularidade, expressa na analise das variaveis de Patnaik pela mitose
(p=0,001) e pleomorfismo (p=0,024). Esta ultima varidvel obteve um indice
Kiree=0,99, ou seja, muito préximo do que seria conferido ao acaso (Ksee=0),
desta forma podemos concordar com Brinkhuis et al. (1996), quando afirmam
que a grande vantagem da ASE é sua objetividade. Nossos célculos revelaram,
apdés andlise multivariada, que o Grau de Patnaik ndo foi obscurecido pelas
variaveis significativas da ASE mostrando-se complementares a este refletindo,
conforme a literatura acima exposta, a desordem como fator preponderante na
indicacao de maior agressividade. Quando calculadas juntamente com o escore
proposto, ndo obtiveram o mesmo poder e foram substituidas por este ultimo.
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Assim, podemos ainda inferir que a ASE acrescentou informacéao
prognostica valiosa a graduacao proposta por Patnaik e colaboradores em 1984,
pois para todos os trés observadores bem como para o grau de consenso,
alguma de suas variaveis (no caso os CVs) revelou-se como fator prognostico

independente ao lado do grau nas analises multivariadas.
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7 - CONCLUSOES

Podemos concluir que:

e E baixa a concordancia entre observadores ao se utilizar o método proposto
por Patnaik et al. (1984) na graduacao de MCCs, evidenciando-se assim a

baixa reprodutibilidade do método;

e Embora o grau de Patnaik esteja significativamente relacionado com a
sobrevida dos animais afetados, individualmente muitos dos parametros
utilizados por Patnaik et al. (1984) nao o estao;

e Um escore simplificado, obtido de varidveis de significativamente
relacionadas a sobrevida e de concordancia aceitavel, fornece relacao
significativa com a sobrevida sobrepujando na maioria das vezes o método
de Patnaik;

e O protocolo frente ao estadiamento parece ser aquele onde a auséncia de
mitoses e a presenca de granulagdo evidente impliquem em maior

sobrevida;

e Novos estudos com maior amostragem devem ser realizados de modo a se
testar a reprodutibilidade do escore proposto;

e A Andlise Sintatica Estrutural reflete de forma inequivoca os disturbios
arquiteturais presentes nas diferentes apresentagdes de diferenciagcao dos
MCCs;

e A Andlise Sintatica Estrutural fornece variaveis matematicas objetivas e de
relevancia prognéstica para MCCs;

e Variaveis derivadas da Triangulacdo Delaunay, do Mosaico Voronoi e da
Arvore Geradora Minima sao mais robustas que o grau de Patnaik e podem
complementa-lo, melhorando a previsibilidade desta neoplasia.
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APENDICE 1 — FORMULARIO DE AVALIACAO DE MCCS

GRADUACAO DE MASTOCITOMAS CANINOS

Lamina n®

Conclusao: mastocitoma grau

AVALIADOR:

\ 74

YVVVVYVYYVYYVYYVY

GRAU |

Pouco ou moderadamente celular
Lesdo confinada a derme e
espacos interfoliculares
Mastdcitos bem diferenciados
Células (Céls) em grupos ou em
fileiras separadas por fibras
colagenas maduras da derme
Céls arredondadas monomorficas
Citoplasma abundante

Contorno celular bem definido
Granulos intracitoplasmaticos
Nucleo arredondado
Cromatina condensada
Auséncia de nucléolo
Edema e necrose
(minimos)

discretos

vV VYV V¥V VY

VVVVVY VYV ¥V VV VY VY

GRAU I

Moderada a intensamente celular
Infiltracdo e/ou substituicdo de
derme profunda e subcutaneo
Céls moderadamente
pleomorficas

Céls arranjadas em grupos com
estroma fibrovascular delgado

Presenca de estroma
fibrocolagenoso espessado com
hialinizagéao

Céls arredondadas ou ovais

Céls fusiformes e células gigantes
espalhadas na lesao

A maioria das céls apresenta
citoplasma bem definido

Céls com citoplasma indistinto

Fina granulacao
intracitoplasmatica

Algumas céls com grandes
granulos hipercromaticos

Nucleos arredondados a
endentados

Cromatina escassa

Nucléolo evidente e Unico
Células binucleadas ocasionais
Raras mitoses

Areas de edema difuso

Areas de necrose

98

GRAU Il

A\ VVVVVY VVYVY

VV ¥V VVV VYV

VVVY

Grande celularidade

Pleomérfico

Substituicdo de subcutaneo e
tecidos profundos

Céls de tamanho médio

Céls arredondadas e/ou ovéides
Céls fusiformes

Céls dispostas em densas placas
Citoplasma indistinto

Granulos intracitoplasmaticos
finos ou pouco visualizaveis (nao
Obvios)

Presenca de
fibrovascular
Estroma fibrocolagenoso espesso
Estroma fibrocolagenoso com
areas hialinizadas

Nucleo vesicular endentado
Nucleo arredondado vesicular

Um ou mais nucléolos
proeminentes

Presenca frequente de células
binucleadas

Presenca de células gigantes
Presenca de células
multinucleadas

Mitoses frequentes

Presenca de edema

Presenca de necrose

Presenca de hemorragia

estroma



APENDICE 1 - FORMULARIO DE AVALIACAO DE MCCS
GRADUAGAO DE MASTOCITOMAS CANINOS

» Celularidade
[ @

Pouca moderada muita

» Grau de diferenciacao dos mastocitos

@ g
Bem diferenciado n moderada/te indiferenciado

» Pleomorfismo

° °
Monomorfico moderado pleomorfico

» Infiltracdo de tecidos

@ g
Derme/interfolicular derme profunda/subcutaneo

» Tamanho da células

@ g
Pequenas grandes

» Forma das células

@ g
Redondas ovais irregulares

» Arranjo das células

[ g
Cordoes ninhos macicos
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» Presencga de estroma fibro-colagenoso
@ ®

Ausente abundante

» Presenca de hialinizag&o colagenica
®

@

Ausente abundante

» Quantidade de citoplasma

[ o
Escasso moderado abundante

.> Definigdo do contorno celular .
Indefinido mal definido bem definido

» Granulagao intracitoplasmatica

{ 9
Pouco evidente fina 6bvia

> Formato do nucleo

@ o
Arredondado vesicular

> Presenca de endentacao nuclear

[ @
ausente endentados



APENDICE 1 - FORMULARIO DE AVALIACAO DE MCCS
GRADUAGAO DE MASTOCITOMAS CANINOS

» Aspecto da cromatina > Presencga de necrose
[ o
[ @
Condensada frouxa Ausentes extensa
» Presenca de nucléolo » Presenca de hemorragia
[ o ® P
ausente evidente dois ou mais Ausente moderada extensa

» Presenca de Células binucleadas

[ ®
Ausentes algumas varias
.> Presenca de células multinucleadas .
Ausentes algumas varias

» Presenca de células gigantes

[ L J
Ausentes algumas varias

» Presencga de mitoses

[ ]
Ausentes algumas varias

» Presenca de edema

[ g
Ausentes extenso
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APENDICE 2 — PUBLICACAO COM RESULTADOS OBTIDOS NA PRODUCAO

DESTE TRABALHO DE TESE MEDIANTE CONTAGEM DE MITOSES

Vot Pathol 46:362-365 (20097

Letter to the Editor

The Importance of the Mitotic Index as a Prognostic Factor for Sorvival of Canine Cutaneons
Mast Cell Tumors: A Validation Study

Eidlitor:

The importance of the mitote index (M) a3 a prognostic
factor m weterimary oncology has been  emphasized
recently. ***=* In their interesting explomtory study on
caning cutanoous mast cell wmors, Romansik et al'?
showed 4 significant asociation between MI and overall
survival, which could be important for cinical decision
making, especially in the case of Patnaik grade 11 tumors,
The median survival tme for dogs with a tumor M1 = 5
was sgnificantly longer than for those with a M1 = 3|
regardless of the gmde, Similarly, dogs with Patnaik grade
IT tumorsand a M1 = 3 survived longer than those with a
M = 3, The cut-point appliad in this study was hasad on
the distribution of the ML, as well az on MI categories
publihed for other tumor types.

Because the choice of the cul-point is critical in
progiostic  factor studies®” and bocasse the  elinical
relevance of mew prognostic indicators should always be
mvestigated in an mdependent group, ™' we started a
validation study to test the wility of the cut-points
suggested by Romansik of al'? Fifty-seven dogs with
cutaneous mast cell iumaors were included in this study. In
every case, the diagnosis had been confimeed inde pendently
by 3 velerinary pathologists, and complete follow-up
information had boen obtained, The tumor grade was
determtined according to Patnaik'® by consensis of the 3
ohserers The mumber of mitotic Agures/ 10 high-power
fields was counted as described by Romansik et 2. and
comparad with survival dats ina Cox proportional hazards
model using MI as a g mtilied variable. The mean MI of
grade | tumors (8 = 3) was (L6 (range: (-3). Grade 11
tumors (a8 = 41) had a mean MIof 22 (range; 0-16); grade
I tumors (k = 1) had 2 mean MI of 74 {range; (-21;
Eruskal-Wallis test P = (033). The Dunn posthoc test
showed signilicant differences between grades Tand I1 and
betwoen Tand T but not between 11 and TIL Furthermare,
a Jonckbeere-Terpsira test demonstmted that the M1
valugs imcreased with grade (P = 001). When apphing a
cut-point at MI = 3, our results were very similar (Figs, 1,
) to those reported by Romansik et o, ™ Dops with an M1
= 5 had a median survival time of § months, whemnas dogs
with MI = 5 did not reach median survival time (P = {3,
log-rank  test). Wext, we lonked Tor other cut-points,
submitting the MI values 1o a chster amalysis acconding
to the Ward algorithm after & logarithmic transforma-
tion A% Furthermore, the R* valoes, ako called coeffi-
cients of daurminaih'-n. al each Cox regression wers
recorded, BT varies between 000 and 10 and can be
mterpreted as the fractiom of the total varance of the
survival regression, which is explained by the MI score
system. Finally, the stability of the regressioms was tested

100
80~
£ 60
" —0— Milgdic index 0-5
& 40- —e— Mitolic index =5
-
m.
ol ' ! '
a W 30 40 S G0 TO
1 sunvival time (months)

Fig. 1. Kaplan-Meier survival plot of all dogs (n =
571 Stratification at a cut-pomt of M1 = 5. Log-rank
test o= A3,

by bootstrap resampling. This technigue creates new data
sels of equal size by random sampling of the original data
with replacement. Then for each of these “new™ 15 a mow
Cox regression i caleulated and the variables eniering the
“mew’ regressions are recorded A WinStat 3.1 and SPSS
B0 saltware was used.

The dendrogram derived from the cluster analysis
stromgly suggested the creation of 3 gmups 1) dogs with
tumar MI = {l, which did not reach median survival; 2)
dogs with tumor M1 between | and 7and a median survival
time af B months; and 3) dogs with tumor M1 > Tand a

-
2

g s

Patnaik grade |l

dogs alive (%)

40 —O— Mitodic index (-5
—— Milolic index =5
20
05 v —— 7 —— T
L] 0 W0 30 40 50 B0 TO
2 survival time (months)
Fig. . Kaplan-Meier survival plot of grade I

tumor-bearing dogs (m = 41). Stratfication at a cut-
point of MI = 5 Log-rank test P = {8,

L2 ]
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Fig. 3. Kaplan-Maer suraval plot of all dogs (n =

57). Stratification in 3 groups log-rank test P << 0001,
Median survival dme for group 3 (M1 > 7), 3 months;
for group X (MI between 1 and 7), 15 months; group 1
did not reach median survival time,

mediansurdval of 3 months (Fig. 31 When looking only at
the subgroup with gmde I tumors (Fig. 41, dogs with a
tumar M1 = 0§ did not reach median survival, whercas dops
with a tumor MI between | and 7 had a median survival
time of 15 months. The B* valie ol Cox regression applying
the MI stratification of Romansik et al.'* was (.05588 and
therefore lower than that of the stratification proposed in
this study ((0E5%6). The higher explanatory power ol the
latier was confimed by the bootstrap resampling study;
whien comparing both MT stratifications simultaneosly in
10} mew bootstrap sets, the M1 stratified according to our
method entered into the final Cox model im 91% of the
resampling sets; the MI stratified according to R omansik in
only ¥,

In summary, our investigation underlines the prognostic
imporiance of the mitotic count for dogs with culancous
mast cell tumors, Howewer, we heliewe that a stratification
in 3 groups with cut-points at | and 7 mitoses per 10 high-
power felds is superior to the stratification proposed by
Romangk et al."* Further independent studies are neces-
=ry o comobomte our proposal.
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Popos de Caldas
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Yeterinary School, UNIRP, 850 José do Rio Preto
Josemara M. Cavalcamti, DWM, PhD
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