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“Mes chers parents je pars
Je vous aime mais je pars
Vous n'aurez plus d'enfants
Ce soir

Je ne m'enfuis pas je vole
Comprenez bien: je vole
Sans fumée, sans alcool

Je vole, je vole”

Michel Sardou
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RESUMO

Padréo de expressao do recetor KIT no mastocitoma canino: sele¢cdo dos inibidores

dos recetores tirosina quinase

Os mastocitomas representam cerca de 11 a 27% de todas as neoplasias cutaneas malignas
do cédo. Devido a sua prevaléncia e comportamento bioldgico varidvel, ao custo da terapéutica
e ao potencial stress emocional para os tutores, € importante realizar um progndstico preciso
dos mastocitomas cutédneos e selecionar corretamente a abordagem terapéutica mais
apropriada. Vérios fatores clinicos podem influenciar o curso da doenca, no entanto, o fator
de prognostico mais importante é a gradacao histologica.

As mutagdes no c-kit e as alteragbes da expressédo do KIT sédo conhecidas como indicadores
de progndstico negativo em mastocitomas cutaneos caninos. Além disso, animais portadores
de mastocitomas com mutacdes no c-kit ou padrées de expressdo anormais do KIT sdo
potenciais candidatos a terapéutica alvo com inibidores dos recetores tirosina quinase (IRTQ).
O principal objetivo deste estudo foi selecionar o melhor IRTQ para cada caso, com base no
padrédo de expressao do KIT. Um objetivo adicional foi a identificacéo e avaliagdo de fatores
influenciadores de progndéstico, através de associacfes estatisticas e da andlise de
sobrevivéncia.

Os 42 casos de animais com mastocitomas investigados foram, inicialmente, distribuidos por
sexo, idade, raca, localizagéo, tipo de lesdo e grau histolégico do tumor e, ainda, padrao de
expressao do KIT. A idade do animal mostrou associagdo significativa com o grau histologico
(p=0,0495) e a localizag&o tumoral com o padréo de expresséo do KIT (p=0,0271). Além disso,
o risco de desenvolvimento de tumores com padrées do KIT atipicos foi superior nos animais
com idades superiores a 8 anos, lesdes multiplas e tumores de alto grau histolégico.

Como bons indicadores influenciadores de progndstico identificaram-se a idade no momento
do diagndstico (p=0,01) e o grau histologico do tumor (p=0,002). O risco de morte, relacionada
com o0 mastocitoma, foi superior nos animais com tumores com padrdes do KIT atipicos.

As variaveis que apresentaram impacto significativo no tempo de sobrevivéncia foram a idade,
0 grau histolégico, o tratamento quimioterapico e o tratamento com IRTQ. Foram, ainda,
obtidos melhores resultados nas fémeas e nos mastocitomas com padréo de expresséao 1.
Apesar das limitacbes do estudo, os resultados obtidos podem contribuir para o
estabelecimento de um progndstico e para a escolha da terapéutica a implementar em casos

de mastocitoma cutaneo canino.

Palavras-chave: mastocitoma, céo, prognéstico, padrdo de expressao do KIT, inibidores dos

recetores tirosina quinase.
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ABSTRACT

KIT expression in canine mast cell tumour: tyrosine kinase inhibitors selection

Mast cell tumours (MCT) are the most frequently diagnosed malignant skin neoplasm in dogs,
representing up to 27% of all canine cutaneous neoplasms. Due to their prevalence and
variable biologic behavior, the cost of therapeutics, and the potential emotional stress to
owners, it is important to accurately prognosticate cutaneous mast cell tumours and to correctly
select the most appropriate therapeutic approach. There are varied clinical factors that may
influence the outcome; however, accurate histologic grading remains a cornerstone of MCT
prognostication.

Mutations in c-kit and altered expression of KIT have been shown to be negative prognostic
indicators for canine cutaneous mast cell tumours. Furthermore, those mast cell tumours that
have c-kit mutations or abnormal KIT expression are potential candidates for targeted therapy
with tyrosine kinase inhibitors.

The main goal of this study was to select the best tyrosine kinase inhibitor for each KIT
expression pattern. An additional goal was the identification and evaluation of prognosis
influencing factors, through statistical associations and survival analysis.

The 42 mastocytomas investigated were initially distributed by sex, age, race, location, type of
lesion, histological grade and KIT expression. The animal age showed a significant association
with the histological grade (p = 0.0495) and the tumor location with the KIT expression (p =
0.0271). In addition, the risk of developing tumors with atypical KIT patterns was higher in
animals aged over 8 years, with multiple lesions and tumors of high histological grade.

The age at diagnosis (p = 0.01) and the histological grade of the tumor (p = 0.002) showed to
be good prognostic indicators. The risk of death related to the mast cell tumour was higher in
animals with tumors with atypical KIT patterns.

The variables that had a significant impact on survival time were age, histological grade,
chemotherapeutic treatment and treatment with tyrosine kinase inhibitors. Better results were
also obtained in females and mast cells tumours with expression pattern 1.

Lastly, despite the limitations of the study, the results obtained may be useful in establishing a

prognosis and in the therapeutic choice in cases of canine cutaneous mast cell tumour.

Key words: mast cell tumour, dog, prognosis, KIT expression, tyrosine kinase inhibitors.
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NOTA INTRODUTORIA

Os mastocitomas séo as neoplasias cutaneas mais comuns em caes (Finnie & Bostock, 1979;
Bostock, 1986; Rothwell, Howlett, Middleton, Griffiths, & Duff, 1987), representando cerca de
7 a 21% de todos os tumores cutaneos (Finnie & Bostock, 1979; Macy, 1985; Bostock, 1986;
Gieger, Northrup, & Wall, 2005; Welle, Bley, Howard, & Rifenacht, 2008; Kiupel, 2016) e 11
a 27% de todas as neoplasias cutaneas malignas (Macy, 1985).

A predisposicao racial, principalmente nos Boxers, surge descrita na maioria dos estudos
sobre mastocitoma canino (Hottendorf & Nielsen, 1967; Bostock, 1973; Cohen, Reif, Brodey,
& Keiser, 1974; Rothwell et al., 1987; Simoes, Schoning, & Butine, 1994; Miller, 1995; Thamm
& Vail, 2007; Morris & Dobson, 2008; Shoop et al., 2015). A localizagédo destes tumores foi,
também, objeto de varios estudos, assim como a sua morfologia, fatores que podem
influenciar o seu comportamento biolégico (Hottendorf & Nielsen, 1967; Beaumont, O’Brien,
Allen, & Tucker, 1979; Patnaik, Macewen, Black, & Luckow, 1982; Macy, 1985; Rothwell et
al., 1987; Ilwata, Ochiai, Kadosawa, Takiguchi, & Umemura, 2000; Naganobu et al., 2000;
Takahashi et al., 2000; Gieger et al., 2003; Barsotti, Marchetti, & Abramo, 2007; Bahrami et
al., 2014; Kiupel, 2016). Na maioria das vezes, os mastocitomas sdo benignos e solitarios
(Bostock, 1973; Thamm & Vail, 2007), e podem ser tratados com excisdo cirurgica (Macy,
1985; Weisse, Shofer, & Sorenmo, 2002; Govier, 2003; Thamm & Vail, 2007). No entanto,
uma percentagem destes tumores séo invasivos (Bostock, 1973; Thamm & Vail, 2007) e
culminam em doenca metastatica fatal (Welle et al., 2008).

A avaliacdo diagnostica de cé@es com suspeita de mastocitoma tem trés objetivos: o
diagnédstico definitivo através de citologia e/ou histopatologia; o estadiamento clinico, e
documentacéo de sinais paraneoplasicos (Rogers, 1996).

Nao existe nenhum fator que indique precisamente o comportamento biolégico ou a resposta
ao tratamento em cées com mastocitoma (Welle et al., 2008). Os fatores clinicos que podem
influenciar o resultado incluem raca (Bostock, 1986; Miller, 1995; Baker-Gabb, Hunt, & France,
2003), sexo (Gerritsen, Teske, Kraus, & Rutteman, 1998), localizagdo (Govier, 2003),
morfologia (Bostock, 1973; Mullins et al., 2006; Thamm & Vail, 2007), presenca de sinais
sistémicos paraneoplasicos (O’Keefe, 1990; Govier, 2003; Mullins et al., 2006; Thamm & Vail,
2007), ritmo de crescimento (Bostock, 1973), tamanho (Mullins et al., 2006) e estadio clinico
(Sfiligoi, Rassnick, Scarlett, Northrup, & Gieger, 2005; Murphy, Sparkes, Blunden, Brearley, &
Smith, 2006). O fator de prognéstico mais importante é a gradacao histologica (Thamm, Turek,
& Vail, 2006; Welle et al., 2008; Blackwood et al., 2012). No entanto, 5% dos cédes com
mastocitoma de baixo grau morre devido a doenca associada ao mastocitoma e 20%
desenvolve mastocitomas adicionais (Kiupel et al., 2011). Assim, é necessario complementar

a gradacao histolégica com parametros microscopicos e moleculares que podem ser

1



avaliados com o objetivo de fornecer um prognéstico mais preciso e ajudar nas escolhas
terapéuticas (Kiupel, 2016).

Em cades com mastocitoma cutaneo varios marcadores de proliferacéo celular (indice mitético;
Ki-67; AgNOR) tém sido associados ao tempo de sobrevivéncia, a ocorréncia de metastases
e ao intervalo livre de doenca (Bostock, Crocker, Harris, & Smith, 1989; Simoes et al., 1994;
Scase et al., 2006; Webster et al., 2007; Maglennon et al., 2008; Vascellari et al., 2012).

O proto-oncogene c-kit codifica o recetor tirosina quinase KIT, que desempenha um papel
central na sobrevivéncia, proliferacao, diferenciacdo e migracdo do mastdcito. As mutacdes
no c-kit e as alteracbes da expressdo do KIT sdo conhecidas como indicadores de mau
prognostico de mastocitomas cutaneos caninos (Zemke, Yamini, & Yuzbasiyan-Gurkan, 2002;
Webster, Yuzbasiyan-Gurkan et al, 2006; Takeuchi et al., 2013). Além disso, 0s mastocitomas
com mutac¢des no c-kit ou padrdes de expressdo anormais do KIT sdo potenciais candidatos
a terapéutica alvo com Inibidores dos recetores tirosina quinase (IRTQ) (Kiupel, 2016).
Atualmente, a excisdo cirargica € a principal modalidade de tratamento dos mastocitomas
cutaneos caninos. A terapéutica local adicional, como a cirurgia secundaria ou a radioterapia,
deve ser considerada se as margens cirlrgicas estiverem contaminadas e o mastocitoma for
de alto grau histolégico, ou se for de baixo grau, mas apresentar altos indices de proliferacéo
celular. A terapéutica sistémica deve ser considerada para cdes com evidéncia de metastases
no estadiamento clinico, ou com mastocitomas de alto grau histol6gico, ou com mastocitomas
de baixo grau histolégico que apresentem altos indices de proliferacdo celular, mutagéo ativa
no exao 11 do c-kit ou padrdes de expressao do KIT 2 ou 3. Se as células neoplasicas de um
mastocitoma forem positivas para mutacdo ativa no exdo 11 do c-kit ou apresentarem um
padrdo de expressdo do KIT 2 ou 3 pode ser benéfico a inclusdo de IRTQ no tratamento
(Sledge, Webster, & Kiupel, 2016).

Devido a prevaléncia e comportamento biolégico variavel dos mastocitomas caninos, ao custo
da terapéutica e ao potencial stress emocional para os tutores, é importante realizar um
progndéstico preciso e selecionar corretamente a abordagem terapéutica mais apropriada
(Kiupel, 2016). Assim, o principal objetivo deste estudo foi comparar os tempos de
sobrevivéncia de animais com mastocitoma e diferentes padrdes de expressdo do KIT
submetidos a terapéutica com fosfato de toceranib (Palladia®) e/ou masitinib (Masivet®), com
o intuito de selecionar o melhor IRTQ para cada padrao de expresséo do KIT. Adicionalmente,
e com o proposito de caracterizar os tumores, foi objetivo suplementar deste estudo investigar
a distribuicdo dos casos por sexo, idade e racga, e qualificar os mastocitomas em termos de
localizacdo, tipo de lesao, grau histoldgico e padrao de expresséao do KIT. Foi, ainda, objetivo
desta dissertacao a identificacdo e avaliacdo de fatores influenciadores de progndstico.
Inicialmente apresenta-se uma revisdo bibliografica suméria sobre o assunto, de modo a

contextualizar o estudo realizado.



CAPITULO 1 - RELATORIO DE ACTIVIDADES
DESENVOLVIDAS NO ESTAGIO CURRICULAR

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria (MIMV) foi realizado no
Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa
(HEV-FMV), sob a orientacdo do Dr. Gongalo Vicente, nas areas de Medicina e Cirurgia de
Animais de Companhia e Exoticos. O mesmo decorreu no periodo compreendido entre 18 de
Setembro de 2017 e 16 de Marco de 2018, perfazendo um total de 1006 horas de estagio
(excluindo horas extra despendidas voluntariamente).

A carga horéria foi distribuida segundo escalas semanais previamente definidas, com rotacéo
pelos seguintes servigos: medicina geral, cirurgia, oftalmologia, ecografia, oncologia, medicina
interna, imagiologia, dermatologia, internamento e unidade de isolamento de doencas
infeciosas (UIDI). No gréfico 1, é apresentada a distribuicdo das horas despendidas em cada
Sservigo.

As generalidades das funcbes exercidas durante o estagio foram supervisionadas e
acompanhadas por parte da equipa hospitalar, nomeadamente, médicos, enfermeiros e/ou
auxiliares; e enquanto estagiaria auxiliei, ainda, os estudantes do 3°, 4° e 5° ano do MIMV.

O estégio possibilitou 0 meu desenvolvimento clinico e pessoal através do trabalho em equipa,
da comunicag&do com os tutores dos animais, da delegacdo de tarefas e responsabilidades,
da aplicacéo dos conhecimentos tedricos e da evolucdo a nivel de raciocinio e pratica clinica,

oferecendo-me uma série de ferramentas Uteis ao meu futuro como profissional.

Gréfico 1 - Contabilizacao de horas despendidas em cada servigo
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1. Medicina Geral

O horério realizado em Medicina Geral compreendia turnos com duracdo de 8 horas,
ocorrendo no periodo da manha (8 as 16 horas) durante uma semana e no periodo da tarde
(13 as 21 horas) na semana seguinte, e assim sucessivamente.

O servico de medicina geral abrangeu primeiras consultas, consultas de rotina, consultas de
seguimento, consultas de segunda opinido e consultas de referéncia, nas diversas areas de
especialidade: medicina preventiva, comportamento animal, neurologia, ortopedia, cirurgia
(consultas pré ou pos cirlrgicas), cardiologia, endocrinologia, gastroenterologia,
estomatologia, nefrologia e urologia, doencas infeciosas e parasitarias, pneumologia,
reproducdo, dermatologia, oftalmologia, oncologia, traumatologia e animais exoticos.

Neste servico, as minhas principais responsabilidades consistiam na rece¢do do tutor e
animal, na pesagem do animal, na realizacdo da anamnese, na realizacdo do exame fisico
geral e na realizacdo de exames especificos consoante o estimulo iatrotropico, por exemplo,
exame ortopédico, neurolégico e/ou oftalmolégico. Posteriormente, era comunicada a histéria
e principais sinais clinicos ao clinico responséavel pelo caso, o qual prosseguia com a consulta.
No final da sua atuacéo, sempre que possivel, era realizada uma discussao de diagnosticos
diferenciais, exames complementares a realizar e terapéutica a instituir. No decorrer das
consultas, tive, ainda, a oportunidade de realizar varios procedimentos, entre os quais:
elaboracdo e explicacdo do esquema vacinal, administracdo da vacina; microchipagem;
contengdo de animais; preparacdo e administragdo parentérica de medicamentos; colheitas
de sangue e colocacdo de cateteres; requisicdo de andlises; realizacdo de puncdes
aspirativas por agulha fina (PAAF); drenagem toracica e abdominal; cistocenteses e
algaliacdo de machos e fémeas; realizacdo de zaragatoas para analise microbioldgica;
realizacdo de eutandsias; realizagdo de citologias e observagdo ao microscopio das mesmas;
execuc¢do de pensos; medicdo da presséo arterial; elaboracdo de receitas para a prescricdo
de medicamentos; estabilizagdo de pacientes criticos, o que compreendia a realizagdo da
triagem, estabelecimento de via respiratoria e via venosa periférica aberta, administracéo de
medicamentos e instauragcdo de fluidoterapia, e, quando necessario, reanimacao

cardiorrespiratoria.

2. Cirurgia

O horario realizado em Cirurgia compreendia turnos com duracao de 8 horas, ocorrendo no
periodo da manha (8 as 16 horas).

Neste servico, as minhas principais responsabilidades consistiam em consultar previamente
a agenda cirargica com o objetivo de organizar o quadro de cirurgias localizado na sala de
preparacao e verificar: a historia clinica do animal, a terapéutica em curso e andlises clinicas

pré-cirirgicas; a admissdo do animal; o preenchimento da ficha de internamento; a
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preparacdo do local de recobro e a cateterizacdo endovenosa do paciente. Apés a chegada
dos cirurgibes e estabelecimento da ordem de cirurgias, verificacdo de possiveis riscos
anestésicos e escolha da medicacado, era da minha competéncia o célculo, preparacao e
administracdo da terapéutica médica pré-anestésica, incluindo o de inducéo anestésica; a
intubacdo endotraqueal; a instituicAo de fluidoterapia; a monitorizacdo anestésica; a
tricotomia, limpeza e assepsia do campo cirdrgico e, por vezes, a preparacdo do material
cirdrgico.

No decurso do procedimento cirlrgico, alternava com 0s meus colegas como circulante,
anestesista, ajudante de cirurgido e cirurgido. Nessa altura, tive a oportunidade de realizar
alguns procedimentos cirirgicos com a supervisdo do cirurgido responséavel, tais como
suturas de pele, ovariohisterectomia (OVH), orquiectomia em gatos e cées, destartarizacbes
e suturas gengivais pos-extracdes dentarias.

Terminado o procedimento cirdrgico estava encarregue de vigiar a recuperacao anestésica,
contactar com os proprietarios via telefonica informando do término da cirurgia e da hora da
alta, discutir a alta com o cirurgido do caso, que constava do planeamento terapéutico e dos
cuidados médicos necessarios consoante a intervencgao.

Durante a minha rotacdo de Cirurgia, tive a possibilidade de assistir a cirurgia de tecidos
moles, cirurgia ortopédica, neurocirurgia, cirurgia oftdlmica e dentisteria e cirurgia maxilofacial,

estando a casuistica discriminada por area cirtrgica disponivel no Anexo .

3. Internamento

O horario realizado no Internamento compreendia turnos previamente estabelecidos
mensalmente com duragdo de 12 horas, tanto em regime diurno (8 as 20 horas) como em
regime noturno (20 as 8 horas), culminando na realizagéo de 60 horas em regime diurno e
120 horas em regime noturno.

O turno iniciava-se com a passagem dos casos clinicos dos animais internados onde eram
discutidos o curso clinico, plano de tratamento e exames complementares necessarios em
cada caso. De seguida, iniciava-se a rotina deste servi¢o, que compreendia a monitorizagdo
dos animais, realizacdo de passeios, alimentacdo, limpeza das jaulas e, se necessario, dos
animais, preparacao e administragdo de medicamentos, fisioterapia e verificagdo das taxas
de fluidoterapia. Sempre que necessario, também se procedia a cateterizacdo endovenosa,
medicdo da pressado arterial, medicdo da glicémia, colheita de amostras biolégicas,
oxigenoterapia, algaliacdo e controlo da producdo de wurina, determinacdo do
microhematocrito e proteinas totais presentes no soro, limpeza e desinfecdo de feridas,
realizagcdo de pensos e enemas. Fazia, também, parte das minhas responsabilidades auxiliar

0s tutores no horario das visitas, receber os animais que iriam ser internados e a entrega dos



animais aos tutores no momento da alta clinica, com as devidas explicagdes de terapéuticas

e cuidados a adotar prescritos pelo clinico responsavel pelo caso.

4. Medicina Interna

O horério realizado em Medicina Interna compreendia turnos com duracdo de 7 horas,
ocorrendo no periodo da manha (8:30 as 15:30 horas), com o intuito de acompanhar as
consultas de referéncia do Dr. Rodolfo Leal, Especialista Europeu em Medicina Interna
Veterinaria Diplomado pelo Colégio Europeu.

Neste servico, é dada ao estagiario a oportunidade de contactar com casos mais desafiantes
e procedimentos mais invasivos ndo comuns na rotina clinica de medicina geral, o estagiario
€ incentivado a pbr a prova os seus conhecimentos e a procurar novas fontes de
conhecimento. Durante a minha rotacéo, tive a oportunidade de contactar com casos de
diversas areas, entre as quais, gastroenterologia, endocrinologia, pneumologia e doencas
imunomediadas, e assistir a varios procedimentos, como endoscopia digestiva alta e baixa,
broncoscopia, lavagem broncoalveolar, rinoscopia e dilatacdo endoscépica por baldo de
estenose esofagica. Além de todas as atividades realizadas em Medicina Geral, anteriormente
referidas, também fazia parte das minhas responsabilidades participar na elaboracdo dos

relatérios clinicos referentes as consultas de Medicina Interna.

5. Dermatologia

O horario realizado em Dermatologia compreendia turnos com duragéo de 7 horas, ocorrendo
no periodo da manha (9 as 16 horas) durante uma semana e no periodo da tarde (14 as 21
horas) na semana seguinte, com o intuito de acompanhar as consultas de especialidade com
o Dr. Hugo Pereira.

A participagdo nas consultas de especialidade de Dermatologia permitiu 0 contacto mais
aprofundado com a recolha da histéria clinica dermatolégica, com o exame fisico
dermatoldgico, com os diferentes exames complementares e com a prescricdo de tratamento
especifico para as dermatopatias identificadas. De entre os procedimentos realizados nesta
especialidade, foi-me possibilitada a realizacdo de citologias cutaneas, raspagens cutaneas,
tricogramas, colheitas de amostras bacteriolégicas, otoscopias e utilizacdo da lampada de
Wood.

6. Oftalmologia

O horério realizado em Oftalmologia compreendia turnos com duragéo de 8 horas, ocorrendo

no periodo da manha (8 as 16 horas), as tercas, quintas e sextas-feiras com o intuito de



acompanhar as consultas de especialidade com a Professora Esmeralda Delgado. Nos
restantes dias os estagiarios apresentavam-se no servico de Medicina Geral.

Habitualmente, durante a manh&, eram realizadas as cirurgias oftalmicas, e as minhas
responsabilidades eram idénticas as da rotagcdo de Cirurgia, referidas anteriormente, estando
a casuistica discriminada por area cirdrgica incluida no Anexo |. Durante a tarde participava
nas consultas de especialidade, o que permitiu o contacto mais aprofundado com a colheita
da histéria clinica oftdlmica, com o exame oftalmolégico, com os diferentes exames
complementares e com a prescricdo de tratamento especifico para as diferentes afecbes
oculares. Durante a execuc¢do do exame oftalmoldgico, tive a oportunidade de realizar testes
de reflexos oculares, teste de schirmer, tonometria, oftalmoscopia direta e indireta e teste de
fluoresceina. Tive, ainda, a possibilidade de assistir a outros procedimentos, como ecografia

ocular e electrorretinografia.

7. Ecografia

O horério realizado em Ecografia compreendia turnos com duragéo de 7 horas, ocorrendo no
periodo da tarde (14 as 21 horas), de segunda a quinta-feira e no periodo da manha (9 as 16
horas) as sextas-feiras, com o objetivo de acompanhar as ecografias realizadas pela Dra.
Joana Pontes.

Neste servico, fazia parte das minhas fungfes a preparagéo e contencao do paciente e auxiliar
na recolha de amostras biolégicas por cistocentese, toracocentese e PAAFs ecoguiadas. Tive,
também, a possibilidade de realizar diversas ecografias abdominais, sob supervisdo da
médica, treinar o correto posicionamento da sonda para visualizagdo das estruturas intra-
abdominais e consolidar conhecimentos prévios relativamente a aparéncia ecografica normal

e das varias alteracdes patoldgicas.

8. Oncologia

O horario realizado em Oncologia compreendia turnos com duragéo de 8 horas, ocorrendo no
periodo da manha (8 as 16 horas) durante uma semana e no periodo da tarde (13 as 21 horas)
na semana seguinte, as tercas e quintas-feiras no servico de quimioterapia e nos restantes
dias no servico de Medicina Geral, com o objetivo de acompanhar as consultas e tratamentos
quimioterapicos realizados pelo Dr. Gongalo Vicente.

Neste servico, as minhas principais responsabilidades incluiam a rece¢do dos animais, a
pesagem dos animais, a cateterizacdo endovenosa e colocacdo dos animais a soro conforme
necessario, a recolha de sangue para hemograma, a andlise e interpretacdo desses
resultados, o auxilio na preparacdo dos medicamentos quimioterapicos e a sua posterior

administracéo.



9. Imagiologia

O horério realizado em Imagiologia compreendia turnos com duracéo de 8 horas, ocorrendo
no periodo da tarde (13 as 21 horas).

No servi¢o de imagiologia foi possivel participar nas técnicas de imagem incluindo radiografia
abdominal e torécica, mielografia e tomografia computorizada (TC). As minhas fun¢des eram
receber os animais, ajudar na contencao e no correto posicionamento dos mesmos, realizar
a cateterizac@o endovenosa, auxiliar na inducédo e monitorizacdo anestésica, acompanhar a
realizacao do exame e discutir os resultados de imagem obtidos. Tive, ainda, a oportunidade

de participar na elaboracéo dos relatérios de imagem.

10. Unidade de isolamento de doencas infeciosas

O horario realizado na UIDI compreendia turnos previamente estabelecidos mensalmente com
duragéo de 5 horas, ocorrendo no periodo da tarde (16 as 21 horas).

Nesta unidade, efetuei tarefas semelhantes as realizadas no internamento, anteriormente
descritas, em ambiente controlado sendo obrigatério o uso de equipamento de protecdo
individual e o cumprimento das regras de seguranca neste local aplicadas.

11. Laboratério de Anatomia Patolégica da FMV

No laboratério de Anatomia Patolégica da FMV tive a oportunidade de acompanhar o
patologista Dr. Hugo Pissarra no diagnostico dos diferentes padrées de expressao do KIT em
mastocitomas, rever as laminas relativas aos casos clinicos utilizados no estudo realizado e,
ainda, participar na rotina laboratorial da técnica de imunohistoquimica conduzida pela técnica
de laboratério Sandra Carvalho. Estas atividades possibilitaram a compreenséo pratica do
tema, na observacdo dos véarios padrbes de expressdo do KIT e da técnica de
imunohistoquimica, e, também, o acompanhamento dos casos clinicos desde a consulta no

HE-FMV até aos resultados laboratoriais no Laboratério de Anatomia Patolégica da FMV.

12. Comunicacdes cientificas

No decorrer do estagio, participei, com uma comunicacédo em painel — Dilatacéo por Baldo de
Estenose Esofagica (anexo Il), como co-autora, no XIV Congresso do Hospital Veterinario

Montenegro 2018, que se realizou entre 24 e 25 de Fevereiro de 2018, no Porto.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
MASTOCITOMA CANINO

1. O Mastocito

Os mastécitos estdo amplamente distribuidos pelo organismo, tanto no tecido conjuntivo como
nas mucosas, e foi estimado que, se todos os mastdcitos fossem agrupados, formariam um
orgdo do tamanho do bago. Os mastécitos sdo uma populacéo heterogénea de células com
aparentes diferencas no seu desenvolvimento, conteiddo em mediadores inflamatorios,
ultraestrutura e, funcionalmente, na sua habilidade em interagir com o ambiente local.
(Bradding & Holgate, 1999)

O mastoécito participa ativamente em diversos processos fisiolégicos, patolégicos e
imunologicos, como, imunidade inata e adquirida, rea¢des alérgicas, remodelagéo tecidular,
cicatrizacdo de feridas, angiogénese, fibrose, doencas autoimunes e neoplasias (Bradding &
Holgate, 1999; Puxeddu, Piliponsky, Bachelet, & Levi-Schaffer, 2003).

Os mastdcitos localizam-se na proximidade de superficies expostas ao ambiente externo,
como a pele, a mucosa dos tratos gastrointestinal, respiratério e geniturinario, que sao portas
de entrada de infegcdo comuns. Estas células figuram, também, no tecido conjuntivo, perto de
vasos e nervos (Ribatti & Crivellato, 2012). Os mastdcitos cutaneos estao preferencialmente
localizados no tecido perivascular sanguineo e linfatico, junto aos anexos cutaneos e nervos,
o que lhes permite interagir prontamente com as células residentes da derme, bem como

responder a proteinas estranhas circulantes e agentes infeciosos (Tharp, 1998).

1.1. Morfologia

O mastdcito € uma célula mononucleada de 5 a 20 ym de didmetro, (Tharp, 1998; Ribatti &
Crivellato, 2012), que varia de forma consoante o seu habitat, sendo redonda quando isolada,
oval quando adjacente aos vasos sanguineos e poligonal ou fusiforme quando integrando o
tecido conjuntivo (Yong, 1997). Esta célula tem, no seu citoplasma, uma composi¢do normal
em organelas, mas a sua caracteristica mais evidente sdo os granulos citoplasmaticos que
variam entre 0,2 e 0,7 ym de didmetro, consoante os autores (Tharp, 1998; Yong, 1997). Estes
granulos contém numerosos mediadores inflamatorios que séo libertados aquando da sua
estimulacao (Tharp, 1998). Cada mastécito contém, em média, 1000 granulos ocupando cerca
de 50 % do seu citoplasma (Helander & Bloom, 1974; Yong, 1997), e cada granulo encerra
numerosos mediadores inflamatoérios pré-formados, como a histamina, os proteoglicanos
(heparina e/ou sulfato de condroitina E), as protéases (quimase, triptase, catepsina G e
carboxipeptidase) e peptideos antimicrobianos (catelicidina); mediadores lipidicos produzidos
9



agquando da estimulacdo como os eicosanoides (leucotrienos, prostaglandinas e fator de
ativacdo plaquetéaria). Sao, ainda, sintetizados e libertados aquando da estimulacdo uma
variedade de citoquinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Tharp, 1998; Galli et al., 2005;
Beaven, 2009). Os proteoglicanos, dentro dos granulos dos mastécitos, permitem a ligacéo a
uma variedade de corantes cationicos, como o0 azul de toluidina ou o Giemsa, que coram

metacromaticamente. (Tharp, 1998)

1.2. Origem e diferenciacao

No homem, a diferenciagdo dos mastocitos efetua-se a partir de progenitores hematopoiéticos
CD34"/c-kit'/ICD13", presentes na medula éssea, no sangue periférico, no figado fetal e no
sangue do corddo umbilical (Hill & Martin, 1998), sendo precursores dos mastocitos,
monacitos e mastocitos/monadcitos (Kirshenbaum et al., 1999). Este precursor pluripotencial
circula no sangue periférico com o aspeto de célula mononucleada agranular (Tharp, 1998),
e posteriormente a sua migracdo para diversos tecidos, assume a sua tipica aparéncia
granular e completa a sua proliferacdo e diferenciagdo em mastocitos maduros com a
concomitante diversidade fenotipica (Hill & Martin, 1998; Gurish e Austen, 2001).

A diferenciacéo e proliferagdo dos mastoécitos séo reguladas por dois mecanismos principais.
O primeiro, é dependente de um fator de crescimento derivado dos fibroblastos (Stem Cell
Factor- SCF), e o segundo, € dependente de citoquinas procedentes de células T
(Interleucinas 3, 4, 9 e 10) (Hill & Martin, 1998). O SCF, também conhecido por ligando do
KIT, exerce o seu efeito através da sua ligacdo ao recetor transmembranar tirosina quinase
(KIT), e esta envolvido nos processos de quimiotaxia, adesédo, diferenciagéo, proliferacao,
sobrevivéncia, sintese e secrecdo de mediadores inflamatérios. Além do SCF, o fator de
crescimento nervoso (NGF) também apresentou propriedades promotoras do crescimento dos

mastodcitos em culturas hematopoiéticas humanas (Hill & Martin, 1998).

1.3. Heterogeneidade

Os mastécitos de diferentes tecidos exibem variagdes consideraveis nas suas caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas e funcionais (Hill & Martin, 1998; Welle, 1997). Esta capacidade de
gerar populacées individuais (dependendo da sua localizagdo anatémica e dos processos
biol6gicos em que participam) permite maior flexibilidade e diversidade da resposta dos
mastocitos aos requerimentos fisiolégicos, imunoldgicos, inflamatérios e outras respostas
biol6gicas em que estejam envolvidos (Galli et al., 2005).

A heterogeneidade dos mastdécitos foi primeiramente descrita no rato, onde se demonstrou
que as células da pele eram distinguiveis das da mucosa intestinal pelas suas caracteristicas
histoquimicas e propriedades secretoras. Isto levou a terminologia distinta de mastdcitos das

mucosas e mastécitos do tecido conjuntivo para descrever as duas subpopulacdes (Hill &
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Martin, 1998). Os mastécitos das mucosas contém apenas triptase e sdo encontrados na
mucosa intestinal e do pulmao, enquanto que os do tecido conjuntivo contém triptase,
guimase, carboxipeptidase e catepsina G e sao encontrados na pele, cavidade peritoneal, e
serosa e lamina propria do intestino (Noli e Miolo, 2001; Sur, Cavender, & Malaviya, 2007).
No homem, foram inicialmente identificados dois tipos de mastocitos, com base em
determinacfes bioquimicas e morfoldégicas. Os mastdcitos da pele e submucosa intestinal
contém granulos associados a triptase e a quimase, além de carboxipeptidase e catepsina G,
denominando-se M1qQ (Tharp, 1998; Hill & Martin, 1998). Por outro lado, a maioria dos
mastoécitos do pulméao e da mucosa intestinal produz apenas triptase e foi denominado M (Hill
& Martin, 1998; Tharp, 1998). Um consideravel nimero de mastocitos, que exprime apenas
quimase denominado Mq, pode estar presente numa medula 6ssea normal ou reativa (Horny,
Greschniok, Jordan, Menke, & Valent, 2003) e foi encontrado na pele, nos ganglios axilares e
pulméo, bem como na mucosa e submucosa intestinal (Tharp, 1998; Sur et al., 2007). Os
mastdécitos do céo, tal como os mastécitos do Homem, sdo heterogéneos em relagdo ao seu
contetdo em proteases (Caughey, Lazarus, Viro, Gold, & Nadal, 1988). Com base no seu
conteudo em triptase e quimase e na sensibilidade ao formol, identificaram-se trés tipos de
mastécitos (MT1Q, MT ,MQ) com a respetiva localizagdo semelhante aos do Homem (Kube,
Audigé, Kither, & Welle, 1998). Num estudo realizado sobre a distribuicdo dos mastécitos em
cdes (Noviana, Mamba, Makimura, & Horii, 2004), verificou-se a localizagéo preferencial dos
Mt no pulméo, a localizag&o exclusiva dos Mq no bago e as varias localizag6es dos MT1Q na
lingua, pulméo, figado, baco e pele. Os mastécitos que contém as duas enzimas sdo 0s mais
comuns na pele canina, constituindo cerca de 70% dos mastocitos cutaneos (Noli & Miolo,
2001). Os mastécitos do trato gastrointestinal mais frequentes sdo os Mrq (Kleinschmidt,
Meneses, Nolte, & Hewicker-Trautwein, 2008).

O fenétipo dos mastdcitos é, também, heterogéneo no seu conteludo em proteoglicanos,
sendo que os mastdcitos do tecido conjuntivo do rato e os Mt do Homem contém heparina,
enguanto que os mastdicitos da mucosa do rato e os M1 humanos contém predominantemente
sulfato de condroitina E (Hill & Martin, 1998; Noli & Miolo, 2001). No Homem, o fendtipo dos
mastécitos também se apresenta heterogéneo no que respeita as diferentes citoquinas. Por
exemplo, a IL-4 existe preferencialmente em M1Q enquanto que a IL-5 e IL-6 estdo quase

exclusivamente restritas ao subtipo Mt (Bradding & Holgate, 1999; Puxeddu et al., 2003).

1.4. Recetores de superficie

Os mastécitos expressam uma série de imunorecetores e outros recetores de superficie, o
que lhes permite responder a diversos estimulos, contudo, os recetores com maior
importancia responsaveis pela regulacdo das funcdes destas células sdo o KIT e o recetor de
alta afinidade para a IgE (Galli et al., 2005; Beaven, 2009; Gilfillan, Austin, & Metcalfe, 2011).
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A principal fungéo bioldgica dos mastdcitos é a libertacdo de mediadores inflamatorios. Apesar
deste processo ser despoletado por variados estimulos imunolégicos ou nao imunolégicos, a
via de sinalizacdo mais importante in vivo é a agregacao da imunoglobulina E (IgE), ligada ao
seu recetor, a antigénios especificos.

O recetor da IgE expresso pelos mastocitos, conhecido como FcER1, € composto por 4
subunidades, uma a, com o local de alta afinidade e especificidade de ligacdo com regido Fc
da IgE, uma B e duas y (Hill & Martin, 1998), e tem dominio citoplasmatico, transmembranar
e extracelular (Tharp, 1998). Este processo de ativacéo celular, dependente do FCER1, resulta
em sucessivos eventos que culminam na secrec¢ao de mediadores inflamatérios pré-formados,
mediadores lipidicos produzidos aquando estimulacdo, e sintese e secrecao de fatores de
crescimento, citoquinas e quimiocinas (Galli et al., 2005).

O proto-oncogene c-kit codifica um recetor transmembranar tirosina quinase tipo Il ( KIT ou
CD117) (figura 1), que consiste numa proteina transmembranar constituida por uma
componente extracelular (codificado pelos exBes 1-9 do c-kit), contendo 5 dominios
semelhantes a imunoglobulinas (que se liga ao SCF), um dominio transmembranar (exao 10)
gue ancora o KIT a membrana celular, um dominio justamembranar ( exdes 11 e 12) regulador
negativo e um dominio citoplasmatico tirosina quinase, dividido por uma sequéncia de
insercdo de quinase em regides ligadoras de ATP (ex&o 13) e fosfotransferases (exao 16-20)
(Hill & Martin, 1998; Lennartsson, Jelacic, Linnekin, & Shivakrupa, 2005; Roskoski, 2005;
Webster, Kiupel, & Yuzbasiyan-Gurkan, 2006; Takeuchi et al., 2010). O KIT é expresso em
mastdcitos, melandcitos, progenitores hematopoiéticos e células germinativas. Nos tecidos
normais do cédo, o recetor KIT é expresso nos mastécitos, nas células de Purkinje do cerebelo,
nas células epiteliais dos ductos e acinos da glandula mamaria, nas células intersticiais de
Cajal no trato gastrointestinal e nas células endométricas uterinas (Morini, Bettini, Preziosi, &
Mandrioli, 2004).

Figura 1 - Representacdo esquematica do recetor KIT. Adaptado de Lennartsson et al, 2005

Dominio extracelular com 5

dominios tipo imunoglobulinas

Dominio transmembranar (A AN

Dominio justamembranar

Dominio quinase partel

Insercdo da quinase

Dominio quinase parte 2 l

Extremidade carboxiterminal
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O ligando para este recetor, designado por SCF, ativa o KIT, tanto na sua forma soltvel como
na sua forma ligada a membrana citoplasmatica de células do tecido conjuntivo. O SCF é
produzido por células do estroma da medula 6ssea, fibroblastos e células epiteliais (Tharp,
1998). Foi, ainda, demonstrada (de Paulis et al., 1999) a presenca, clivagem e libertacdo do
SCF em mastécitos humanos. A ativacdo do KIT é essencial ndo s6 para a proliferacédo e
diferenciacdo dos mastocitos nos tecidos mas, também, para a modificacdo dos sinais
intracelulares mediados pelo FCER1 e para as respostas fisioldgicas, sendo um potencial alvo
para terapéutica (Beaven, 2009). A sua sinalizacdo €, ainda, importante na eritropoiese,

linfopoiese, megacariocitopoiese, gametogénese e melanogénese (Roskoski, 2005).

1.5. Funcdes biologicas

A capacidade dos mastdcitos atuarem tanto em processos fisiolégicos como em processos
patolégicos esta dependente ndo s6 da sua quantidade nos tecidos mas, também, da
dimensdo e natureza dos mediadores libertados (Gilfillan et al., 2011). No que toca aos
processos fisiologicos, 0s mastdcitos sdo conhecidos por regular a vasodilatacao,
homeostase vascular, respostas imunes inatas ou adquiridas e angiogénese. Por outro lado,
estdo implicados na patogenia de muitas doengas, nomeadamente, alergia, asma, anafilaxia,
doencas gastrointestinais, varios tipos de neoplasia e doencas cardiovasculares (Krystel-
Whittemore, Dileepan, & Wood, 2016)

Os mastdcitos sao geralmente considerados células chave na patogenia de doencas alérgicas
como asma, rinite, dermatite atépica, urticaria, anafilaxia, e alergias alimentares. Nestas
reacOes de hipersensibilidade do tipo |, estas células sé@o ativadas pela ligagédo de IgE a
antigénios multivalentes, resultando na libertacdo de diferentes mediadores inflamatorios (Hill
& Martin, 1998). No entanto, deveriam ser reconhecidos como uma componente critica do
sistema imunitario, pois desempenham um papel benéfico tanto na imunidade inata como na
adquirida durante infecdes bacterianas, virais e parasitarias (Sur et al., 2007; Galli et al., 2005).
No que diz respeito a imunidade inata, os mastocitos sdo importantes na eliminagdo de
bactérias através da libertagdo de mediadores pro-inflamatérios, incluindo o fator de necrose
tumoral (TNF-a), leucotrienos e triptase (Sur et al.,, 2007). Os mediadores inflamatdrios
libertados aumentam a permeabilidade vascular e a acumulacgéo de fluidos, e recrutam outras
células, como eosindfilos, linfécitos NK e neutrofilos. Os mastdcitos libertam ainda peptideos
antimicrobianos, como a catelicidina. A libertacdo de mediadores ajuda, também, na expulséo
de parasitas do trato gastrointestinal ou respiratorio através do aumento da permeabilidade
vascular e da contracdo do musculo liso. Na imunidade adquirida, o papel dos mastécitos é o
recrutamento de linfocitos T para apresentacdo de antigénios ou para ativacao direta destas
células, e, ainda, a estimulacdo de producdo de imunoglobulinas por parte dos linfécitos B
(Beaven, 2009; Krystel-Whittemore et al., 2016).
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Os mastadcitos foram implicados na cicatrizacéo fisiolégica de feridas e na fibrose, devido ao
seu potencial para influenciar diretamente os fibroblastos e/ou indiretamente outras células

levando a uma resposta pré-fibrética (Puxeddu et al., 2003).

1.6. Crescimento tumoral

A inflamacao no local de crescimento tumoral resulta na acumulacdo de uma variedade de
tipos celulares, que estdo intimamente ligados a cinética do crescimento tumoral. Os
mastoécitos sdo uma das células iniciais e persistentes, a infiltrar tumores em desenvolvimento,
muitas vezes antes de ter ocorrido crescimento tumoral significativo ou angiogénese (Maltby,
Khazaie, & McNagny, 2010). O recrutamento e ativacdo dos mastocitos é mediado
maioritariamente pelo SCF produzido pelas células tumorais (Ribatti & Crivellato, 2012). Foi
demonstrada a sua acumulagéo em pélipos adenomatosos, melanomas malignos, carcinomas
mamarios e carcinomas colorretais (Beaven, 2009; Ribatti & Crivellato, 2012).

Os potenciais efeitos dos mastécitos no crescimento tumoral podem ser efeitos diretos nas
células tumorais, como a citotoxicidade por eles mediada, ou efeitos indiretos, como a
angiogénese, a remodelacdo tecidular do ambiente envolvente e recrutamento de células
imunitarias (Maltby et al., 2010).

Os mastocitos acumulam-se na fronteira entre tecidos saudaveis e malignos e séo
encontrados intimamente associados a vasos sanguineos dentro do microambiente tumoral,
expressam Varios componentes angiogénicos e podem desempenhar um papel precoce na
angiogénese de tumores em desenvolvimento. Na maioria dos tumores no Homem,
guantidades elevadas de mastocitos estdo associadas a uma maior vascularizagédo, e por
vezes, a diminuicdo do tempo de sobrevivéncia do paciente. A angiogénese providencia 0s
nutrientes necessarios ao crescimento tumoral e € necesséria & metastizagdo de tumores
sélidos em locais distantes do corpo (Maltby et al., 2010). Os mastécitos participam na
remodelacdo tecidular da matriz extracelular durante a cicatrizagdo de feridas,
desempenhando um papel importante no crescimento tumoral, promovendo a propagacéao do
tumor e formacdo de metastases (Maltby et al., 2010). Acresce que , 0s mastocitos sao
reconhecidos pela sua capacidade para recrutar eosindfilos e neutréfilos, para ativar
respostas adquiridas dos linfocitos B e T e na apresentacdo de antigénios, implicando-os na

modulacdo da rejeicdo tumoral (Maltby et al., 2010; Ribatti & Crivellato, 2012).

2. Incidéncia e epidemiologia
2.1. Incidéncia

Os mastocitomas séo as neoplasias cutaneas mais comuns em caes (Finnie & Bostock, 1979;

Bostock, 1986; Rothwell et al., 1987), representando cerca de 7 a 21% de todos os tumores
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cutaneos (Finnie & Bostock, 1979; Macy, 1985; Bostock, 1986; Gieger, Northrup, & Wall, 2005;
Welle, Bley, Howard, & Rifenacht, 2008; Kiupel, 2016) e 11 a 27% de todas as neoplasias

cutaneas malignas (Macy, 1985).

2.2. Raca

Os mastocitomas ja foram reportados na maioria das racas, no entanto, esta descrita uma
predisposicao racial em Boxer, Retriever do Labrador, Golden Retriever, Terrier, Shar Pei,
Cocker Spaniel, Bulldog inglés, Bouledogue francés, Schnauzer, Braco de Weimar, Pug e
Beagle (Hottendorf & Nielsen, 1967; Bostock, 1973; Cohen, Reif, Brodey, & Keiser, 1974;
Rothwell et al., 1987; Simoes et al., 1994; Miller, 1995; Thamm & Vail, 2007; Morris & Dobson,
2008; Shoop et al., 2015).

2.3. Sexo

Aparentemente, ndo existe predisposicdo sexual para a ocorréncia de mastocitomas
(Hottendorf & Nielsen, 1967; Patnaik, Ehler, & MacEwen, 1984; Macy, 1985; Rothwell et al.,
1987; Thamm & Vail, 2007; Morris & Dobson, 2008; Kiupel, 2016). Um estudo realizado com
uma amostra de 252 cées diagnosticados com mastocitoma (White, Hohenhaus, Kelsey, &
Procter-Gray, 2011), refere que as fémeas castradas tém um risco substancialmente superior
de desenvolver esta neoplasia comparadas com as fémeas inteiras, e que 0s machos
castrados tém um risco possivelmente superior ao de machos inteiros, sendo a razéo

desconhecida.

2.4. ldade

A incidéncia de mastocitomas em cdes aumenta com a idade, com uma média de 8-9 anos,
mas com idades compreendidas entre 1 més e 19 anos (Hottendorf & Nielsen, 1967; Cohen
et al.,, 1974; Patnaik et al., 1984; Macy, 1985; Rothwell et al., 1987; Simoes et al., 1994;
Thamm & Vail, 2007; Morris & Dobson, 2008; Shoop et al., 2015; Kiupel, 2016).

3. Etiopatogenia

A etiologia dos mastocitomas € desconhecida, no entanto, é provavelmente multifatorial, e a
predisposicdo racial podera indicar um envolvimento genético.

A transmissao hereditaria foi investigada como uma possivel etiologia nalgumas ragas como
Boxer, Bulldog inglés e Boston Terrier. No estudo de Stone, Jacky, & Prieur (1991) foram

detetadas instabilidades em certos cromossomas, que no Homem predispdem ao
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aparecimento de certas neoplasias, contudo estas alteracées foram interpretadas como
consequéncia do envelhecimento, e ndo como uma doenca familiar ou racial.

Nalguns mastocitomas caninos foram identificadas altera¢cdes no gene supressor tumoral p53.
O produto proteico deste gene tem fun¢cdes importante que incluem a paragem do ciclo celular
em células com ADN danificado, a inducéo de transcricdo de enzimas reparadoras de ADN
durante esta paragem e a inducdo de apoptose em células com danos genéticos irreparaveis.
No entanto, a sequenciacdo deste gene, num nimero limitado de casos de mastocitoma, ndo
revelou muta¢des (Thamm & Vail, 2007).

O KIT podera desempenhar um papel importante na transformacéo tumoral e na proliferacao
de células malignas. A expresséao do KIT foi demonstrada imunohistoquimicamente tanto em
mastdcitos caninos normais, como em neoplasicos, com maior expressdo em mastocitomas
pouco diferenciados (London, Kisseberth, Galli, Geissler, & Helfand, 1996; Kiupel, Webster,
Kaneene, Miller, & Yuzbasiyan-Gurkan, 2004; Morini et al.,, 2004; Webster, Yuzbasiyan-
gurkan, Kaneene, Miller, Resau & Kiupel, 2006). Além disso, diferentes padrées de expressao
(citoplasmatico e membranar) do KIT foram encontrados entre mastocitos caninos normais e
neoplasicos, e os padrdes de expressao citoplasmaticos atipicos, devido a muta¢cdes no c-kit,
foram associados a um pior prognostico (Kiupel et al., 2004; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan et
al, 2006; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan, Miller, Kaneene, & Kiupel, 2007; Da Costa et al.,
2007). Diferentes autores reportaram uma variedade de mutacdes no c-kit em mastocitomas
caninos, particularmente no exdo 11, incluindo diferentes mutagfes pontuais (delegbes e
substituicdes) e duplicagbes em tandem na regido codificadora do dominio justamembranar.
Estes estudos demonstraram que cerca de 14 a 46 % dos mastocitomas caninos sédo afetados
por mutacdes no c-kit (Ma et al., 1999; London et al., 1999; Downing, Chien, Kass, Moore, &
London, 2002; Zemke et al., 2002; Riva, Brizzola, Stefanello, Crema, & Turin, 2005; Webster,
Yuzbasiyan-Gurkan et al, 2006; Letard et al., 2008). Foi, ainda, considerada uma associa¢ao
significativa entre presenca de mutagfes e alto grau histolégico do tumor (Downing et al.,
2002; Zemke et al., 2002). As mutagBes do c-kit, caracterizadas por duplica¢des internas em
tandem, originam uma proteina transmembranar KIT ativada na auséncia de ligandos (SCF),
iniciando, assim, a sua sinalizacao celular descontrolada (Ma et al., 1999; London et al., 1999;
Pryer et al., 2003), levando ao crescimento celular descontrolado e comportamento agressivo
tipico do desenvolvimento tumoral (Kitayama et al., 1996). As mutacdes do c-kit e padrdes de
expressao atipicos do recetor KIT estdo associados a um aumento da expressao de Ki67 e
AgNORs, que sdo ambos marcadores de proliferacdo celular aumentada (Da Costa et al.,
2007; Webster et al., 2007). Apesar de todas estas descobertas, 50%, ou mais, dos
mastocitomas caninos nado estao relacionados com mutacdes no c-kit. Este facto sugere que
as mutacdes neste gene estdo associadas a um desenvolvimento e/ou progressao de alguns
mastocitomas, mas muta¢gdes noutros genes podem estar envolvidas na iniciacdo e

progressao da maioria dos mastocitomas caninos.
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Além das mutagdes genéticas, alguns autores sugeriram a implicagédo da inflamacé&o crénica
cutdnea no desenvolvimento dos mastocitomas (Govier, 2003). No entanto, foram
documentados apenas casos raros de mastocitomas associados a dermatite croénica,
cicatrizacao e a aplicacdo de produtos irritantes na pele (Hottendorf & Nielsen, 1967) .
Outros estudos sugeriram a possibilidade de uma causa viral, mas nao foi encontrada
evidéncia inequivoca de uma etiologia viral (Macy, 1985; Lombard, Moloney, & Rickard, 1963;
Bowles et al., 1972).

4. Apresentacao clinica

4.1. Localizacéao

A maioria dos mastocitomas no cado aparecem na derme e no tecido subcutaneo (Macy, 1985;
Rothwell et al., 1987). Os mastocitomas primarios extracutaneos podem desenvolver-se na
cavidade oral (Patnaik et al., 1982; lwata et al., 2000; Hillman et al., 2010; Elliott et al., 2016),
na cavidade nasal (Naganobu et al., 2000), na conjuntiva (Barsotti et al., 2007; Fife, Blocker,
Fife, Dubielzig, & Dunn, 2011), na glandula salivar, na nasofaringe (Patnaik et al., 1982), na
laringe (Beaumont et al., 1979), no masculo (Gieger et al., 2003), na medula espinhal (Moore
et al.,, 2016), na uretra (Steffey, Rassnick, Porter, & Njaa, 2004), no Utero (Bahrami et al.,
2014), no trato gastrointestinal (lwata et al., 2000; Ozaki, Yamagami, Nomura, & Narama,
2002), no figado e baco (Takahashi et al., 2000) e no pulméao (Kiupel, 2016). Os mastécitos
normais sdo encontrados em abundancia nos pulmdes e trato gastrointestinal, no entanto
estes locais apresentam baixas taxas de prevaléncia de desenvolvimento de mastocitoma. O
mastocitoma visceral (normalmente referido como mastocitose sistémica) € geralmente o
resultado da propagacao sistémica de um mastocitoma primario cutaneo agressivo, apesar
de poder ocorrer como uma sindrome independente (O’Keefe, Couto, Burke-Schwartz, &
Jacobs, 1987; Takahashi et al., 2000).

Os mastocitomas cutaneos surgem aproximadamente em 50% das vezes no tronco e regido
perineal, 40% nos membros e 10 % na cabeca e pescoco (Hottendorf & Nielsen, 1967;
Bostock, 1973; Macy, 1985; Rothwell et al., 1987; Séguin et al., 2001; Sfiligoi et al., 2005;
Kiupel, Webster, Miller, & Kaneene, 2005; Thamm & Vail, 2007).

Os mastocitomas subcutaneos localizam-se em qualquer parte do corpo, mas para cerca de
60% destes tumores 0s locais mais comuns sdo os membros, dorso e térax (Newman,
Mrkonjich, Walker, & Rohrbach, 2007; Thompson, Peatrl, et al., 2011; Thompson, Yager, et al.,
2011).
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4.2, Morfologia

O mastocitoma cutaneo surge habitualmente sob a forma de nédulos solitarios, no entanto,
cerca de 10 a 20 % dos cées apresentam tumores multiplos (Hottendorf & Nielsen, 1967;
Macy, 1985; Sfiligoi et al., 2005; Murphy et al., 2006; Mullins et al., 2006; Thamm & Vail, 2007).
A aparéncia clinica dos mastocitomas cutdneos pode variar grandemente, desde nédulos
cutaneos a tumefacgdes difusas ou, mais comumente, tumores eritematosos em relevo e sem
pélo. O tamanho varia entre poucos milimetros e massas de grandes dimensées (Kiupel,
2016). Num estudo com 300 cées (Hottendorf & Nielsen, 1967) a maioria dos tumores foram
apresentados como ndédulos cutaneos bem circunscritos mas alguns dos tumores de maior
tamanho (>10 cm em didmetro) eram pouco circunscritos e semelhantes a tumefacfes
edematosas difusas da derme e epiderme. A epiderme apresentava-se eritematosa e ulcerada
em aproximadamente 9% destes tumores. Em relacdo ao tamanho, 52% dos mastocitomas
apresentavam diametro inferior a 3 cm, 41,8% variavam entre 3 e 10 cm e cerca de 6,3%
apresentavam diametro superior a 10 cm.

Os mastocitomas subcutdneos multiplos sdo raros e cerca de 95% sao lesbes solitarias
(Thompson, Pearl, et al., 2011), que fazem protuberancia sobre a pele, mas néo penetram na
derme e raramente ulceram. Os mastocitomas com origem no tecido subcutaneo séo

normalmente pouco circunscritos e podem assemelhar-se a lipomas (Kiupel, 2016).

4.3. Comportamento biolégico

Os mastocitomas bem diferenciados apresentam-se como lesdes solitarias, bem circunscritas,
de crescimento lento e estdo normalmente presentes durante meses, sendo provavelmente
de desenvolvimento benigno. Enquanto que tumores pouco diferenciados se apresentam
como lesdes ulceradas, pruriginosas, invasivas, pouco circunscritas com maiores dimensoes,
de crescimento rapido, sendo provavelmente de desenvolvimento maligno. As Ultimas, estéo
normalmente na proximidade de lesdes mais pequenas (Bostock, 1973; Thamm & Vail, 2007).
Os mastocitomas de grandes dimensbes, invasivos e gravemente ulcerados sdo geralmente
malignos, no entanto, os mastocitomas com aparéncia bem diferenciada ndo devem ser
assumidos como benignos (Kiupel, 2016).

Os mastocitomas malignos podem metastizar através da via linfatica ou via sanguinea. Na
maioria dos casos, o primeiro sinal de metastizagdo é o aumento dos linfonodos locais. A
metastizacdo pulmonar € rara; jA os mastocitomas disseminados normalmente metastizam
para o baco, figado e rins. A pele é, também, um local comum de desenvolvimento de
metéstases (O’Keefe, 1990; Morris & Dobson, 2008). A maioria dos mastocitomas metastiza
em primeiro lugar os linfonodos locais (76-96%) e em seguida o baco (46%), o figado (41%)
ou outros orgéos viscerais (O’Keefe, 1990; Thamm & Vail, 2007; Welle et al., 2008). Podem

ser observados mastocitos neoplasicos na medula 6ssea e no sangue periférico em casos de
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disseminacdo sistémica (Thamm & Vail, 2007). A forma visceral de mastocitomas
(mastocitose disseminada) é normalmente precedida por um mastocitoma cutaneo
indiferenciado primario (Govier, 2003; Thamm & Vail, 2007).

4.4. Sinais paraneopléasicos

Os sinais paraneoplasicos sistémicos e locais, que estao ligados a libertacdo de histamina,
heparina e protéases, sdo frequentemente observados (Kiupel, 2016). Além disso, a
manipulacdo mecanica do tumor, durante o exame fisico, pode induzir a desgranulacédo dos
mastocitos, levando a formacéo de eritema e papulas, sendo este sinal conhecido como sinal
de Darrier (Thamm & Vail, 2007). O edema, o eritema e o prurido local sdo mediados pelos
recetores H1 de histamina (Kiupel, 2016).

Uma possivel complicacdo dos mastocitomas € a ulceragdo gastrointestinal. Cerca de 35% a
83% dos caes com mastocitoma, submetidos a necropsia, evidenciam Ulceras géstricas; em
cdes com mastocitoma avangcado, em comparacdo com caes normais e cdes com
mastocitoma inicial foram encontradas concentracdes plasmaticas mais elevadas de
histamina (Howard, Sawa, Nielsen, & Kenyon, 1969; Fox et al., 1990; Ishiguro et al., 2003). A
estimulacao dos recetores H2 nas células parietais, a produgéo de acido gastrico em excesso
e o desenvolvimento de Ulceras e hipermotilidade gastrica sdo provocados por concentracdes
elevadas de histamina (Ishiguro et al., 2003). Esta complicacdo manifesta-se pela ocorréncia
de vomito, hemorragias gastrointestinais, anorexia e dor abdominal, e alguns cées podem até
desenvolver anemia secundéaria devido a deficiéncia em ferro causada pela hemorragia
gastrointestinal. Est4, ainda, reportado o aparecimento de peritonite secundaria a perfuracao
de Ulceras gastricas (O’Keefe, 1990; Kiupel, 2016).

Em cdes com mastocitoma estdo, também, reportadas alteracdes da coagulagéo, que séo
provavelmente causadas pela libertacdo de heparina dos granulos dos mastocitos (Macy,
1985; O’Keefe et al., 1987; O’Keefe, 1990).

No local de remogéo de mastocitomas foram também observados atrasos na cicatrizacao, os
quais foram atribuidos ao efeito local de enzimas proteoliticas e aminas vasoativas libertadas
pelo tumor (Macy, 1985; O’Keefe, 1990; Thamm & Vail, 2007).

A libertacdo repentina de grandes quantidades de histamina pode provocar reacdes
anafilaticas agudas ou colapso em cdes com grandes mastocitomas ou tumores bastante
difundidos (Kiupel, 2016).

A desgranulacdo excessiva dos mastécitos durante a manipulacdo cirdrgica excessiva,

criocirurgia ou hipertermia pode provocar choque hipotensivo (Macy, 1985).

19



5. Diagnostico

A avaliacdo diagnéstica de cdes com suspeita de mastocitoma tem trés objetivos: o
diagnostico definitivo através de citologia e/ou histopatologia; o estadiamento clinico, e
documentacdo de sinais paraneoplasicos (Rogers, 1996).

5.1. Avaliacao citologica

A puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) de massas cutaneas e subcutaneas é uma técnica
simples e deve ser realizada antes da cirurgia, devido a influéncia do diagndstico pré-
operatdrio no tipo e extensdo da intervencao cirdrgica (O’Keefe, 1990; Govier, 2003; Dobson
& Scase, 2007; Blackwood et al., 2012). Os mastocitomas podem geralmente ser
diagnosticados através do exame citolégico do contetido de PAAFs (O’Keefe, 1990; Rogers,
1996; Govier, 2003; Dobson & Scase, 2007), fornecendo um diagndstico correto em 96 % dos
casos de mastocitomas caninos confirmados histologicamente (Baker-Gabb et al., 2003).

A citologia de mastocitomas revela uma populacdo de células redondas discreta com um
namero e tamanho variavel de granulos citoplasmaticos desde azuis a roxos (Macy, 1985;
O’Keefe, 1990; Govier, 2003; Kiupel, 2016). As células apresentam um nucleo tanto oval,
como redondo, que pode estar mascarado pela intensa coloracdo de células bastante
granuladas (Macy, 1985; Govier, 2003; Kiupel, 2016), sendo que 0s mastdcitos pouco
granulados sao dificeis de reconhecer (O’Keefe, 1990; Thamm & Vail, 2007). Outras células
encontradas na citologia séo eosindfilos em numero variavel e/ou fibroblastos, devido aos
fatores quimiotaticos (Macy, 1985; O’Keefe, 1990; Kiupel, 2016). Os granulos dos mastocitos
podem ser corados com as coloragdes hematoldgicas de rotina (Wright's, Giemsa, Leishman,
etc.) mas também com coloracdes do tipo Romanowsky rapido (Diff-Quik) as quais séo
utilizadas na maioria das vezes (Macy, 1985; O’Keefe, 1990; Thamm & Vail, 2007). No
entanto, alguns mastocitomas apresentam granulos deficientemente corados com coloracfes
rapidas, a ndo ser que a lamina seja imersa durante varios minutos no fixador de alcool
(Rogers, 1996; Strefezzi, Xavier, Kleeb, & Catéo-Dias, 2009; Kiupel, 2016).

A morfologia celular e as caracteristicas da colora¢do observadas na citologia fornecem uma
indicac@o sobre o grau de diferenciacdo do tumor, no entanto, € necessaria uma avaliacao
histolégica para a correta classificacdo dos mastocitomas (Macy, 1985; Blackwood et al.,
2012). Normalmente tumores de alto grau originam amostras com grande celularidade, células
pobres em granulos citoplasmaticos, nucleo irregular e aumento de pleomorfismo e figuras
mitoticas (Macy, 1985; O’Keefe, 1990; Shelly, 2003). Em certos casos, as células pobres em
granulos de tumores de alto grau podem ser mais facilmente reconhecidas em preparacoes
citologicas do que em seccgBes histologicas devido a maior resolugcdo dos granulos em
citologia (Macy, 1985; Kiupel, 2016).

20



5.2. Estadiamento Clinico

A extensdo da investigacdo diagnéstica complementar e estadiamento clinico apés o

diagnoéstico citologico de mastocitoma depende da presenca ou auséncia de fatores de

progndstico negativos (Figura 2) (Govier, 2003; Thamm & Vail, 2007). O estadiamento clinico

de mastocitomas é uma tentativa de definir a localizacdo e a extensdo da neoplasia, de

escolher a terapia apropriada para cada caso e de informar os tutores do progndstico provavel
apoés o tratamento (Macy, 1985; O’Keefe, 1990; Rogers, 1996; Thamm & Vail, 2007).

Figura 2 — Etapas para o diagnéstico de mastocitomas caninos. Adaptado de Thamm & Vail, 2007.

Localizagdo anatdmica passivel de

ampla excisédo cirdrgica?

Sim

\ 4

Fatores de prognostico negativo

Sim

v

presentes?

\ 4

Alargar diagnéstico antes de terapia definitiva
1. Bibpsia incisional para gradagéo
histolégica
PAAF ou biopsia de linfonodo
3. Ecografia abdominal e  puncéo
aspirativa de figado ou baco.
4. Hemograma, bioquimicas e esfregaco

da camada leuco-plaquetéria.

Excisdo com margens cirdrgicas amplas.

Enviar para gradacéo histolégica e avaliagdo das margens.

|

Margens limpas

e

grau

histologico baixo ou intermédio.

\4

Margens incompletas ou

grau histoldgico alto.

Seguimento de rotina:
-1,3,6,9, 12, 18 meses

- A cada 6 meses a partir dos 18 meses de pdés-cirargico.

- Exame fisico com palpacao do linfonodo.

Historicamente, um estadiamento completo incluia a avaliagdo citolégica dos linfonodos

regionais, o0 hemograma completo e o esfregaco da camada leuco-plaquetaria (com o objetivo

de documentar mastocitose sistémica), a ecografia abdominal com avaliacao citolégica do

baco e figado se justificado, as radiografias toracicas, e a puncéo aspirativa da medula 6ssea

(Govier, 2003; Thamm & Vail, 2007). Atualmente, nos casos que requerem estadiamento

clinico pré-cirargico, as investigacdes diagndsticas devem incluir no minimo a PAAF do
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linfonodo regional, mesmo que este se encontre de tamanho normal (Gieger et al., 2003), e a
ecografia abdominal (Thamm & Vail, 2007; Blackwood et al., 2012; Kiupel, 2016).

Deve ser realizado um exame fisico completo, com a medi¢do do tumor primario, inspecao
cuidada de tumores adicionais, palpacao de linfonodos e palpacdo abdominal para detetar
hepatomegalia ou esplenomegalia (O’Keefe, 1990).

Todos os linfonodos regionais devem ser examinados cuidadosamente para verificar sinais
de aumento de tamanho e todos os linfonodos suspeitos devem ser aspirados para posterior
avaliacdo citolégica (Macy, 1985; London, 2008); no entanto, mesmo em casos em que o
linfonodo regional ndo esteja aumentado de tamanho, pode ser importante a sua avaliacdo
citolégica (Garrett, 2014). Vérios estudos (Gieger et al., 2003; Chaffin & Thrall, 2002; Lejeune
et al., 2015) indicam a elevada ocorréncia de metastases em linfonodos regionais de tamanho
normal. A interpretacdo da citologia dos linfonodos pode ser dificil porque podem ser
encontrados mastécitos em aspirados de linfonodos de animais normais (Rogers, 1996;
Dobson & Scase, 2007). Assim, as diretrizes da Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) que
sugerem a avaliacdo citol6gica apenas para a presenca ou auséncia de mastdcitos podem
levar a um diagndstico incorreto de metastases (Séguin et al.,, 2001). Para colmatar estas
lacunas de diagndstico, as recomendacfes seguintes defendiam que o diagnéstico de
metéstases num linfonodo através de citologia s6 deveria ser considerado positivo quando os
mastocitos representavam mais do que 3 % da populacéo celular aspirada (Dobson & Scase,
2007). Contudo, mesmo com este critério, cerca de 25 % dos cdes normais iria ser
diagnosticado com mastocitoma metastizado (Thamm & Vail, 2007; Dobson & Scase, 2007,
Blackwood et al., 2012). Com o objetivo de padronizar a interpretagdo de metastases nodais
de mastocitoma, foram recentemente propostos dois esquemas de classificacdo para PAAFs
de linfonodos ou biépsias dos mesmos, respetivamente (Krick, Billings, Shofer, Watanabe, &
Sorenmo, 2009; Weishaar, Thamm, Worley, & Kamstock, 2014). Recorrendo a PAAF como
meio de diagndstico os critérios sao 0s seguintes: 2-3 conjuntos de 2-3 mastécitos sado
considerados possiveis metastases; mais de 3 conjuntos de 2-3 mastocitos e/ou 2-5 conjuntos
de mais de 3 mastoécitos representam metastases provaveis; e seguranca de presenca de
metastases € caracterizada por grande quantidade de mastocitos, e/ou a presenca de
conjuntos de mastdcitos pouco diferenciados e/ou mais de 5 conjuntos de mais de 3
mastocitos (Krick et al., 2009). Nas bidpsias nodais, foram identificados linfonodos com
metéastases evidentes (HN3) pela destruicdo e auséncia da arquitetura normal do linfonodo
devidos a discretos focos, nddulos, camadas, ou massas de células neoplasicas. Os
linfonodos com metastases iniciais (HN2) apresentavam conjuntos de mais de 3 mastoécitos
no parénquima. Os linfonodos pré metastaticos (HN1) apresentavam mais de 3 mastoécitos
individualizados no parénquima de, no minimo, 4 campos de alta ampliacdo. Os linfonodos
livres de metastases tinham menos de 3 mastdcitos individualizados, dispersos pelo

parénquima, por campo de alta ampliacdo (Weishaar et al., 2014). Em casos suspeitos, a
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excisao cirurgica e avaliagao histolégica do linfonodo devem ser consideradas (Thamm & Vail,
2007).

O hemograma e os parametros bioquimicos sanguineos devem ser incluidos nos testes de
diagnédstico de todos os pacientes oncoldgicos, especialmente naqueles que apresentam
sinais sistémicos. As analises bioquimicas sdo importantes para avaliar os principais 6rgaos
do animal antes de iniciar qualquer tratamento especifico para o mastocitoma (Macy, 1985).
A radiografia toracica raramente estd indicada na avaliagdo de um paciente com mastocitoma,
porque a frequéncia de metastizacdo pulmonar é reduzida (Macy, 1985; Rogers, 1996;
Thamm & Vail, 2007). Além disso, quando ocorre metastizacdo pulmonar, € mais comum
observar-se infiltrado intersticial difuso do que nddulos distintos (O’Keefe, 1990). Porém, em
pacientes idosos, é sensata a realizacdo de radiografias toracicas para excluir doengas
concomitantes que possam complicar procedimentos futuros (Thamm & Vail, 2007).

A puncéo aspirativa de les6es ecograficamente suspeitas no figado ou bago é recomendada,
mas a interpretacdo pode ser complicada pela presenca de mastdcitos benignos nestes
orgdos em animais normais (Thamm & Vail, 2007).

A fundamentacao para a realizacdo de esfregacos da camada leuco-plaquetaria, em céaes
com mastocitoma cutaneo, para avaliar o envolvimento sistémico tem sido contestada, visto
que, a mastocitémia é bastante mais frequente em cées com processos inflamatérios do que
com mastocitomas (McManus, 1999). Além do mais, 0 mastocitoma visceral constitui uma
pequena minoria de todos 0s casos caninos. Assim, muitos autores abandonaram a rotina da
realizacdo do esfregaco da camada leuco-plaquetaria, reservando este procedimento para
casos especificos (Govier, 2003; Thamm & Vail, 2007; Dobson & Scase, 2007).

Também, a puncéo aspirativa de medula 6ssea deixou de ser recomendada no estadiamento
clinico de mastocitomas (Thamm & Vail, 2007). A maioria dos cdes com mastocitoma cutaneo
ndo apresenta mastocitos circulantes ou evidéncia de infiltragdo da medula éssea (Dobson &
Scase, 2007; Endicott et al., 2007; Thamm & Vail, 2007; Marconato et al., 2008) e o
envolvimento do sangue periférico e da medula éssea é improvavel na auséncia de
metastases do linfonodo regional e 6rgdos abdominais (Thamm & Vail, 2007; Dobson &
Scase, 2007).

O sistema de estadiamento clinico para mastocitomas caninos da OMS (tabela 1)

-

amplamente utilizado, em conjunto com o grau histolégico, no auxilio ao progndstico e a
selecdo da terapéutica (Dobson & Scase, 2007).

A determinacdo exata de mastocitomas com estadio clinico Il requer a identificacao correta
do linfonodo regional, assim como, a detecao de metastases no mesmo. O estudo de Worley
(2012) sugere que o mapeamento dos linfonodos sentinela pode ser necessério para
selecionar objetivamente o linfonodo com o maior risco de desenvolver metastases. De acordo
com este estudo, 42% dos cées apresentavam metéstases de mastocitoma em linfonodos

sentinela diferentes dos linfonodos com a localizagdo anatémica mais proxima (Worley, 2012).
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Como jé& referido, a dete¢cdo de metastases no linfonodo pode, também, dificultar o correto
estadiamento do tumor, devido a dificuldade para diferenciar células neoplasicas de células

inflamatorias.

Tabela 1 — Sistema de estadiamento clinico para mastocitomas caninos da OMS. Adaptado de Owen,
1980.

Estadio Descricdo
I Tumor solitario confinado a derme sem envolvimento do linfonodo regional
la. Sem sinais sistémicos
Ib. Com sinais sistémicos
Il Tumor solitario confinado a derme com envolvimento do linfonodo regional
Ila. Sem sinais sistémicos
IIb. Com sinais sistémicos
Il Mdltiplos nédulos da derme ou tumores largamente infiltrativos, com ou sem
envolvimento do linfonodo regional
llla. Sem sinais sistémicos
llIb. Com sinais sistémicos
v Qualquer tumor com metastizacdo a distancia ou recidiva com metéastases (incluindo

envolvimento de sangue periférico e/ou medula éssea)

Varios estudos questionaram a utilidade deste sistema, especialmente no que diz respeito aos
tumores de estadio clinico Il (Thamm, Mauldin, & Vail, 1999; Dobson, Cohen, & Gould, 2004;
Murphy et al., 2006; Mullins et al., 2006). Em primeiro lugar, de acordo com o sistema de
estadiamento da OMS, nodulos cutaneos mudltiplos e tumores muito infiltrativos séo
classificados igualmente no estadio Ill, apesar de ndo existirem diferengcas na sobrevivéncia
entre pacientes com mastocitomas solitarios (estadio 1) e aqueles com mastocitomas multiplos
(estadio Ill) do mesmo grau histoldgico; e cdes no estadio Il (com metastases no linfonodo
regional) apresentarem pior prognéstico do que caes no estadio Ill (Thamm et al., 1999;
Murphy et al., 2006; Mullins et al., 2006). Assim, varios autores sugerem que a categoria de
noédulos multiplos deveria ser removida do grupo de estadio Ill e que em cées com
mastocitomas multiplos cada nédulo deveria ser avaliado individualmente (Thamm & Vail,
2007; Dobson & Scase, 2007). Em segundo lugar, o termo “infiltrativo” é falacioso, visto que,
de acordo com o sistema de gradacao histologica para mastocitomas de Patnaik et al. (1984)
todos os tumores de grau Il ou Il infiltram o tecido subcutaneo e por consequéncia, seriam
classificados com o estadio Ill, apesar do progndstico de alguns tumores de grau Il ser
razoavelmente bom (Dobson & Scase, 2007). O estudo de Newman et al. (2007), sugere,
ainda, que alguns mastocitomas subcutaneos tém um prognostico ligeiramente melhor a longo
prazo do que mastocitomas cutdneos com alto grau histoloégico. Assim sendo, foi

recomendada uma troca de critérios entre os estadios 2 e 3, jA que o envolvimento do

24



linfonodo regional apresenta progndstico pior do que a simples detecdo de mastocitomas
cutaneos mdltiplos (Sledge et al., 2016).

A atribuicdo do estadio IV €, igualmente, controversa, ja que a detecao clinica de metastases
distantes se apresenta dificil. O uso de raio x toracico tem sido questionado e o uso de
ecografia abdominal para estadiamento clinico também é discutivel (Sato & Solano, 2004;
Book et al., 2011). A ecografia abdominal é regularmente utilizada, em cdes com metastases
nos linfonodos, para avaliar envolvimento do figado ou baco. No entanto, um estudo recente
ndo encontrou alteragcbes na ecografia abdominal de cédes com doenca metastatica
comprovada citologicamente (Book et al., 2011). Um estudo anterior concluiu que a ecografia
abdominal era inespecifica (Sato & Solano, 2004). E outro estudo correlacionou positivamente
a imagem com os resultados de puncdes aspirativas de figado e bago, mas concluiu que os
resultados da ecografia abdominal sao inespecificos (Stefanello et al., 2009). A maioria dos
oncologistas ndo faz aspiracéo, ecoguiada, de figado e bagco com aspeto normal, em cées
com mastocitoma cutédneo, o que pode resultar na possibilidade de metastases distantes
serem subdiagnosticadas.

Como consequéncia das fragilidades do sistema de estadiamento clinico da OMS acima
mencionadas, um numero significativo de cées estdo provavelmente a ser tratados mais

agressivamente do que o necessario (Dobson & Scase, 2007).

5.3. Avaliacédo histologica

Apesar da avaliagdo citolégica de PAAFs proporcionar um diagnéstico pratico, ndo fornece
uma gradacao histolégica do tumor. Assim sendo, deve ser realizada uma biopsia excisional
com a finalidade de remover o mastocitoma completamente, e submeter as amostras a
gradacéo histologica e avaliacdo das margens (O’Keefe, 1990; Rogers, 1996; Thamm & Vail,
2007; Dobson & Scase, 2007; Sledge et al., 2016).

Quando a extirpagéo do tumor ndo € exequivel, deve ser efetuada uma biopsia incisional para
permitir a gradacéo histolégica do mesmo, no entanto, esta é considerada menos desejavel
(Sledge et al., 2016).

5.3.1. Caracteristicas histoldgicas

Na maioria dos casos o diagnostico de mastocitomas é relativamente facil. Estes apresentam-
se como massas infiltrativas cutaneas e/ou subcutdneas ndo encapsuladas, em crescimento,
compostas por células redondas organizadas em corddes densos ou dispersas. A morfologia
celular depende do grau de diferenciacdo, mas a maioria dos mastdcitos neoplasicos tem uma
membrana celular nitida, um nlcleo redondo central e um namero variavel de granulos
citoplasmaticos que coram de azul claro acinzentado com hematoxilina e eosina ou de roxo

com corantes metacromaticos como o azul de toluidina. O estroma de colagénio varia de
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escasso a abundante e pode parecer edematoso ou hialinizado. Os eosindéfilos em numero
variavel encontram-se dispersos pela massa neoplasica ou formam agregados. Em resposta
a infiltracdo eosinofilica, podem ser observadas deposicdo marcada de mucina e hialinizacédo
perivascular, e pode, também, estar presente vasculite eosinofilica. Focos de desgranulacéo
marcada de eosindfilos podem aprisionar feixes de colagénio eosinofilicos formando “figuras
em chama” (Welle et al., 2008; Kiupel, 2016).

Os mastocitomas bem diferenciados consistem em massas bem circunscritas, mas nao
encapsuladas (Kiupel, 2016) compostas por células redondas com um pequeno nucleo
central, um discreto nucléolo e um grande citoplasma altamente granulado. As células
tumorais estdo organizadas em linhas ou dispersas separadas por feixes de colagénio. A
epiderme sobrejacente estd geralmente intacta (Ginn, Mansell, & Rakich, 2007). Estes
tumores estéo confinados a derme no sistema de gradacao histoldgica de Patnaik (Patnaik et
al., 1984).

Os mastocitomas de grau intermédio ndo séo tdo bem circunscritos e sdo compostos por
aglomerados de células com membrana celular nitida, um ndcleo maior e menor nimero de
granulos do que os tumores bem diferenciados. Podem também estar presentes células
gigantes, binucleadas ou fusiformes e raras figuras mitéticas. As células tumorais estédo
organizadas em grupos separados por feixes de colagénio que podem estar espessados ou
hialinizados com areas de edema e necrose (Ginn et al., 2007).

Os mastocitomas indiferenciados sao pouco circunscritos e a maioria deles consiste em
células pleomorficas, desde redondas a poligonais, com baixo nimero de gréanulos
citoplasmaticos. O nulcleo é grande, vesicular, com forma irregular e apresenta varios
nucléolos. Os granulos citoplasmaticos sado inaparentes ou finos. Estdo presentes células
binucleadas ou multinucleadas e numerosas figuras mitéticas. As células tumorais infiltram o
tecido subcutaneo e os tecidos mais profundos. A necrose e ulceragdo sdo caracteristicas

secundarias comuns (Ginn et al., 2007).

5.3.2. Grau histolégico

Os sistemas de gradacdo histologica que historicamente tém sido mais frequentemente
utilizados para classificar mastocitomas foram descritos por Bostock (1973) e Patnaik et al.
(1984). Ambos os sistemas classificam o0os mastocitomas em trés graus: tumores bem
diferenciados, tumores intermediamente diferenciados e os tumores mal diferenciados. Com
0 objetivo de diminuir variagbes entre observadores, foi proposto um sistema de gradacao
histologica de dois niveis por Kiupel et al. (2011). Este sistema de classificacdo diminui a
variacdo entre observadores e proporciona 96,8% de consisténcia entre eles, enquanto
fornece correlagdes fortes com a sobrevida total, mortalidade associada ao mastocitoma e

risco de metastases (Kiupel et al., 2011; Takeuchi et al., 2013; Vascellari et al., 2012; Sabattini,
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Scarpa, Berlato, & Bettini, 2015; Stefanello et al., 2015). Assim sendo, o sistema de
classificacdo de dois niveis € considerado o padrdo atual na gradacdo de mastocitomas
(Sledge et al., 2016).

Antes da descricdo do sistema de dois niveis, 0 sistema de classificacdo de Patnhaik era o
sistema de gradacéo histoldgica mais amplamente utilizado (tabela 2) (Blackwood et al., 2012;
Sledge et al., 2016). De acordo com este sistema, os mastocitomas bem diferenciados eram
designados como grau |, mastocitomas intermediamente diferenciados como grau Il e

mastocitomas mal diferenciados como grau lll (Patnaik et al., 1984).

Tabela 2 - Sistema de gradacao histolégica proposto por Patnaik et al.(1984)

Encontram-se confinados a derme superficial e espacos interfoliculares
e séo compostos por mastécitos monomarficos, redondos e distintos com
Mastocitomas de grau | | citoplasma abundante, granulos citoplasmaticos de tamanho médio e

(36%) nacleo redondo, organizados em linhas ou pequenos grupos separados
por feixes de colagénio. A presenca de edema e/ou necrose é minima. A

observacédo de figuras mitéticas é rara ou inexistente.

Encontram-se localizados na derme superficial e/ou profunda e, podem,
também, infiltrar o tecido subcutaneo e o musculo esquelético adjacente,

; apresentam mais celularidade que os anteriores e sdo compostos por
Mastocitomas de grau I

(43%) células frequentemente pleomorficas, com granulos citoplasméticos de
0

tamanho variavel consoante a célula, e nicleo denticulado com um Unico
nucléolo. A presencga de edema difuso e necrose € comum, e raramente

se observam figuras de mitose (0-2 por campo de alta ampliacao).

Encontram-se localizados na derme, tecido subcutdneo e musculo
adjacente, sdo mais celulares do que os de grau | e Il, e sdo compostos

_ por células pleomérficas intimamente aglomeradas, com granulos
Mastocitomas de grau lll

(20%) citoplasmaticos finos ou indistinguiveis e nicleo vesiculado de forma
0

irregular com mdltiplos nucléolos. E comum observar-se células
multinucleadas e bizarras bem como figuras mitéticas (3-6 por campo de

alta ampliacéo). A presenca de edema, hemorragia e necrose é comum.

Apesar do sistema de gradacdo de Bostock utilizar critérios morfoldégicos semelhantes para
classificar mastocitomas caninos, ndo utiliza a profundidade do tumor e realgca com mais
detalhe a morfologia celular, além de que, os graus histolégicos foram aplicados em ordem
inversa em relacéo ao sistema de Patnaik, sendo menos intuitivo (Bostock, 1973).

De acordo com a classificagdo de Patnaik os mastocitomas subcutaneos séo classificados,
provavelmente, como mastocitomas cutaneos de grau Il ou lll, por causa da sua localizagéo
profunda, no entanto, os mastocitomas subcutdneos apresentam maior tempo de sobrevida e
menores taxas de recidiva local e metastases do que os mastocitomas cutédneos de grau Il.

Assim, esta classificacdo deveria ser substituida pela classificagdo de dois niveis para os
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mastocitomas cutaneos, e os mastocitomas subcutdneos deveriam ser categorizados como
uma entidade separada. Os mastocitomas subcutdneos ndo sdo encapsulados, mas sim
infiltrativos na maioria das vezes, embora alguns sejam bem circunscritos, contudo muitos sao
a combinacéao destes dois padrées (Thompson, Pearl, et al., 2011).

Estdo documentadas inconsisténcias na aplicacdo das classificacdes de Patnaik e Bostock
(Northrup, Harmon, et al., 2005; Northrup, Howerth, et al., 2005; Kiupel et al., 2011),
aumentando a variacdo entre observadores na classificacdo dos tumores e resultando, em
grande parte, em diferentes avaliacdes do indice mitético e na inclusdo inconsistente da
profundidade do tumor. Em dois estudos, relacionados entre si (Northrup, Harmon, et al.,
2005; Northrup, Howerth, et al., 2005), dez patologistas da mesma instituic&o classificaram 60
mastocitomas cutdneos caninos de acordo com 0s seus proprios critérios histolégicos ou de
acordo com o sistema de Patnaik, e obtiveram apenas 50,3 % e 62,1% de concordancia entre
eles, respetivamente. Num estudo mais recente (Kiupel et al., 2011), vinte e oito patologistas
classificaram 95 mastocitomas cutaneos caninos e obtiveram apenas 63,1% de concordancia
em mastocitomas de grau I, 63% de concordancia para mastocitomas de grau Il e 74,6 % de
concordancia para mastocitomas de grau lll.

O sistema de dois niveis divide os mastocitomas cutaneos caninos em mastocitomas de alto

e baixo grau (tabela 3).

Tabela 3 - Sistema de dois niveis para o diagnostico de mastocitoma. Adaptado de Kiupel et al. (2011)

Presenca de qualquer dos seguintes critérios:

1) sete ou mais figuras mitéticas em 10 campos de alta ampliacdo;
2) trés ou mais células multinucleadas com trés ou mais ndcleos em
10 campos de alta ampliacéo;

3) trés ou mais nucleos bizarros em 10 campos de alta ampliagao;
Mastocitoma de alto grau | 4) cariomegalia e anisocariose, definido pela variacéo de pelo menos
duas vezes dos didmetros nucleares de pelo menos 10% das células
neoplasicas.

Observagdo: para avaliar os diferentes parametros devem ser
escolhidos os campos com maior atividade mit6tica ou com o maior

grau de anisocariose.

Mastocitoma de baixo grau | Auséncia de cada um dos critérios 1 a 4.

A consisténcia entre observadores no sistema de gradacdo de dois niveis e a sua
superioridade na previsdo da mortalidade e metastases associadas ao mastocitoma, em
relacdo ao sistema de Patnaik, foram confirmadas e documentadas por varios estudos
independentes (Vascellari et al., 2012; Takeuchi et al., 2013; Sabattini et al, 2015; Stefanello
et al., 2015).
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Para a avaliacéo citologica de PAAFs, foi proposta uma adaptacéo do sistema de gradacéo
de dois niveis (Camus et al., 2016). Um alto grau foi atribuido a aspirados com células que
tenham pouca granularidade ou presenca de dois dos seguintes critérios: figuras mitéticas,
células binucleadas ou multinucleadas, pleomorfismo nuclear ou >50% de anisocariose. Os
caes portadores de tumores com alto grau citolégico tinham 25 vezes mais hip6teses de
morrer. No entanto, aproximadamente um terco dos mastocitomas classificados com alto
grau, com base na citologia, foram identificados incorretamente quando comparados com o

grau histologico (Camus et al., 2016).

5.3.3. Margens cirurgicas

A avaliagdo das margens tumorais € uma parte importante da avaliacdo de mastocitomas
cutdneos extirpados, sendo essencial para determinar a necessidade de terapia local
adicional. No entanto esta avaliagdo, pode ser desafiante e de significado progndstico
limitado. A avaliacdo das margens de excisao pode ser dificil em mastocitomas agressivos ou
inflamados, nos quais as células neoplasicas transpdem os limites da massa ou se misturam
com a populagdo de células inflamatérias circunjacente a massa. A dificuldade desta
avaliacdo prende-se com a incapacidade de diferenciar com seguranca mastécitos
neoplasicos de mastécitos ndo neoplasicos. Atualmente, sdo assumidos como neoplasicos
aglomerados de mastdcitos ou “satélites” que se estendem a partir da massa primaria,
enquanto que mastoécitos individuais bem diferenciados sao considerados inflamatorios
(Donnelly et al., 2013; Kiupel, 2016; Sledge et al., 2016).

Para a avaliagao histologica das margens, ndo deve ser removido nenhum tecido da amostra
da bibépsia excisional e, idealmente, as margens cirdrgicas devem ser marcadas antes da
submissao para exame histopatolégico. O método recomendado para avaliagdo completa das
margens (figura 3) inclui o exame de cortes histoldgicos representantes dos planos radiais ao
longo do eixo longo e curto da amostra da bidpsia excisional fixada em formol, o que permite
a medicdo da distancia livre de tumor nas margens laterais e profundas, e avaliagdo de cortes
tangenciais das margens cirargicas para aferir se a excisao foi completa ( Kiupel, 2016; Sledge

et al., 2016).

Figura 3 — Método recomendado para avaliacdo das margens cirargicas, onde as linhas amarelas
(A1-A4) representam os cortes radiais ao longo do eixo longo e eixo curto da amostra e as linhas
vermelhas (A5-A8) representam os cortes tangenciais. Fonte: Sledge el al, 2016.




E, também, recomendada a classificacio das margens avaliadas como margem infiltrada ou
incompleta; margem proxima, com 1-2 mm; margem limpa, com 2-5 mm ou margem limpa
com >5mm, segundo Kiupel, (2016). Outra classificacdo sugerida por Blackwood et al., (2012),
define a avaliacéo histologica das margens como resseccéo completa (sem células tumorais
nas margens cirargicas); resseccao completa mas préxima (mastdcitos presentes em 1 mm
das margens cirdrgicas); ou ressecc¢ao incompleta (mastécitos presentes nas margens
cirdrgicas).

Vérios estudos sugerem, que a remocdao cirdrgica de 2 cm de margens cutadneas e margens
profundas de um plano fascial resultara na excisdo completa de mastocitomas de grau | e Il
de Patnaik com <4 cm de diametro (Simpson et al., 2004; Fulcher et al., 2006). Outro estudo
demonstrou que os mastocitomas de grau | e Il, extirpados com pelo menos 1 cm de margens
laterais e pelo menos 4 mm de margens profundas, ndo apresentaram recidiva, desde que as
margens profundas incluissem o musculo panicular ou a fascia subjacente ou, na auséncia
destes, a camada superficial da musculatura (Schultheiss, Gardiner, Rao, Olea-Popelka, &
Tuohy, 2011). Uma excisdo adequada com baixa recidiva foi, também, alcancada utilizando
uma abordagem modificada na resseccdo de mastocitomas, aplicando margens laterais
equivalentes ao didametro mais longo medido do tumor e um minimo de profundidade
equivalente a um plano fascial bem definido posteriormente ao tumor (Pratschke, Atherton,
Sillito, & Lamm, 2013). Embora o comprimento de margens livres de tumor, que iria
consistentemente prevenir recidivas, ndo tenha sido determinado, as recomendacdes para
mastocitomas de alto grau incluem margens laterais de pelo menos 3 cm e margens profundas
de um plano fascial (Govier, 2003; Donnelly et al., 2013). Infelizmente, o grau do mastocitoma
é desconhecido no momento da extirpagéo cirdrgica, o que complica o planeamento cirurgico,

sugerindo a importancia de inclusdo, na avaliagdo citologica, de um sistema de gradacao.

6. Progndstico

Devido a prevaléncia e comportamento biolégico varidvel dos mastocitomas caninos, ao custo
da terapéutica e ao potencial stress emocional para os tutores, é importante realizar um
progndstico preciso dos mastocitomas cutédneos e selecionar corretamente a abordagem
terapéutica mais apropriada (Kiupel, 2016).

Nao existe nenhum fator que preveja o comportamento biolégico ou a resposta ao tratamento
em cdes com mastocitoma (Welle et al., 2008). Os fatores clinicos que podem influenciar o
resultado incluem a raca (Bostock, 1986; Miller, 1995; Baker-Gabb et al., 2003), o sexo
(Gerritsen et al., 1998), a localizacdo (Govier, 2003), a morfologia (Bostock, 1973; Mullins et
al., 2006; Thamm & Vail, 2007), a presenca de sinais sistémicos paraneoplasicos (O’Keefe,
1990; Govier, 2003; Mullins et al., 2006; Thamm & Vail, 2007), o ritmo de crescimento
(Bostock, 1973), o tamanho (Mullins et al., 2006) e o estadio clinico (Sfiligoi et al., 2005;
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Murphy et al., 2006). No entanto, o fator de progndéstico mais importante € a gradacao
histologica (Thamm et al., 2006; Welle et al., 2008; Blackwood et al., 2012)

Caso seja hecessério tratamento adicional, além da excisdo cirargica do tumor, existem
diversos parametros microscépicos e moleculares que podem ser avaliados com o objetivo

de fornecer um progndstico mais preciso e ajudar nas escolhas terapéuticas (Kiupel, 2016).

6.1. Fatores epidemiol6gicos

Os Boxers apresentam mastocitomas em idades mais jovens quando comparados com outras
racas (Baker-Gabb et al., 2003), e geralmente desenvolvem mastocitomas de grau histoldgico
baixo ou intermédio com um progndstico mais favoravel (Bostock, 1973; Bostock, 1986).
Apesar dos Shar Peis também desenvolverem mastocitomas numa idade mais jovem (4 anos
de idade em média), estes sao frequentemente tumores agressivos (Miller, 1995).

Apenas um estudo reportou diferengas associadas ao sexo no prognéstico de mastocitomas
caninos, tendo as fémeas melhores resultados do que os machos apds tratamento com
qguimioterapia (Gerritsen et al., 1998).

O estudo de Kiupel et al., (2005) reportou que cdes mais velhos ou os Boxers tinham maior
risco de recidiva em localizagcbes distantes, e que caes machos mais velhos tinham

significativamente menores tempaos de sobrevivéncia.

6.2. Localizagcao

Os tumores no leito ungueal (Govier, 2003), cavidade oral (lwata et al., 2000; Govier, 2003;
Elliott et al., 2016), musculo (Gieger et al., 2003) ou nas regides inguinal, prepucial, perineal
(O’Keefe, 1990; Govier, 2003; Misdorp, 2004) estao frequentemente correlacionados com um
pior prognoéstico do que a localizagdo noutras partes do corpo, apesar deste facto nédo ser
suportado por outros estudos (Cahalane et al., 2004; Sfiligoi et al., 2005). O pior prognéstico
de tumores nas jun¢des mucocutaneas e na regido inguinal, pode dever-se a dificuldade da
extirpacdo completa nestas localizagbes (Blackwood et al., 2012). Além disso, 0s tumores que
envolvem as visceras ou a medula éssea geralmente tém um mau prognostico (O’Keefe,
1990; Iwata et al., 2000; Takahashi et al., 2000; Ozaki et al., 2002; Marconato et al., 2008). A
sobrevivéncia de cdes com mastocitomas incompletamente extirpados e tratados com
radioterapia, foi melhor para tumores localizados nas extremidades do que para aqueles
localizados no tronco (O’Keefe, 1990; Welle et al., 2008).

6.3. Apresentacdao clinica

A ulceracédo, eritema ou prurido local, do tumor foram associados a um pior progndstico
(Thamm et al., 1999; Mullins et al., 2006) .
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Os sinais sistémicos paraneoplasicos, como anorexia, vomitos, melena, eritema disseminado,
edema ou ulceragdo gastrointestinal, estdo associados frequentemente a formas viscerais de
mastocitoma e a um pior prognéstico (O’Keefe, 1990; Govier, 2003; Mullins et al., 2006;
Thamm & Vail, 2007).

Os sinais clinicos sugestivos de comportamento agressivo de um mastocitoma incluem
crescimento rapido, inflamacdo/irritacao local, infiltrac&o local/pouca demarcacédo em relacao
aos tecidos adjacentes, ulceracdo, nddulos satélite, linfonodos regionais aumentados e
sintomatologia paraneoplasica (Bostock, 1973; Mullins et al., 2006; Thamm & Vail, 2007).

A recidiva de mastocitomas, apds excisdo cirurgica, foi associada a um pior progndstico
(Thamm et al., 1999; Smith et al., 2015). Assim sendo, a realizacdo de uma terapéutica
agressiva apropriada, no momento da primeira apresentacdo, em vez de no momento da
recidiva, pode melhorar o progndstico de pacientes com mastocitoma (Thamm & Vail, 2007).
Em relacdo aos mastocitomas subcutaneos, 90% ou mais séo benignos e controlados apenas
com excisdo cirurgica (Thompson, Pearl, et al., 2011). No entanto, aproximadamente 10% dos
cdes com mastocitoma subcutaneo ira morrer com problemas relacionados com o
mastocitoma, 11% desenvolvera um mastocitoma subcutaneo secundario numa localizacéo
distante a do primario, 8% recidivara e 4% metastizara (Thompson, Pearl, et al., 2011). Nao
existem critérios para identificar esta pequena percentagem de mastocitomas subcutaneos
agressivos, todavia os marcadores de proliferacdo celular, o padréo de expresséo do KIT e
as caracteristicas histolégicas podem auxiliar (Thompson, Pearl, et al., 2011; Thompson,
Yager, et al., 2011)

6.4. Ritmo de crescimento e tamanho tumoral

O ritmo de crescimento dos mastocitomas (volume tumoral divido pelo tempo de presenca do
tumor) é um fator progndéstico importante (Bostock, 1973). Os mastocitomas que permanecem
localizados e estéo presentes por longos periodos de tempo (meses ou anos) sem alteracdes
significativas sdo normalmente benignos, e aqueles presentes por mais de 7 meses
apresentam um prognéstico mais favoravel (Bostock, 1973). Além disso, tumores de grandes

dimensdes podem estar associados a pior prognéstico (Mullins et al., 2006).

6.5. Estadio clinico e metastizacao

O mastocitomas com estadio clinico | ttm melhor progndstico do que mastocitomas com
estadio clinico Il (Murphy et al.,, 2006), e a presenca de metastases no momento do
diagnéstico encurta significativamente a sobrevivéncia (Sfiligoi et al., 2005).

O estadiamento de mastocitomas cutaneos caninos com estadio | ou Il é clinicamente
importante, uma vez que a diferenca nos tempos de sobrevivéncia de animais com estes

estadios foi reportada como 2,6 e 0,9 anos, respetivamente (Hayes, Adams, Smith,
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Maglennon, & Murphy, 2007). O estudo de Weishaar et al., (2014), reportou uma mediana de
tempo de sobrevida de 804 dias para cdes com linfonodos com metastases evidentes (HN3)
ou com metastases iniciais (HN2), enquanto que caes com linfonodos pré metastaticos (HN1)
ou livres de metastases (HNO) apresentaram uma mediana de tempo de sobrevida de 1824
dias.

Diversos estudos sugeriram que nao existem diferencas no progndstico entre pacientes com
mastocitomas solitarios (estadio ) e pacientes com mastocitomas multiplos (estadio IIl) do
mesmo grau histoldgico, enquanto que cdes com estadio Il apresentam pior prognéstico do
gue caes com estadio Il (Murphy et al., 2006; Mullins et al., 2006); assim, o envolvimento do
linfonodo regional apresenta pior prognéstico do que a simples dete¢do de mastocitomas
cutaneos multiplos (Sledge et al., 2016), como ja mencionado.

Os mastocitomas sédo sempre considerados como tumores malignos potenciais, no entanto, o
verdadeiro potencial metastatico € desconhecido (Thamm & Vail, 2007). Os tumores bem
diferenciados tém taxas metastaticas menores do que 10%, e os tumores intermédios sao
considerados baixos ou moderados quanto ao seu potencial metastéatico (Séguin et al., 2001;
Weisse et al.,, 2002; Thamm & Vail, 2007). Além da grande infiltracdo local, os tumores
indiferenciados tém uma taxa metastatica muito superior, variando entre 55% e 96% (Welle
et al., 2008).

6.6. Grau histolégico

Varios estudos mostraram diferencas significativas entre os tempos de sobrevivéncia de
mastocitomas bem diferenciados e mal diferenciados (Bostock, 1973; Patnaik et al., 1984).
No entanto, o grau histologico é de valor progndéstico limitado para tumores de diferenciagcdo
intermédia (mais do que 40% de todos 0s mastocitomas caninos) devido ao comportamento
imprevisivel destes tumores que se podem desenvolver de uma forma benigna, apresentar
recidivas ou metastizar (Séguin et al., 2001; Weisse et al., 2002; Murphy, Sparkes, Smith,
Blunden, & Brearley, 2004).

Os estudos de Bostock e Patnaik encontraram correlagdes significativas entre o grau
histolégico e sobrevivéncia animal (Bostock, 1973; Patnaik et al., 1984). Estes estudos
baseiam-se em amostras populacionais relativamente grandes (114 e 83 cées,
respetivamente), que incluiam cé@es submetidos a exérese cirlrgica do tumor e avaliagdo
histolégica do mesmo, sem metastases no momento do diagndstico e que foram seguidos por
longos periodos apos o diagndstico inicial (910 dias e 1500, respetivamente). No estudo de
Patnaik, quase todos os caes (93%) com mastocitomas bem diferenciados (grau | de Patnaik)
sobreviveram durante o periodo de estudo de 1500 dias. Enquanto que apenas 77% dos cdes
com mastocitomas bem diferenciados (grau Ill de Bostock) sobreviveram mais do que 210

dias no estudo de Bostock. Em ambos os estudos, os cdes com mastocitomas mal
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diferenciados (grau | de Bostock e Il de Patnaik) tiveram um mau prognéstico, com apenas
13% e 6% dos caes a sobreviver mais de 210 ou mais de 1500 dias, respetivamente (Bostock,
1973; Patnaik et al., 1984).

As criticas aos estudos de Patnaik e Bostock incluem a falta de medidas prognésticas para
além do tempo de sobrevida total e a falta de analise multivariada da sobrevivéncia. Nenhum
dos estudos reportou o intervalo livre de doenca, o tempo até progressao ou a causa da morte
(se complicacdes relacionadas com 0 mastocitoma ou outras razbes para a mesma). Devido
a falta de andlise multivariada, os efeitos potenciais de variaveis incluindo, mas nao limitado
a, idade do animal no momento do diagndstico, raca e tratamento néo foram avaliados.

Com base no estudo que estabeleceu o sistema de dois niveis, aproximadamente 90% dos
tumores sdo de baixo grau. A mediana de tempo de sobrevida é inferior a 4 meses para
mastocitomas de alto grau, mas superior a 2 anos para mastocitomas de baixo grau. Um total
de 90% dos cades com mastocitomas de alto grau morreu devido a doenca associada ao
mastocitoma e 70% desenvolveu metastases, enquanto apenas 5% dos cdes com
mastocitoma de baixo grau morreu devido a doenca associada ao mastocitoma, mas 20%
desenvolveu mastocitomas adicionais (Kiupel et al., 2011).

O sistema de dois niveis é também superior na identificagcdo dos caes que necessitarao de
terapéutica adicional para além da excisdo cirdrgica. A maior percentagem de mastocitomas
de baixo grau que desenvolvem metastases observada entre estudos € de 15% no momento
do diagnéstico (Stefanello et al., 2015). No entanto, 86% desses cdes apenas tinha infiltracéo
de mastdcitos nos linfonodos locais (Stefanello et al., 2015). Os autores concluem que
qualquer sistema de gradacao histoldgica deve ser acompanhado de estadiamento clinico e

avaliacdo prognostica adicional.

6.7. Margens cirargicas

A eficacia da extirpacdo de um mastocitoma foi sugerida como sendo mais correlacionada
com o grau histolégico e indicadores de proliferacdo do que com excisdo completa com
margens limpas. No geral, as margens cirdrgicas limpas ndo estédo associados a recidivas de
mastocitomas de baixo grau (Scarpa et al., 2012). Nos estudos de Séguin et al., (2001),
Weisse et al., (2002) e Smith et al., (2015), a taxa de recidiva local variou entre 3-11% apdés
excisao completa de tumores de grau Il, segundo a classificacdo de Patnaik, e o tempo até
recidiva destes tumores variou entre 2-24 meses. Comparativamente, a taxa de recidiva local
apos excisao incompleta de tumores de grau Il, segundo a classificacdo de Patnaik, foi cerca
de 6-23% (Murphy et al., 2004; Séguin et al., 2006; Smith et al., 2015). No entanto, a maioria
(85-90%) dos mastocitomas de grau I, segundo a classificacdo de Patnaik, com margens
incompletas, ndo recidivou (Murphy et al., 2004). Os mastocitomas de grau Il de Patnaik com

baixos indicadores de proliferacdo, determinados pela pontuacdo AgNOR e indice Ki-67,
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mesmo com margens cirdrgicas incompletas, raramente recidivam; além disso, os tempos de
sobrevivéncia destes mastocitomas ndo diferem quer haja excisdo completa ou incompleta
(Séguin et al., 2006; Smith et al., 2015). Cerca de 40 % de mastocitomas de alto grau ou grau
Il de Patnaik apresentam recidiva local independentemente da excisdo com margens amplas
(Donnelly et al., 2013). No entanto, a taxa de recidiva em casos com margens incompletas é

superior, comparativamente a casos com margens limpas (Murphy et al., 2004).

6.8. Proliferacao celular

Véarios marcadores de proliferacéo celular tém sido associados ao tempo de sobrevivéncia, a
ocorréncia de metastases e ao intervalo livre de doenca, em cdes com mastocitoma cutaneo
(Bostock et al., 1989; Simoes et al., 1994; Scase et al., 2006; Webster et al., 2007; Maglennon
et al., 2008; Vascellari et al., 2012).

A proliferagdo celular € o reflexo do numero de células em ciclo celular (fracdo em
crescimento) e a taxa a que cada célula progride através do ciclo celular (taxa de prolifera¢éo).
Nenhum marcador por si s6 avalia simultaneamente a fragdo em crescimento e a taxa de
proliferacdo, assim, uma apreciagdo completa da proliferacdo celular requer a avaliacdo de
multiplos indicadores de proliferagcdo celular. Os métodos de avaliacdo de marcadores de
proliferacéo especificos variam de acordo com os estudos, incluindo diferengcas no método de
contagem, diferencas no nimero de campos ou area total do tumor examinada, diferencas na
regido da lamina examinada, diferencas no tamanho do campo de observacdo entre
microscopios e diferencas nas técnicas de coloragdo e imunohistoquimica (Kiupel, 2016;
Sledge et al., 2016).

O indice mitético € o marcador de proliferacdo celular mais amplamente utilizado e é um
critério importante para a gradacdo histoldgica, no entanto, ndo reflete a fracdo em
crescimento total. Sendo um indicador de fase, as mitoses apenas distinguem as células na
fase M do ciclo celular (Sledge et al., 2016). O indice mitético representa o nimero de mitoses
por 10 campos de alta ampliagéo, determinado por histopatologia (Blackwood et al., 2012). A
avaliacdo independente do indice mitotico pode levar & sobrestimagéo ou subestimacado da
fracdo em crescimento total. Apesar de néo refletir a fragcdo em crescimento total, o indice
mitotico é de valor inquestionavel no que toca ao progndstico, especialmente por nao
necessitar de nenhuma metodologia adicional para ser avaliado além do exame das laminas
coradas com hematoxilina e eosina. Os limites (cut-offs) progndsticos para a contagem
mitética variam entre estudos, no entanto, um indice mitético elevado tem sido
consistentemente sugerido como um indicador de mau prognéstico (Romansik, Reilly, Kass,
Moore, & London, 2007; Elston, Sueiro, Cavalcanti, & Metze, 2009; Kiupel et al., 2011). No
estudo de Romansik et al, (2007), a mediana de sobrevida para cades com um tumor com

indice mitético igual ou inferior a 5 foi de 70 meses, comparada com os 2 meses quando 0
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indice mitotico era superior a 5, independentemente do grau histologico. Um estudo diferente
(Elston et al., 2009) adotou um cut-off de 7 para o indice mitético, e observou que a mediana
de sobrevida para cdes com um tumor com indice mitético igual ou inferior a 7 era de 18
meses, comparada com 3 meses quando o indice mitético era superior a 7, chegando a
mesma conclusdo de que indices mitdticos elevados tém menores tempos de sobrevivéncia.
O cut-off de indice mitético superior a 7 foi posteriormente adotado pelo sistema de gradacao
histologica de dois niveis (Kiupel et al., 2011).

Em oposicdo ao indicador de fase, um indicador da fragdo em crescimento, como o Ki-67,
identifica células em todas as fases do ciclo celular, no entanto, ndo sugere a taxa a que cada
célula progride através do ciclo celular (Sledge et al., 2016). O Ki-67 € uma proteina expressa
durante todas as fases do ciclo celular que pode ser detetada por imunohistoquimica (figura
4) (Blackwood et al., 2012).

Figura 4 — Diferentes indices de Ki-67. A) indice Ki-67 baixo; B) indice Ki-67 alto.
Escala 25 um. Original da autora.
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Os mastocitomas de baixo grau com um indice Ki-67 baixo raramente recidivam
independentemente das margens cirlrgicas, enquanto que mastocitomas com um indice Ki-
67 alto apresentam menores tempos de sobrevivéncia, aumento de recidiva local e
metastases, independentemente do grau histolégico (Webster et al., 2007; Scase et al., 2006;
Maglennon et al., 2008; Sledge et al., 2016). Um estudo mais recente (Vascellari et al., 2012),
comparou o indice Ki-67 em mastocitomas cutaneos classificados por ambos os sistemas de
gradacédo histolégica de trés e dois niveis. De acordo com o sistema de Patnaik, o valor
mediano do indice Ki-67 foi 2.5, 6.0 e 20.6 para os mastocitomas de grau |, grau Il e grau lll,
respetivamente. De acordo com o sistema de dois niveis, o indice Ki-67 foi significativamente
menor em mastocitomas de baixo grau do que em mastocitomas de alto grau, existindo neste
sistema uma maior associacao entre o indice Ki-67 e o grau histol6gico. Um indice Ki-67 alto
foi significativamente associado a uma alta incidéncia de mortalidade relacionada com o
mastocitoma (Vascellari et al., 2012).

Um indicador da taxa de proliferacdo, como a pontuacdo AgNOR, reflete a taxa relativa a que
cada célula estda a progredir através do ciclo celular (Sledge et al., 2016). As regibes

organizadoras nucleolares (NORs) sdo segmentos de ADN seletivamente marcados pela
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prata (Ag) e, por este motivo, denominadas AGQNORs. O numero médio de AGNOR por nacleo
€ correlacionado com a velocidade de proliferacdo celular (Blackwood et al., 2012).

Os mastocitomas com um numero baixo de AgNOR, por nucleo, tém um comportamento
biolégico menos agressivo, enquanto que valores elevados de AgNOR por nlcleo estédo
associados a um pior prognéstico, com aumento da mortalidade, recidiva local e metastases
(Bostock et al., 1989; Simoes et al., 1994; Scase et al., 2006; Webster et al., 2007; Sledge et
al., 2016). No entanto, a pontuacao AgNOR néao € independente do grau histolégico, e, como
tal, ndo oferece informacao adicional significativa (Scase et al., 2006).

A avaliacdo simultanea do indicador da fracdo em crescimento e do indicador da taxa de
proliferacdo, realizada pela avaliacdo do produto do indice Ki-67 e da pontuacdo AgNOR
(pontuacdo AgNOR x Ki-67), oferece a melhor andlise da proliferagcéo celular total de um tumor
(Sledge et al., 2016). A pontuagdo AgNOR x Ki-67 representa o marcador de proliferacédo
celular com melhor associagdo ao prognéstico, devido a sua combinacdo de medicao da
fragcdo em crescimento e da taxa de proliferacdo (Webster et al., 2007; Smith et al., 2015).
Uma pontuacdo AgNOR x Ki-67 superior a 54 foi associada a um risco superior de mortalidade
relacionada com o mastocitoma e desenvolvimento de metastases (Webster et al., 2007). Os
mastocitomas de baixo grau com um indice de proliferacdo baixo, determinado por um
indicador Ki-67 baixo e uma pontuacdo AgNOR baixa, raramente recidivam, mesmo com
margens cirlrgicas incompletas (Séguin et al., 2006; Smith et al., 2015). Assim sendo, a
pontuagdo AgNOR x Ki-67 deveria ser avaliada por rotina em mastocitomas cutdneos de baixo
grau para identificar agueles com mais probabilidade de exibir um comportamento biolégico
mais agressivo do que a gradacao histologica isolada sugeriria e € especialmente importante
para a avaliagdo de mastocitomas de baixo grau com margens cirdrgicas incompletas (Sledge
et al., 2016).

O antigénio nuclear de proliferagéo celular (PCNA), é uma proteina auxiliar das polimerases
de ADN, envolvida também em funcdes de reparacdo, mas utilizada como marcador de
proliferacdo, detetado imunohistoquimicamente (Blackwood et al., 2012). Tal como o indice
mitotico, o PCNA é um indicador de fase (Kiupel, 2016). A expressao do PCNA esta
significativamente aumentada em tumores recorrentes comparando com 0s n&o recorrentes
e em tumores metastaticos comparando com tumores ndo metastaticos (Simoes et al., 1994,
Blackwood et al., 2012). No entanto, ndo é independente do grau histolégico e ndo tem valor
de predicdo no tempo de sobrevivéncia (Simoes et al., 1994; Scase et al., 2006).

Apenas o indice Ki-67, a pontuagdo AgNOR x Ki-67 e o indice mitético sdo avaliados
rotineiramente para a avaliacdo progndstica de mastocitomas cutaneos e subcutaneos
(Webster et al., 2007; Thompson, Yager, et al., 2011; Smith et al., 2015)
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6.9. Mutacé&o do c-kit e padrao de expressao do KIT

O proto-oncogene c-kit codifica o recetor tirosina quinase KIT, que desempenha um papel
central na sobrevivéncia, proliferacéo, diferenciacdo e migracdo do mastécito. As mutacdes
no c-kit e alteracdes da expresséo do KIT sdo conhecidas como indicadores de progndstico
negativo em mastocitomas cutdneos caninos (Zemke et al., 2002; Webster, Yuzbasiyan-
Gurkan et al, 2006; Takeuchi et al., 2013). Além disso, os mastocitomas com muta¢des no c-
kit ou padrdes de expressdo anormais do KIT sdo potenciais candidatos a terapéutica alvo
com inibidores dos recetores tirosina quinase (IRTQ) (Kiupel, 2016). Estas mutacfes podem
ser identificadas através de Polymerase Chain Reaction (PCR) e auxiliardo na previsdo de
recidivas e de ocorréncia de metastases (Zemke et al., 2002; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan et
al, 2006).

As duplicacdes internas em tandem no exdo 11 sdo as muta¢des mais comuns do c-kit e
ocorrem em 10% a 46 % dos mastocitomas cutaneos caninos (London et al., 1999; Zemke et
al., 2002; Downing et al., 2002; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan et al, 2006; Letard et al., 2008).
Estas mutag¢des sdo mais frequentemente observadas em mastocitomas de alto grau e estdo
associadas a diminuicdo dos tempos de sobrevivéncia e do intervalo livre de doenga e ao
risco acrescido de recidiva local, metastases e mortalidade relacionada com o mastocitoma
(Downing et al., 2002; Zemke et al., 2002; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan et al, 2006; Takeuchi
et al., 2013). No entanto, num estudo recente (Kiupel, 2016), apenas 34% dos mastocitomas
cutédneos caninos com duplicacdes internas em tandem no exdo 11 eram tumores de alto
grau.

Estdo, também, descritas duplicacdes internas em tandem nos exdes 8 e 9 do c-kit em menos
de 5% dos mastocitomas cutaneos (Letard et al., 2008). No estudo de Kiupel, (2016), apenas
9% dos mastocitomas cutaneos caninos com duplicacdes internas em tandem no exao 8 eram
tumores de alto grau.

Ainda no estudo de Kiupel, (2016), cerca de 39% dos cdes com mastocitomas cutaneos e
duplicacdes internas em tandem no exdo 11 morreram em menos de 1 ano devido a doenga
associada ao mastocitoma. Por outro lado, apenas 13% dos caes com mastocitomas cutaneos
e duplicagcBes internas em tandem no exao 8, morreram menos de 1 ano devido a doenca
associada ao mastocitoma.

Os cédes com mastocitomas, com duplicacbes internas em tandem no exdo 11 do c-kit,
respondem ao tratamento com IRTQ, como o toceranib e masitinib (London et al., 2009). Os
cdes com mastocitomas com qualquer outra mutacéo no c-kit provavelmente responderdo a
terapéutica com IRTQ (Sledge et al., 2016).

Os padr@es aberrantes de expressao do KIT foram, igualmente, associados a um progndstico
negativo (Kiupel et al., 2004; Da Costa et al., 2007; Webster et al., 2007). Os trés padrbes de

expressao imunohistoquimicamente distintos (figura 5) em mastocitomas cutaneos caninos,
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descritos séo: 1) o padrao 1 consiste na marcacgao peri-membranosa em mais de 90% das
células neoplasicas; o padrao 2 é definido por marcagao citoplasmatica em pontilhado ou
perinuclear focal, com perda da marcagcdo membranar, em mais de 10% das células
neoplasicas; por fim, o padréo 3 é definido por marcacao citoplasmatica difusa em mais de
10% das células neoplasicas (Kiupel et al., 2004). Os mastocitomas com padrdes 2 e 3 de
expressao do KIT, que representam localiza¢cdes anormais da proteina KIT, estdo associados
a diminuicdo do tempo de sobrevivéncia e aumento da incidéncia de recidivas locais em
comparag¢ao com 0s mastocitomas com padrao 1 de expressao (Kiupel et al., 2004).
Figura 5 — Diferentes padrdes de expresséo do KIT. A) Padréo de expressdo 1 membranar; B)

Padréo de expressao 2 citoplamatico focal ou pontilhado; 3) Padrédo de expressao 3 citoplasmatico
difuso. Escala 25 pum. Original da autora.
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Nos mastocitomas, as mutacdes no c-kit estdo relacionadas com localiza¢cbes anormais da
proteina KIT; no entanto, nem todos os mastocitomas com localiza¢des anormais do KIT tém
mutacgdes ativas no c-kit (Webster, Yuzbasiyan-Gurkan et al, 2006), implicando outros meios
na ativacao do recetor KIT (Weishaar et al., 2018). Assim sendo, é possivel que o padréo de
expressado do KIT fornega informacdes mais precisas sobre o estado de ativagédo do recetor,
e, consequentemente, sobre a sensibilidade do tratamento com IRTQ, do que apenas o PCR
para a mutacao do c-kit (Weishaar et al., 2018).

No estudo de Da Costa et al., (2007), o aumento de marcagéo citoplasmatica, em vez de
membranar, do KIT foi relacionado com mastocitomas de alto grau, no entanto, ndo foram

encontradas diferencas em mastocitomas com marcagéo local ou difusa.
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A maioria dos mastocitomas subcutaneos nao apresentam duplicagdes internas em tandem
no exao 11; porém os padrdoes de expressao do KIT foram associados a recidiva local e
metastases nestes mastocitomas. Os cdes com mastocitomas subcutaneos e padrées 2 ou 3
de expressao tém um risco superior de recidiva local (88%) e de desenvolvimento de

metastases (92%) (Thompson, Yager, et al., 2011).

6.10. Ploidia, oncogenes e genes supressores

6.10.1. Ploidia do ADN

O termo ploidia refere-se a quantidade de ADN presente numa célula. As quantidades
anormais de ADN (aneuploidia), devido a erros de duplicagdo durante a mitose, estdo
relacionadas com pior prognéstico em tumores caninos e felinos (Strefezzi et al., 2009). No
estudo de Ayl et al., (1992), a maioria dos mastocitomas avaliados eram diploides. Neste
estudo, ndo foram encontradas diferencas significativas entre o tempo de sobrevivéncia de
animais com tumores aneuploides ou diploides; porém foi detetada uma tendéncia para
menores tempos de sobrevivéncia no primeiro ano, em animais com mastocitomas

aneuploides (Ayl et al., 1992).

6.10.2. Oncogene Mdm?2

Os oncogenes, genes envolvidos na transformagdo neoplésica, sao derivados de proto-
oncogenes, que regulam o crescimento e diferenciagdo celular normal. Varios produtos de
oncogenes, as oncoproteinas, entre elas o KIT e a Mdm2, sdo ativadas ou sobrexpressadas
nos mastocitomas (Strefezzi et al., 2009).

A proteina Mdm2 regula negativamente a acdo da p53, catalisando a sua degradagéo e
exclusdo do nucleo. Isto permite uma diminui¢do da atividade da p53, mesmo na auséncia de
mutacao genética da mesma (Nasir, Rutteman, Reid, Schulze, & Argyle, 2001; Strefezzi et al.,
2009). Num estudo realizado em mastocitomas caninos, a proteina Mdm2 nao foi detetada
em mastécitos normais e a sua expressdo foi comum nos mastocitomas, aumentando o
namero de células positivas com o grau histolégico, no entanto, nem todos os tumores de grau

Il de Patnaik apresentaram esta alteracao (Wu, Hayashi, & Inoue, 2006).

6.10.3. Gene supressor tumoral p53

Entre os genes supressores tumorais, responsaveis pela inibicdo do crescimento e
diferenciacéo celular, o gene p53 € o mais frequentemente investigado. O produto deste gene,
o fator de transcricdo nuclear p53, tem como fungéo garantir a fidelidade gendémica através
da reparacdo do ADN danificado ou da inducdo de apoptose quando estes danos sdo

irreparaveis (Ginn et al., 2000; Jaffe et al., 2000; Nasir et al., 2001). As mutacdes no gene p53
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foram consideradas as alteragcfes mais comuns nas neoplasias do Homem, conduzindo a
diminuicdo do seu produto (Ginn et al., 2000; Jaffe et al., 2000; Nasir et al., 2001). A correlacdo
entre a expressao de p53 e o0 grau histolégico, a taxa de recidiva e o tempo de sobrevivéncia
nos mastocitomas caninos foram analisadas, no entanto, apesar do seu grande valor nas
neoplasias do Homem, os resultados nao foram similares nos cées (Ginn et al., 2000; Jaffe et
al., 2000; Wu et al., 2006). Todavia, a funcdo da p53 pode estar comprometida devido a varios
mecanismos nao-mutacionais como a exclusdo do ndcleo, a formacdo de complexos com
proteinas virais e a superexpressao do proto-oncogene Mdm2, discutido anteriormente (Nasir
et al., 2001; Strefezzi et al., 2009).

7. Tratamento

As opgOes de tratamento para o mastocitoma canino dependem das caracteristicas clinicas,
do estadiamento clinico e do grau histologico. No processo de escolha da melhor abordagem
terapéutica deve ter-se em consideracdo se € possivel a excisao cirargica do tumor e se a
terapéutica local é suficiente ou se é necesséaria terapéutica farmacoldgica sistémica
(Blackwood et al., 2012). As opcbes de tratamento para mastocitomas incluem cirurgia,
radioterapia, quimioterapia ou uma combina¢éo destas modalidades (O’Keefe, 1990; Gieger
et al., 2005).

7.1. Cirurgia

O tratamento de escolha para mastocitomas caninos localizados e ndo metastaticos, é a
cirurgia (Macy, 1985; Weisse et al., 2002; Govier, 2003; Thamm & Vail, 2007). A primeira
tentativa cirdrgica é a que apresenta os melhores resultados (Morris & Dobson, 2008). A
administracdo perioperatoria de antagonistas dos recetores H1 e H2 é recomendada com o
intuito de diminuir o risco de efeitos locais e sistémicos decorrentes da desgranulacdo dos
mastocitos em resposta & manipulagdo cirdrgica do tumor (Thamm & Vail, 2007). O
comprimento das margens cirargicas foi discutido anteriormente a propoésito da sua avaliagdo
histologica.

Em geral, cdes com mastocitomas tratados com cirurgia tém excelentes resultados. Num
estudo, 55 cdes com mastocitomas de grau Il de Patnaik tratados somente com cirurgia, com
cerca de 90% dos tumores com margens cirirgicas completas, foram acompanhados durante
540 dias e apenas 5% dos cédes apresentou recidiva local, 5% desenvolveu metastases, 11%
desenvolveram mastocitomas cutaneos adicionais e apenas 3 caes morreram com doenga
associada ao mastocitoma (Séguin et al., 2001).

A localizacdo tumoral pode influenciar a viabilidade de uma exciséo local ampla, tendo os
membros, a face e as areas com pouca pele menor viabilidade e, por vezes, necessidade de

cirurgia reconstrutiva apés excisao (O’Keefe, 1990; Al-sarraf, Mauldin, Patnaik, & Meleo, 1996;
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Blackwood et al., 2012). Com o objetivo de reduzir o tamanho tumoral e torn4-lo mais apto
para a ressecc¢ao cirdrgica pode ser utilizada a quimioterapia neoadjuvante (Dobson et al.,
2004; Stanclift & Gilson, 2008; Kiupel, 2016). Quando a exciséo cirlrgica completa do tumor
€ impossivel, é preferivel realizar uma resseccdo conservativa seguida de radioterapia
adjuvante, do que um procedimento cirdrgico radical (Al-sarraf et al.,, 1996; LaDue, Price,
Dodge, Page, & Thrall, 1998; Dobson et al., 2004; Poirier et al., 2006; Thamm & Vail, 2007;
Welle et al., 2008). Se possivel, deve ser considerada a opcéo de uma segunda cirurgia com
margens mais largas no local da cicatriz cirargica, o que pode resultar numa excisao completa
(Gieger et al.,, 2005; Thamm & Vail, 2007; Blackwood et al., 2012). A quimioterapia foi,
igualmente, sugerida como uma alternativa a radioterapia para mastocitomas cutaneos
caninos incompletamente excisados (Thamm et al., 1999; Thamm et al., 2006).

Nos casos de mastocitomas mudltiplos, todos os tumores passiveis de ressecc¢do cirargica
devem ser excisados. (Blackwood et al., 2012).

7.1. Radioterapia

A radioterapia € mais frequentemente utilizada como terapia adjuvante pés-cirdrgica apés
excisdo incompleta de um mastocitoma (Dobson & Scase, 2007; Blackwood et al., 2012). No
entanto, também pode ser utilizada no tratamento de metastases em linfonodos locais ou
regionais (O’Keefe, 1990; Blackwood et al., 2012; Kiupel, 2016).

A radioterapia adjuvante pés-cirurgica resultou em intervalos livres de doenca de 1 ano em
81-94% dos casos e de 2 anos em 67-86% dos casos de mastocitomas de grau intermédio
(Al-sarraf et al., 1996; Pairier et al., 2006). Foram, igualmente, reportados intervalos livres de
doenca de 40 meses em cdes com mastocitomas com metastases no linfonodo regional
tratados com cirurgia, radioterapia e prednisona (Chaffin & Thrall, 2002). No estudo de Dobson
et al., (2004), caes com mastocitomas ndo extirpaveis tratados apenas com prednisolona e
radioterapia, tiveram uma taxa de resposta de 89% e intervalos livres de doenca de 1 e 2 anos
em 60 e 52% dos casos, respetivamente.

Com o intuito de reduzir a gravidade da desgranulagdo mastocitaria induzida pela radioterapia
e 0s seus efeitos adversos, é frequentemente prescrita uma terapéutica com prednisolona
antes, durante e varias semanas apos o tratamento de radioterapia. Os antagonistas dos
recetores H1 e H2 sédo igualmente administrados para minimizar os efeitos sistémicos da
desgranulacao dos mastdcitos (Gieger et al., 2005; Dobson & Scase, 2007; Blackwood et al.,
2012).

7.2. Quimioterapia

A quimioterapia pode ser utilizada em cdes em varias circunstancias: primeiro, no tratamento

e na prevencdo da disseminacdo de metastases em tumores de alto grau; segundo, como
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terapéutica neoadjuvante antes da realizagdo de cirurgia ou radioterapia, para reduzir o
volume do tumor e aumentar a possibilidade de excisdo completa ou para tornar a radioterapia
mais facil e segura; por ultimo, para o tratamento de doenca residual quando nao € possivel
a realizacdo de cirurgia adicional ou a radioterapia ndo esta disponivel (Blackwood et al., 2012;
Kiupel, 2016).

O tratamento sistémico com farmacos antineoplasicos é mais apropriado em tumores de alto
risco de desenvolvimento de metastases, como tumores de grau Il (Patnaik) e tumores de
grau Il (Patnaik) com fatores de risco associados a menores tempos de sobrevivéncia e
desenvolvimento de metastases, como, por exemplo, indices de proliferacéo celular elevados
(Gieger et al., 2005; Dobson & Scase, 2007; Blackwood et al., 2012).

7.2.1.Protocolos classicos

O tratamento quimioterapico de primeira linha consiste, normalmente, na administragdo de
vimblastina e prednisolona, tendo uma taxa de resposta de cerca de 47% (Thamm et al., 1999;
Thamm et al., 2006), e o de segunda linha, na administracdo de lomustina, com taxa de
resposta de cerca de 42% (Rassnick et al., 1999). No entanto, sdo também utilizados
protocolos nos quais se administra alternadamente vimblastina e lomustina sem prednisolona,
com taxa de resposta de cerca de 57% (Cooper, Tsai, & Bennett, 2009) ou com prednisolona,
com taxa de resposta de cerca de 65 % (Rassnick, Bailey, et al., 2010; Blackwood et al., 2012;
Kiupel, 2016).

No estudo de Thamm et al., (2006), 61 cdes com tumores de grau Il ou Il (Patnaik) com risco
elevado de desenvolvimento de metastases foram tratados com prednisona e vimblastina,
apos excisdo cirtrgica. Cerca de 65% dos pacientes estavam vivos 3 anos depois, com um
intervalo livre de doenca de 1305 dias (Thamm et al., 2006). J&a, noutros estudos, dos
pacientes com tumores de grau lll (Patnaik) tratados apenas com cirurgia, apenas 6, 13 e 36%
sobreviveram por periodos de 4 anos, 7 meses e 2 anos, respetivamente (Bostock, 1973;
Patnaik et al., 1984; Murphy et al., 2004).

Em relagdo ao uso de outros compostos quimioterapicos no tratamento de mastocitoma
canino, foi reportada uma taxa de resposta de 64%, apds administracdo da associagéo
vimblastina, ciclofosfamida e prednisolona, resultando numa mediana de duracéo de resposta
de 141 dias e toxicidade baixa (Camps-Palau et al., 2007). A administracdo de clorambucil
associado a prednisolona resultou numa resposta mensuravel em 38% dos casos (Taylor,
Gear, Hoather, & Dobson, 2009). A administracdo unicamente de hidroxiureia resultou numa
resposta mensuravel em 28% dos casos, com uma mediana de sobrevida de 67 dias
(Rassnick, Al-Sarraf, et al., 2010). A prednisolona é ativa contra mastocitomas caninos, no
entanto, quando administrada individualmente tem uma baixa taxa de resposta (20%) (Mccaw
et al., 1994).
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Apesar da eficicia reportada, a resposta dos mastocitomas a quimioterapia € variavel, com
uma mediana de tempo até progressao da doenca de 77 dias, no caso da lomustina (Rassnick
et al., 1999), e de 489 dias, no caso da associacao de vimblastina, lomustina e prednisolona
(Rassnick, Bailey, et al., 2010). Assim, tornou-se necessario o desenvolvimento de novos
compostos anti-tumorais, para um melhor controlo de mastocitomas nao extirpaveis,
recorrentes e metastaticos (Grant, North, & Lanore, 2016).

Além de ter em atencdo a taxa e duracdo da resposta dos mastocitomas a quimioterapia, a
escolha do farmaco quimioterapico a utilizar deve ter em conta o seu potencial de toxicidade
(Blackwood et al., 2012) (Kiupel, 2016).

7.2.2.Inibidores dos recetores tirosina quinase

Os inibidores da tirosina quinase sao capazes de bloquear a atividade dos recetores através
da inibicdo competitiva da ligagdo de ATP e consequente fosforilacdo, das quais depende a
ativacdo do recetor (Liao et al., 2002; Blackwood et al., 2012).

A Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) aprovou, com indicacao terapéutica para os
mastocitomas caninos, dois IRTQ (o fosfato de toceranib (Palladia®) e o masitinib (Masivet®)),
ambos desenvolvidos tendo como alvo o KIT (Pryer et al., 2003; Dubreuil et al., 2009). Nas
caracteristicas do produto, na pagina da web da EMA, o Palladia® est& indicado no tratamento
de mastocitomas cutaneos caninos de grau Il ou lll de Patnaik ndo extirpaveis e recorrentes
(EMA, 2017), e o Masivet® esta indicado no tratamento de mastocitomas de grau Il ou lll de
Patnaik ndo extirpaveis, com mutagéo confirmada no c-kit (EMA, 2013).

Ambos os farmacos demonstraram eficacia como compostos Unicos em ensaios clinicos
(London et al., 2009; Hahn et al., 2008; Hahn et al., 2010).

A eficacia do toceranib foi demonstrada em cdes com mastocitomas cutédneos de grau Il ou llI
(Patnaik) recorrentes, com ou sem envolvimento do linfonodo. O tratamento com toceranib
melhorou significativamente a taxa de resposta objetiva, comparado com o placebo. A
presenca de mutacdo no c-kit e a auséncia de metéstases no linfonodo regional, mas ndo o
grau histol6gico, foram significativamente associados a uma resposta objetiva superior. Os
cdes com tumores de grau Il (Patnaik) e cdes sem metastases nos linfonodos regionais
tiveram um tempo para progressao tumoral superior, ndo sendo o estado mutacional do c-kit
associado ao tempo para progressdo tumoral. A taxa de resposta foi de 43%, incluindo
respostas completas e parciais (London et al., 2009).

A eficacia do masitinib foi estudada em cdes com mastocitomas de grau Il ndo extirpaveis ou
recorrentes ou mastocitomas de grau lll (Patnaik) sem metastases nodais ou viscerais,
tratados previamente ou ndo. O tratamento com masitinio comparado com o placebo
prolongou significativamente o tempo para progressao tumoral (mediana de 118 dias) em

todos os cées, independentemente da presenca de mutagdo no c-kit, sendo este efeito mais
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pronunciado em cées a receber masitinib como primeira linha de tratamento. Na avaliagdo
aos 6 meses nao existiram diferencas significativas no tempo de sobrevivéncia entre o
masitinib e o placebo (Hahn et al.,, 2008). Num estudo adicional, Hahn et al., (2010)
demonstraram que a utilizacdo de masitinib no tratamento de mastocitomas nao extirpaveis
aumentou as taxas de sobrevivéncia aos 12 e 24 meses, em comparacdo com o placebo,
independentemente do estado de mutacdo do c-kit. Noutro estudo (Smrkovski, Essick,
Rohrbach, & Legendre, 2013) foi reportada uma taxa de resposta de 50%, uma mediana de
tempo até progressao de 453 dias e uma mediana de tempo de sobrevivéncia de 630 dias em
cdes com mastocitomas nao extirpaveis e metastaticos tratados com masitinib (os tempos
indicados séo relativos aos animais que responderam ao tratamento). Neste estudo, o padréo
de expressédo do KIT ou a presenca de mutacdo no c-kit ndo foram avaliados (Smrkovski et
al., 2013). Um estudo retrospetivo mais recente (Grant et al., 2016) reportou uma taxa de
resposta de 82%, uma mediana de tempo até progressao de 88 dias e uma mediana de tempo
de sobrevivéncia de 155 dias, em cdes com mastocitoma tratados com masitinib (os tempos
indicados séo relativos aos animais que responderam ao tratamento). Neste estudo, o padrédo
de expressédo do KIT ou a presenca de mutacdo no c-kit , também, ndo foram avaliados (Grant
et al., 2016).

A apresentacdo para administracao oral destes farmacos torna a sua administracao mais facil,
no entanto, os pacientes em tratamento com IRTQ devem ser monitorizados regularmente,
como em qualquer terapéutica citotdxica, pois ambos 0os medicamentos apresentam efeitos
secundarios, descritos no resumo das caracteristicas dos medicamentos.

Estudos recentes e investigacdes em progresso estdo a avaliar a combinagéo de fosfato de
toceranib com quimioterapia convencional (Robat et al., 2011) e a comparar a eficacia de
tratamento com outros quimioterapicos e fosfato de toceranib (Weishaar et al., 2018). Em caes
com mastocitoma tratados com a combinagéo de fosfato de toceranib com vimblastina, a taxa
de resposta objetiva foi de 71% (Robat et al., 2011). Em caes com mastocitoma macroscépico
ndo foram encontradas diferengas significativas no intervalo livre de progressao, tempo de
sobrevivéncia, resposta completa, taxa de resposta objetiva ou beneficio clinico entre o
tratamento com vimblastina e o tratamento com toceranib (Weishaar et al., 2018). No entanto,
os cdes do grupo de tratamento com toceranib apresentaram maior nimero de reacdes
adversas (Weishaar et al., 2018). Neste estudo concluiu-se, ainda, que a utilizagdo individual
do perfil do padréo de expressao do KIT e do estado de mutacao no c-kit ndo é suficiente para
tomar decisdes de tratamento entre vimblastina e toceranib; no entanto, a utilizacdo destes
testes é preditiva da resposta ao tratamento em cdes com mastocitoma tratados com toceranib
(Weishaar et al., 2018).
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7.3. Tratamento com base nos fatores de progndstico

As consideracdes para a incluséo de terapéutica local adicional no local de excisdo de um
mastocitoma cutédneo devem ser feitas com base na avaliacdo das margens cirdrgicas, na
gradacgdo histolégica utilizando o sistema de dois niveis e na avaliagdo dos indices de
proliferacéo, incluindo o indice Ki-67, pontuacdo AgNOR e pontuac¢do AgNOR x Ki-67 (figura
6). Se as margens cirargicas do mastocitoma extirpado estiverem livres de células neoplasicas
(limpas), ndo ha indicagdo para terapéutica local adicional independentemente de outros
resultados. Também, ndo existe indicagdo para terapéutica local adicional se as células
neoplasicas infiltrarem as margens cirdrgicas (contaminadas) e o mastocitoma for de baixo
grau histoldgico e apresentar baixos indices de proliferacéo celular, pois apenas € notada uma
diferenca minima na taxa de recidiva entre tumores com margens cirdrgicas limpas ou
contaminadas. Uma terapéutica local adicional, como a cirurgia secundaria ou a radioterapia,
deve ser considerada se as margens cirargicas estiverem contaminadas e o mastocitoma for
de alto grau histologico, ou for de baixo grau mas apresentar altos indices de proliferagéo
celular (Sledge et al., 2016).

Figura 6 — Consideragdes para tratamento local adicional de cdes com mastocitomas cutdneos
excisados. Adaptado de Sledge et al, 2016.
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Sem indicagédo para Terapéutica local
tratamento adicional adicional

As consideracdes para a inclusdo de terapéutica sistémica no tratamento de mastocitomas
cutaneos caninos devem ser feitas com base no estadiamento clinico, na gradacao histologica
utilizando o sistema de dois niveis, na avaliacao dos padrbes de expressao do KIT através de

imunohistoquimica, no PCR para mutacdes ativas do c-kit e na avaliagdo dos indices de
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proliferagéo (figura 7). A terapéutica sistémica deve ser considerada para caes com evidéncia
de metéstases no estadiamento clinico, ou com mastocitomas de alto grau histologico, ou com
mastocitomas de baixo grau histolégico que apresentem altos indices de proliferacéo celular,
mutacdo ativa no exdo 11 do c-kit ou padrdes de expressdo do KIT 2 ou 3. Nao existe
indicacdo para tratamento suplementar em cdes sem evidéncia de metastases no
estadiamento clinico e com mastocitomas de baixo grau histolégico com baixos indices de
proliferacdo, auséncia de mutacado ativa no exdo 11 do c-kit e padrdo de expressao do KIT 1
(Sledge et al., 2016).

Figura 7 - Consideracdes para a inclusdo de terapéutica sistémica no tratamento de mastocitomas
cuténeos caninos. Adaptado de Sledge et al, 2016.
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As consideragfes para a inclusédo de IRTQ no tratamento de mastocitomas cutaneos caninos,
gquando é necessaria terapéutica sistémica, devem ser feitas com base nos resultados do PCR
para mutagcfes ativas no exdo 11 do c-kit e avaliacdo dos padrbes de expressédo do KIT
através de imunohistoquimica (figura 8). Se as células neoplasicas de um mastocitoma
cutaneo ou subcuténeo primario ou um foco metastatico forem positivas para mutagéo ativa
no exao 11 do c-kit ou apresentarem um padrao de expressao do KIT 2 ou 3, pode ser benéfico
ainclusédo de IRTQ no tratamento. Se as células neoplasicas forem negativas para mutacdes
no c-kit e apresentarem um padrdo de expressdo do KIT 1 ndo existe indicacdo para a

incluséo de IRTQ no tratamento (Sledge et al., 2016).
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Figura 8 - Consideracdes na inclusao de inibidores de tirosina quinase no tratamento de
mastocitomas cutaneos caninos. Adaptado de Sledge et al, 2016.
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CAPITULO 3 - PADRAO DE EXPRESSAO DO RECETOR KIT
NO MASTOCITOMA CANINO: SELECAO DOS INIBIDORES
DOS RECETORES TIROSINA QUINASE

1. Objetivos

Devido a prevaléncia e comportamento biol6gico varidvel dos mastocitomas caninos, ao custo
da terapéutica e ao potencial stress emocional para os tutores, é importante realizar um
prognéstico preciso e selecionar corretamente a abordagem terapéutica mais apropriada
(Kiupel, 2016). Assim, o principal objetivo deste estudo foi comparar os tempos de
sobrevivéncia de animais com mastocitoma e diferentes padroes de expressdo do KIT
submetidos a terapéutica com fosfato de toceranib (Palladia®) e/ou masitinib (Masivet®), com
o intuito de selecionar o melhor IRTQ para cada padrao de expressao do KIT. Adicionalmente,
e com o propdsito de caracterizar os tumores, foi objetivo suplementar deste estudo investigar
a distribuicdo dos casos por sexo, idade e raga, e qualificar os mastocitomas em termos de
localizacao, tipo de leséo, grau histologico e padrao de expressédo do KIT. Foi, ainda, objetivo

desta dissertacdo a identificag@o e avaliacao de fatores influenciadores de prognéstico.

2. Material e métodos

2.1. Amostra utilizada

Neste estudo retrospetivo, foram critérios de inclusdo serem animais de espécie canina, com
diagndstico histopatoldgico de mastocitoma e andlise imunohistoquimica para o KIT.

Este estudo foi realizado em duas fases. Inicialmente, fez-se o levantamento dos casos de
mastocitomas dos arquivos do laboratério de Anatomia Patolégica da FMV-ULisboa, no
periodo compreendido entre janeiro de 2013 e Fevereiro de 2018. Refira-se que nem todos
0s casos eram pacientes do HE-FMV, pois, em alguns deles, apenas foi realizada a analise
imunohistoquimica no respetivo servico do Laboratério de Anatomia Patolégica da FMV.
Assim as amostras biolégicas eram provenientes do HE-FMV, da VetOeiras — Hospital
Veterinario Central da Linha de Cascais, da Clinica Veterinaria Dra. Elsa Pereira, do Centro
Veterinario do Jamor e da Clinica Veterinaria Jodo XXI.

Na segunda fase do estudo foram consultadas as fichas clinicas dos animais selecionados,
atendidos nos varios CAMV, com o objetivo de recolher as informacfes necessarias e
relevantes ao estudo. De modo a complementar informag6es em falta foram inquiridos alguns

Médicos Veterinarios assistentes dos animais em estudo.
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Os critérios de exclusdo deste estudo foram auséncia de diagnostico histopatolégico de
mastocitoma, auséncia de analise imunohistoquimica do KIT, auséncia de informac¢des sobre
0 acompanhamento do animal ou histéria clinica demasiado incompleta, presenca de outro

tipo de neoplasia concomitante e instituicdo de tratamento para essas neoplasias.

2.2. Parametros a avaliar

A partir dos relatérios de histopatologia e das fichas clinicas dos animais, foram recolhidos
dados respeitantes a identificacdo do animal, raca, idade no momento do diagnostico e sexo.
A localizacdo do tumor, o tipo de leséo (Unica ou multipla), o grau histologico e o padrao de
expressao do KIT foram também objeto de analise, bem como o tratamento com quimioterapia
classica e com IRTQ. A resposta ao tratamento foi avaliada através dos tempos de
sobrevivéncia. Na Tabela 4 estdo enumeradas as varidveis analisadas no estudo com as

respetivas categorias e unidades.

2.3. Analise estatistica

Os dados recolhidos foram organizados de forma a criar uma base de dados utilizando o
programa Microsoft Office Excel 2016® e posteriormente analisados estatisticamente através
do software R 3.5.1 for Windows (64-bit) 2018 e da extensdo R Commander.

Como andlise descritiva das varidveis continuas, foram utilizadas a média, a mediana, o
desvio-padrédo, o valor minimo e o valor maximo. Os resultados foram expressos na forma de
média + desvio-padrdo. Como andlise descritiva das variaveis categoricas, foram utilizadas
as frequéncias absolutas (numero) e relativas (percentagem).

A relacdo entre as varidveis categoricas foi avaliada pelo método de qui quadrado (X?) e o
teste exato de Fisher. As associagbes foram consideradas significativas para valores de
p<0,05. Foi, também, empregue o odds ratio, que corresponde a razdo entre a possibilidade
de um evento ocorrer num determinado grupo em detrimento de outro.

A analise de sobrevivéncia foi realizada com recurso ao método Kaplan-Meier, cuja variavel
dependente foi o tempo de sobrevivéncia, definido como o periodo desde a primeira consulta
relacionada com mastocitoma até a morte do animal. Os animais vivos no momento do estudo
ou mortos por causas ndo relacionadas com o0 mastocitoma foram assinalados como
censurados. O tempo correspondente dos animais vivos foi definido como o periodo desde a
primeira consulta relacionada com mastocitoma até a Ultima consulta registada. Foram
realizadas curvas de Kaplan-Meier para a totalidade da amostra e para grupos consoante as
variaveis categoricas. Para além disso, para avaliar se a diferenga entre curvas de
sobrevivéncia era estatisticamente significativa foi utilizado o teste Logrank, sendo que

apenas foram considerados estatisticamente significativos valores de p<0,05.
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Outas variaveis utilizadas no estudo

Variaveis epidemiolégicas

Variaveis o
Variaveis clinicas

Variaveis

de fatores influenciadores de

histolégicas

imunohistoquimicas

prognostico e/ou na andlise de

sobrevivéncia

Tabela 4 — Variaveis utilizadas na analise estatistica.

Variavel Categoria
Boxer
Golden Retriever
Raca Retriever do Labrador
Sem raca definida
Outra
Idade Anos
Macho
Sexo "
Fémea
Cabeca/Pescoco
Tronco
o Membros
Localizagéo i
Abdoémen
Flanco

Regido escrotal/ prepucial/ perineal/ inguinal

_ Unica
Tipo de leséo .
Multipla
Grau histolégico
(de acordo com os sistemas )
o ) Baixo grau
de classificagcdo de Kiupel et
_ Alto grau
al, (2011) e Patnaik et al.
(1984))
1
Padrao de expressao do KIT 2
Vimblastina

o ) Prednisolona
Quimioterapia
Ambos
Nenhum
Palladia
Masivet
IRTQ
Ambos
Nenhum
Tempo de sobrevivéncia Dias
Morte relacionada com Sim

mastocitoma Nao
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3. Resultados

O estudo retrospetivo compreendeu uma amostra de 42 cdes, com diagndstico de
mastocitoma, com uma média de tempo de seguimento de 361,6 + 249,8 dias e mediana de
293,5 dias.

3.1 Raca

No presente estudo, a raca Retriever do Labrador foi aquela que apresentou maior casuistica
com 9 (21,4%) casos, seguida pelos Golden Retriever com 7 (16,7%) e Boxer com 6 (14,3%).
Os animais sem raca definida corresponderam a 5 (11,9%) casos. Na tabela 5 apresenta-se

a distribuicdo dos mastocitomas por raca.

Tabela 5 - Distribuicdo dos mastocitomas por raca

Raca Freq.absoluta (n) Freq.relativa (%)
Retriever do Labrador 9 21,4%
Golden Retriever 7 16,7%
Boxer 6 14,3%
Sem raga definida 5 11,9%
Terrier 4 9,5%
Bouledogue francés 3 7,1%
Caniche 2 4,8%
Shar Pei 2 4,8%
Pequinés 1 2,4%
Braco de Weimar 1 2,4%
Baixote 1 2,4%
Chihuahua 1 2,4%
3.2. Idade

A idade dos animais afetados variou entre os 9 meses e 0s 16 anos com média de 8,2 + 3,3
anos e mediana de 9 anos. Com o intuito de prosseguir com a analise de sobrevivéncia e
associagoes estatisticas, a variavel idade foi dividida em dois grupos: animais com idade igual
ou inferior a 8 anos e animais com idade superior a 8 anos, resultando em 19 (45,2%) casos

de idade inferior ou igual a 8 anos e 23 (54,8%) casos de idade superior a 8 anos.

3.3. Sexo

Dos animais portadores dos tumores em estudo, 24 (57,1%) eram fémeas e 18 (42,9%) eram

machos (grafico 2).
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Grafico 2 - Distribuicdo dos mastocitomas por sexo.
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3.4. Tipo de leséo

Dos animais incluidos neste estudo, identificaram-se 34 (82,9%) animais com nodulos
solitarios e 7 (17,1%) com ndédulos multiplos (gréafico 3). Nao foi possivel recolher informacgéo

acerca da localizacdo e multiplicidade dos tumores num dos casos.

Gréfico 3 - Distribuicdo dos mastocitomas por tipo de lesao.
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3.5. Localizacéao

Os 34 tumores solitarios tinham a localizagdo apresentada no grafico 4. Assim, 9 (26,5%)
tumores localizaram-se nos membros, sem preferéncia para 0 membro toracico ou pélvico, 7
(20,6%) nas regides escrotal/ prepucial/perineal/ inguinal, 7 (20,6%) no tronco, 5 (14,7) na

cabecga ou pescogo, 3 (8,8%) no flanco e 3 (8,8%) no abdémen.

Gréfico 4 — Frequéncia relativa da distribuicdo dos mastocitomas por localizacao.

8,8% B Membros

8,8% o .

’ M Regides escrotal/ prepucial/
perineal/ inguinal

M Tronco

14,7%
B Cabeca/ pescogo

B Flanco

B Abdémen

20,6%

53



3.6. Grau histolégico

A classificagdo em graus foi feita de acordo com os critérios de Kiupel et al. (2011) para a
maioria dos tumores, apenas para um dos casos foram utilizados os critérios de Patnaik el al.
(1984). Assim, 18 (42,9%) tumores foram classificados com baixo grau, 23 (54,8%) com alto
grau (kiupel et al. 2011) e 1 (2,4%) com grau Il de Patnaik.

3.7. Padrao de expressao do KIT

Neste estudo, foram identificados doze (28,6%) tumores com padrdo de expressao 1, nove
(21,4%) com padrdo de expresséo 2 e vinte e um (50%) com padrdo de expressao 3 (tabela
6). Com o intuito de prosseguir com a analise de sobrevivéncia e associagdes estatisticas, a
variavel padrao de expresséo do KIT foi dividida em dois grupos: tumores com localiza¢ao
tipica do KIT (padréo de expresséo 1) e tumores com localizag&o atipica do KIT (padréo de
expressao 2 e 3), resultando em doze (28,6%) casos com localizacao tipica e trinta (71,4%)

com localizagé&o atipica.

Tabela 6 - Distribuicdo dos mastocitomas por padrdo de expresséo do KIT.

KIT Numero %
Padrdo de expressao 1 12 28,6%
Padrdo de expressao 2 9 21,4%
Padréo de expresséo 3 21 50%
3.8. Tratamento

Os protocolos quimioterapicos encontrados variaram entre a administragdo de vimblastina,
em protocolo Unico, em 4,8% (2/42) dos casos, a administracdo de prednisolona, em protocolo
anico, em 9,5% (4/42) dos casos e a administracdo da associacdo de vimblastina com
prednisolona em 47,6% (20/42) dos casos. Em 38,1% (16/42) dos animais néo foi feita a
administracdo de qualquer quimioterapia. A distribuicdo dos casos por protocolo

guimioterapico esta apresentada no grafico 5.

Gréfico 5 - Distribuicdo dos casos por protocolo quimioterapico.
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Em relagdo a quimioterapia com os IRTQ, 14,3% (6/42) dos animais foram tratados com
ambos os IRTQ, 14,3% (6/42) com masitinib (Masivet®) e 9,5% (4/42) com toceranib
(Palladia®). Nao foram utilizados IRTQ em 61,9% (26/42) dos casos. A distribuicdo dos casos

segundo a utilizacdo de IRTQ esta apresentada no grafico 6.

Gréfico 6 - Distribuicdo dos casos segundo a utilizacdo de IRTQ.
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Dos dez animais tratados com toceranib (Palladia®), cinco (50%) apresentaram reacoes
adversas relacionadas com a administracdo do medicamento. Assim, quatro (40%) animais
desenvolveram gastroenterite e um (10%) animal desenvolveu pancreatite.

Dos doze animais tratados com masitinib (Masivet®), apenas trés (25%) apresentaram
reacOes adversas relacionadas com a administracdo do medicamento. Em dois (16,7%) casos
registaram-se um aumento nas enzimas hepaticas e um (8,3%) animal desenvolveu anemia,

neutropenia e aumento das enzimas hepaticas.

3.9. Associacdes estatisticas

3.9.1. Associacdes entre as variaveis epidemioldgicas e clinicas

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na associacdo entre as
variaveis epidemiolégicas e clinicas. No entanto, na tabela 7, é possivel observar que 83,3%

dos animais de raca Boxer tinham idade inferior ou igual a 8.

Tabela 7 - Associagéo entre a raca e a idade dos animais em estudo.

Idade p-value
Raca <8 >8
Boxer 83,3% (5) 16,7% (1)
Golden Retriever 42,9% (3) 57,1% (4)
0,3568
S.R.D. 25% (1) 75% (3)
Retriever do Labrador | 33,3% (3) 66,7% (6)
Outra 43,8% (7) 56,2% (9)
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3.9.2. Associagdes entre as variaveis epidemioldgicas e clinicas e as

variaveis histologicas

Os animais com idade superior a 8 anos apresentaram uma maior percentagem de tumores
de alto grau histolégico. Pelo contrario, os animais com idade inferior ou igual a 8 anos
apresentaram uma maior percentagem de tumores de baixo grau histologico (p=0,0495). O
risco de desenvolvimento de tumores de alto grau foi 3,47 vezes superior nos animais com
idades superiores a 8 anos comparado com 0 risco para animais com idades iguais ou
inferiores a 8 anos (tabela 8).

Os animais de raca Boxer apresentaram maioritariamente tumores de baixo grau histoldgico,
enguanto que o0s animais sem raca definida apresentaram apenas tumores de alto grau
histolégico, no entanto, as diferencas observadas para o grau histologico entre as varias racas
nao foram estatisticamente significativas (tabela 8).

O género, localizagdo tumoral e multiplicidade tumoral ndo apresentaram qualquer relagédo

com o grau histolégico.

Tabela 8 - Associa¢Bes entre a raga e idade e o grau histoldgico.

Grau histologico p-value Odds ratio
Raca Baixo grau | Alto grau
Boxer 83,3% (5) 16,7% (1)
Golden Retriever 57,1% (4) 42,9% (3)
S.R.D. 0% (0) 100% (4) 009687
Retriever do Labrador | 44,4% (4) 55,6% (5)
Outra 33,3% (5) 66,7% (10)
Idade Baixo grau Alto grau
<8 61,1% (11) | 38,9% (7) 0,0495 3,47
>8 30,4% (7) | 69,6% (16)

3.9.3. AssociacOes estatisticas entre as variaveis epidemioldgicas,

clinicas e histoldgicas e as variaveis imunohistoquimicas

A maior percentagem de tumores com padrdo de expressao do KIT atipico (2 e 3) localizava-
se no abdémen, membros e tronco. Ja os tumores com padréo de expresséo do KIT tipico (1)
encontravam-se localizados em maior percentagem noutros locais (tabela 9).

As restantes varidveis ndo apresentaram associagdo estatisticamente significativa com o
padréo de expresséo do KIT (tabela 9).

O risco de desenvolvimento de tumores com padrées do KIT atipicos foi 2,06 vezes superior
nos animais com idade superior a 8 anos do que nos animais com idade igual ou inferior a 8

anos (tabela 9).

56



O risco de desenvolvimento de tumores com padrdes do KIT atipicos foi 2,80 vezes superior
nos animais com lesGes mdultiplas do que nos animais com les@es Unicas (tabela 9).

O risco de desenvolvimento de tumores com padrées do KIT atipicos foi 2,93 vezes superior
nos animais com tumores de alto grau histoldgico do que nos animais com tumores de baixo

grau histologico (tabela 9).

Tabela 9 - Associacdes entre as variaveis epidemiolégicas, clinicas e histolégicas e o KIT.

KIT p-value | Odds ratio
Raca Tipico Atipico
Boxer 16,7% (1) 83,3% (5)
Golden Retriever 42,9% (3) 57,1% (4)
S.R.D. 0% (0) 100% (4) 0,5865
Retriever do Labrador 22,2% (2) 77,8% (7)
Outra 37,5% (6) 62,5% (10)
Idade Tipico Atipico
<8 36,8% (7) 63,2% (12) 0,2809 2,06
>8 21,7% (5) 78,3% (18)
Sexo Tipico Atipico
Macho 33,3% (6) 66,7% (12) 0,5541 1,48
Fémea 25% (6) 75% (18)
Localizagéo Tipico Atipico
Abdémen 0% (0) 100% (3)
Cabeca 60% (3) 40% (2)
Flanco 66,7% (2) 33,3% (1) 0,0271
Membros 0% (0) 100% (9)
Regides 57,1% (4) 42,9% (3)
Tronco 28,6% (2) 71,4% (5)
Lesédo Tipico Atipico
Unica 32,4% (11) 67,6% (23) 0,6514 2,80
Maltipla 14,3% (1) 85,7% (6)
Grau histolégico Tipico Atipico
Baixo grau 38,9% (7) 61,1% (11) 0,1645 2,93
Alto grau 17,4% (4) 82,6% (19)

3.10. Estudo de fatores influenciadores de prognéstico

Nesta seccdo, serdo focadas as associacdes estatisticas entre as diferentes variaveis
estudadas (epidemiologicas e clinicas, histopatolégicas e imunohistoquimicas) e a morte
devida ao tumor.

De entre os 42 animais incluidos neste estudo, ndo foi possivel determinar o estado de

sobrevivéncia de 4. Dos restantes 38 animais, 22 (57,9%) encontravam-se vivos ou morreram
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de causas nao relacionadas com o mastocitoma e 16 (42,1%) encontravam-se mortos devido
ao mastocitoma.

Os animais com idade superior a 8 anos apresentaram maior percentagem de mortalidade
relacionada com o mastocitoma (p=0,01), bem como os animais com tumores de alto grau
histologico (p=0,002) (tabela 10).

As restantes variaveis hdo apresentaram associacdo estatisticamente significativa com a
morte devida ao tumor. No entanto, € possivel observar que 100% dos animais de raca Boxer
nao morreu devido ao mastocitoma, bem como 71,4% dos animais com tumores com

localizacdo nas regides escrotal/ prepucial/ inguinal/ perineal (tabela 10).

Tabela 10 - Associacdes entre as variaveis epidemiolégicas, clinicas, histolégicas e
imunohistoquimicas e a morte devida ao tumor.

Morte Mastocitoma P-value Odds ratio
Raca Nao Sim
Boxer 100% (5) 0% (0)
Golden Retriever 60% (3) 40% (2)
S.R.D. 50% (2) 50% (2) 02141
Retriever do Labrador 66,7% (6) 33,3% (3)
Outra 40% (6) 60% (9)
Idade Nao Sim
<8 81,2% (13) | 18,8% (3) 0,01289 5,94
>8 40,9% (9) | 59,1% (13)
Sexo N&o Sim
Macho 58,8% (10) 41,2% (7) 0,9169 1,06
Fémea 57,1% (12) | 42,9% (9)
Localizagcao Nao Sim
Abdémen 66,7% (2) 33,3% (1)
Cabecal/pescoco 40% (2) 60% (3)
Flanco 33,3% (1) 66,7% (2) 0,8458
Membros 50% (3) 50% (3)
Regibes escrotal/ prepucial/ inguinal/ perineal | 71,4% (5) 28,6% (2)
Tronco 57,1% (4) 42,9% (3)
Leséo N&o Sim
Mdltipla 66,7% (4) 33,3% (2) 0,6796 1,62
Unica 54,8% (17) | 45,2% (14)
Grau histolégico Né&o Sim
Baixo grau 87,5% (14) 12,5% (2) 0,00249 11,37
Alto grau 36,4% (8) 63,6% (14)
KIT N&o Sim
Tipico 72,7% (8) 27,3% (3) 0,296 2,41
Atipico 51,9% (14) | 48,1% (13)
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O risco de morte relacionada com o mastocitoma foi 5,94 vezes superior nos animais com
idade superior a 8 anos do que nos animais com idade igual ou inferior a 8 anos (tabela 10).
O risco de morte relacionada com o mastocitoma foi 11,37 vezes superior nos animais com
tumores de alto grau histolégico do que nos animais com tumores de baixo grau histolégico
(tabela 10).

O risco de morte relacionada com o mastocitoma foi 2,41 vezes superior nos animais com
tumores com padrdes do KIT atipicos do que nos animais com tumores com padréo do KIT
tipico (tabela 10).

3.11. Anédlise de sobrevivéncia

De modo a facilitar a exposicdo dos dados, far-se-4 uma andlise sumaria das curvas de
sobrevivéncia, estando depois as mesmas representadas.

Na figura 9 esta representada a curva de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivéncia da
amostra. A mediana de tempo de sobrevivéncia dos animais em estudo foi de 606 dias, com
um minimo de 56 dias e um méaximo de 862 dias.

Na analise de sobrevivéncia de acordo com a raca, a mediana de tempo de sobrevivéncia nos
Boxers e nos Golden Retrievers néo foi alcangcada. A mediana de tempo de sobrevivéncia foi
de 862 dias para os Retrievers do Labrador, 467 dias para os canideos sem raca definida e
421 dias para as outras racas. Aos 300 dias a probabilidade de sobrevivéncia foi a seguinte:
100% para Boxer e Retriever do Labrador, 75% para os canideos sem raca definida, 53,3%
para os Golden Retrievers e 51,4% para as outras racas. As diferencas observadas néo foram

estatisticamente significativas (p= 0.4) (figura 10).

Figura 9 - Curva Kaplan-Meier de sobrevivéncia Figura 10 - Curvas Kaplan-Meier de
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Na andlise de sobrevivéncia de acordo com a idade, a mediana de tempo de sobrevivéncia

foi de 862 dias para os canideos com idade inferior ou igual a 8 anos no momento do
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diagndstico e de 334 dias para os canideos com idade superior a 8 anos no momento do
diagnéstico. As diferencas observadas foram estatisticamente significativas (p= 0.01) (figura
11).

Na andlise de sobrevivéncia de acordo com o género, a mediana de tempo de sobrevivéncia
foi de 862 dias para as fémeas e de 467 dias para os machos. As diferencas observadas ndo

foram estatisticamente significativas (p= 0.5) (figura 12).

Figura 11 - Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia de Figura 12 - Curvas Kaplan-Meier de
acordo com a idade no momento do diagndstico. sobrevivéncia de acordo com o género.
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Na andlise de sobrevivéncia de acordo com a localizagdo tumoral, a mediana de tempo de
sobrevivéncia nos canideos com mastocitomas localizados no abdémen e nas regibes
escrotal, perineal, inguinal e prepucial ndo foi alcancada. A mediana de tempo de
sobrevivéncia foi de 862 dias para os canideos com mastocitoma localizado nos membros,
536,5 dias para os canideos com mastocitoma localizado na cabega ou pescoco, 421 dias
para os canideos com mastocitoma localizado no flanco e 324 dias para os canideos com
mastocitoma localizado no tronco. Aos 300 dias a probabilidade de sobrevivéncia foi a
seguinte: 75% para a localizagédo cabeca ou pescoco, 71,4% para a localizacdo tronco, 68,6%
para a localizag&o regides escrotal, perineal, inguinal e prepucial e 66,7% para as localizagbes
membros, flanco e abdémen. As diferencas observadas ndo foram estatisticamente
significativas (p= 1) (figura 13).

Na analise de sobrevivéncia de acordo com a multiplicidade do tumor, a mediana de tempo
de sobrevivéncia nos canideos com lesdo mdltipla ndo foi alcancada. A mediana de tempo de
sobrevivéncia foi de 606 dias para os canideos com leséo Unica. Aos 365 dias a probabilidade
de sobrevivéncia foi a seguinte: 66,7% para os canideos com lesdo multipla e 64% para 0s
canideos com lesao Unica. As diferencas observadas ndo foram estatisticamente significativas
(p=0.6) (figura 14).
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Figura 13 — Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia Figura 14 — Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia
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Na andlise de sobrevivéncia de acordo com o grau histol6gico, a mediana de tempo de
sobrevivéncia nos canideos com mastocitomas de baixo grau histologico néo foi alcancada.
A mediana de tempo de sobrevivéncia foi de 421 dias para os canideos com mastocitomas
de alto grau histologico. Aos 365 dias a probabilidade de sobrevivéncia foi a seguinte: 85,7%
para os canideos com mastocitomas de baixo grau histologico e 52,8% para os canideos com
mastocitomas de alto grau histolégico. As diferencas observadas foram estatisticamente
significativas (p= 0.03) (figura 15).

Na analise de sobrevivéncia de acordo com o padrdo de expressao do KIT, a mediana de
tempo de sobrevivéncia nos canideos com mastocitoma com padrdo 1 nao foi alcancada. A
mediana de tempo de sobrevivéncia foi de 334 dias para os canideos com mastocitoma com
padrdo 2 e 467 dias para os canideos com mastocitomas com padrdo 3. Aos 300 dias a
probabilidade de sobrevivéncia foi a seguinte: 90% para 0s canideos com mastocitomas com
padréo 1, 71,4% para os canideos com mastocitomas com padréo 2 e 62,7% para os canideos
com mastocitomas com padrdo 3. As diferencas observadas ndo foram estatisticamente

significativas (p= 0.5) (figura 16).

Figura 15 - Curvas Kaplan-Meier de Figura 16 - Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia
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Na analise de sobrevivéncia de acordo com o tratamento quimioterapico, a mediana de tempo
de sobrevivéncia nos canideos com tratamento com vimblastina e sem tratamento
guimioterdpico néao foi alcancada. A mediana de tempo de sobrevivéncia foi de 421 dias para
0s canideos com tratamento com ambos (vimblastina e prednisolona) e 334 dias para os
canideos com tratamento com prednisolona. Aos 365 dias a probabilidade de sobrevivéncia
foi a seguinte: 100% para os canideos com tratamento com vimblastina, 92,9% para canideos
sem tratamento quimioterapico, 51,3% para os canideos com tratamento com ambos e 33,3%
para os canideos com tratamento com prednisolona. As diferencas observadas foram
estatisticamente significativas (p= 0.02) (figura 17). Na tabela 11, esta representada a
associagdo entre o grau histologico e o tratamento quimioterapico, com o objetivo explicativo
da maior probabilidade de sobrevivéncia dos animais sem tratamento quimioterapico.

Tabela 11 - Associacéo entre o grau histolégico e a quimioterapia.

Quimioterapia p-value | Odds ratio
Grau histolégico Nao Sim
Baixo grau 66,7% 33,3% 0,003051 8,88
Alto grau 17,4% 82,6%

Na analise de sobrevivéncia de acordo com o tratamento quimioterapico com IRTQ, a mediana
de tempo de sobrevivéncia nos canideos com tratamento com masitinib (Masivet®) e sem
tratamento com IRTQ néo foi alcancada. A mediana de tempo de sobrevivéncia foi de 513,5
dias para os canideos com tratamento com ambos 0s IRTQ e 263 dias para os canideos com
tratamento com toceranib (Palladia®). Aos 365 dias a probabilidade de sobrevivéncia foi a
seguinte: 71,4% para os canideos sem tratamento com IRTQ, 66,7% para canideos com
tratamento com masitinib (Masivet®) e com tratamento com ambos os IRTQ, e 25% para os
canideos com tratamento com toceranib (Palladia®). As diferencas observadas foram
estatisticamente significativas (p= 0.04) (figura 18). Na tabela 12, esta representada a
associacado entre o grau histolégico e padrdo de expressdo do KIT e o tratamento com IRTQ,
com o objetivo explicativo da maior probabilidade de sobrevivéncia dos animais sem

tratamento com IRTQ.

Tabela 12 -Associagéo entre grau histologico e padréo de expresséo do KIT e o tratamento com IRTQ.

IRTQ p-value | Odds ratio
Grau histolégico Né&o Sim
Baixo grau 83,3% 16,7% 0,02539 5,23
Alto grau 47,8% 52,2%
KIT N&o Sim
Tipico 75% 25% 0,3163 2,25
Atipico 56,7% 43,3%
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Figura 17 - Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia Figura 18 - Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia

de acordo com o tratamento quimioterapico.
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Na analise de sobrevivéncia de acordo com o tratamento quimioterapico com IRTQ, para 0s
diferentes padrbes de expressdo do KIT, foram obtidas as curvas de sobrevivéncia
observadas nas figuras 19, 20 e 21.

No grupo dos animais com padrdo de expressao do KIT 1, apenas registamos animais
tratados com ambos o0s IRTQ ou com nenhum dos dois. A mediana de tempo de sobrevivéncia
nos canideos sem tratamento com IRTQ ndo foi alcancada. A mediana de tempo de
sobrevivéncia foi de 513,5 dias para os canideos com tratamento com ambos os IRTQ. Aos
365 dias a probabilidade de sobrevivéncia foi a seguinte: 100% para os canideos com
tratamento com ambos os IRTQ e 87,5% para canideos sem tratamento com IRTQ. As
diferencas observadas néo foram estatisticamente significativas (p= 0.1) (figura 20).

No grupo dos animais com padrdo de expressdo do KIT 2, apenas registamos animais
tratados com ambos os IRTQ, com masitinib (Masivet®) ou com nenhum IRTQ. A mediana de
tempo de sobrevivéncia nos canideos com tratamento com masitinib (Masivet®) néo foi
alcancada. A mediana de tempo de sobrevivéncia foi de 572,5 dias para os canideos com
tratamento com ambos o0s IRTQ e 334 dias para os canideos sem tratamento com IRTQ. Aos
365 dias a probabilidade de sobrevivéncia foi a seguinte: 50% para canideos com tratamento
com ambos os IRTQ e 40% para os canideos sem tratamento com IRTQ, este valor nao foi
alcancado para canideos com tratamento com masitinib (Masivet®). As diferencas
observadas néo foram estatisticamente significativas (p= 1) (figura 21).

No grupo dos animais com padrdo de expresséo do KIT 3, registamos animais tratados com
ambos os IRTQ, com masitinib (Masivet®), com toceranib (Palladia®) ou com nenhum IRTQ.
A mediana de tempo de sobrevivéncia nos canideos com tratamento com masitinib (Masivet®)
e sem tratamento com IRTQ ndo foi alcangada. A mediana de tempo de sobrevivéncia foi de
360,5 dias para os canideos com tratamento com ambos os IRTQ e 263 dias para os canideos
com tratamento com toceranib (Palladia®). Aos 365 dias a probabilidade de sobrevivéncia foi

a seguinte: 70% para os canideos sem tratamento com IRTQ, 66,7% para canideos com
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tratamento com masitinib (Masivet®), 50% para os canideos com tratamento com ambos 0s
IRTQ e 25% para os canideos com tratamento com toceranib (Palladia®). As diferencas

observadas nao foram estatisticamente significativas (p= 0,3) (figura 22).

Figura 19 - Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia Figura 20 - Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia
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4. Discussao

No estudo agora apresentado, foram incluidos 42 animais portadores de mastocitomas
cutaneos. Os casos clinicos foram provenientes de varios CAMVs da regido de Lisboa e do
HEV-FMV.

A distribuicdo dos mastocitomas por raca foi bastante alargada, no entanto, foi encontrada
uma maior frequéncia de tumores nas racas Retriever do Labrador, Golden Retriever e Boxer,

como descrito em estudos anteriores (Bostock, 1973; Rothwell et al., 1987; Simoes et al.,
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1994; Miller, 1995; Kiupel et al., 2011; Shoop et al., 2015), seguindo-se os animais de raca
indeterminada. As restantes racas foram por ordem decrescente de frequéncia de ocorréncia
de mastocitoma, os Terriers, o Bouledogue Francés, o Caniche, o Shar Pei, o Pequinés, o
Braco de Weimar, o Baixote e o Chihuahua. Devemos ter presente que a prevaléncia de
mastocitomas em algumas racas pode estar relacionada com a popularidade das mesmas em
determinadas regibes geograficas.

Os animais de raca Boxer apresentaram, por horma, mastocitomas em idades mais jovens
guando comparados com as outras racas, e desenvolveram maioritariamente mastocitomas
de grau histolégico baixo; apesar destas diferencas ndo serem estatisticamente significativas,
vao de encontro ao reportado (Bostock, 1973; Bostock, 1986; Baker-Gabb et al., 2003). Os
animais sem raca definida desenvolveram, por norma, mastocitomas de grau histologico alto,
apesar dos resultados obtidos ndo serem estatisticamente significativos.

A idade dos animais afetados variou entre os 9 meses e 0s 16 anos com media de 8,2 anos,
resultado concordante com os estudos de Hottendorf & Nielsen, (1967) que reportaram um
intervalo de idades entre os 7 meses e 0s 18 anos e média de 8,2 anos; de Rothwell et al.,
(1987), no qual o intervalo de idades reportado foi entre os 2 e os 16 anos, com uma média
de 8,7 anos; de Simoes et al., (1994), que reportaram um intervalo de idades entre 0 1 més e
os 17 anos e média de 8 anos; e de Shoop et al.,(2015), no qual a média de idades foi 8,2
anos. A idade do animal mostrou associagéo significativa com o grau histologico (p=0,0495).
Os animais com idade superior a 8 anos apresentam predominantemente tumores de alto
grau histolégico e o risco de desenvolvimento de tumores de alto grau foi 3,47 vezes superior
nos animais com idades superiores a 8 anos comparado com o risco para animais com idades
iguais ou inferiores a 8 anos.

Nos casos estudados, ndo houve predisposi¢do sexual, com 57,1% dos casos em fémeas e
42,9% em machos, o que esta em linha com o reportado por outros autores (Hottendorf &
Nielsen, 1967; Rothwell et al., 1987).

Neste trabalho, as localiza¢cdes mais frequentes do mastocitoma foram os membros (26,5%),
seguindo-se as regides escrotal/ prepucial/ perineal/ inguinal (20,6%) e o tronco (20,6%). Os
restantes tumores distribuiram-se pela cabeca/ pescoco (14,7%), flanco (8,8%) e abdémen
(8,8%). A maioria dos estudos agrupa os tumores do tronco, flanco e abdémen na mesma
categoria (tronco), o que neste caso perfazia 38,2% das localizacdes (ndimero utilizado para
efeito de comparacao). Assim, a frequéncia de tumores nas varias localizacdes registaram
valores similares aos de outros estudos (Hottendorf & Nielsen, 1967; Sfiligoi et al., 2005).
Dos animais incluidos neste estudo, identificaram-se 17,1% com mudltiplos nodulos,
percentagem dentro dos limites descritos noutros estudos (Hottendorf & Nielsen, 1967; Sfiligoi
et al., 2005; Murphy et al., 2006).

Com base no estudo que estabeleceu o sistema de dois niveis para o grau histoldgico,

aproximadamente 90% dos tumores sdo de baixo grau (Kiupel et al., 2011). Neste trabalho,
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42,9% dos tumores foram classificados com baixo grau e 54,8% com alto grau. A maior
percentagem de tumores de alto grau neste estudo comparado com o estudo de Kiupel et al.
2011 podera estar relacionada com o facto de os tumores de alto grau histolégico e com piores
resultados ap0s cirurgia e quimioterapia, serem os mais frequentemente submetidos a andlise
de imunohistoquimica do KIT, com o intuito de complementar o tratamento com IRTQ. Um
dos critérios de incluséo utilizados neste estudo foi precisamente a existéncia de analise
imunohistoquimica do KIT, o que podera explicar a maior percentagem de tumores de alto
grau.

Neste estudo, 28,6% dos tumores foram identificados com padrao de expresséao 1, 21,4% com
padrédo de expressdo 2 e 50% com padrdo de expressao 3. Noutros estudos (Kiupel et al.,
2004; Da Costa et al., 2007; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan, Thamm, Hamilton, & Kiupel, 2008),
os tumores distribuiram-se em média da seguinte forma: 32,5% com padréo de expressao 1,
53,3% com padrao de expresséo 2 e 14,1% com padrdo de expressao 3. Pode assim concluir-
se que no nosso estudo os resultados sdo um pouco diferentes, uma vez que o padrao de
expressédo 3 é o predominante.

Quando dividimos o padrao de expressdo do KIT em localizagéo tipica e atipica obtivemos
resultados similares a um estudo recente (Weishaar et al., 2018), pois 28,6% dos casos tém
localizagéo tipica e 71,4% tém localizag&o atipica.

Na associagédo do padrdo de expressdo do KIT com as variaveis epidemioldgicas e clinicas,
verificou-se que as localizagdes abdomen, membros e tronco apresentaram maior
percentagem de tumores com padrédo de expressao do KIT atipico (2 e 3), enquanto que as
restantes localizagbes apresentaram maior percentagem de tumores com padrdo de
expressao do KIT tipico (1) (p=0,0271). Foi, ainda, constatado que animais com idade superior
a 8 anos apresentam predominantemente tumores com padrdes de expresséao do KIT atipicos
e que o risco de desenvolvimento de tumores com padrées do KIT atipico foi 2,06 vezes
superior nestes animais comparativamente ao risco para animais com idade igual ou inferior
a 8 anos. Verificou-se, também, que o risco de desenvolvimento de tumores com padrées do
KIT atipicos foi 2,80 vezes superior nos animais com lesdes multiplas em rela¢@o ao risco
para animais com lesdes Unicas.

Dos animais com tumores de alto grau histoldgico, verificou-se que 82,6% apresentaram
tumores com padrbes de expressao do KIT atipicos e que o risco de desenvolvimento de
tumores com padrbes do KIT atipicos foi 2,93 vezes superior nos animais com tumores de
alto grau histol6gico comparado com 0 risco para animais com tumores de baixo grau
histolégico. Estes resultados estdo em concordancia com os reportados no estudo de Da
Costa et al.(2007), no qual o aumento de marcacao citoplasmatica em vez de membranar do
KIT foi relacionado com mastocitomas de alto grau. Estes resultados sugerem a possibilidade

de existir um mecanismo patolégico comum entre estes fatores no mastocitoma canino.
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No presente estudo foram avaliados fatores influenciadores de progndstico no mastocitoma
cutaneo canino, através da associacdo das varias variaveis com a morte relacionada com o
mastocitoma. Surgiram, assim, como bons indicadores influenciadores de progndstico a idade
no momento do diagndstico e o grau histolégico do tumor. Os animais com idade superior a 8
anos apresentaram maior percentagem de mortalidade relacionada com o mastocitoma
(p=0,01), bem como os animais com tumores de alto grau histoldgico (p=0,002).

A maior percentagem de mortalidade relacionada com o mastocitoma nos animais mais velhos
esta de acordo com os resultados do estudo de Kiupel et al. (2005), que reportaram que caes
mais velhos tinham maior risco de morte relacionada com o mastocitoma.

Com base no estudo que estabeleceu o sistema de dois niveis do grau histolégico, um total
de 90% dos cdes com mastocitomas de alto grau morreu devido a doencga associada ao
mastocitoma, enquanto apenas 5% dos cdes com mastocitoma de baixo grau morreu devido
a doenca associada ao mastocitoma (Kiupel et al., 2011). No nosso estudo os resultados
obtidos sdo semelhantes uma vez que 63,6% dos cdes com mastocitomas de alto grau morreu
devido a doenca associada ao mastocitoma e apenas 12,5% dos cdes com mastocitoma de
baixo grau morreu devido a doenga associada ao mastocitoma.

Nos estudos prévios de Bostock (1973 e 1986), os Boxers apresentaram mastocitomas com
um prognéstico mais favoravel. O que também aconteceu no nosso estudo, no qual todos
(100%) os animais de raca Boxer se encontravam vivos Ou mortos por causas nhao
relacionadas com o mastocitoma.

Os tumores nas regides inguinal, prepucial e perineal (O’Keefe, 1990; Govier, 2003; Misdorp,
2004) estao frequentemente correlacionados com um pior prognostico do que outras partes
do corpo, apesar deste facto ndo ser suportado por todos os estudos (Cahalane et al., 2004;
Sfiligoi et al., 2005). No presente estudo 71,4% dos animais com tumores com localiza¢éo nas
regides escrotal/ prepucial/ inguinal/ perineal ndo morreu devido ao mastocitoma, no entanto,
as diferencas observadas néo foram estatisticamente significativas.

O risco de morte relacionada com o mastocitoma foi 2,41 vezes superior nos animais com
tumores com padrées do KIT atipicos comparado com o risco para animais com tumores com
padrao do KIT tipico. Este resultado esta de acordo com o anteriormente descrito por outros
autores (Kiupel et al., 2004; Da Costa et al., 2007; Webster et al., 2007) que reportaram um
prognéstico negativo associado a padrdes de expressao aberrantes do KIT.

Na andlise de sobrevivéncia efetuada foi utilizado, como medida temporal, o tempo de
sobrevivéncia, descrito anteriormente. As variaveis que apresentaram impacto significativo no
tempo de sobrevivéncia foram a idade no momento do diagndstico, o grau histol6gico do
tumor, o tratamento quimioterapico e o tratamento com IRTQ.

Na andlise de sobrevivéncia de acordo com a idade, a mediana de tempo de sobrevivéncia
foi de 862 dias para os cdes com idade inferior ou igual a 8 no momento do diagndstico e de

334 dias para os cdes com idade superior a 8 no momento do diagnéstico (p= 0.01). Estes
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resultados estdo de acordo com os resultados do estudo de Kiupel et al. (2005), que
reportaram que cdes mais velhos tinham significativamente menores tempos de
sobrevivéncia.

Na andlise de sobrevivéncia de acordo com o grau histolégico, a mediana de tempo de
sobrevivéncia nos caes com mastocitomas de baixo grau histologico ndo foi alcancada. A
mediana de tempo de sobrevivéncia foi de 421 dias (14 meses) para 0s cdes com
mastocitomas de alto grau histolégico. Aos 365 dias a probabilidade de sobrevivéncia foi de
85,7% para os caes com mastocitomas de baixo grau histolégico e 52,8% para os caes com
mastocitomas de alto grau histolégico (p= 0.03). Com base no estudo que estabeleceu o
sistema de dois niveis para o grau histolégico, a mediana de tempo de sobrevida é inferior a
4 meses para mastocitomas de alto grau, mas superior a 2 anos para mastocitomas de baixo
grau (Kiupel et al., 2011). No presente estudo, foi obtida uma mediana de tempo de
sobrevivéncia mais longa para mastocitomas de alto grau comparado com o estudo de Kiupel
et al.(2011), o que se pode dever ao facto dos animais incluidos no seu estudo terem sido
submetidos apenas a excisdo cirargica como tratamento, contrariamente ao observado no
presente estudo, onde 61,9 % dos animais foram submetidos a tratamento quimioterapico e
38,1% dos animais foram submetidos a tratamento com IRTQ. Contudo, a probabilidade de
sobrevivéncia foi significativamente superior nos mastocitomas de baixo grau histolégico,
reafirmando o melhor progndstico encontrado nestes tumores comparado com o0s tumores de
alto grau histolégico.

Na analise de sobrevivéncia de acordo com o tratamento quimioterapico, aos 365 dias a
probabilidade de sobrevivéncia foi a seguinte: 100% para os canideos com tratamento com
vimblastina, 92,9% para canideos sem tratamento quimioterapico, 51,3% para os canideos
com tratamento com ambos e 33,3% para 0s canideos com tratamento com prednisolona. (p=
0.02).

O tratamento sistémico com farmacos antineoplasicos é mais apropriado para tumores de alto
risco de desenvolvimento de metastases, como tumores de alto grau histolégico com fatores
de risco associados a menores tempos de sobrevivéncia como por exemplo altos indices de
proliferagéo celular (Gieger et al., 2005; Dobson & Scase, 2007; Blackwood et al., 2012). Posto
isto, a maior probabilidade de sobrevivéncia dos caes sem tratamento quimioterapico
encontrada neste estudo podera ser devida a associacdo estatisticamente significativa
(p=0,003) entre o grau histolégico e a quimioterapia, onde a probabilidade de realizacdo de
guimioterapia € 8,88 vezes superior nos animais com tumores de alto grau comparado com
animais com tumores de baixo grau. Assim, a maioria dos animais sem tratamento
guimioterapico tém mastocitomas de baixo grau histoldgico, e, consequentemente, melhores
probabilidades de sobrevivéncia.

A comparagdo das restantes probabilidades de sobrevivéncia entre o tratamento com

vimblastina, prednisolona ou ambos devera ser feita com precaucado, pois, sendo este um

68



estudo retrospetivo, 0s protocolos utilizados e o tipo de quimioterapia (adjuvante,
neoadjuvante ou ambos) ndo foram os mesmos, além do nimero de animais por grupo ser
muito heterogéneo.

Na andlise de sobrevivéncia de acordo com o tratamento quimioterapico com IRTQ, aos 365
dias a probabilidade de sobrevivéncia foi de 71,4% para os cdes sem tratamento com IRTQ,
de 66,7% para os cdes com tratamento com masitinib (Masivet®) e com tratamento com
ambos os IRTQ, e de 25% para os cdes com tratamento com toceranib (Palladia®) (p= 0.04).
Se as células neoplasicas de um mastocitoma cutaneo forem positivas para mutacao ativa no
exdo 11 do c-kit ou apresentarem um padrédo de expressao do KIT 2 ou 3 pode ser benéfica
a inclusédo de IRTQ no tratamento (Sledge et al., 2016). Assim, a maior probabilidade de
sobrevivéncia dos canideos sem tratamento com IRTQ encontrada neste estudo podera ser
devida a associacdo estatisticamente significativa (p=0,025) entre o grau histoldgico e o
tratamento com IRTQ, onde a probabilidade de realizacdo de tratamento com IRTQ € 5,22
vezes superior nos animais com tumores de alto grau comparado com animais com tumores
de baixo grau. Além disso, a probabilidade de realizacdo de tratamento com IRTQ € 2,25
vezes superior nos animais com tumores com padrdes de expressédo do KIT atipicos (2 e 3)
comparado com animais com tumores com padrdo de expressao do KIT tipico (1). Logo, a
maioria dos animais sem tratamento com IRTQ tém mastocitomas de baixo grau histoldgico e
com padrao de expressao do KIT tipico, e, consequentemente, melhores probabilidades de
sobrevivéncia.

Neste estudo, foram obtidas melhores probabilidades de sobrevivéncia nos animais tratados
com masitinib (Masivet®) ou com ambos os IRTQ em relagdo aos animais tratados com
toceranib (Palladia®). Nao foram encontrados estudos que comparem o0 tempo de
sobrevivéncia entre animais com tratamento com diferentes IRTQ.

Foram reportadas diferengas associadas ao sexo no prognéstico de mastocitomas caninos,
tendo as fémeas melhores resultados do que 0os machos apdés tratamento com quimioterapia
(Gerritsen et al., 1998) e os cdes machos menores tempos de sobrevivéncia (Kiupel et al.,
2005). Apesar das diferencas ndo serem estatisticamente significativas no presente estudo,
foram igualmente encontradas melhores probabilidades de sobrevivéncia nas fémeas do que
nos machos, sendo a mediana de tempo de sobrevivéncia para as fémeas 862 dias e para 0s
machos 467 dias. Em mastocitomas caninos foram encontrados recetores de estrogénio e
progesterona, o que pode explicar a diferenca observada no tempo de sobrevivéncia entre
fémeas e machos, no entanto, nao foi ainda possivel esclarecer o papel exato dos recetores
hormonais nos mastocitomas caninos (Kiupel et al., 2005).

Neste estudo, a multiplicidade do tumor ndo teve impacto significativo no tempo de
sobrevivéncia, o que é um resultado comum a varios estudos (Murphy et al., 2006; Mullins et
al., 2006), que reportaram nao existirem diferencas na sobrevivéncia entre pacientes com

mastocitomas solitarios e aqueles com mastocitomas multiplos do mesmo grau histoldgico.
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Os mastocitomas com padrdes de expressao do KIT 2 e 3, que representam localizagdes
anormais da proteina KIT, estdo associados a diminuicdo do tempo de sobrevivéncia em
comparagdo com os mastocitomas com padrédo de expressao 1 (Kiupel et al., 2004). Apesar
das diferencas ndo serem estatisticamente significativas, foram igualmente encontradas no
presente estudo melhores probabilidades de sobrevivéncia nos mastocitomas com padrao de
expressao 1 do que nos mastocitomas com padrdes de expresséao 2 e 3, sendo que aos 300
dias a probabilidade de sobrevivéncia foi de 90% para os canideos com mastocitomas com
padréo 1, 71,4% para os canideos com mastocitomas com padréo 2 e 62,7% para 0s canideos
com mastocitomas com padrao 3.

O principal objetivo deste estudo foi comparar os tempos de sobrevivéncia de animais com
mastocitoma e diferentes padrbes de expressdo do KIT submetidos a tratamento com
toceranib e/ou masitinib, com o intuito de selecionar o melhor IRTQ para cada padrdo de
expressao do KIT. Contudo, ndo foi possivel obter resultados significativos e completamente
comparativos devido a pequena amostra de animais submetidos a tratamento com IRTQ, na
gual apenas 14,3% dos animais foram tratados com ambos os IRTQ, 14,3% com masitinib
(Masivet®) e 9,5% com toceranib (Palladia®). Consequentemente quando os animais foram
divididos pelos 3 grupos de padrdes de expresséo do KIT (1, 2 e 3) ndo foram obtidos dados
suficientes para comparar os tempos de sobrevivéncia entre os 4 tratamentos possiveis:
masitinib (Masivet®), toceranib (Palladia®), ambos ou nenhum; e nenhuma das diferencas
encontradas foi estatisticamente significativa.

No grupo dos animais com padrdo de expressdao do KIT 3, onde foi possivel realizar a
comparacgao entre o0s 4 tratamentos instituidos, aos 365 dias a probabilidade de sobrevivéncia
foi a seguinte: 70% para os canideos sem tratamento com IRTQ, 66,7% para canideos com
tratamento com masitinib (Masivet®), 50% para os canideos com tratamento com ambos o0s
IRTQ e 25% para os canideos com tratamento com toceranib (Palladia®). Mais uma vez,
foram obtidas melhores probabilidades de sobrevivéncia nos animais tratados com masitinib
(Masivet®) ou com ambos os IRTQ em relagdo aos animais tratados com toceranib
(Palladia®). Necessariamente, a maioria dos animais sem tratamento com IRTQ tém
mastocitomas de baixo grau histologico e com padrdo de expressdo do KIT tipico, e
consequentemente, melhores probabilidades de sobrevivéncia.

N&o foram encontrados estudos que comparem o tempo de sobrevivéncia entre animais com

tratamento com diferentes IRTQ e diferentes padroes de expresséo do KIT.

5. LimitagcOes do estudo

Uma das maiores limitacdes deste estudo foi o tamanho mais reduzido da amostra, 0 que se
deveu principalmente a baixa frequéncia da realizacao da analise imunohistoquimica do KIT

e, consequentemente, a baixa frequéncia de instituicdo de terapéutica com IRTQ. Os IRTQ
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sdo farmacos bastante dispendiosos e, muitas vezes, sugeridos apés varias tentativas de
tratamento com cirurgia e quimioterapia, o que diminui a adeséo a terapéutica por parte dos
tutores. Além disso, os IRTQ apenas se utilizam quando existe doenca ativa.

Outra das limitacfes deste estudo foi a falta de analise multivariada na avaliacdo dos fatores
influenciadores do prognostico e na andlise de sobrevivéncia, como, por exemplo, a inclusdo
do grau histologico na avaliacao da influéncia do padrdo de expressao do KIT no prognostico
do mastocitoma canino.

E de notar o desequilibrio observado entre o nimero de animais pertencentes aos diferentes
grupos de cada variavel, o que pode ter influenciado negativamente as associacfes
estatisticas e a andlise de sobrevivéncia.

No que toca a avaliagdo da resposta ao tratamento, os protocolos utilizados e o tipo de
quimioterapia (adjuvante, neoadjuvante ou ambos) ndo foram os mesmos, além do numero
de animais por grupo ser muito heterogéneo.

Sendo um estudo retrospetivo, foi impossivel mitigar a heterogeneidade da amostra no que
toca as associacdes estatisticas e analise de sobrevivéncia, devendo estes resultados ser
interpretados com olhar critico e adapta-los a realidade de cada caso clinico.

Apos recolha e analise dos dados, foram descartadas varias variaveis por falta de informacao
e adequacéo desta informacéo aos critérios da revisao bibliografica.

Neste estudo, ndo foi possivel incluir o estadiamento clinico como variavel devido a falta de
andlises citolégicas ou histopatologicas para confirmagédo de metastases.

Com o objetivo de determinar e avaliar a resposta a terapéutica com os IRTQ, foi, inicialmente,
considerada a avaliacdo dos seguintes critérios: remisséo total, remissdo parcial, doenga
estavel, doenca progressiva e intervalo livre de progressdo. No entanto, ndo foi possivel
interpretar a informacao das fichas clinicas de modo a caracterizar cada tipo de resposta de
acordo com os critérios criados por Eisenhauer et al. (2008), sendo necesséarias medicdes
frequentes do(s) tumor(es) e andlises histopatoldgicas de possiveis recidivas ou tumores de

novo.

6. Concluséo e perspetivas futuras

Os mastocitomas séo as heoplasias cutdneas mais comuns em caes representando cerca de
11 a 27% de todas as neoplasias cutaneas malignas (Macy, 1985). Devido a prevaléncia e
comportamento biol6gico variavel dos mastocitomas caninos, ao custo da terapéutica e ao
potencial stress emocional para os tutores, é importante realizar um prognéstico preciso dos
mastocitomas cutaneos e selecionar corretamente a abordagem terapéutica mais apropriada
(Kiupel, 2016).

No presente estudo, a idade dos animais afetados variou entre 0s 9 meses e 0s 16 anos com

média de 8,2 anos, ndo houve predisposi¢do sexual e a distribuicAo dos mastocitomas por
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raca foi bastante ampla, no entanto, foi encontrada uma maior frequéncia de tumores nas
racas Retriever do Labrador, Golden Retriever e Boxer. As localizacbes mais frequentes do
mastocitoma foram os membros (26,5%), seguindo-se as regides escrotal/ prepucial/ perineal/
inguinal (20,6%) e o tronco (20,6%) e identificaram-se 17,1% de animais com mdultiplos
nodulos. De acordo com o sistema de gradacéo histoldgica de Kiupel et al. (2011), 42,9% dos
tumores foram classificados com baixo grau e 54,8% com alto grau. Em relacdo ao padréo de
expressao do KIT, 28,6% dos tumores foram identificados com padréo 1, 21,4% com padrdo
2 e 50% com padréo 3

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as variaveis
epidemioldgicas e clinicas.

Na associacdo entre as variaveis epidemioldgicas e clinicas e as variaveis histologicas,
apenas a idade do animal mostrou associagao significativa com o grau histologico (p=0,0495).
Na associacdo do padrdo de expressdo do KIT com as restantes variaveis, a localizacdo
tumoral mostrou associacao significativa com o padrao de expresséao do KIT (p=0,0271). Além
disso, o risco de desenvolvimento de tumores com padrées do KIT atipicos foi superior nos
animais com idades superiores a 8 anos, nos animais com les6es multiplas e nos animais com
tumores de alto grau histoldgico.

Surgiram como bons indicadores influenciadores de prognéstico a idade no momento do
diagnéstico (p=0,01) e o grau histoldgico do tumor (p=0,002). Os Boxers apresentaram
mastocitomas com um progndstico mais favoravel e o risco de morte relacionada com o
mastocitoma foi superior nos animais com tumores com padrdes do KIT atipicos.

As variaveis que apresentaram impacto significativo no tempo de sobrevivéncia foram a idade
no momento do diagndstico, o grau histoldégico do tumor, o tratamento quimioterapico e o
tratamento com IRTQ. Nesta Ultima, os animais tratados com masitinib (Masivet®) ou com
ambos os IRTQ tiverem melhores probabilidades de sobrevivéncia do que os tratados com
toceranib (Palladia®). Foram, ainda, obtidas melhores probabilidades de sobrevivéncia nas
fémeas e nos mastocitomas com padréo de expressao 1, apesar das diferengas observadas
nao serem estatisticamente significativas.

Apesar dos resultados obtidos, o estudo teve algumas limitagBes, anteriormente referidas,
nomeadamente no que diz respeito a dimensédo da amostra. Assim sendo, seria interessante
a realizacdo de um estudo prospetivo, no sentido de reforcar as conclusdes obtidas.
Idealmente, o nimero de elementos constituintes da amostra deveria ser superior e
equilibrado entre os diferentes grupos criados. Todos 0s animais deveriam apresentar as
mesmas condi¢cdes com o intuito de uniformizar a amostra.

No futuro, o estudo do melhor IRTQ para cada padréo de expressao do KIT devera ser alvo

de mais investigacao por forma a auxiliar na tomada de decisfes e orientacéo terapéutica.
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Anexo | - Casuistica discriminada por area cirurgica

ANEXOS

Area Procedimento Casos

Orquiectomia 15

Ovariohisterectomia 20
Mastectomia 7
Nodulectomia 8
Cistotomia 1

Herniorrafia umbilical/ perineal/inguinal 1/1/1
Hérnia peritoneu-pericardica 1
Esofagostomia 4
Cirurgia de tecidos i
moles Gastropexia 2
Bidpsia cutanea/oral/gastrica 3/2/1
Pilorotomia 1
Exérese de papiloma cutaneo 1
Exérese de melanoma 1
Shunt extra-hepético 1
Uretroplastia 1
Otohematoma 1
Omentalizacdo de quisto prostéatico 1
TTA 7
Osteossintese fémur 2
Osteossintese tibia 2
Osteossintese cotovelo 1
Cirurgia ortopédica | Osteossintese tarsometatarsica 1
Osteotomia ulna 1
Osteocondrite dissecante 1
Bidpsia tibial 1
Luxagéo da rétula 1
Ventral-slot 1
Neurocirurgia

Hemilaminectomia 2

Exodontia 11
Limpeza cirargica de ferida na face 1

Dentisteria e cirurgia | COHAT 10
maxilofacial Endodontia 1
Biopsia excisional nddulo na mandibula 1
Hiperplasia gengival 1
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Ablacao do conduto auditivo externo

Exérese de linfonodo submandibular

Rinopalatoplastia

Osteossintese mandibula

Osteotomia ventral da bolha timpéanica

Maxilectomia

Cirurgia oftdlmica

Exérese ndédulo palpebral

Eletrodepilagcéo definitiva de distiquios

Facoemulsificacao

Colocagéo de anel de tenséo

Recolocacédo da glandula da membrana nictitante

Enucleacgéo

Coloboma palpebral

Entrépion

Rl R R N R W w N R R R R RN
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Anexo 2 — Poster apresentado no XIV congresso do Hospital

Veterinario Montenegro
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