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RESUMO

O mastocitoma ¢ dos tumores cutaneos mais comuns em caes ¢ caracteriza-se pela proliferagao
de mastdcitos neoplasicos, normalmente em derme e epiderme. Seu comportamento € variavel,
dificultando o estabelecimento do tratamento e tornando imprescindivel a investigacdo de
fatores prognéstico que possam auxiliar na previsdo do comportamento destes tumores.
Objetivou-se avaliar: alteracdes histomorfologicas em mastocitomas caninos, a expressao
imuno-histoquimica de c-KIT e Ki-67, a marcagdo para AgNOR, a correlacdo entre estas
variaveis ¢ sua influéncia na evolugdo clinica de cdes com mastocitoma, assim como
caracteristicas epidemiologicas e clinicas do tumor e sua relagdo com a morte do animal.
Observou-se relacdo entre arquitetura e grau segundo Kiupel (p= 2,907-6), mitose e grau
segundo Patnaik (p=0,003). Animais SRD apresentaram mais neoplasias grau II (p=0,045), e a
morte dos animais esteve relacionada com ulceracdo do tumor (p=0,006) ¢ idade do animal
(p=0,001). Houve associagdo entre quantidade de eosindfilos e extensdo tumoral (p=0,221) e
arquitetura (0,338); arquitetura e quantidade de mitoses (0,339); hemorragia e graduagdo
segundo Patnaik (p=0,190). Ja no teste de log-rank, arquitetura (p=0,006), nimero de mitoses
(p=0,000), graduacdo de Patnaik (p=0,045) e graduagdo de Kiupel (p<0,01), contagem de
AgNORs (p=0,39), Ki67(p=0,03), indice Ag67 (p=0,06) e padrao KIT (p=0,17), influenciaram
na sobrevida dos animais. Concluiu-se que ulceracao do tumor, arquitetura, nimero de mitoses,
graduacgdo histologica, Ki67, indice Ag67 e padrao KIT podem ser utilizadas como fatores

prognosticos de mastocitomas em caes.

Palavras- chave: cio. histopatologia. mastdcitos. neoplasia.



ABSTRACT

Mast cell tumors are one of the most common tumors in dogs. Due to the variable behavior of
this neoplasm, the investigation of prognostic factors that can help in predicting the behavior
of these tumors is essential. The objective was to evaluate: histomorphological alterations in
canine mast cell tumors, the immunohistochemical expression of c¢-KIT and Ki-67, the
expression of AgNOR, the correlation between these variables and their influence on the
clinical evolution of dogs with mast cell tumors, as well as epidemiological characteristics and
clinics of the tumor and its relationship with the death of the animal. In the chi-square test, there
was a relationship between architecture and degree according to Kiupel (p= 2.907-6), mitosis
and degree according to Patnaik (p=0.003). SRD animals had more grade II neoplasms
(p=0.045), and animal death was related to tumor ulceration (p=0.006) and animal age
(p=0.001). In the correlation matrix, there was an association between the number of
eosinophils and tumor extension (p=0.221) and architecture (0.338); architecture and number
of mitoses (0.339); bleeding and grading according to Patnaik (p=0.190). In the log-rank test,
architecture (p=0.006), number of mitoses (p=0.000), Patnaik grading (p=0.045) and Kiupel
grading (p=0.000), AgNORs count (p=0, 39), Ki67 (p=0.03), Ag67 index (p=0.06) and KIT
pattern (p=0.17), influenced the survival of the animals. It was concluded that tumor ulceration,
architecture, number of mitoses, histological grading, Ki67, Ag67 index and KIT pattern can

be used as prognostic factors for mast cell tumors in dogs.

Keywords: dog. histopathology. mast cells. neoplasm.
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1. INTRODUCAO

O mastocitoma (MCT) ¢ uma das doengas neoplasicas mais comuns em cdes, sendo
responsavel por 20% de todos os tumores de pele (KIUPEL; CAMUS, 2019; BERLATO et al.,
2021; GRAF etal., 2018).

O MCT apresenta comportamento bioldgico varidvel e imprevisivel, apresentando-se
como massas localizadas, que podem ser excisadas cirurgicamente com Sucesso, ou como
tumores metastaticos muitas vezes fatais (KIUPEL et al., 2011; SABATTINI et al., 2015,
BROCKS et al., 2021).

A determinagdo do protocolo terapéutico ¢ baseada, na maioria das vezes, na
apresentacdo clinica e presenga de fatores prognosticos (MELO et al., 2021) e, apesar dos
avancos em oncologia, ainda hoje o grau histologico € o elemento essencial para determinar o
prognostico de MCTs cutaneos caninos (PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984; KIUPEL et
al., 2011; BERLATO et al., 2021). Porém, a determinac¢do do grau histologico apresenta como
limitagdes a subjetividade de sua aplicagdo por diferentes patologistas, o que leva a discordancia
principalmente para MCTs de grau I e II (KIUPEL et al., 2011, VASCELLARI et al., 2013).
A subjetividade pode estar associada a falta de diretrizes para atribui¢do de grau em um MCT
onde coexistam caracteristicas histologicas tipicas de diferentes graus (BERLATO et al., 2021).

Apesar do grau histologico ser amplamente utilizado como fator prognostico,
isoladamente nenhum parametro pode com precisdo prever o comportamento bioldgico dos
MCTs em cdes (CASANOVA et al, 2021). Vérios métodos para determinagdo do
comportamento dos MCTs tém sido estudados para melhorar o progndstico, incluindo grau
citolégico (SCARPA; SABATTINI; BETTINI, 2014; CAMUS et al., 2016), padrao de
expressao da proteina KIT (KIUPEL et al., 2004), deteccdo de mutagdes da proteina tirosina-
quinase (c-KIT) (WEBSTER et al., 2006, TAKEUCHI et al., 2013), marcadores de proliferacao
(WEBSTER et al., 2006, VASCELLARI et al., 2012), avaliacdo de margem (S'EGUIN et al.,
2001; FULCHER et al., 2006; SCARPA; SABATTINI; BETTINI, 2014), localiza¢ao do tumor
(THOMPSON et al., 2011; KIUPEL et al., 2005), atividade mitotica (ROMANSIK et al., 2007,
ELSTON et al., 2009), morfometria nuclear (STREFEZZI; XAVIER; CATAO-DIAS, 2003,
MARCONATO et al., 2008), densidade vascular (PREZIOSI; SARLI; PALTRINIERI, 2004)
e, mais recentemente, medidas estereoldgicas de tamanho nuclear (CASANOVA et al., 2021).

Porém, mesmo com diversos fatores de prognostico identificados para o MCT, a tomada
de decisdo quanto as medidas terapéuticas para o paciente permanece desafiadora para o
profissional de pequenos animais (WARLAND et al., 2015). Assim, a complementacdo da

graduacao histoldgica com ferramentas para diagnostico que sejam acessiveis financeiramente
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e gerem resultados objetivos é recomendada. Com ferramentas combinadas, ha uma maior
probabilidade de identificar MCT de comportamento agressivo e de se estabelecer o melhor
plano de tratamento (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL, 2016).

O diagnostico citologico (CAMUS et al., 2016) e o sistema de classificagdo histologica
de Kiupel et al. (2011), apesar de apresentarem baixo custo, possuem como limitacdo ndo levar
em consideracdo o padriao de crescimento ou extensdo do MCT (infiltrativo ou ndo). Nao se
sabe se a falta de avaliacdo do padrao de crescimento pode levar a subestimagdao da
agressividade local do tumor em alguns casos (BERLATO et al., 2021). Consequentemente, o
estudo de variaveis histomorfoldgicas que possam auxiliar na determinagdao do prognoéstico €
necessario, principalmente porque estas podem ser obtidas a partir de ldminas coradas com
hematoxilina-eosina utilizadas rotineiramente para diagnostico histopatoldgico, evitando outras

técnicas de alto custo e complexidade.
Tendo em vista o exposto, o presente estudo tem como objetivos:

- realizar estudo retrospectivo dos casos de mastocitoma cutaneo canino, atendidos no

Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (HOVET-UFU);
- avaliar dados epidemioldgicos (raga, idade e sexo) de caes portadores de MCTs;

- graduar histologicamente os MCTs segundo Patnaik, Ehler e Macewen (1984) e Kiupel
etal. (2011);

- avaliar altera¢des histomorfologicas em MCTs;
- avaliar a expressao imunohistoquimica de c-KIT e Ki-67 nestes tumores;
- avaliar a expressao do marcador de proliferacdo celular AgNOR;

- determinar o valor prognostico das variaveis: tamanho e localizagdo dos MCT, grau
histologico, alteragdes histomorfologicas, expressao imunohistoquimica de ¢-KIT e Ki-67 e
expressao do marcador de proliferagdo celular AgNOR, correlacionando-as com a sobrevida

dos caes portadores de MCT.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastdcitos

Os mastodcitos sao células derivadas de células tronco hematopoiéticas que circulam no
sangue na forma imatura e atingem sua forma madura nos tecidos por influéncia de fatores de
crescimento locais (FCT e IL-3). Sdo encontrados principalmente em pele e mucosas
(WERNERSSON e PEJLER, 2014).

Sao células ovais medindo de 20 a 30 micrometros com granulos basofilicos no
citoplasma (PINHEIRO, 2007), todavia estes granulos ndo se coram devidamente a coloragao
rotineira de Hematoxilina e eosina, sendo necessaria coloragao especial de Azul de Toluidina

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1990).

A primeira descri¢do de mastocitos foi realizada por Paul Erlich no século XVIII, que
presenga de granulos estaria relacionada a nutricao celular (ERLICH, 1878). Os mastocitos
desempenham um papel importante nos mecanismos de defesa do organismo, principalmente a
inflamacdo, sendo que cada mastocito contém granulos que, quando liberados, eliminam

enzimas proteoliticas, histamina, heparina e fator quimiotatico eosinofilico (MISDORP, 2004).

Em geral, os mastocitos se encontram proximos de locais onde o corpo entra em contato
com o ambiente externo, que ¢ um local privilegiado para a iniciacdo e modulagao das respostas
imunes inatas. Nestes locais, os mastocitos podem tanto recrutar neutrofilos para o local da
infeccdo, quanto iniciar ¢ modular a inflamagao associada a resposta imune inata, além de

limitar a toxicidade de certos produtos gerados pelo hospedeiro (KALESNIKOFF e Galli, 2008).

Além disso, ha relatos de atuacdo de mastdcitos na degradagdo do fator de necrose
tumoral (FNT); na fibrose renal, degradando a fibronectina e formando angiotensina II e na
infeccdo parasitaria por Trichinella spirilis realizando a expulsao do parasita e recrutamento de
eosinofilos (WERNERSON e PEJLER, 2014). Apesar de os mastdcitos serem constantemente
considerados como problematicos, devido a sua funcao proeminente como células efetoras em
reacoes de hipersensibilidade alérgica dependente de IgE, as proteases dos mastdcitos parecem
ter fungdes benéficas durante os disturbios alérgicos, a exemplo da triptase 5, uma protease que

pode clivar IgE.

Em humanos, as doengas que envolvem diretamente mastdcitos sdo: mastocitose
cutanea e sistémica, leucemia de mastocitos e sarcoma de mastocitos, sendo estas incomuns

(WEILER e BUTTERFIELD, 2014). J4 em animais, a neoplasia de mastocitos ¢ conhecida
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como mastocitoma ¢ ¢ um dos tumores cutdneos mais comuns em caes, correspondendo a

15,30% das neoplasias de pele na cidade de Uberlandia (FERNANDES et al., 2015).

2.2 Mastocitoma cutineo canino

Mastocitoma ¢ caracterizado pela proliferagdo neoplésica de mastdcitos, que pode
ocorrer em qualquer parte do corpo e usualmente ¢ cutanea ou subcutanea (BLACKWOOD et
al.,, 2012). Sao classificados como tumores de células redondas, assim como melanomas,
linfomas, histiocitomas, plasmocitomas e tumores venéreos transmissiveis. Estes tumores
recebem esta classificacdo apenas por sua morfologia, ndo abrangendo sua origem (NICOLA,

2009).

2.2.1 Epidemiologia

A influéncia do sexo na ocorréncia do mastocitoma ¢ bastante discutida. Embora alguns
autores ndo relatem predisposicao sexual (PIERENI et al., 2019; COSTA et al., 2017), outros
estudos verificaram que a maioria dos cdes acometidos por mastocitoma eram fémeas (SOUZA
etal., 2018), ou ainda, que a maior ocorréncia se dava em fémeas castradas (GRAF et al., 2018).
J& Smiech et al. (2018) descreveram que as fémeas apresentam maior risco de desenvolver
tumores de baixo grau.

As diferengas na apresentacao clinica de MCT entre caes de ragas predispostas sugerem
um fundo genético no desenvolvimento de MCT (SMIECH et al., 2019). As ragas modernas de
caes foram criadas através de selecdo de caracteristicas fenotipicas especificas e praticas de
endogamia e uso de reprodutores populares reduzem a variagdo genética, o que resulta no
desenvolvimento de varias doengas hereditarias, incluindo neoplasia (SMIECH et al., 2019).

As racas mais acometidas pelo MCT s3o Boxer, Labrador, Golden Retriever
(WARLAND e DOBSON, 2013; PIERINI, et al., 2019), Bull terriers e Staffordshire Bullterrier
(WARLAND e DOBSON, 2013). Na Poldnia, Smiech et al. (2018) relataram as ragas Boxer e
Labrador como as mais acometidas e as ragas Shar Pei e Weimaraner como aquelas com mais
chances de desenvolver tumores de alto grau. Estes mesmos autores indicaram ainda as ragas
Boxer, Labrador Retriever, American Staffordshire Terrier, Golden Retriever, Buldogue
Francés, Dachshund e Shar-Pei como as mais acometidas em estudo conduzido em 2019
(SMIECH et al., 2019). Diversos estudos indicam a raga Shar Pei como susceptivel, como
Reynolds et al. (2019) que verificaram que cdes desta raca t€ém mais chance de desenvolver

mastocitomas de alto grau e Miller (1995) que descreveu a alta incidéncia de MCTs em Shar
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Peis com menos de dois anos de idade. Por outro lado, estudos realizados no Brasil revelam que
a maioria dos animais com mastocitomas sao sem raga definida (HORTA et al., 2018;
KLUTHCOVSKY et al., 2020)

Mc Niel et al. (2006) observaram um aumento significativo na frequéncia de MCTs em
Pugs em comparagdo com outros caes. White et al. (2011) também descreveram a raga Pug com
mais chances de desenvolver mastocitoma, além das ragas Boxer, Labrador ¢ Golden Retriever.

Quanto a idade, caes de meia idade sdo mais acometidos (THAMM e VAIL, 2008).
Caes com mais de dez anos apresentam 41,3 vezes mais chances de desenvolver mastocitomas
que aqueles com menos de 2 anos de idade (SHOOP et al., 2015) e o risco de ocorréncia de

tumores de alto grau é maior em cdes com idade entre 11 ¢ 16 anos (SMIECH et al., 2019)

2.2.2 Etiologia

A etiologia do mastocitoma ainda ndo estd bem elucidada. Lester et al. (1981) sugeriram
uma possivel associacdo entre infec¢des virais e a ocorréncia da neoplasia. Entretanto,
Madewell et al. (1984) analisando a ultraestrutura de mastocitomas em diversas espécies nao
encontraram particulas semelhantes a virus. Vail and Withrow (1996) sugeriram ainda que
inflamagao cronica poderia induzir a ocorréncia de mastocitoma.

Wakshlag et al. (2011) observaram que cdes da raca Labrador com mastocitoma
apresentam concentragdo sérica de vitamina D menor que animais ndo acometidos pela
neoplasia, sugerindo que os niveis baixos desta vitamina podem ser um fator de risco para
desenvolvimento de MCT. Semelhantemente, Russel et al. (2010) avaliaram a presenca de
receptor de vitamina D em mastocitos normais e neoplasicos e observaram maior
imunomarcagdo em tumores grau 3, podendo assim ser util para identificar pacientes para
ensaios terapéuticos de vitamina D.

O proto-oncogene c-KIT esta envolvido na patogénese do mastocitoma. Zemke et al.
(2002) demonstraram duplicacdes e delegdes no dominio justamembrana do gene c-KIT e
observaram associagao significativa entre a presenga de uma mutacgado e ocorréncia de tumor de
alto grau. Webster et al. (2006) demonstraram que o aumento da expressao de c-KIT apresenta
associacdo com recidiva da doenca e morte. Do mesmo modo, Kiupel et al. (2016)
demonstraram que mutagdes no c-KIT desempenham um papel central na oncogénese de
aproximadamente 20 a 30% dos caninos.

Anormalidades citogenéticas tem sido exploradas na tentativa de elucidar a etiologia
dos mastocitomas. Jark et al. (2017) analisaram o DNA gendmico em mastécitos de MCT

utilizando hibridizagdo gendmica comparativa de matriz e observaram média de 55 variacdes
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do numero de copias gendmicas, incluindo ganho e delec¢des, principalmente nos cromossomos
6¢11. Vozdocaetal. (2018), utilizando hibridizacao in situ fluorescente, notaram ganho clonal
do cromossomo 11 em 81% dos mastocitomas, entretanto sugerem a realizacdo de mais estudos
para avaliar a relagdo desta mutagdo com progndstico, sobrevida e recorréncia dos

mastocitomas.

2.2.3 Diagnostico

Diagnéstico citologico

Coleto et al. (2016) relataram que o diagnostico citoldgico apresenta 77% de
sensibilidade no diagndstico de neoplasias. No caso dos mastocitomas cutaneos caninos, o
diagnostico citologico ¢ um exame de triagem que permite um diagnostico minimamente
invasivo, no qual as amostras sio coletadas por aspiracdo por agulha fina (DENICOLA, 2009).
Este exame ¢ fundamental para o planejamento cirurgico, uma vez que os mastocitomas
apresentam alta propensdo a sangramentos, devido a presenca de heparina e histamina nos
granulos dos mastocitos, € a biopsia incisional ndo ¢ recomendada nesses tumores (WELLMAN
e LONDON 2020).

Segundo Jackson et al. (2012), nas laminas citologicas de mastocitoma sdo observadas
células redondas com granulos no citoplasma. DeNicola (2009) descreve que os nucleos dos
mastocitomas sdo redondos a ovais, por vezes encobertos pela grande quantidade de granulos.
Todavia, alerta para o fato de que, caso seja utilizada o corante Diff-Quik, um dos mais
utilizados na rotina clinica, os granulos dos mastocitos podem ndo se corar, dificultando o
diagnostico.

Além da presenca de mastocitos, eosindfilos podem ser visualizados de entremeio e nao
possuem relacdo com o comportamento bioldgico dos tumores. Jackson et al. (2012) sugerem
que caso nao forem observados granulos, mas houver presenga de eosinoéfilos, pode-se suspeitar
de mastocitoma. Além de mastdcitos e eosinofilos, o exame citoldgico pode apresentar ainda
grande quantidade de fibroblastos, devido a fibroplasia, podendo levar a um diagndstico erroneo
de neoplasia mesenquimal associada a infiltragdo de mastdcitos (DENICOLA, 2009).

Outro diagnostico diferencial que deve ser considerado quando sdo observados
mastocitos e eosinofilos na citologia € a dirofilariose. Mazaki-Tovi et al. (2016) descrevem
quatro casos de dirofilariose por Dirofilaria repens na pele de cdes em que os achados

citologicos eram muito semelhantes aos de mastocitoma, com presenca de grande quantidade
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de mastocitos e eosindfilos, e alertam para a inclusdo desta infeccdo como diagndstico
diferencial em éareas endémicas.

A citologia tem como limitagao a impossibilidade de analise da arquitetura tumoral, um
dos parametros utilizados na graduagao histologica. Nao obstante, Scarpa, Sabattini e Bettini
(2014) propuseram um sistema de classificacdo dos mastocitomas na citologia, utilizando os
mesmos parametros propostos por Kiupel (ocorréncia de mitose, células multinucleadas,
nucleos bizarros, cariomegalia e células binucleadas). Foram analisados 50 casos no periodo
pré-cirurgico e os resultados comparados a graduagao histoldgica no pos-cirtrgico, obtendo
84,6% de sensibilidade e 97,3% de especificidade.

De modo semelhante, Camus et al. (2016) sugeriram um método para avaliacio
citoldgica, sendo que o tumor que apresentasse pouca quantidade de granulos e presenca de
duas ou mais das demais caracteristicas (pleomorfismo nuclear, fibrilas de coldgeno, figuras de
mitose, binuclea¢do, multinucleacdo e anisocariose) atribuia-se alto grau e aos demais, baixo
grau. Todavia a analise ¢ limitada por ndo ser possivel visualizar a localizagdo do tumor, bem
como sua arquitetura tecidual, sendo para isso necessaria a realizagdo de exame histopatoldgico.

Shaw et al. (2018) compararam a graduagdo de bidpsias pré-cirurgicas realizadas por
meio de punch, biopsia incisional e biopsia por agulha fina com o resultado do exame
histopatologico da bidpsia excisioal e descreveram 100% de precisdo na pungdo por agulha
fina. Entretanto, os autores chamam atengao para o fato de que a presencga de grande quantidade
de granulos na amostra pode dificultar a visualizagdo de detalhes nucleares, dificultando o
estabelecimento do grau e subestimando o mesmo.

Strefezzi et al. (2009) no intuito de reduzir a subjetividade e aumentar a
reprodutibilidade da andlise citoldgica, propuseram uma analise computadorizada da
morfometria nuclear dos esfregacos de mastocitoma e concluiram que esta analise pode predizer
o comportamento bioldgico dos MCTs de forma independente. Barbosa et al. (2014) relataram
que a analise morfométrica nuclear de mastdcitos por meio de esfregacos citologicos ¢ um
método reproduzivel para graduar os mastocitomas.

Marcos et al. (2021) propuseram a andlise morfologica e estereoldgica da area nuclear
e verificaram que através da verificagdo da area nuclear dos mastocitos na citologia € possivel
diferenciar neoplasias de grau III de neoplasias de grau I e II, indicando que estas técnicas
complementares podem ser uteis na avaliacdo citoldgica de mastocitomas cutdneos caninos.

Kiupel e Camus (2019) afirmaram que a graduacdo citoldgica auxilia na tomada de
decisdo inicial, porém a graduacdo histologica em 2 graus, proposta por Kiupel et al. (2011)

ainda ¢ a melhor forma de identificar neoplasias de alto grau.
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Diagnéstico histologico

A maioria dos tumores sao cutaneos, ou seja, se localizam na derme ou epiderme, mas
podem ser subcutaneos, quando se apresentam abaixo dessas localiza¢des. Microscopicamente,
as c¢lulas sdo redondas a poligonais, com nucleos redondos centrais a levemente excéntricos.
Apresentam citoplasma moderado, rosa palido, contendo granulos azuis a acinzentados na
coloragdo de hematoxilina e eosina (HE). Observa-se ainda grande quantidade de eosinoéfilos
de entremeio (KIUPEL, 2016).

Por vezes, os granulos ndo estdo evidentes na coloragdo de rotina (HE) e faz-se
necessaria a realizagdo de colora¢do Azul de Toluidina. Essa técnica evidencia os granulos, que
apresentam coloracdo metacromatica, facilitando assim o diagndstico em neoplasias pouco
diferenciadas (LUNA, 1992)

Na andlise histologica, os tumores sdo classificados em graus, sendo que duas
classificagdes sdo utilizadas atualmente. O método de Patnaik, Ehler e MacEwen (1984) ¢ o
mais tradicional e distribui os tumores em 3 graus: grau I tumores com lesdes de baixa
celularidade, contidos na derme com mastocitos bem diferenciados com granulos evidentes e
dispostos em fila; grau II no caso de os mastocitos serem moderadamente diferenciados com
granulos menos evidentes, infiltrados na derme e subcutdneo e houver mitoses e células
binucleadas; grau III, no qual encontra-se células pouco diferenciadas, exibindo elevado
pleomorfismo, escassos granulos, indice mitdtico de médio a alto (PATNAIK, EHLER E
MACEWEN, 1984). A subjetividade deste método ¢ uma de suas desvantagens, uma vez que
ha grande discordancia entre observadores. Outro inconveniente ¢ que a maioria dos tumores
recebem grau II, o que dificulta a avaliagdo prognostica (STEFANELLO et al., 2015).

Por este motivo, Kiupel, et al. (2011) indicaram uma nova classificacdo em apenas dois
graus, baseado no numero de mitoses e caracteristicas celulares, como presenca de células
multinucleadas e nucleos bizarros. Esta classificagdo considera como alto grau os tumores que
apresentam pelo menos uma das seguintes caracteristicas: minimo de sete figuras de mitose em
10 campos de maior aumento, minimo 3 células multinucleadas e ao menos 3 nticleos bizarros.
Os mastocitomas que nao apresentarem pelo menos uma destas caracteristicas sdo considerados
de baixo grau.

Uma vez que o método de Kiupel diminui a subjetividade da avaliagdo, observa-se uma
tendéncia ao aumento de concordancia entre examinadores. Vascellari et al. (2013) compararam
o diagnostico de trés patologistas na classificacdo de Patnaik e notaram concordancia de 100%

nos tumores com grau 3, 70% nos tumores diagnosticados com grau 2 e 75% as neoplasias com
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grau 1, enquanto na classifica¢do de Kiupel a concordancia foi de 100% tanto nos tumores de
alto grau quanto nos de baixo grau. Nao obstante, Berlato et al. (2021) ressaltaram que uma
limitagao do sistema de classifica¢ao proposto por Kiupel ¢ ndo levar em consideracao o padrao
de crescimento ou extensao do MCT, podendo ocasionar a subestimagado da agressividade local
do tumor em alguns casos.

Para avaliar se havia correlag@o entre os sistemas de Patnaik e Kiupel, Horta et al. (2018)
avaliaram 149 neoplasias e descreveram que todos os tumores grau 1 foram classificados em
baixo grau e todos os tumores grau 3 foram classificados em alto grau, todavia
aproximadamente metade dos tumores de grau 2 apresentam alto grau e estes apresentaram
maior taxa de mortalidade relacionada ao tumor quando comparados aos tumores de grau 2
baixo grau. De semelhante modo, Vascellari et al. (2013) e Sabattini et al. (2015) também
relataram que a classificacdo em dois graus foi capaz de prever o comportamento negativo de

mastocitomas que receberam grau II na classificagdo de Patnaik.

2.3 Fatores de Prognostico

Tendo em vista a prevaléncia, o comportamento biologico variavel dos MCTs e o custo
de uma resposta terapéutica varidvel, torna-se imprescindivel prognosticar com precisdo os
mastocitomas (SLEDGE et al., 2016). Fatores como graduagdo histopatolégica (SLEDGE et
al., 2016), localizacdo (REYNOLDS et al., 2019; SMIECH et al., 2018), ragca (PIERINI et al.,
2019), estadio clinico (OMS) (WELLE et al., 2008), taxa de proliferacdo celular (indice
mitotico) (ROMANSIK et al.,, 2007), profundidade de invasdo do tecido subcutineo
(THOMPSON et al., 2010), nimero de nddulos tumorais (inico ou multiplo) (FURLANI et al.,
2008) e marcadores de proliferacdo celular, incluindo regides organizadoras nucleolares
argirofilicas (AgNORs) (BOSTOCK et al., 1989; SCASE et al., 2006), antigeno de células
nucleares em proliferagdo (PCNA) e Ki67 (BERLATO et al., 2015) tém sido utilizados na

tentativa de predizer o comportamento destes tumores.

2.3.1 Graduacao

2.3.1.1 Graduacao histologica

Até o momento, juntamente com o estadio clinico, o grau histologico € considerado um
fator progndstico altamente relevante. Animais com tumores de maior grau de indiferenciagdo
(grau III) possuem menor sobrevida (PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984), todavia, ao
longo do tempo, notou-se grande divergéncia entre os observadores quanto aos graus. Sabattini

et al. (2015) compararam as duas classificagdes propostas quanto ao grau e a sobrevida,
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afirmando que o método de Kiupel et al. (2011) gera menos divergéncias entre os observadores
e também ¢ capaz de prever melhor o prognostico de pacientes com tumores com grau II de
Patnaik. Em estudo realizado no Brasil, Horta et al. (2018) afirmam que os animais com tumores
com alto grau de Kiupel apresentaram risco intermediario de morte, independente do grau de
Patnaik, refor¢ando a classificacdo de Kiupel como melhor ferramenta prognoéstica.

Berlato et al. (2018) descreveram um acréscimo no risco de morte por mastocitoma a
medida que o grau histolégico ¢ maior. Caes com mastocitoma grau Il morrem 5,1 vezes (risco
relativo - hazard ratio 5,1) mais que a populacdo canina sem mastocitoma e aqueles com
tumores grau III morrem 45,6 vezes mais.

Fejos et al. (2021) analisaram varios fatores prognosticos e afirmaram que animais com
tumores grau 3 de Patnaik e Kiupel de alto grau apresentavam mais frequentemente metastase
a distancia no estadiamento. Por outro lado, Pizzoni et al. (2017) ndo observaram associagao
entre metastase e graduacdo, uma vez que 51% dos animais com metastase tiveram as
neoplasias classificadas em grau 1 ou 2 € 36% em baixo grau. Além disso, Hume et al. (2011)
afirmam que cdes com tumores de grau III morrem mais frequentemente como consequéncia
de sua doenga locorregional e dos efeitos colaterais clinicos associados e ndo das consequéncias
das metastases a distancia.

Recentemente, o consenso realizado pelo Oncology Pathology Working Group (Berlato
et al., 2021) e De Nardi et al. (2022) recomendaram a utilizagdo sincrona das duas graduagdes
histologicas (Patnaik e Kiupel), além de associacdo com outros fatores progndstico, tais como
idade, progressdo clinica, tamanho, marcadores de proliferacdo, uma vez que alguns tumores
com grau I e baixo grau ainda podem apresentar comportamento clinico agressivo,

independente da classificagdo utilizada.

2.3.1.1 Graduagao citologica

Estudos tém sido desenvolvidos no sentido de padronizar uma graduagdo citologica
capaz de auxiliar na avaliagdao progndstica e contribuir para tomada de decisao clinica. Camus
et al. (2016) observaram que os animais com mastocitomas de baixo grau na citologia
apresentavam maior sobrevida (média de 562 dias), comparado aos que receberam alto grau
(média de 364,6 dias).

Kiupel e Camus (2019) alertam que os tumores com menos granulos apresentam pior
prognostico, no entanto, algumas coloragdes rapidas utilizadas na citologia dificultam a

visualizacdo dos granulos.
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De semelhante modo, Berlato et al. (2021) afirmaram que o sistema proposto por Camus
fornece informagdes pré-operatdrias valiosas, uma vez que as neoplasias classificadas como
baixo grau na citologia apresentam boa correlagdo com a graduagao histolégica e o
comportamento clinico, entretanto, deve-se ter cautela com os diagnésticos de alto grau na

citologia, pois podem ocorrer casos falso positivos.

2.3.2 Margens cirurgicas

Com respeito as margens cirargicas dos mastocitomas, tradicionalmente recomenda-se
3 cm de margens tanto laterais quanto profundas (SIMPSON et al., 2004; SCHULTHEISS et
al., 2011). todavia na avaliagdo histopatoloégica muitas vezes ainda observa-se margens
comprometidas. Este fato pode ocorrer devido a retracao do tecido ao formol e a retirada de
tecido para melhor acomodagdo no cassete. Risselada et al. (2015) afirmam que as margens
histologicas retraem 35 a 42% em relagdo as margens cirargicas.

Na maioria das neoplasias, observa-se inflamag¢do peritumoral, sendo que uma outra
dificuldade observada na avaliagdo histopatologica de margens ¢ a diferenciacdo entre
mastocitos neoplasicos e mastocitos normais. Kiupel (2017) recomenda que um grupo de trés
ou mais mastocitos seja considerado neoplasico, no entanto Camus e Kiupel (2019) consideram
essa classificacdo arbitraria.

Estudos recentes questionam a necessidade de retirada de uma margem tao ampla, uma
vez que margens cirirgicas menores podem influenciar positivamente a morbidade do paciente,
a satisfagdo do proprietario e a redugdo do 6nus financeiro (SELMIC e RUPLE, 2020). Nesse
sentido, Schultheiss et al. (2011) avaliaram as margens de 115 mastocitomas e observaram que
a cada 1 mm de aumento na margem profunda as chances de desenvolvimento de metastase ou
recidiva local diminuiam 1,46 vezes e a cada Imm de acréscimo nas margens laterais os riscos
reduziam 1,27 vezes. Apesar disso, sugerem a utilizagdo de margens menores que as
recomendadas atualmente em animais com tumores grau 1 e 2, uma vez que nao observaram
recidiva e metastase apds a excisdo cirdrgica em pacientes com tumores com margens laterais
> 10 mm e margens profundas > 4 mm.

Do mesmo modo, um ensaio realizado nos Estados Unidos com 90 mastocitomas de 73
cdes ndo encontrou associacdo entre margem e recidiva local, no entanto observou que os
tumores recidivantes eram maiores, com alto indice de proliferacdo e maior grau histologico
(DONNELLY et al., 2015)

Selmic e Ruple (2020) realizaram uma revisdo de literatura sobre margens cirurgicas

em mastocitomas e sugerem o uso de margens cirurgicas de 2 cm em mastocitomas grau [ e II
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com tamanho inferior a 4 cm. Entretanto, ndo ha evidéncias que suportem a utilizagdo de

margens menores que 3 cm em tumores maiores de 4 cm e com graduagao II1.

2.3.3 Marcadores de proliferacao

2.3.3.1 indice Mitético

Sabe-se que o indice mitotico ¢ preditivo de sobrevida global para cdes com
mastocitomas independente do grau do tumor. Caes com mastocitomas com um indice mitético
de 0-5 apresentam mediana de sobrevida de 70 meses, enquanto caes com indice mitotico >5

apresentam mediana de sobrevida de 2 meses (ROMANSIK et al., 2007).

Estudos realizados no Reino Unido mostraram que 82% dos animais com tumores que
apresentavam taxa de mitose < 5 permaneciam vivos apos 3 anos da cirurgia, enquanto entre
aqueles que apresentavam taxa de mitose > 5, apenas 21% permaneciam vivos (BERLATO et
al., 2015) e animais com tumores com alto indice mitético (>5) tém 6 vezes mais risco de morte

do que aquele com baixo indice mitético (BERLATO et al., 2018).

A fim de validar o ponto de corte do indice mitdtico proposto por Romansik et al. (2007),
Elston et al. (2009) também propuseram uma nova forma de agrupamento dos tumores, na qual
10 campos de maior aumento sdo analisados e os tumores sdo agrupados em trés grupos: 0
mitoses, 1 a 7 e >7. Durante o periodo de acompanhamento de sobrevida deste estudo, nenhum
animal do grupo que ndo apresentava mitoses morreu, a média de sobrevida dos que
apresentavam tumores com 7 mitoses//10 campos foi de 15 meses e dos que exibiam >7

mitoses/10 campos foi trés meses.

Neste mesmo sentido, Van Lelyveld et al. (2015) sugeriram um ponto de corte de 2,
porém recomendaram a utilizagdo de uma classificagao escalonada de indice mitdtico, ao invés
do estabelecimento de um Unico ponto de corte, uma vez que a avaliagdo prognoéstica dos
animais agrupados no grupo intermedidrio (entre 2 e 7 mitoses) ¢ dificil. Estes autores
observaram que os animais que apresentavam indice mitdtico >7 tinham maior probabilidade
de morte associada a neoplasia, enquanto os que apresentavam indice mitdtico entre 2 e 7
tinham probabilidade moderada e aqueles com baixo indice de proliferacdo (<2) tinham apenas

5% de probabilidade de morte.

Estudo realizado por Horta et al. (2018) demonstrou que, na analise univariada, houve
associagdo entre o indice mitdtico e presenca de metdtases, além de nimero de células

binucleadas e intensidade de necrose intratumoral. Entretanto, os animais com tumores com
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indice mitotico >5 apresentaram sobrevida maior que nos estudos anteriores (média de 307
dias), fato que pode ser explicado devido a auséncia de exames post mortem nos casos que

morreram durante o estudo, podendo o dbito devido ao tumor ter sido subestimado.

Bertram et al. (2019) alertam para o fato de que o nimero de mitoses varia entre as
diferentes regides do tumor e destacam a necessidade de padronizagdo na escolha dos campos
nos quais sera realizada a contagem de mitose, tendo em vista que observaram divergéncia entre

a contagem realizada por analise computadorizada das imagens e a contagem manual.

Kiupel et al. (2019) ressaltam que a alta quantidade de granulos em alguns tumores pode
dificultar a visualizacdo de mitoses. Além disso, Sledge, Webster e Kiupel (2016) advertem que
apesar da contagem de mitose ser um critério muito utilizado na graduagao histoldgica, mede
apenas a fase proliferagdo celular, ndo refletindo a fracdo de células que estdo em crescimento.
Logo, ressaltam a importancia de se utilizar outros marcadores de proliferagao, como Ki67 e

AgNOR.

2.3.3.2 AGNOR

A ligacdo de nitrato de prata a regides organizadoras nucleolares (AgNOR) ¢ utilizada
rotineiramente como marcador de proliferacdo em processos patologicos, em especial em
mastocitomas (SIMOES et al., 1994; SCASE et al., 2006, WEBSTER et al., 2007). Este indice
reflete o aumento da velocidade de progressdo do ciclo celular (SLEDGE; WEBSTER;
KIUPEL, 2016). Contagens altas de AgNOR estdo associadas a presenca de metastase em
linfonodo (KRICK et al., 2017), grau histologico (BERGMAN et al., 2004, BOSTOCK et al.,
1989), aumento da taxa de recidiva local e a distancia WEBSTER et al., 2007) e ao aumento de
morte relacionada com o tumor (BOSTOCK et al., 1989;WEBSTER et al., 2007).

Para melhor avalia¢do de fatores de proliferacdo nas neoplasias, devem ser analisadas
as areas com maior quantidade de células marcadas, sendo esta uma das vantagens da técnica
de AgNOR, pois as regides se coram em marrom e sdo mais facilmente identificadas que
mitoses coradas por hematoxilina e eosiona (KIUPEL e CAMUS 2019). Bostock et al. (1989)
afirmaram que a contagem de AgNOR ¢ um indicador progndstico melhor e mais objetivo que

o grau histoldgico e o indice mitotico.

Devido ao comportamento varidvel dos mastocitomas de grau 2, Séguin et al. (2006) e

Smith et al. (2017) selecionaram apenas caes com esta graduag¢do a fim de avaliar se o baixo
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indice proliferacdo celular conseguiria prever o comportamento destas neoplasias e concluiram
que a recidiva € improvavel em animais com tumores com baixa taxa de proliferaciao. Por outro
lado, Scase et al. (2006) descreveram nao ser possivel prever o comportamento de mastocitomas

grau 2 através do indice de AgNOR, sendo esta uma das desvantagens da técnica.

Confirmando a correlagdo entre as altas taxas de proliferagdo e maior malignidade,
Hume et al. (2011) afirmaram que mastocitomas grau 3 apresentam elevados indices de

AgNOR, todavia nesse estudo nao foi observada associagdao progndstica.

2.3.3.3 KI67

O Ki67 ¢ uma proteina presente no ntcleo da célula que € expressa em todas as fases do
ciclo celular, exceto na fase GO ou quiescéncia, ou seja, ¢ um marcador de crescimento celular
(OLIVEIRA et al., 2020). A imunomarcagao para Ki67 apresenta associacdo com a graduagao
histologica (VASCELLARI et al., 2012; SCASE et al., 2007), intervalo livre da doenga (GIL
et al., 2020) e comparando a imunomarcagao para Ki67 e o indice mitdtico, Van Lelyveld et al.
(2015) afirmaram que enquanto a marcagao para Ki67 ¢ mais sensivel, o indice mitdtico ¢ mais

especifico.

A taxa de imunomarcacdo para Ki67 nos mastocitomas varia de 0 a 55% das células
positivas, com média de 11% (KANDEFER-GOLA et al., 2019). Maglennon et al. (2008)
sugerem que tumores com >1,8% das células expressam Ki-67, possuem pior progndstico,
embora ndo tenha observado associagdo entre a imunomarca¢do ¢ metastases a distincia e
recidiva local. Em razdo desta alta variagdo, Webster et al. (2007) propuseram um método para
padronizar a avaliagdo da imunexpressdao de Ki67 em mastocitomas, onde sdo contadas as
células Ki67 positivas utilizando uma grade ocular de 10x10mm em cinco campos de maior
aumento. Calcula-se entdo a média de células marcadas nesses campos € os animais que
apresentarem tumores >23 células marcadas sdo classificados como alta taxa de proliferagao

celular e apresentam menor sobrevida e morte relacionada ao tumor.

A imunomarcac¢do para Ki67 ¢ particularmente importante em neoplasias de grau 2,
visto que o progndstico destes tumores ¢ incerto. Scase et al. (2007) afirmam que os caes com
mastocitoma grau 2 que apresentam maior positividade para Ki67 apresentam menor
probabilidade de sobrevivéncia. Semelhantemente, Berlato et al. (2013) afirmam que tanto o

indice mitotico quanto o indice Ki67 foram capazes de diferenciar independentemente MCTs
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com pior progndstico, sendo esta distingao particularmente significativa para mastocitomas de

grau intermediario.

Um dos obstaculos da utilizagao da avaliacao de Ki-67 € que em alguns tumores a
imunomarcag¢do nao ocorre. Fonseca-Alves et al. (2015) relataram que utilizaram como controle
positivo a pele presente no fragmento da neoplasia, e que 49,27% das amostras de seu estudo
precisaram ser descartadas pois ndo expressavam Ki67 neste controle positivo interno. Kiupel
e Camus (2019) relatam ainda que por vezes a localizagdo dos campos de maior marcagdo para
Ki67 no menor aumento torna-se dificil e por isso recomendam a utilizacdo de cromédgeno

vermelho.

Para melhor refletir a taxa de proliferacdo e crescimento celular, os indices de AgNOR
devem ser multiplicados pela taxa de Ki67 (WEBSTER et al., 2007). De semelhante modo,
Kiupel et al. (2016) afirmam que a combinagdo AgNOR x Ki67 ¢ o marcador de proliferagao
mais importante para mastocitomas de baixo grau com margens comprometidas e risco de
recorréncia. Oliveira et al. (2020) recomendam que a avaliagdo de marcadores de proliferagao
deve ser utilizada em conjunto a graduacao histoldgica para uma caracterizagdo mais completa

dos tumores.
2.3.4 ESTADIAMENTO

O estadiamento dos mastocitomas segundo a OMS (OWEN, 1980) deve ser realizado

conforme Tabela 1.

Tabela 1: Estadiamento clinico do mastocitoma canino.

Estadio 0 Tumor incompletamente excisado da derme, sem envolvimento do

linfonodo regional

Estadio 1 Presenga de tumor confinado a derme, sem envolvimento do linfonodo
regional

Estadio 2 Presenga de tumor confinado a derme, com envolvimento do linfonodo
regional

Estadio 3 Tumores multiplos, grandes e infiltrativos com ou sem envolvimento do

linfonodo regional
Estadio 4 Tumores com metéstase a distdncia, com envolvimento de sangue e
medula dssea

Fonte: OWEN, 1980.
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Uma das criticas levantadas por Murphy et al. (2006) a este sistema ¢ que um animal
que apresenta multiplos tumores no momento do diagnéstico pode ser classificado em estadio
3, todavia, se um novo tumor se desenvolve posteriormente, este cao sera classificado como
estadio 1. Estes autores ainda julgam que falta uma definicao objetiva do que seriam os tumores

classificados como grandes para serem classificados como estadio 3.

Alguns estudos indicam nao haver diferenca no resultado entre pacientes com um unico
mastocitoma cutaneo e aqueles com varios mastocitomas (MULLINS et al., 2008; THAMM et
al., 2006). Nao obstante, Natividade et al. (2014) observaram que cdes com neoplasias maiores
apresentam menor sobrevida e mais chances de desenvolver recidiva local e Donnely et al.
(2015) descreveram que a mediana dos tumores que sofreram recidiva foi de 3,0 cm, enquanto
dos que ndo apresentaram recorréncia a mediana foi de 2,0 cm. Semelhantemente, Pierini et al.
(2019) descreveram que o tempo médio de sobrevivéncia para cades com mastocitomas >3 cm

¢ de 510 dias e para caes com mastocitomas <3 cm ¢ de 943 dias.

A presenca de metastase em linfonodos em cdes com MCT pode ser detectada por
puncgdo por agulha fina, onde o diagndstico ¢ estabelecido a partir da visualizagao de grupos de
mastocitos ninhos de mastécitos (BLACKWOOD et al., 2012), e estd associada a pior
prognodstico (MURPHY et al., 2006). Kiupel (2017) relataram que a manipulagdo dos tumores
pode levar a migra¢do de mastdcitos para os linfonodos, induzindo a um resultado falso

positivo.

Estudo realizado nos Estados Unidos descreveu que 90% dos animais com linfonodos
livres de metéstases ou com pré-metéastases permaneceram vivos apds 2 anos, contra 56% dos
animais com metastase precoce ou evidente (WEISHAAR et al., 2014). Krick et al. (2017)
relatam que a metastase no linfonodo tem correlagdo com a recidiva tumoral e com outros
fatores prognoésticos, como o numero médio de AgNORs/nucleo. Warland et al. (2012)
descrevem ainda que a avaliacdo dos linfonodos ¢ essencial, uma vez que todos os caes que

desenvolveram metéstase a distancia apresentavam metéstases em linfonodos também.

O consenso europeu para mastocitomas afirma que, apesar da presenca de metdstase em
linfonodos ser um bom fator prognoéstico, a interpretacdo do envolvimento nodal ¢ um desafio
(BLACKWOOD et al., 2012). Nesse sentido, Weishaar et al. (2014) propuseram um método de

classificacdo histopatologica de metastases em linfonodos.

Nesta classificacao, os linfonodos sao divididos em: HNO (raros ou nenhum mastdcito);

HN1 (mais de trés mastdcitos isolados, caracterizando pré-metéstase); HN2 (agregados de
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mastocitos, caracterizando metéstase inicial); HN3 (perda da arquitetura nodal por massas

evidentes de mastocitos). (WEISHAAR et al., 2014).

Embora infrequentes, as metastases a distdncia em mastocitomas sao associadas a um
pior prognostico (TAKAHASHI et al., 2000; OZAKI et al., 2002), entretanto o diagnostico
destas metastases ¢ complexo. Book et al. (2011) afirmam que a sensibilidade do exame de
ultrassom para detectar metéstases no baco ¢ de 43% e para identificar metastases no figado ¢
de 0%. Warland et al. (2012) compararam a utilizacdo de ultrassonografia e radiografias para
diagnodstico de metastases. Uma vez que o exame radiografico € utilizado predominantemente
para diagnosticar as metastases pulmonares e estas sdo incomuns nos mastocitomas, estes
autores descrevem ser o exame ultrassonagrafico mais eficiente na deteccdo de metéstases

(WARLAN et al., 2012)

Fejos et al. (2021) defendem que o estadiamento deve ser feito apenas nos animais que
apresentem alto risco ou com fatores prognosticos negativos (Grau III de Patnaik, alto grau de
Kiupel, metastase em linfonodo, crescimento rapido, ulceracao, recidiva, localizagdao de alto
risco), pois as chances de metdstases nos animais que nao apresentam esses fatores ¢ muito

pequena.

2.3.5 Localizacao

As localizagdes mais frequentes dos mastocitomas cutaneos sao tronco, extremidades e
cabega e pesco¢o. Tumores no leito ungueal, cavidade oral, focinho ou areas inguinais,
prepuciais, perineais e mucocutidneas sdo freqiientemente correlacionados com um pior
progndstico do que aqueles em outras partes do corpo (WELLE et al., 2008). De acordo com
Blackwood et al. (2012) a dificuldade de realizagdo de exérese cirurgica adequada nestas
localizagdes pode contribuir para a piora do progndstico. Smiech et al. (2018) afirmaram que a
pele do escroto apresenta maior risco de desenvolver mastocitoma de alto grau. J& Reynolds et
al. (2019) descrevem tumores em regido de cabeca e inguinal com maiores chances de ser alto

grau.

Kiupel et al. (2005) afirmaram que cdes com MCTs cutaneos localizados na cabega e
pescogo tinham um risco aumentado de desenvolver metastases, entretanto ndo observaram
correlacdo entre a localizacdo do tumor e o tempo de sobrevida dos animais. Poggiani et al.

(2012) também descreveram que, apesar de os animais que apresentaram tumores na regiao
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inguinal terem morrido apenas quatro meses ap6s o diagnostico, a localizagao do tumor nao foi
um indicador progndstico. Similarmente, Horta et al. (2018) e Pierini et al. (2019) nao

observaram relagdo entre a localizacao e a sobrevida.

2.3.6 Angiogénese tumoral

Os mastdcitos desempenham papel importante na angiogénese tumoral, pois os granulos
dos mastdcitos possuem fatores pro-angiogénicos, tais como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), timidina fosforilase (TP), triptase ¢ quimase (SOUCEK et al., 2007). Além
disso, a heparina e a histamina também estimulam a formagio de células endoteliais (SORBO
et al., 1994).

Em humanos, a presenga de mastdcitos ja foi relacionada a angiogénese em neoplasias
gastrointestinais (AMMENDOLA et al., 2013), tumores de mama (MARECH et al., 2014) e
adenocarcinoma pancredtico ductal (AMMENDOLA et al., 2014). Sun e Zhang (2006)
descrevem que em carcinomas coloretais o aumento da densidade vascular esta associado ao
aumento do tumor, menor diferenciagao celular, aumento da invasividade, infiltragdo nos vasos
linfaticos e metastases em linfonodos e outros 6rgaos.

Em mastocitomas, Kandefer-Gola et al. (2015) afirmam que a avalia¢do da angiogénese
por identificacdo de proteinas estruturais encontradas nos vasos sanguineos, como o CD31,
pode ser uma ferramenta util para avaliagdo prognostica, assim como avaliacao do fator pro-
angiogénico LIMS-1. Da mesma forma, Patruno et al. (2009) descreveram que a maior
expressdo VEGF (Vascular endotelial growth fator) estd associada a maior malignidade do
tumor. Além disso, Preziosi, Sarli e Paltrinieri (2004) avaliaram a imunoexpressao de Fator
VIII e afirmaram que a angiogénse esta relacionada a invasividade tumoral e o indice mitotico.

Giantin et al. (2012) afirmaram que mastocitomas grau III imunoexpressam fator de
crescimento endotelial vascular em maior quantidade, demonstrando que quanto maior o grau
do tumor, maior a angiogénese. Melo et al. (2021) observaram associagdo entre a intensidade
de marcagao para VEGF e o tempo de sobrevida, sugerindo que este fator seja incluido como

marcador progndstico para mastocitomas e o desenvolvimento de drogas anti-VEGF.

2.3.7 ¢-KIT
A proteina KIT ¢ um receptor de tirosina-quinase, codificada pelo proto-oncogene c-
KIT (Yarden et al., 1987). Mutacdes no gene c-KIT foram indentificadas em 26,2% dos

mastocitomas cutaneos caninos (Letard et al., 2008) e a localizagdo aberrante da proteina KIT
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em células avaliadas por imuno-histoquimica pode indicar mutagdo no gene c-KIT (Webster et
al., 2007).

Segundo Blackwood et al. (2012) o receptor de tirosina quinase c-KIT pode estar
desregulado em 15-40% dos mastocitomas e estd associado a maior risco de metastases,
recidiva local, além de maior indice de proliferagdo tumoral. O padrao de marcacdo de c-KIT
pode ser membranoso, citoplasmatico focal ou citoplasmatico difuso (REGUERA et al., 2000).

Horta et al. (2018) afirmaram que a imunomarcagao citoplasmatica difusa apresenta pior
progndstico, com pacientes apresentando mediana de sobrevida de 224 dias, enquanto a
localizagao citoplasmatica focal apresenta mediana de 1020 dias. Webster et al. (2007) também
afirmam que a localizagdo citoplasmatica aberrante esta relacionada ao maior risco de recidiva
e menor sobrevida. Giantin et al. (2012) afirmam que a marcagdo perimembranosa indica um
bom progndstico. Entretanto, em seu trabalho, a localizagdo citoplasmatica, tanto focal quanto
difusa, ndo foi um bom preditor de progndstico, uma vez que 82% dos animais com esse padrao
ainda estavam vivos ao final do experimento.

Fonseca-Alves et al. (2015) indicaram a dupla marcagao de ¢-KIT e Ki67 como bom
preditor progndstico, uma vez que nos animais que eram positivos para os dois marcadores a
média de sobrevida foi 14,4 meses, enquanto naqueles que eram positivos apenas para ¢-KIT a
sobrevida foi 24,5 meses.

Uma revisao sistematica e metanalise sobre o valor prognostico de marcadores imuno-
histoquimicos para MCTs afirmou que cdes que possuem tumores com imunoexpressao
aberrante de c-KIT apresentam maior chance de obito (FREYTAG et al., 2021), todavia
ressaltam que muitos autores nao seguiam os critérios adequados para avaliagdo, o que dificulta
a comparacao entre os estudos.

A expressdo do m-RNA do c¢-KIT pode ser uma ferramenta util para avaliar o status c-
KIT em mastocitomas, uma vez que esta possui associagdo com outros fatores de prognostico,
tais como fatores proliferacio (AgNOR, Ki67, indice mitdtico) e graduacdo histologica

(SEUNG et al., 2021)

2.3.8 Alteragoes Histomorfologicas

Berlato et al. (2021) afirmam que alguns tumores classificados como baixo grau podem
manifestar um comportamento clinico agressivo. Neste sentido, Horta et al. (2008), propuseram
um sistema de classificacao de caes com MCT com base no risco de mortalidade. Para isso,
observaram arquitetura da neoplasia, presenga de edema, hemorragia, necrose, infiltrado

eosinofilico. A organizacdo das células tumorais em ninhos mostrou-se relacionada a pior
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progndstico, sugerindo que a arquitetura tumoral seja incluida como critério de malignidade
independente da graduagao histologica.

A presenca de eosinodfilos, quase sempre ¢ observada em mastocitomas, podendo por
vezes ser o tipo de célula predominante nestas neoplasias (Kiupel et al., 2016). Sua contagem
¢ citada como fator de malignidade na graduagao proposta por Patnaik et al. (1984). Entretanto,
essa variavel foi excluida na graduagao segundo Kiupel et al. (2011). Natividade et al. (2014)
descreveram que a quantidade de eosinofilos ndo possui associagdo com a sobrevida dos
animais.

Além da diferenciagdo celular, Patnaik et al. (1984) descrevem a presenca de necrose e
hemorragia como critérios de malignidade. Schultheiss et al. (2011) avaliaram a quantidade de
edema dentro e ao redor do tumor, entretanto ndo observaram correlagdo com o comportamento

clinico dos animais.
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Resumo

O mastocitoma ¢ um dos tumores mais comuns em caes. Alguns fatores prognosticos ja foram
estabelecidos, entretanto, devido ao comportamento variavel destas neoplasias, torna-se
necessaria a investigagao de outros fatores que possam auxiliar na previsdo do comportamento
destes tumores. Objetivou-se avaliar alteragdes histomorfologicas em mastocitomas caninos, a
correlagdo entre elas e sua influéncia na evolucao clinica de caes com mastocitoma, assim como
caracteristicas epidemiologicas e clinicas do tumor e sua relagdo com a morte do animal.
Observou-se relagdo entre arquitetura e grau segundo Kiupel (p= 2,907°), mitose e grau
segundo Patnaik (p=0,003). Animais SRD apresentaram mais neoplasias grau II (p=0,045), ¢ a
morte dos animais esteve relacionada com ulceracdo do tumor (p=0,006) e idade do animal
(p=0,001). Na matriz de correlagdo, houve associagdo entre quantidade de eosinodfilos e
extensdao tumoral (0,221) e arquitetura (0,338); arquitetura e quantidade de mitoses (0,339);
hemorragia e graduagao segundo Patnaik (0,190). Ja no teste de log-rank, arquitetura (p=0,006),
numero de mitoses (p=0,000), graduagao de Patnaik (p=0,045) e graduagao de Kiupel (p=0,000)
influenciaram na sobrevida dos animais. Concluiu-se que ulceragdo do tumor, arquitetura,
nimero de mitoses e graduacgdo histologica podem ser utilizadas como fatores progndsticos de

mastocitomas em caes.

Palavras-chave: caes; mastocitos; neoplasia.
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Abstract

Mast cell tumor is one of the most common tumors in dogs. Some prognostic factors have
already been established, however, due to their variable behavior, it is necessary to investigate
other factors that may assist in predicting the behavior of these tumors. The objective was to
evaluate histomorphological changes in canine mastocytomas, the correlation between them
and their influence on the clinical evolution of dogs with mastocytoma, as well as the
epidemiological and clinical characteristics of the tumor and its relationship with the death of
the animal. In the chi-square test, a relationship was observed between architecture and degree
according to Kiupel (p = 2.907-6), mitosis and degree according to Patnaik (p = 0.003). SRD
animals showed more grade II neoplasms (p = 0.045), and the animals' death was related to
tumor ulceration (p = 0.006) and animal age (p = 0.001). In the correlation matrix, there was an
association between quantity of eosinophils and tumor extension (0.221) and architecture
(0.338); architecture and quantity of mitoses (0,339); hemorrhage and grading according to
Patnaik (0.190). In the log-rank test, architecture (p = 0.006), number of mitoses (p = 0.000),
Patnaik graduation (0.045) and Kiupel graduation (0.000) influenced the animals' survival. It
was concluded that tumor ulceration, architecture, number of mitoses and histological grading

can be used as prognostic factors for mast cell tumors in dogs.

Key-words: dog; mast cell; neoplasia.

Introdugao

O mastocitoma ¢ uma das neoplasias mais comuns em caes, representando 16,78% e
21,8% das neoplasias cutaneas (COSTA et al., 2017; SUEPAUL et al., 2019; KOK et al., 2019).
Ocorre predominantemente na pele, no entanto pode acometer outras localizagdes, como
linfonodos e orgaos internos (BLACKWOOD et al., 2012). As racas mais acometidas sdo
Boxer, Labrador e Golden Retriever e ndo ha predisposi¢do sexual (PIERINI et al., 2019).

O comportamento clinico dos mastocitomas caninos € varidvel, alguns apresentam
comportamento menos agressivo, enquanto outros crescem agressivamente e metastatizam
(DOBSON E SCASE, 2007). Varios fatores tem sido utilizados para predizer o comportamento
dos mastocitomas como: grau histopatolégico (SLEDGE et al., 2016), estadio clinico (OMS)
(WELLE et al., 2008), localizagao (REYNOLDS et al., 2019; SMIECH et al., 2018), taxa de
proliferagdo celular (indice mitotico) (ROMANSIK et al., 2007), raga (PIERINI et al., 2019),
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nimero de nédulos tumorais (Gnico ou multiplo) (FURLANI et al., 2008) , profundidade de
invasdo do tecido subcutaneo (THOMPSON et al., 2010), e marcadores de proliferacao celular,
incluindo regides organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNORs) (BOSTOCK et al., 1989;
SCASE et al., 2006), antigeno de células nucleares em proliferacao (PCNA) e Ki67 (BERLATO
et al., 2015).

Nenhum desses fatores de progndstico provou ser superior a graduacao histopatologica
para prever o tempo de sobrevivéncia. No entanto, essa graduagdo depende da avaliagdo
subjetiva das caracteristicas histologicas das células neoplésicas e tem problemas de
reprodutibilidade que levam a discordancia de até 50-60% entre patologistas experientes,
especialmente na avaliagdo de casos limitrofes (grau II) (STREFEZZI et al.,, 2003;
NORTHRUP et al., 2005). Consequentemente, o estudo de outras varidveis histomorfologicas
que possam auxiliar na determinacdo do progndstico € necessario, principalmente porque estas
podem ser obtidas a partir de laminas coradas com hematoxilina-eosina utilizadas
rotineiramente para diagnostico histopatologico, evitando outras técnicas de alto custo e

complexidade.

Nesta perspectiva, o presente estudo objetivou avaliar alteragdes histomorfoldgicas em
mastocitomas caninos, a correlacdo entre elas e sua influéncia na evolucao clinica de caes com
mastocitoma, assim como caracteristicas epidemiologicas e clinicas do tumor e sua relagdo com

a morte do animal.

Material e métodos
Amostras

Realizou-se estudo retrospectivo dos casos de mastocitoma canino a partir do arquivo
do Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de
Uberlandia (HV-UFU), no periodo de Janeiro de 2016 a Junho 2019. Os critérios de inclusao
no estudo foram: cdes portadores de mastocitoma diagnosticados a partir de avaliagao
histopatologica, que haviam realizado biopsia excisional. Foram excluidos os casos
diagnosticados apenas por exames citopatolégico ou bidpsia incisional. Todos os caes
selecionados passaram por tratamento cirirgico com excisao total dos tumores, sempre que

possivel com margem de 3 cm em dois planos e remocao de um plano fascial profundo ao



53

tumor. Os proprietarios dos cdes deram consentimento por escrito para o uso experimental das

amostras de tumor e informagoes clinicas dos caes.

Os dados epidemiolédgicos (idade, sexo, raga) e clinicopatologicos (localizagao,
tamanho do tumor e presenca de ulceracdo) foram coletados dos prontuarios. Quanto a idade,
os caes foram agrupados em: jovens (até 1 ano), adultos (1 a 8 anos) e idosos (acima de 8§ anos).
As localizagdes consideradas foram: cabeca, membros, 6rgaos genitais, cauda, abdome, torax,
flanco, regido inguinal, segundo Costa et al. (2017). Conforme o tamanho, os tumores foram

classificados em menor que 2 cm, entre 2 ¢ 5 cm e maior que 5 cm (MURPHY et al., 2006).

Analise Histologica

Amostras dos mastocitomas foram fixadas em formalina por 48 horas e secdes de 4 mm
de espessura foram preparadas rotineiramente e coradas com hematoxilina-eosina ¢ azul de

toluidina.

O exame histopatologico foi realizado sob microscopia de luz e os tumores foram
classificados segundo o grau usando os Sistemas de Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al. (2011).
Utilizou-se ainda a associagdo das duas graduacdes, conforme Berlato et al. (2021). O grau do
tumor foi avaliado de forma independente por trés patologistas e quando havia discordincia

quanto a graduagao, o diagndstico atribuido por dois patologistas foi considerado.

As neoplasias também foram avaliadas para caracterizar a extensao do tumor (infiltracio
de células tumorais na derme, subcutaneo e tecido muscular), arquitetura (ninhos ou corddes),
necrose intratumoral, hemorragia, hialinizagdo de colageno, desmoplasia e infiltrado
eosinofilico em uma analise semiquantitativa (ausentes, infiltrado discreto, infiltrado moderado
e infiltrado intenso). Outras avaliagdes foram as margens cirurgicas (livre, comprometida,
exigua), numero de células binucleadas e indice mit6tico. Figuras mitoticas foram contadas em
cinco campos com numeros mais elevados destas varidveis, sendo agrupados os tumores com

<5;5-7 e >Tmitoses por campo de maior aumento segundo Elston et al. (2009).

Acompanhamento dos animais

As informagdes de acompanhamento dos cdes foram obtidas por meio de exames

periddicos realizados no HV-UFU, ou por comunicagdo por telefone com os proprietarios. Os
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caes foram acompanhados por no minimo 12 meses apos a cirurgia. A sobrevida global (SG)
foi determinada para todos os pacientes e definido como o tempo desde o tratamento cirargico
até a morte relacionada ao tumor (independentemente de ser natural ou resultado de eutanasia
como consequéncia de metastases generalizadas ou de piora progressiva da saude devido ao

tumor). Pacientes perdidos para acompanhamento foram censurados.

Dados sobre o estado geral do paciente, ocorréncia ou nao de recidivas, surgimento de

novos tumores cutaneos ou ocorréncia de metastase foram registrados.

Analise estatistica

Teste de Qui-quadrado foi utilizado para avaliar a relagdo entre as seguintes variaveis:
graduacdo histoldgica de Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al. (2011) e alteracdes histoldgicas
(mimero de células binucleadas, indice mitdtico, extensdo do tumor, arquitetura, infiltrado
eosinofilico, necrose intratumoral, hemorragia, hialinizacdo do colageno e desmoplasia);
caracteristicas epidemiologicas (idade, raca, tamanho do tumor, ulceragdao da neoplasia) e
graduacdo histologica; caracteristicas epidemioldgicas e morte. Quando as variaveis
apresentaram associacdo estatistica, realizou-se teste de regressdo logistica. O calculo de
correlagdo entre as varidveis histologicas foi realizado por meio de matriz de correlagdo de
Spearman, sendo r >7 considerado como forte correlagdo, r entre 0,3 e 0,7 correlacio moderada

e r <0,3 correlagdo fraca.

A sobrevida global (SG) dos pacientes neste estudo foi estimada pela curva de Kaplan-
Meier seguido pelo teste de Log-Rank, Breslow e Tarone-Ware para comparagao das curvas de
sobrevida de acordo com as variaveis histologicas estudadas (graduagdo histologica segundo
Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al. (2011) e alteragdes histologicas (niimero de células
binucleadas, indice mitdtico, extensdo do tumor, arquitetura, infiltrado eosinofilico, necrose
intratumoral, hemorragia, hialinizagdo do coldgeno e desmoplasia). Na andlise da SG foram

censurados os caes que ainda estavam vivos.

A influéncia concomitante das variaveis prognosticas na SG foi investigada por meio
de analise multivariada por regressdo de Cox. Os testes foram realizados com o programa do
Software Statistics Base para Windows V.20 (IBM® SPSS®), com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).
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Foram incluidos nesse estudo 123 animais, sendo a maioria fémeas (65,29%), sem raga

definida (SRD) (48,82%) (p=2,2 ) e com idade média de 8,95 anos (Tabela 1).

Tabela 1: Dados epidemioldgicos e graduacao histoldgica de mastocitomas cutdneos caninos

de caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia-

MG, Janeiro de 2016 a Junho 2019

n % n % n %
_ Localizaciao . _

Sexo (n=121) (n=115) Patnaik (n=141)

Fémeas 79 64,23 | Abdome 26 2261 1 28 18,86

Machos 42 34,15 | Membros 24 20,87 2 86 60,99

Raca (n=114) Genital 20 17,39 3 27 19,15

SRD 55 48,24 | Cabeca 18 15,62 | Kiupel

Boxer 13 11,4|Térax 11 957|Baxo 91 64,54
Grau

. Alto

Labrador 12 10,53 | Inguinal 7 6,09 50 35,46
Grau

Poodle 7 6,14 | Flanco 5 4,35

Pit bull 6 5,26 | Outros 4 3,48

Ulceracao

Cocker 4 3,51 (n=90)

Rottweiler 2 1,75 | Sim 34 37,78

Basset 2 1,75 | Nao 56 62,22

Fox Idade

Paulistinha 2 175 (n=110)

Teckel 2 1,75 | Adulto 57 51,82

York Shire 2 1,75 | Idoso 53 48,18

Pug 2 1,75 | Tamanho (n=11)

Beagle 2 1,75 (<2 28 25,23

Golden 1 088]2a5cm 51 4594

Retriever

Lhasa 1 088)>5cm 31 28,83

Apso

Pinscher 1 0,88
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Cento e dois animais apresentavam nddulo tnico (82,93%) e os demais (17,07%)
apresentavam nodulos multiplos, totalizando 141 tumores. Dentre esses, a maior parte se
encontrava em regido abdominal (22,61%) e membros (20,87%) e a maioria ndo era ulcerado
(62,22%). O tamanho das neoplasias variou de 0,2 a 25 cm, com média de 4,49 cm, sendo que
a maioria dos tumores (45,95%) tinha entre 2 e 5 cm (Tabela 1). Na avaliagdo da graduagdo
histologica dos mastocitomas, a maioria apresentou grau II (60,99%) e foram classificados

como de baixo grau (64,54%) (Tabela 1).

Quando as alteracdes histologicas foram comparadas com a graduacdo histologica,
observou-se associacdo entre disposi¢do celular das neoplasias em corddes e baixo grau
segundo Kiupel et al. (2011) (p=2,907°) (Tabela 2), sendo a razio de probabilidade 0,272.
Observou-se ainda que neoplasias grau I1I segundo Patnaik, Ehler e Macewen (1984) possuiam

maior quantidade de mitoses (p=0,03) (Tabela 2).

Tabela 2: Correlacdo entre parametros histologicos e graduacdo e morte de cdes com

mastocitoma. Uberlandia-MG, Janeiro de 2016 a Junho 2019

Teste Qui-quadrado Log-rank

Alteracdes histologicas ~ Grau Patnaik  Grau Kiupel Morte

Arquitetura 0,895 2,907°¢" 0,112 0,006"
Necrose 0,235 0,551 0,598 0,690
Hemorragia 0,491 0,811 0,933 0,980
Hialinizagao 0,886 0,617 0,838 0,805
Desmoplasia 0,668 0,642 0,382 0,274
Eosinofilos 0,416 0,631 0,262 0,175
Células binucleadas 0,895 0,278 0,257 0,078
Mitose 0,003 0,063 0,300 0,000"
Grau Patnaik - - 0,045"
Grau Kiupel - - - 0,000°

" p<0,05

Na andlise da matriz de correlacdo de Spearman, as variaveis histoldgicas que
demonstraram correlagdo foram: quantidade de eosindfilos e extensdo tumoral e arquitetura;
arquitetura e cé€lulas binucleadas, quantidade de mitoses, Grau de Patnaik e Grau de Kiupel;

hemorragia e graduagao segundo Patnaik.
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Avaliagdo da sobrevida

Durante o periodo médio de acompanhamento de 560 dias (intervalo 1-1400), 73 caes
foram perdidos para acompanhamento (tutor ndo trouxe novamente o cao para avaliagdo, tutor
nao respondeu ao contato telefonico, impossibilidade de contactar tutor). Dos 50 animais em
que foi possivel acompanhar a evolugao clinica, apenas trés (6%) apresentaram recidiva, um
animal desenvolveu metastase (2%) e 31 animais morreram (62%).

Em relacdo a andlise da influéncia das caracteristicas epidemioldgicas e do tumor sobre
a evolugao clinica (teste de Qui-quadrado) houve correlagdo entre obito e ulceragao dos tumores
(p=0,006) e idade maior que oito anos (p=0,001), sendo o risco de morte em caes idosos 40,5%
vezes maior do que nos animais adultos. O desfecho clinico nao foi relacionado a localizacao,
raca e tamanho tumoral (p>0,05) (Tabela 3).

A média de SG foi de 698 dias (Intervalo de confianca de 95% [IC], 543-853), ¢ a
mediana foi de 604 dias (Intervalo de confianca de 95% [IC], 386-822). Das variaveis
prognosticas consideradas, somente nimero de mitoses, grau e arquitetura apresentaram

correlacdo significativa com SG (Tabela 2).

Tabela 3: Correlacdo entre achados epidemioldgicos e graduagdo e morte de cdes com

mastocitoma. Uberlandia-MG, Janeiro de 2016 a Junho 2019

Graduagao Graduagao Morte
Patnaik et al. Kiupel et al.

(1984) (2011)
Raga 0,045" 0,336 0,23
Localizacao 0,216 0,216 0,475
Ulceragao 0,623 0,385 0,006"
Idade 0,289 0,77 0,001
Tamanho 0,893 0,876 0,472

" teste de Qui-quadrado p<0,05

Os animais com mastocitomas dispostos em ninhos apresentam mediana de 90 dias e
morrem antes do que os animais com neoplasias organizadas em corddes (p=0,006). Os animais

com mastocitoma de alto grau segundo Kiupel et al. (2011) ndo atingem a mediana (604 dias)
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e morrem mais cedo que aqueles classificados como baixo grau (p=0,045). Quanto a graduagao
segundo Patnaik et al. (1984), a mediana foi de 604 dias, sendo que os mastocitomas com grau
III morrem mais cedo (p=0,000). Na avaliacao da variavel nimero de mitoses, a mediana foi
de 604 dias e os caes com mastocitoma com 5-7 e >7 mitoses por campo de maior aumento nao
atingiram a mediana (mediana de 240 e 33 dias respectivamente) e morrem mais cedo que
aqueles cdes com mastocitoma com menos de 5 mitoses por campo de grande aumento

(p=0,000) (Figura 1).

Somente nove amostras puderam ter as margens adequadamente avaliadas e todas
apresentavam margem comprometida. Entretanto os dados foram insuficientes para serem

incluidos na avaliacao da sobrevida.
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Figura 1: Curvas de sobrevida para cdes com mastocitoma. A: Arquitetura (1: Corddes; 2:
Ninhos): mediana 705 dias e mastocitomas com arquitetura em ninhos tem mediana de 90 dias
(p=0,006); B: Comparagao entre graus histoldgicos 1 e 2 segundo Patnaik et al. (1984) (p=
0,29); C: Comparagao entre graus histologicos 1 e 3 (P=0, 001); D: Comparacao entre graus
histologicos 2 e 3 (P=0, 000); E: Graduagao histologica segundo Kiupel et al. (2011): mediana
604 dias e animais com alto grau apresentam mediana de 283 dias (p=0,045). F: Mitoses (1: <5;

2:5-7;3:>7)

A analise multivariada entre a SG e as variaveis preditoras estudadas para mastocitomas

caninos, nao houve correlagdo entre as variaveis analisadas (Tabela 4).
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Tabela 4. Andlise multivariada de regressdo de Cox da sobrevida global de cdes com

mastocitoma em comparagao as variaveis preditoras. Uberlandia-MG, Janeiro de 2016 a Junho

2019

Variaveis Erro p-valor Taxa de IC (95%)
Padrao risco

Grau  histologico 0,570 0,244 1,941 0,636 — 5,931
Patnaik

Grau  histologico 0,552 0,835 1,122 0,380 —3,312
Kiupell

Extensdo 0,343 0,551 1,227 0,626 — 2,404
Arquitetura 0,479 0,352 0,641 0,251 - 1,637
Necrose 0,665 0,532 0,660 0,179 — 2,430
Hemorragia 0,667 0,509 1,553 0,420 — 5,743
Hialinizacao 0,477 0,789 0,880 0,346 — 2,242
Eosinofilos 0,256 0,834 1,055 0,639 — 1,744
Margem 0,646 0,125 0,371 0,105 -1,315
Binucleagao 0,176 0,163 0,782 0,554 -1,105
Mitoses 0,290 1,602 2,719 0,907 — 2,830

Discussao

Animais sem raga definida (SRD) foram os mais afetados por mastocitoma, assim como
descrito por Horta et al. (2018) e Kluthcovsky et al. (2020) em estudos também realizados no
Brasil. Este dado reflete o estrato populacional do HV- UFU, uma vez que os animais atendidos
sdo majoritariamente SRD. Quanto as ragas, Warland e Dobson (2013) em estudo realizado no
Reino Unido e Smiech et al. (2018) na Poldnia, descreveram que as ragas mais afetadas foram

boxer e labrador, assim como descrito neste estudo.

A média de idade dos animais do presente estudo (8,95 anos) foi semelhante a descrita
por Horta et al. (2018) e Kluthcovsky et al. (2020). Embora caes idosos tenham morrido com
mais frequéncia do que adultos, ndo se pode afirmar que o 6bito ocorreu devido a neoplasia,
pois somente 50 cdes puderam ser acompanhados. Shoop et al. (2015) descreveram que caes

idosos tém mais chance de desenvolver mastocitoma que cdes jovens e Smiech et al. (2019)
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relataram que caes idosos apresentam maior risco de apresentar tumores de alto grau. Por outro
lado, semelhante ao observado nesse estudo, Reynolds et al. (2019) ndo observaram associagao

significativa entre idade e graduagao histolégica.

Nao ha consenso na literatura quanto a localizacdo mais frequente de mastocitomas.
Nesse estudo, a regido abdominal foi mais acometida (22,61%), enquanto no estudo realizado
por Reynolds et al. (2019) os tumores ocorreram mais frequentemente em regiao de nariz e
face. Por outro lado, Horta el al. (2018) descreveram membros e tronco como localiza¢des mais
comuns, enquanto Pierini et al. (2019) e Kluthcovsky et al. (2020) também observaram mais
neoplasias na regido de tronco. J4 Smiech et al. (2018) descreveram que o risco de ocorréncia

de mastocitomas na regido do escroto ¢ maior.

Apesar de nao ter sido observada correlagdo entre a localizagdo do tumor e a graduacao
histologica neste ensaio (p=0,893), outros estudos indicam maior chance de mastocitomas de
alto grau se localizarem na regido inguinal, na cabe¢ca (REYNOLDS et al., 2019) e no escroto
(SMIECH et al., 2018). A ulceragao do tumor esteve relacionada a morte dos caes deste estudo.
Pierini et al. (2019) descreveram que a ulceragdo dos tumores mostrou forte correlagdo com
tamanho tumoral e metastase em linfonodos. Kiupel (2017) explica que os tumores ulcerados,
grandes e invasivos geralmente sdo malignos, entretanto ndo se deve descartar a possibilidade

de malignidade em tumores que ndo demonstram essas caracteristicas.

O tamanho médio das neoplasias do presente estudo (4,49 cm) foi maior que o
observado por Pierini et al. (2019), que observaram tumores variando entre 0,5 a 10 cm, com
média de 2 cm, fato que pode estar associado a demora na procura do tratamento. Assim como
relatado por Reynolds et al. (2019), ndo houve correlacdo entre o tamanho tumoral e a
graduagdo do tumor. Por outro lado, Natividade et al. (2014) descreveram que os tumores
maiores apresentavam mais frequentemente alto grau histologico. A influéncia do tamanho do
tumor no progndstico do mastocitoma ainda € questionavel e esta varidvel ndo € considerada na

determinagado do estadiamento da doenga.

A graduacdo histologica revelou-se excelente fator capaz de prever o comportamento
dos mastocitomas. Cdes com mastocitomas de alto grau conforme Kiupel et al. (2011)
apresentaram sobrevida menor do que caes com tumores de baixo grau e os caes com graduagao
III segundo Patnaik morreram mais cedo que os classificados como grau I e 1.

Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre as sobrevidas dos graus I e II na

classificacdo de Patnaik et al. (1984), assim como observado por Sabattini et al. (2013) e Horta
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et al. (2018). Neste sentido, recomenda-se a utilizacdo da graduacdo proposta por Kiupel et al.
(2011), que além de gerar menos discordancia entre os observadores (SABATTINI et al., 2013),
prevé melhor o comportamento do tumor.

A classificagao proposta por Kiupel et al. (2011) ndo inclui o arranjo das células como
fator prognodstico. Nao obstante, neste estudo demonstrou-se correlagdo entre arquitetura e
graduacdo histoldgica e entre arquitetura e indice mitotico, além de menor sobrevida nos
animais com mastocitomas com células dispostas em ninhos. Horta et al. (2018) observaram
resultados semelhantes e sugerem que a arquitetura tumoral seja incluida como critério de

malignidade independente da graduagao histologica.

Tumores com grau III e alto grau apresentavam indice mitotico maior (r=0,351 e
r=0,301, respectivamente), o que valida a graduacao histoldgica deste estudo, uma vez que o
numero de mitoses ¢ utilizado como critério de graduagdo nas duas classifica¢cdes. Thompson
et al. (2011) avaliando mastocitomas subcutaneos, também destacaram o indice mit6tico como
bom fator prognoéstico. Entretanto, Romansik et al. (2007) afirmaram que animais com alto
indice mitdtico apresentam sobrevida menor, independente da graduacdo histologica. Um fator
que pode interferir na avaliagdo do nimero de mitoses e sua correlacdo com grau € a escolha
dos campos para avaliacdo e, neste sentido, Bertram et al. (2020) recomendam melhor
padronizacdo da selecdo dos campos para avaliagdo mitdtica, uma vez que esta escolha ¢ feita

de maneira subjetiva.

Além da diferenciagdo celular, Patnaik et al. (1984) descrevem a presencga de necrose e
hemorragia como critérios de malignidade. No presente estudo, foi observada apenas
associacdo fraca entre hemorragia e graduacdo de Patnaik (r=0,190) e esses fatores ndo foram
associados a morte dos animais. De semelhante modo Horta et al. (2018) ndo observaram
correlacdo entre esses achados, todavia descreveram relagao significativa entre necrose e indice

mitotico, que € um fator prognostico.

A quantidade de eosinodfilos, que era empregada como fator de malignidade na
graduacao conforme Patnaik et al. (1984), ndo ¢ utilizada como parametro de malignidade na
graduacdo segundo Kiupel et al. (2011). Assim como no presente estudo, Natividade et al.
(2014) descrevem que a quantidade de eosinofilos nao € fator progndstico, uma vez que nao
influencia na sobrevida dos animais. Além da auséncia de interferéncia na sobrevida, a
quantidade de eosindfilos mostrou fraca correlacdo com a arquitetura (r= 0,338) e extensao

tumorais (r=0,221) e numero de mitoses (r=0,190), esses sim bons fatores progndsticos.
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A avaliagdo das margens nos cortes histoldgicos foi prejudicada neste estudo, pois
somente nove amostras puderam ter as margens adequadamente avaliadas e os dados foram
insuficientes para serem incluidos na avaliagdo da sobrevida. A importancia das margens
cirtirgicas no mastocitoma canino ¢ muito discutida. Selmic e Ruple (2020), em uma ampla
revisdo a respeito de margens cirdrgicas em mastocitomas, afirmam que a margem nao pode
ser considerada um fator progndstico isoladamente, devendo também ser levado em conta o
grau e o tamanho do tumor.

Uma das dificuldades na avaliagdo das margens ¢ a diferenciagdo entre mastdcitos
neoplasicos de ndo neoplésicos. Kiupel (2017) e Sledge et al. (2016) afirmam nao haver um
método confidvel para diferenciar mastdcitos inflamatdrios e neoplasicos, ndo sendo
identificados até o momento marcadores confiaveis. Kiupel (2017) afirma que em tumores nao
encapsulados, a avaliacdo da margem ¢ importante e destaca que a presenca de até trés
mastocitos nao deve ser considerada invasdo neoplasica. Este mesmo autor ainda afirma que
apesar de oncologistas e patologistas atribuirem muita importancia a presenca de células
tumorais na margem para prever a recorréncia, a avaliacao histologica da margem nao ¢ baseada
em um método de avaliacdo uniformemente aceito. Assim, estudos controlados com avaliagao
padronizada das margens sdo necessarios para verificar o seu verdadeiro impacto sobre o

progndstico de cdes com mastocitoma.

Apesar da auséncia de correlacdo entre os pardmetros avaliados na analise multivariada,
PREZIOSI et al. (2007) descreveram a invasividade do tumor e o nimero de mitoses como
indicadores prognoésticos independentes e Sledge et al. (2016) recomendam uma abordagem
conjunta entre clinica, histopatologia e avaliagdo molecular para melhor definicdo quanto ao
tratamento e ao progndstico do animal.

Conclusao

Concluiu-se que nos mastocitomas caninos: a ulceragdo do tumor e a idade do animal
influenciam na ocorréncia de morte; a quantidade de eosindfilos, a extensdo tumoral e a
quantidade de mitoses apresentam correlagdo com a arquitetura tumoral; a ocorréncia de
hemorragia estd associada a graduagdo segundo Patnaik et al. (1984); animais com tumores
dispostos em ninhos sdo mais frequentemente classificados em alto grau e possuem menor
sobrevida; a sobrevida ¢ menor em cdes com neoplasias com alto indice mitdtico e graduagdo
histoldgica 3 segundo Patnaik e tal. (1984) e alto grau segundo Kiupel et al. (2011). Sugere-
se, entdo, que a arquitetura tumoral e o indice mitdtico sejam avaliados juntamente com a

graduacgdo histoldgica para melhor avaliagdo progndstica
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TAMANHO E LOCALIZACAO TUMORAIS, GRAU HISTOLOGICO, AGNOR E
EXPRESSAO DE C-KIT E KI67 COMO FERRAMENTAS PARA DETERMINACAO
DO PROGNOSTICO EM MASTOCITOMAS CUTANEOS CANINOS
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Antecedentes: Apesar dos diversos estudos sobre fatores de prognoéstico para o mastocitoma
canino (MCT) a tomada de decisdo quanto as medidas terap€uticas para o paciente permanece
desafiadora frente ao comportamento heterogéneo do MCT. O Objetivo deste estudo foi avaliar
o valor prognoéstico da imunoexpressao de c-KIT e Ki-67, contagem de AgNOR, graduagao
histoldgica, localizagdo e tamanho dos MCT.

Métodos: Foram utilizados 91 caes afetados por MCT cutaneo e coletadas informagdes sobre
localizagdo e tamanho. Amostras do tumor foram testadas por imuno-histoquimica para
expressao de KI67 e C-KIT e determinado o grau histolégico e nimero de regides argirofilicas
nucleolares (AgNOR). Teste Qui-quadrado foi utilizado para verificagdo da associagdo entre as
variaveis e a sobrevida global (SG) dos pacientes foi estimada pela curva de Kaplan-Meier
seguido pelo teste de Log-Rank.

Resultados: Os animais com mastocitoma baixo grau apresentaram sobrevida maior que os
caes com tumor de alto grau (p=0,003). Os cdes com tumores grau III apresentaram sobrevida
menor do que os de grau I e II (p=0,002), assim como aqueles classificados em grau II alto grau
e grau III alto grau (p=0,002). Os animais com mastocitoma com baixa contagem de AgNORs
apresentaram sobrevida maior do que os cdes com alta contagem (p=0,022), assim como o0s
animais com baixo indice KI67 (p=0,003) e baixo indice Ag67 (0,006). Houve também
associacao entre padrao KIT e sobrevida (p=0,017), sendo que os cdes com mastocitomas
padrdo kit I e III apresentaram sobrevida maior. A expressdo de c-KIT membranosa possui
menor contagem de AgNOR (p=0,043. Nao houve correlacdo entre as variaveis na andlise
multivariada.

Conclusées: A associacdo de dois sistemas de graduacdo histoldgica prova seu valor
prognostico, em especial nos MCTs de grau II, assim como a utilizagdo combinada de
marcadores de proliferacao (Ki67 e AgNOR) foi titil no reconhecimento de tumores agressivos.

A marcagdo citoplasmatica focal de C-kit estd relacionada a pior prognostico. Estudos
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posteriores devem ser executados para indicar a melhor combinagao de testes na determinacao

do prognéstico de caes com MCTs,

Palavras-chave: cdo, mastocitos, sobrevida, marcadores prognosticos, imuno-histoquimica,
proliferacdo celular, graduacao.
Introduciao

O mastocitoma cutaneo canino ¢ uma das neoplasias mais comuns em caes, sendo
responsavel por 20% de todos os tumores de pele (KIUPEL e CAMUS, 2019; BERLATO et
al., 2021; GRAF et al., 2018). A forma de apresentagdo mais comum s3o massas localizadas,
porém pode-se apresentar como tumores metastaticos (KIUPEL et al., 2011; SABATTINI et
al., 2015, BROCKS et al., 2021).

O fator prognodstico mais utilizado para avaliar os mastocitomas ¢ a graduacdo
histologica segundo Patnaik, Ehler ¢ Macewen (1984) e Kiupel et al. (2011). No entanto,
nenhum parametro isolado pode com precisdo prever o comportamento bioldgico dos MCTs
em cdes (CASANOVA et al., 2021). Nesse sentido, varios métodos para determinacdo do
comportamento dos MCTs tém sido estudados para melhorar o progndstico (SCARPA;
SABATTINI; BETTINI, 2014; CAMUS et al., 2016, KIUPEL et al., 2004, WEBSTER et al.,
2007, TAKEUCHI et al., 2013, THOMPSON et al., 2011; KIUPEL et al., 2005, ROMANSIK
et al., 2007, ELSTON et al., 2009).

Dentre os fatores prognosticos, destacam-se aqueles que avaliam a proliferacao celular,
sendo a avaliagao de regides nucleolares com prata (AgNOR) e a imunomarcagdo para Ki67 os
mais utilizados em mastocitomas. Uma vez que os dois marcadores refletem fases diferentes do
ciclo de proliferacao celular, podem ser utilizados em conjunto na tentativa de melhor avaliagao
progndstica.

Além dos fatores de proliferagdo, a imunomarcacdo do receptor c-KIT (KIT ou
agrupamento de diferenciagdo CD117) tem sido utilizada para avaliagdo preditiva e prognostica
de mastocitomas, uma vez que a localizagdo da imunomarcagdo possui associagdo com a
sobrevida e pode ser usada para sele¢do de pacientes elegiveis para a terapia com inibidores de
tirosina-quinase (HORTA et al., 2018;FREYTAG et al., 2021).

Porém, mesmo com diversos estudos abordando fatores de prognostico para o MCT, a
tomada de decisdo quanto as medidas terap€uticas para o paciente permanece desafiadora para
o profissional de pequenos animais (WARLAND et al., 2015), mostrando a necessidade de
novos estudos para valida¢ao destes fatores progndsticos. Sendo assim, este estudo avaliou o

valor progndstico da imunoexpressao de c-KIT e Ki-67, contagem de AgNOR, graduagao
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histoldgica, localizagdo e tamanho dos mastocitomas cutaneos caninos, além de verificar a

correlacdo entre as varidveis selecionadas.

Métodos

Amostras

Foram selecionados casos de mastocitoma cutaneo canino diagnosticados no
Laboratorio de Patologia Animal do Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia, no periodo de janeiro de 2016 a junho de 2019. Os critérios de inclusdo no estudo
foram: cdes portadores de mastocitoma diagnosticados a partir de avaliacao histopatologica,
que haviam realizado bidpsia excisional. Foram excluidos os casos diagnosticados apenas
exame citopatologico ou bidpsia incisional e cdes que foram submetidos a quimioterapia apos
a exérese cirurgica. Para realizagdo dos exames imuno-histoquimicos, foram utilizados apenas
os blocos de parafina que continham material suficiente para sec¢ao.

Todos os caes selecionados passaram por tratamento cirirgico com excisao total dos
tumores, com margem de 3 cm em dois planos e remo¢do de um plano fascial profundo ao
tumor. Todos os casos tiveram a anuéncia dos proprietarios para o uso experimental das
amostras de mastocitoma e informacgodes clinicas dos caes.

Dados epidemiolégicos (idade, sexo, raca) e clinicopatoldgicos (localizagdo e tamanho
do tumor) foram coletados. Quanto a idade, os ces foram agrupados em: jovens (até 1 ano),
adultos (1 a 8 anos) e idosos (acima de 8 anos). As localizagdes consideradas foram: membros,
tronco (incluindo cabeca, cauda, abdome, torax, flanco e dorso) e regido genital (incluindo
regido do escroto, vulva, perineo, prepucio e inguinal). Conforme o tamanho, os tumores foram

classificados de acordo com Organizagdo Mundial da Saude adaptado por Horta et al. (2018).

Analise Histolégica

O exame histopatolégico foi realizado sob microscopia de luz e os tumores foram
classificados segundo o grau utilizando ambos os sistemas de classificagdo sugeridos por
Patnaik, Ehler e Macewen (1984) e por Kiupel et al. (2011), seguindo as recomendagdes do
American College of Veterinary Pathologists e Veterinary Cancer Society (BERLATO et al.,
2021) e Nardi et al. (2022). O grau do tumor foi avaliado de forma independente por trés

patologistas, sendo adotado o grau atribuido por pelo menos dois patologistas.
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Técnica de AgNOR

Seccdes de 4mm foram obtidas a partir dos blocos de parafina e colocadas em laminas
silanizadas. As laminas foram desparafinizadas e re-hidratadas em concentragdes seriadas de
alcool. Os cortes foram incubados ao abrigo de luz em camara umida durante 40 minutos em
solugdo de nitrato de prata conforme Ploton (1986). As amostras foram lavadas em agua
destilada e imersas em tiossulfato de sodio a 5% durante 5 minutos. Em seguida, foram
colocadas em solucdo de metabissulfito de sodio 5% por 5 minuto e procedeu-se o
processamento histopatologico rotineiro das laminas.

A contagem das regides nucleolares com prata (AgNOR) foi realizada observando os
pontos de coloragdo negra no interior dos nucléolos em microscopico dptico na objetiva de
imersdao com aumento de 100 x. Em cada lamina foram selecionados 10 campos com maior
marcacao e foram contadas 10células/campo, totalizando 100 células, obtendo-se a média do
numero de regides organizadoras de nucléolo (WEBSTER et al., 2007). Os mastocitomas foram
agrupados de acordo com a média de AgNOR em <1,7, entre 1,7 e 3,2 ¢ >3,2, conforme Bostock

et al. (1989).

Técnica imuno-histoquimica

Seccdes de 4mm foram obtidas a partir dos blocos de parafina e colocadas em laminas
silanizadas. As laminas foram desparafinizadas e re-hidratadas em concentragdes seriadas de
alcool. A recuperagdo antigénica foi realizada em panela de pressao por 15 minutos em citrato
pH 6,0. O bloqueio da peroxidase foi feito com imersdo em peroxido de hidrogénio 3% por 20
minutos. Os anticorpos primarios CD117 (anticorpo policlonal, CD117, c-KIT, Spring
Bioscience®) e Ki67 (anticorpo monoclonal, anti Ki67 humano, Clone MIB-1, Dako
Cytomation®) foram incubados a 4° C por 18 horas. Apds incubagdo, utilizou-se a técnica de
estreptavidina-biotina-peroxidase (Dako, KO069011). A reacdo foi revelada com
diaminobenzidina (Diaminobenzina, Dako- K3468-1) e as laminas contra coradas com
hematoxilina de Harris e montadas. Para controle positivo de c-KIT (CD117) foi utilizada
amostra de mastocitoma sabidamente positiva e para Ki67, utilizou-se amostra de linfonodo
reativo.

O padrao de imunomarcagao para c-KIT foi avaliada em imunoexpressao membranosa
(Padrao 1), citoplasmatica focal (Padrao II) ou citoplasmatica difusa (Padrdo III), conforme
Webster et al. (2004). Para avaliagdo do indice de Ki-67, realizou-se o escanecamento das
laminas no aumento de 100x. Apds a identificacdo de areas com imunoexpressdo, colocou-se

uma grade quadriculada de 10x10mm sobre a imagem e contou-se o nimero de células positivas
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em 5 campos e foi feita a média dos campos. Os casos foram entdo agrupados de acordo com o
numero médio de células que expressam Ki67 (baixo indice de proliferacdo: <23 células e alto
indice de proliferacao: >23 células por campo de maior aumento) (WEBSTER et al., 2007).
Foi calculado ainda o indice Ag67, multiplicando-se as taxas de AgNOR e Ki67,
segundo Webster et al., (2007) e os tumores foram agrupados em: Ag67 < 54 e Ag67 >54.

Avalia¢ao da sobrevida

Os caes foram acompanhados por no minimo 12 meses apds a cirurgia, através de
consultas periodicas realizadas no HV-UFU ou por contato telefonico com o tutor. O tempo
desde o tratamento cirargico até a morte foi utilizado para o calculo da sobrevida global. Os

animais que nao puderam ser acompanhados foram censurados do estudo.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando estatistica descritiva, sendo realizado ainda o teste
Qui-quadrado para verificagdao da associacdo entre as variaveis: padrdao de imunoexpressao c-
KIT, imunomarcagao para Ki67, contagem de AgNOR, grau histologico e tamanho tumoral.

A sobrevida global (SG) dos pacientes foi estimada pela curva de Kaplan-Meier seguido
pelo teste de Log-Rank para comparagdo das curvas de sobrevida. A SG foi avaliada de acordo
com as variaveis tamanho e localiza¢do do tumor, média de AgNOR, padrio de imunoexpressao
para c-KIT, imunoexpressao Ki67 e indice Ag67. Na andlise da SG foram censurados os caes
que ainda estavam vivos.

A influéncia concomitante das variaveis prognosticas na SG foi investigada por meio
de analise multivariada por regressdo de Cox. Os testes foram realizados com o programa do
Software Statistics Base para Windows V.20 (IBM® SPSS®), com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).

Resultados

Dados clinicos

Foram avaliados 91 animais com mastocitoma, sendo 60 fémeas, 28 machos e em trés
prontudrios nao havia informagdo quanto ao sexo do animal. A idade do animal constava em
79 fichas, sendo 38 adultos (48,10%) e 41 (51,90%) idosos. Foi possivel acessar o tamanho das
neoplasias de 76 animais, nos quais observou-se variagdo entre 0,2 cm a 25 cm, com tamanho

médio de 5 cm. As localizagdes mais comuns foram membros e abdome, representando 23,46%

(19/81) cada uma (Tabela 1).
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Tabela 1 - Correlagdes entre sobrevida e parametros clinico-patoldgicos, histopatologicos,

histoquimicos, imuno-histoquimicos em cdes com mastocitoma cutdneo, Uberlandia- MG,

2022.

(continua)
N % Sobrevida Médi'a P-valor
sobrevida
Tamanho (n=76)
Tl 14 18,42% 964
T2 37 48,68% 550 740 0,14
T3 25 32,89% -
Localizacao (n=71)
Membros 19 26,76% -
Abdome 19 26,76% -
Genital 12 16,90% -
Torax 8 11,27% - ) )
Cabeca 8 11,27% -
Demais localizagoes 5 7,04% -
AgNORs (n=45)
< 1,7 AgNORs/célula 1 2,22% -
1,7-3,2
AgNgRs?/)(’:élula 39 86,67% 712 649 0,022
> 3,2 AgNORs/célula 5 11,11% 199
Ki67 (n=28)
Baixo indice 20 71,43% 719
Alto indice 8 28,57% 188 536 0,003
Ag67 (n=23)
<54 15 65,22% 769
>54 8 34,78% 188 567 0,006
CKkit (n=40)
Padrio 1 25 62,50% 850
Padrio 2 11 27,50% 293 747 0,017
Padrio 3 4 10,00% 753
Kiupel (n=91)
Baixo Grau 59 64,84 973
Alto Grau 32 35,16 395 756 0,003
Patnaik (n=91)
Grau 1 19 20,88 919
Grau 2 60 65,33 747 756 0,002
Grau 3 12 13,19 206
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Tabela 1 - Correlagdes entre sobrevida e parametros clinico-patologicos, histopatoldgicos,
histoquimicos, imuno-histoquimicos em caes com mastocitoma cutdneo, Uberlandia- MG,

2022.

(conclusdo)

Média

N % Sobrevida . P-valor
sobrevida
Kiupel/Patnaik (n=91)
Grau 1/ baixo grau 19 20,88 919
Grau 2/ baixo grau 39 42,86 883
756 0,002

Grau 2/ alto grau 21 23,08 496
Grau 3/ baixo grau 1 1,1 -

Grau 3/ alto grau 11 12,09 206

Avaliacao histologica, histoquimica e imuno-histoquimica

Com relagdo ao grau histologico, 64,84% (59/91) dos MCT eram baixo grau, 65,33%
(60/91) grau II e 42,86% (39/91) grau Il/baixo grau (Tabela 1). A média de contagem de
AgNOR foi de 2,71 AgNORs/célula (Figura 1) e apenas um MCT apresentava média <1,7
AgNOR/célula (2,22%) (Tabela 1).

No caso da imunoexpressdo de Ki67, a média de células marcadas/campo de maior
aumento foi de 17, sendo que 71,43% apresentavam baixo indice de proliferacdo e 25,57%
apresentavam alto indice (Figura 1). Ja na avaliacdo de c-KIT, 62,50% dos MCT apresentavam
padrdo de imunomarcagdo membranosa, 27,50% imunomarcacdo citoplasmatica focal e 10%
citoplasmatica difusa (Figura 1).

Na analise da associagdo entre as variaveis estudadas, o teste Qui-quadrado indicou
associacdo entre a expressdo de c-KIT e contagem de AgNOR (p=0,043), sendo que
mastocitomas com padrdo de imunomarcagdo para c-KIT membranosa (Padrdo I) possuem

menor contagem de AgNOR.
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Figura 1 — Mastocitoma cutaneo canino, cdo, pele. A) Técnica de AgNOR. Observar pontos enegrecidos no nicleo
das células. B) Imunomarcagdo para Ki67, baixo indice proliferativo. C) Imunomarcagao para Ki67, baixo indice
proliferativo. D, E e F — Imunoexpressdo de CKIT. D) Padréo 1, E) Padrio 2 e F) Padrio 3
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Analise de sobrevida

O tempo médio de seguimento de 36 pacientes foi de 500 dias, a média de sobrevida
global dos caes com mastocitoma foi de 756 dias e a mediana de 604 dias.

Quanto a localizagdo, apesar da analise de Log Rank nao ter indicado diferenca na curva
de sobrevida de acordo com o local de ocorréncia do MCT (p=0,636), cdes com MCT na regidao
genital ndo alcangaram a mediana de sobrevida global que foi de 570 dias. A sobrevida média
foi de 606, 710 e 468 dias para as localizagdes membros, tronco e regido genital,
respectivamente (Figura 2).

Da mesma forma, apesar da anélise de Log Rank nao ter indicado diferenca na curva de
sobrevida de acordo com o tamanho do MCT (p=0,138), cdes com MCT >3,0 cm ndo
alcangaram a mediana de sobrevida global dos animais deste grupo que foi de 604 dias. A
sobrevida média foi de 963 e 549 dias para caes com MCT menores de 3,0 cm e >3,0 cm,
respectivamente (Figura 2).

Na analise da sobrevida de caes com MCT de acordo com a graduagao histologica, teste
de Log Rank indicou diferenca nas curvas de sobrevida tanto na classificagdao segundo Patnaik,
Ehler e MacEwen (1984) (p= 0,002) quanto nas classificagdes de Kiupel et al. (2011) (p=0,003)
e na classificagdo combinada (p=0,002). A mediana de sobrevida global dos animais avaliados
quanto ao grau histologico foi de 604 dias e caes com MCT grau III segundo Patnaik, Ehler e
MacEwen (1984) ndo atingiram a mediana e viveram menos que os classificados como graus I
e II (p=0,02) (Figura 2). De modo semelhante, os animais com MCT classificados como alto
grau de Kiupel ndo atingiram a mediana e viveram menos do que aqueles com MCT de alto
grau (p=0,03) (Figura 2).

Quando as duas classifica¢des foram combinadas, os animais com MCT classificados
como grau Il/alto grau e grau IIl/alto grau ndo atingiram a mediana e viveram menos que

aqueles com MCT grau I/baixo grau e grau II/baixo grau (p=0,002) (Figura 3) (Tabela 1).
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sobrevida menor que animais com grau I e II. Uberlandia, 2022.

Na analise da sobrevida de caes com MCT de acordo com nimero de AgNOR, teste de
Log Rank indicou diferenga nas curvas de sobrevida de caes com MCT que apresentavam média
>3,2 AgNORs/célula (p=0,022). A mediana de sobrevida global dos animais avaliados quanto
nimero de AgNOR foi de 360 dias e cdes com MCT que apresentavam média >3,2
AgNORs/célula ndo atingiram a mediana e viveram menos que aqueles com MCT que
apresentavam média de 1,7 a 3,2 AgNORSs/célula (Figura 3) (Tabela 1).

Na avaliagdo da variavel KI67, teste de Log Rank indicou diferenga nas curvas de
sobrevida, sendo que caes com MCT que apresentavam alta taxa de proliferacao (>23 células)
viveram menos (p= 0,003). A mediana de sobrevida global dos animais avaliados quanto a

imunoexpressao de Ki67 foi de 360 dias (Tabela 1).
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Figura 3. A) Associagdo entre as graduagdes de Patnaik e Kiupel. Caes com tumores grau II alto grau e grau III

alto grau vivem menos que aqueles classificados como alto grau. B) AgNOR. Animais com tumores com alto

numero de AgNOR apresentam menor sobrevida C) KI67. Animais com alto indice KI67 ndo atingem a mediana

€ vivem menos que os animais com baixo indice D) Indice Ag67. Caes com tumores baixo indice Ag67 apresentam

sobrevida maior que animais com alto indice. E) CKIT. Animais com padrdo II de KIT ndo atingem a mediana e

vivem menos que os demais. Uberlandia, 2022.



78

Avaliou-se ainda a sobrevida de cdes com MCT de acordo com indice Ag67 (produto
das taxas de AgNOR e Ki67). Teste de Log Rank indicou diferenca nas curvas de sobrevida,
sendo que caes com MCT que apresentavam indice Agb67 >54 viveram menos (p= 0,006)
(Tabela 1) (Figura 3).

Com relacdo a imunoexpressao de c-KIT, teste de Log Rank indicou diferenca nas
curvas de sobrevida, sendo que cdes com MCT que apresentavam padrdo de expressdo
citoplasmatica focal (Padrao II) viveram menos (p= 0,017).

A mediana de sobrevida global dos animais avaliados quanto a imunoexpressao de c-
KIT foi de 604 dias e caes com MCT com padrio de expressdo citoplasmatica focal nao
atingiram a mediana e viveram menos (Figura 3). (Tabela 1)

Durante o periodo médio de acompanhamento de 505 dias (intervalo 1-1400), foi
possivel acompanhar a evolugao clinica de 17 animais que possuiam todos os dados relativos
as variaveis estudadas. A influéncia concomitante das varidveis prognoésticas na SG foi
investigada por meio de analise multivariada por regressdo de Cox que indicou ndo haver
correlagdo entre as variaveis analisadas (Tabela 2).

Tabela 2. Analise multivariada de regressao de Cox da sobrevida total de cdes com mastocitoma

cutaneo em comparacao as variaveis preditoras. Uberlandia, 2022.

Variaveis Erro p-valor Taxa de IC (95%)
Padrao risco
c-KIT 0,676 0,066 3,456 0,919 — 12,991
K167 1,342 0,548 2,237 0,161 —31,025
Patnaik 1,506 0,959 0,925 0,048 — 17,696
Kiupel 1,244 0,051 11,297 0,986 — 129,429
Grau combinado 2,461 0,838 1,655 0,013 — 205,924

P < 0,05 ¢ considerado significante.

Discussao

Os mastocitomas ocorreram mais comumente em fémeas (68,18%). De modo
semelhante, Souza et al. (2018), em estudo também realizado no Brasil, descreveram frequéncia
maior de fémeas. Este dado provavelmente ¢ reflexo da composi¢ao da populacao atendida no
HV-UFU, uma vez que a maioria dos animais atendidos sdo fémeas.

Quanto a idade, todos os animais eram adultos ou idosos e animais jovens ndo
apresentaram mastocitoma. Apesar de Miller (1995) descrever que em caes da raca Shar Pei, o

mastocitoma ¢ frequente em animais com menos de dois anos, a maioria dos estudos relatam



79

que o risco de ocorréncia ¢ maior em caes de idade avangada (THAMM e VAIL, 2008; SHOOP
etal., 2015; SMIECH et al., 2019).

Membros ¢ abdome foram as localizagdes mais comuns de mastocitoma neste estudo.
Horta et al. (2018) também descreveram os membros como a principal localizagdo de
mastocitomas, além de tronco. Em outros estudos as localizagdes mais frequentes foram tronco
e extremidades (WELLE et al., 2008), nariz e face (REYNOLDS et al., (2019) e escroto
(SMIECH et al., 2018).

Nao foi observada associacao entre a localizagdo do tumor e a graduagao histologica
neste estudo, ao contrario do que foi observado por Smiech et al. (2018) que afirmam que a pele
do escroto apresenta maior risco de desenvolver mastocitoma de alto grau e Reynolds et al.
(2019) que descrevem tumores em regido de cabeca e inguinal com maiores chances de ser alto
grau. Vale ressaltar que cdes com MCT na regido genital ndo alcangcaram a mediana de
sobrevida global, o que reforga a observacao de Nelson e Couto (2015) que relataram que MCTs
localizados na cavidade oral, leito ungueal e regides inguinal, perineal e prepucial apresentam
comportamento mais agressivo.

De modo semelhante ao observado no presente estudo, Kiupel et al. (2005), Poggiani et
al. (2012) Horta et al. (2018) e Pierini et al. (2019) ndo observaram associacdo entre o tamanho
do tumor e a sobrevida dos animais. No entanto, os cdes com tumores maiores que 3 cm nao
alcangaram a mediana de sobrevida global, assim como descrito por Hume et al. (2011) que
relataram que o tamanho do tumor € fator prognostico em mastocitomas com grau III, uma vez
que animais com tumores maiores que 3 cm apresentam menor tempo médio de sobrevida do
que os que apresentam tumores menores que 3 cm. Neste estudo, os tumores apresentaram
grande variagdo de tamanho (entre 0,2 e 25 cm), o que pode explicar a auséncia de associacao
estatistica do tamanho do tumor a graduagdo dos tumores e

sobrevida dos animais. Também ndo foi observada associacdo entre o tamanho ¢ a
graduacgdo dos tumores, semelhante ao relatado por Reynolds et al. (2019), que ndo observaram
correlagdo entre o tamanho tumoral e a graduagao do tumor.

Na graduagao segundo Kiupel et al. (2011), a maior parte dos tumores receberam baixo
grau (64,84%), semelhantemente ao observado por Horta et al., (2018) e Sabatini et al.
(2015).Estes animais apresentaram média de sobrevida maior do que os de baixo grau, como
descrito por Kiupel et al. (2011), Sabattini et al. (2015) e Horta et al. (2018), confirmando a
efetividade da metodologia proposta por Kiupel et al. (2011) para previsdo do comportamento

clinico dos animais com mastocitoma.
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Os animais de grau I segundo Patnaik, Ehler e Macewen, (1984) apresentaram bom
progndstico (média de sobrevida: 919 dias), assim como descrito Patnaik, Ehler e Macewen
(1984); Sabatini et al., (2015), Stefanello et al., (2015). A maioria dos tumores foram
classificados como grau 2 (65,33%), como observado por outros autores (STEFANELLO et al.,
2015; MEDEIROS-RONCHI et al., 2018; COSTA et al., 2017). Stefanelo et al. (2015) e Kiupel
et al. (2011) alertam que esta disparidade na distribui¢ao entre as graduagdes pode afetar a
avaliagdo prognostica dos animais de grau II, entretanto neste estudo a média de sobrevida dos
animais de grau II foi maior do que a dos animais de grau III e menor do que a dos animais de
grau .

Para melhor avaliacdo prognostica das neoplasias com grau II, a associagdo entre as
graduacdes de Kiupel et al. (2011) e Patnaik, Ehler e MacEwen (1984) tem sido recomendada
por alguns autores (BERLATO etal.,2021; DE NARDI et al., 2022). Neste trabalho, os animais
que apresentavam mastocitomas grau 2 e baixo grau, tiveram média de sobrevida superior aos
que apresentavam grau 2 alto grau (884 e 496, respectivamente), confirmando os beneficios
desta combinacdo de graduagdes para acurdcia progndstica.

Com respeito aos marcadores de proliferacdo, a maior contagem de AgNOR observada
nesse estudo foi de 3,7, nimero inferior ao observado por Bostock et al. (1989) que relataram
variagdo entre 1,1 a 8,1. Neste estudo, os animais que apresentavam maior contagem de AgNOR
viveram menos, assim como no estudo realizado por Bostock et al. (1989) e Webster et al.
(2007) que descreveram que a alta contagem de AgNOR esta relacionada a menor sobrevida.
Nao obstante, ndo foi observada associacdo entre contagem de AgNOR e graduagdo, fato
descrito por Bostock et al. (1989).

A maioria dos animais deste estudo possuiam baixo indice de Ki67 (71,4%), assim como
no estudo realizado por Webster et al. (2007), onde 60,71% dos animais apresentavam <23
células marcadas por campo. Estes animais apresentaram sobrevida maior que os animais com
alto indice de proliferacdo, assim como nos estudos realizados por Webster et al., (2007) e
Berlato et al. (2015) os quais relatam que o indice Ki67 ¢ fator de prognostico independente,
sendo capaz de identificar MCTs com pior prognostico.

Uma das limitagdes deste estudo foi o pequeno niimero de amostras que expressaram
Ki67. Fonseca-Alves et al. (2015) relataram a mesma dificuldade com este marcador, sendo
que 49,27% das amostras de seu estudo precisaram ser descartadas pois nao expressavam Ki67
na pele, que foi utilizada como controle positivo interno. Fatores pré-analiticos associados a

fixagdo das amostras podem ter contribuido para a baixa reatividade, uma vez que amostras
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fixadas em formol podem apresentar alteragdo na estrutura tridimensional das proteinas do
epitopo, dificultando a marcagdo (RAMOS-VARA et al., 2008)

O indice Ag67 também foi capaz de prever o prognostico dos caes com mastocitoma,
semelhantemente ao observado por Webster et al. (2007) e Smith et al. (2017). A utilizagao
deste indice justifica-se pois, apesar de ambos serem marcadores de proliferacao, os indices de
AgNOR e Ki67 sinalizam diferentes fases do ciclo celular (Kiupel et al., 2016). Devido a
auséncia de associagao entre o indice e a graduagao histoldgica observada no presente estudo,
Oliveira et al. (2020) recomendam que a avaliagdo de marcadores de proliferacdo deve ser
utilizada em conjunto a graduagdo histolégica para uma caracterizagdo mais completa dos
tumores.

Os mastocitomas com padrao de imunomarcagao para c-KIT membranosa apresentaram
menor contagem de AgNOR. Carvalho et al. (2017) descreveram que os tumores localizados
em genitais, na cabeca e no pescoco possuiam 18 vezes mais chance de apresentarem padro
KIT citoplasmatico e tumores de alto grau tém 36 vezes mais chance, porém tal associagdo nao
foi observada neste estudo.

Giantin et al. (2012) afirmaram que a marcagdo perimembranosa indica um bom
progndstico e neste estudo os animais com esse padrao atingiram a mediana. Por outro lado,
Horta et al. (2018) afirmaram que a imunomarcagdo citoplasmatica difusa apresentava pior
prognostico, fato ndo observado nesse estudo, provavelmente devido ao pequeno ntimero de
animais agrupados nesta categoria.

Mutagdes do gene c-KIT provavelmente sdo a causa do aumento da proliferagdo celular
em MCTs com expressdo citoplasmatica de CD117. Costa et al. (2007) sugerem que a
translocagdo de CD117 para o citoplasma se correlaciona com a ativagao da proliferagdo celular
mediada por CD117. Embora o aumento da proliferagao celular por si so seja insuficiente para
a transformacdo neopldasica, pode contribuir para o fendtipo maligno aumentando o risco de
mutacdes espontaneas. Estes mesmos autores relataram que ndo foram observadas diferengas
entre os padrdes de coloragdo citoplasmatica focal e difusa, sugerindo que estes padrdes
representam alteragdes celulares semelhantes, ou talvez um processo progressivo de acimulo
de CD117 citoplasmatico.

A despeito da auséncia de correlacdo entre os parametros avaliados na analise
multivariada, no estudo conduzido por Webster et al. (2007) maior imunoexpressao de Ki67 e
alto indice de AgNOR foram significativamente associados a recidiva, metdstase e morte

relacionada ao tumor.
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Conclusoes

A graduacdo histologica incluindo dois sistemas de classificagdo (Patnaik e Kiupel)
confirma seu valor prognostico, particularmente para MCTs de grau intermediario (grau II),
pois o uso desta variavel identificou diferenca na sobrevida entre MCT grau II de alto e baixo
grau. Da mesma forma, a utilizacdo combinada dos marcadores de proliferacdo celular Ki67 e
as contagens médias de AgNOR se mostrou util na identificacdo de tumores mais agressivos.
A presenga de marcacao citoplasmatica focal de c-KIT ¢ associada a pior progndstico e atengao
deve ser direcionada para caes com MCT com este padrdo de expressao de c-KIT, que podem
ser beneficiados com terapia com inibidores de tirosina quinases. A analise multivariada dos
fatores de prognoéstico foi prejudicada pelo pequeno numero amostral. Uma vez identificado
neste estudo o valor prognostico independente das varidveis estudadas, estudos com
subconjunto maior de tumores devem ser realizados para determinar a melhor forma de usar

esses testes em combinacdo na determinagao do progndstico de caes com MCT.
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