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Resumo

PROLIFERACAO DE MASTOCITOS EM FELINOS. IMUNOMARCACAO PARA
CD117 E MMP-9

Existem, no gato, varias formas de proliferacdo anormal de mastocitos na pele e noutros
tecidos. Embora em alguns casos se trate indubitavelmente de neoplasias, outros ha que podem
corresponder a reaccOes de hipersensibilidade. Opostamente ao cdo, ndo ha um sistema de
classificacdo nos felinos que permita prever a evolugdo clinica, embora, normalmente, se
tratem de processos benignos.

No presente estudo, procurou-se caracterizar varios casos de mastocitoma cuténeo,
extracutaneo, mastocitose cutanea e sistémica, para alguns parametros epidemioldgicos,
clinicos e histiopatoldgicos, comparando estes dados com o que foi observado anteriormente
noutros estudos. Recorreu-se a métodos de imunohistoquimica para a proteina de membrana c-
kit (CD117) e para a metaloproteinase MMP-9 de modo a definir a sua utilidade como
indicadores de prognostico, a semelhanca do que foi feito para o céo.

Verificaram-se poucas diferencas entre esta amostra e estudos recentes e concluiu-se que o
padréo de expressdo da marcacdo para c-kit pode realmente ser indicativo do comportamento
bioldgico destes tumores. Quanto a marcacdo para a MMP-9 ndo foi possivel tirar idénticas

conclusodes.

Palavras-chave: gato; proliferacdo anormal de mastécitos; comportamento bioldgico;

imunohistoquimica.
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Abstract

FELINE MAST CELL PROLIFERATION. CD117 AND MMP-9 IMMUNOSTAINING

In the cat there are different forms of abnormal mast cell proliferation in the skin and other
tissues. Even though some may undoubtedly be viewed as neoplasia, there are others that might
as well be considered a mere hypersensitivity reaction. Contrarily to the dog, there is no
classification system that helps to predict the outcome of these lesions, even thought they are
normally benign.

In the present study, some epidemiologic, clinical and histopathologic parameters were
characterized for cases of mast cell tumors of the skin, non cutaneous mast cell tumors,
systemic mastocytosis and cutaneous mastocytosis, comparing this data to what has been
observed in previous studies. Immunohistochemistry methods were also used to identify the
membrane protein c-kit and MMP-9 in order to estimate their usefulness as prognostic tools in
the same way they are used in dogs.

Few differences were seen between this data and recent studies. It was concluded that the
expression pattern of c-kit may indeed be linked to the biologic behavior of these tumors. As
for the immunostaining of MMP-9, it was not possible to achieve such conclusions.

Key words: cat; abnormal mast cell proliferation; biologic behavior; immunohistochemistry.
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1. Introducéo

O mastocitoma é uma neoplasia de origem hematopoiética cuja incidéncia € mais baixa em
gatos do que em cées, representando entre 8 a 15% dos tumores cutaneos daquela espécie
(Gross, Ihrke, Walder & Affolter, 2005). Ocorre também na forma sistémica, estando descrito
como o tumor hematopoiético mais comum do bago a seguir ao linfoma; e na forma
gastrointestinal com a terceira incidéncia mais alta a seguir ao linfoma e adenocarcinoma
(Rogers, 2009).

O comportamento biolégico desta neoplasia no gato ndo é tdo variavel e imprevisivel como
no cdo. Apresenta-se, contudo, com uma forma visceral primaria tdo importante quanto a
cuténea, 0 que ndo acontece no cdo (Rogers, 2009).

Os mastocitomas séo considerados pela maioria dos estudos como sendo benignos, com taxas
de recorréncia local baixas (Wilcock, Yager & Zink., 1986; Buerger & Scott, 1987;
Molander-McCrary, Henry, Potter, Tyler & Buss, 1998; Johnson, Schulman, Lipscomb &
Yantis, 2002) e desenvolvimento de tumores primérios com multiplicidade regional a nivel
cutaneo em cerca de 43% dos casos reportados; metastases distantes ndo foram observadas
(Buerger & Scott, 1987).

No Homem, é uma doenga rara que surge sob a forma de mastocitoma cutdneo multiplo ou
solitario, mastocitose sistémica e cutanea e leucemia mastocitaria. Todas estas também tém
sido encontradas no gato com exep¢do da leucemia mastocitéria (Gross et al., 2005).

N&o ha no gato um sistema de gradacdo histoldgica como existe para o cdo (sendo 0 mais
utilizado o sistema de Patnaik) que se tenha revelado Gtil na determinacdo do prognéstico
(Molander-McCrary et al, 1998; Gross et al., 2005), sendo que a actividade mitética parece
ser o Unico parametro indicativo de malignidade nestas neoplasias (Johnson et al., 2002).

Os mastocitomas no gato podem ser agrupados, de acordo com as suas caracteristicas
histolégicas, em mastociticos, e dentro destes em bem diferenciados e pleomérficos ou pouco
diferenciados (Johnson et al., 2002); e histiociticos (Wilcok et al., 1986) ou atipicos, de
células pouco granuladas (Gross et al, 2005; Rodriguez-Carifio, Fondevila, Segalés &
Rabanal, 2009).

A determinacdo do progndstico com base apenas nos parametros histolégicos e, no caso do
tipo histiocitico, o diagndstico do mesmo, nem sempre sao faceis (Wilcock et al., 1986), pelo
que o uso de marcadores imunohistoquimicos tem vindo a tornar-se uma ferramenta
indispensavel na identificacdo e classificacdo destes e outros tumores.

O c-kit trata-se de um receptor de membrana especialmente importante nos mastdcitos e é

responsavel pela sua diferenciacdo, proliferacdo, sobrevivéncia, e activacao via ligacdo com o
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Stem Cell Factor (Ashman, 1999), que tem vindo a ser investigado em associacdo com
diversas neoplasias, uma vez que mutacfes no gene responsavel pela sua expressdo podem
estar envolvidas na origem da proliferacdo neoplasica destas células (Ma et al., 1999). Foram
ja identificadas mutaces do gene responsavel por este receptor em humanos (Furitsu et al.,
1993), cées (London et al, 1999) e mesmo em gatos (Isotani et al., 2006) e feitos estudos de
correlacdo da distribuicdo da expressao deste receptor com os tipos histoldgicos tanto no céo
(Webster, Kiupel, Kaneene, Miller & Yuzbasiyan-Gurkan, 2004; Preziosi, Morini & Sarli,
2004; Reguera et al., 2000; Webster, Yuzbasiyan-Gurkan, Miller, Kaneene & Kiupel 2007)
como no gato (Rodriguez-Carifio et al., 2009). Nesta Ultima espécie ndo foi possivel
estabelecer qualquer correlagéo.

As metaloproteinases sdo um grupo de enzimas proteoliticas capazes de degradar a matriz
extracelular e moléculas da superficie celular (McCawley & Matrisian, 2001; Sternlicht &
Werb, 2001). A desregulacdo destas tem ja sido envolvida em varias doencas degenerativas e
auto-imunes, bem como na metastizacdo tumoral (Yoon, Park, Yun & Chung, 2003), sendo as
MMP-2 e MMP-9 abundantemente expressas em varios tumores malignos, podendo ter um
papel importante na migracdo das células neoplasicas (Johnsen, Lund, Rgmer, Almholt &
Dang, 1998) e mesmo dos mastocitos normais que, embora residentes na derme e outros
tecidos conjuntivos, retém a sua capacidade migratoria apos diferenciacdo (Noli & Miolo,
2001).



2. Revisao Bibliografica

2.1. O Mastécito

Embora ja tivessem sido identificadas células no mesentério da rd com caracteristicas que
levam a pensar que fossem mastocitos (Von Recklinghausen, 1863 citado por Archer, 1980)
s6 em 1879 foram propriamente identificadas por Paul Ehrlich, e apelidadas de células
mastung (i.e. sobrealimentadas), quando este estudava as caracteristicas tintoriais dos seus
granulos citoplasmaticos (Ehrlich, 1879 citado por Archer, 1980). Os mastécitos do gato sdo
células de origem hematopoiética que se encontram nos diferentes tecidos onde participam
tanto em processos inflamatérios do tipo alérgico e ndo alérgico, bem como na imunidade
inata e adaptativa em resposta a agentes infecciosos, através do seu conteddo em mediadores
inflamatorios (Boyce, 2010).

Em gatos saudaveis, o nimero médio de mastocitos na pele é de 12,5 por campo de maior
ampliacdo (x400) chegando a atingir valores de até 60 mastocitos por campo (Foster, 1994),
ndmero este muito maior do que no cdo onde o normal serd 4 a 12 mastocitos na mesma
ampliagdo (Beningo, Scott & Erb, 2000). Os locais com maior niUmero de mastocitos sdo as
extremidades distais dos membros, mento e pavilh&o auricular (Foster, 1994).

Estas células encontram-se predominantemente nos tecidos conjuntivos e superficies mucosas
com distribuicdo perivascular e na proximidade de nervos e vasos linfaticos (Weidner e
Austen, 1990, citado por Boyce, 2010), sendo especialmente abundantes em tecidos que
formam interface com o ambiente externo como a pele, conjuntiva, mucosa intestinal e das
vias aéreas, sugerindo uma localizacéo estratégica integrando a primeira linha de defesa do
hospedeiro (Boyce, 2010).

O tempo de semi-vida dos mastdcitos esta descrito como sendo de cerca de 40 dias (Enerback
& Lowhagen, 1979; Mellblom, 1980).

2.1.1. Morfologia

Os mastocitos felinos tém 7 a 10 um de didmetro e aparecem nos tecidos como células
estreladas, fusiformes ou poligonais (Ward & Hurvitz, 1972), com um nacleo pequeno,
esférico e central e de dificil observacdo por estar frequentemente encoberto pelos granulos
citoplasmaticos (Zorn, 2004). Por microscopia electronica verifica-se que estes sdo densos aos
electres e que 0s mastocitos possuem finos processos conhecidos por microplicae com cerca

de 1 a 2 um (Boyce, 2010). No gato, os granulos citoplasmaticos tém em média 0,6 um de
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didmetro mas podem chegar a ter 0,9 um (Ward & Hurvitz, 1972) e contém numerosos
mediadores inflamatérios que sdo libertados aquando da sua estimulagdo (Tharp, 1998). Cada
mastécito contém, em média, 1000 granulos densos aos electrdes, heterogéneos e ricos em
mediadores quimicos como a histamina e glicosaminoglicanos (Zorn, 2004). S&o rapidamente
identificados, com microscépio Optico, usando corantes catiénicos que se ligam aos seus
grénulos secretores. Estes corantes (azul de toluidina, Giemsa) mudam de cor do azul para o
purpura, fendmeno conhecido por metacromasia. De todas as células hematopoiéticas, apenas
os basofilos partilham esta capacidade. Esta metacromasia reflecte o seu contetido em radicais
acidos presentes nos glicosaminoglicanos como a heparina altamente sulfatada e sulfato de
condroitina, devido a presenca de residuos alternados de serina e glicina na estrutura dos seus
aminoacidos. Os glicosaminoglicanos sulfatados dos granulos dos mastécitos sdo essencias
para 0 armazenamento de proteases (triptase e quimase) e aminas (histamina e serotonina).
Como a porcdo maior do peso dos seus granulos se deve as proteases, 0s mastdcitos podem
ser também identificados por histoquimica ou por reacgdes bioquimicas que detectem as
mesmas, como a actividade da cloroacetato esterease (indicadora de proteases quimotripticas)
ou por imunohistoquimica, com anticorpos contra triptase ou quimase (Boyce, 2010). Outros
constituintes dos granulos dos mastécitos sdo a histamina e o factor quimiotactico dos
eosinofilos na anafilaxia, mais conhecido pela sigla ECF-A “eosinophil chemotactic factor of
anaphylaxis”. Os mastocitos secretam também alguns leucotrienos (C4, D4, E4) ou SRS-A
“slow reacting substance of anaphylaxis”. Porém, estas substancias ndao existem pré-formadas
na célula. Elas sdo sintetizadas a partir dos fosfolipidos da membrana plasmatica e
imediatamente libertadas para 0 meio extracelular quando o mastécito recebe os sinais
apropriados como por exemplo na interaccdo com fibroblastos. As moléculas produzidas
pelos mastdcitos actuam localmente como secrec6es do tipo paracrino (Zorn, 2004).

2.1.2. Diferenciacao

No Homem, os mastocitos desenvolvem-se a partir de progenitores hematopoiéticos
pluripotentes da medula Gssea, nomeadamente da subpopulacdo CD34+/c-kit+/CD13+,
também identificados no sangue do corddo umbilical, sangue periférico e figado fetal (Nilsson
et al., 1993; Kirshenbaum et al., 1999; Arok, 2004). Enquanto que a maioria dos descendentes
de células germinativas pluripotentes como eritrocitos, neutrofilos, baséfilos ou eosinofilos,
ndo deixam o tecido hematopoiético até que a sua diferenciacdo esteja completa, os
mastécitos invadem o tecido conjuntivo e mucosas como células progenitoras

morfologicamente ndo identificaveis, diferenciando-se nesses locais (Welle, 1997). Através
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de experiéncias com ratinhos, concluiu-se que o receptor proteico da tirosina cinase c-Kit
(CD117), codificado pelo proto-oncogene c-kit, é fundamental na proliferacéo e diferenciacéo
dos mastdcitos. A ligacdo entre este ultimo e o SCF “stem cell factor”, expresso nos
fibroblastos, células endoteliais e outros tipos de células justapostas aos mastécitos nos
tecidos periféricos (Boyce, 2010), é essencial para que estas células precursoras se
diferenciem em mastocitos e para a sua sobrevivéncia quando células maduras. Outras
citocinas que regulam a diferenciacdo e proliferagdo dependentes de SCF incluem a
interleucina 3 (IL-3), IL-4, IL-5 e interferdo-y (INF-y). A IL-3 partilha vias de transducdo de
sinais com o SCF, sendo ambos importantes na diferenciacdo e proliferacdo das células
precursoras dos mastécitos (Durand et al, 1994). No entanto, apresenta poucos efeitos directos
na proliferacdo de mastocitos humanos maduros (Kulka & Metcalfe, 2005). A IL-4 amplia a
funcdo dos mastécitos quando adicionada a culturas maduras. Por exemplo, a IL-4 aumenta a
expressao de um receptor tetramérico Fc de alta afinidade para IgE, conhecido por FceRI, por
parte dos mastocitos e subsequentemente potencia a desgranulacdo espontanea e a estimulada
por antigénios. Se adicionada durante uma fase de diferenciacdo dependente de SCF, a IL-4
inibe a divisdo celular e diminui o nimero final de mastdcitos. Em mastécitos em
desenvolvimento, a IFN-y inibe a sua proliferacdo e influencia o seu fenétipo e funcdes, mas
os seus efeitos sdo minimos na activacdo de mastdcitos maduros (Kulka & Metcalfe, 2005).
Contrariamente a outras celulas hematopoiéticas maduras, 0s mastocitos ainda tém potencial
proliferativo, embora, até & data, nunca tenham sido observadas mitoses nos tecidos (Welle,
1997).

2.1.3. Heterogeneidade

Em 1906, Maximow verificou que as células presentes no tracto intestinal de diversas
espécies eram mais pequenas e continham menos granulos que as mesmas células de outros
locais, pelo que suspeitou da existéncia de uma populacdo heterogénea de mastocitos (Welle,
1997). Esta hipdtese veio a ser confirmada primeiro no ratinho, onde se demonstrou que as
células da pele eram distinguiveis das das mucosas pelas suas caracteristicas histoquimicas e
imunohistoquimicas, o que levou ao termo de mastdcitos do tecido conjuntivo (CTMC -
“connective tissue mast cells”) e mastocitos das mucosas (MMC - “mucosal mast cells”) (Hill
& Martin, 1998). Assim, encontramos os primeiros ao nivel da pele, musculo e cavidade
peritoneal, enquanto que os MMC predominam ao nivel da mucosa do tracto gastrointestinal
(Enerback, 1981 citado por Gibson & Miller, 1986).



Cré-se que ambos exibem fungdes diferentes. Por exemplo, no caso de uma infecgéo
parasitaria ou reac¢cdo alérgica, s6 os mastdcitos das mucosas se encontram aumentados
(Lutzelschwab, Lunderius, Enerback & Hellman, 1998; Miller, 1996) e no caso de doencas
fibroticas aumenta o nimero de mastécitos do tecido conjuntivo (Carter & Metcalfe, 2007).
Em estudos realizados em ratinhos verificou-se que os mastécitos das mucosas sdo
dependentes das células T, ao contrario dos mastocitos dos tecidos conjuntivos, sendo que,
nos animais deficientes em células T, os mast6citos das mucosas apresentam-se em menor
namero durante infecgdes parasitarias (Mayrhofer & Fisher, 1979).

Outra diferenca verificada nesta espécie, consiste na composicdo das suas proteases e
proteoglicanos. No caso dos CTMC encontramos carboxipeptidase A, quimases mMCP-4 e
mMCP-5 e triptases mMMCP-6 e mMCP-7 (Braga et al., 2007) e catepsina G (Schechter et al.,
1990). Os MMCs contém as quimases mMCP-1 e mMCP-2. Relativamente aos
proteoglicanos, identifica-se a heparina nos CMTCs e nos MMCs principalmente sulfato de
condroitina, embora também contenham heparina em baixas quantidades (Braga et al., 2007).
Um terceiro fendtipo foi descrito em mastocitos que se encontram na pele, linfonodos e
submucosa intestinal que apenas contém quimase (Carter & Metcalfe, 2007). Tanto em
humanos como em ratinhos, as diferencas na expressao das proteases e proteoglicanos de
acordo com a regido anatébmica em que se encontram, vém também acompanhadas por
heterogenidade das citocinas e eicosanoides produzidos (Boyce, 2010).

Nos mastocitos caninos também se faz a classificacdo dos mastocitos de acordo com a sua
sensibilidade a formalina e presenca de proteases; assim temos mastécitos contendo quimase
(Mq) e mastdcitos contendo quimase e triptase (Mtqg). Em pele normal, fixada com formalina,
predominam os Mtg, enquanto que na fixacdo com fixador de Carnoy predominam os Mgq.
Esta variacdo deve ser considerada quando é usada histoquimica para triptase para identificar
mastécitos de cdo (Gross et al, 2005).

Igualmente no gato foram identificados diferentes tipos de células. Mastdcitos ricos em
quimase foram encontrados na derme da orelha, a qual foi demonstrada em 99,6% destes, e
ainda na submucosa e muscular do estdmago e na submucosa do recto. O mesmo tipo de
mastécitos ndo foi encontrado no coracao, na muscular e serosa do duodeno, jejuno, ileo e
recto, locais mais distantes do limen onde ocorre o contacto com antigénios (Noviana et al.,
2001).

Quanto as células ricas em triptase, estas eram evidentes principalmente na pele da orelha,
com 91,9% destas células contendo esta protease, e no baco, com uma prevaléncia de 89,5%.
Também no coracdo se encontraram mastOcitos positivos para a triptase. Exceptuando a

submucosa do estdmago, os mastécitos do tracto gastrointestinal demonstraram maior
6



actividade para a triptase que para a quimase. Comparativamente com o cdo, também o0s gatos
tém maior nimero de mastocitos na pele da orelha, pulmdes, linfonodos, estdmago e
duodeno. Na orelha do gato o nimero de mastdcitos encontrado foi muito superior ao
encontrado no céo (Noviana et al., 2001).

Em relacdo ao estudo de mastécitos contendo tanto quimase como triptase, pouco estudos
foram feitos uma vez que requerem uma técnica de dupla marcacdo nem sempre disponivel.
No entanto, a mesma foi realizada num estudo sobre patologia de eosin6filos em gatos que
permitiam concluir que os mastécitos Mtq sdo o principal subtipo a nivel da derme e
subepiderme de gatos normais, coincidente com o que ocorre na pele do cdo e do homem
(Noli, Welle, Scarampela & Abramo, 2003).

Kitamura e co-autores, hipotetizaram que o desenvolvimento dos diferentes fendtipos se
encontrava dependente do microambiente da regido anatémica em que a sua diferenciaco
final tinha lugar. Esta teoria foi apoiada por estudos in vivo e in vitro que demonstraram que
0s mastdcitos das mucosas podem diferenciar-se nos do tecido conjuntivo e vice-versa
(Kitamura, Nakano, & Kanakura, 1986; Kitamura, Kanakura, Fujita & Nakano, 1987).

No ratinho veio a perceber-se que, entre os factores do microambiente que influenciavam a
diferenciacdo destas células, se encontrava a IL-3, responsavel pela diferenciacdo no subtipo
das mucosas (Haig et al., 1988), e o SCF (Zsebo et al., 1990) e que também os fibroblastos
desempenhavam um papel importante na diferenciacdo dos mastécitos no subtipo do tecido
conjuntivo (Dayton et al., 1988).

2.1.4. Funcdes bioldgicas

Os mastdcitos sdo as células efectoras primarias nas reaccGes inflamatorias mediadas pela
imunoglobulina E (IgE). Estdo implicadas tanto na resposta imune adquirida como na inata,
na cicatrizacdo, fibrose, angiogénese, doencas auto-imunes (Carter & Metcalfe, 2007),
anafilaxia, urticéria, angioedema e exacerbacdo da asma e sdo melhor conhecidos pelo seu
papel nas reaccdes de hipersensibilidade do tipo | (alérgicas) (Boyce, 2010).

A activacdo dos mastdcitos é iniciada pela ligacdo cruzada de alergenos multivalentes ao
FceRI, por via de moléculas de IgE monoméricas especificas associadas a membranas. O
FceRI é composto de uma subunidade o ligada a Fc, uma subunidade B e duas subunidades y
(Boyce, 2010) e, na maioria dos mamiferos, encontram-se entre 100.000 a 500.000 destes
receptores na superficie externa dos mastécitos (Kaliner, 1979). Por meio da IgE, o FceRI tem

ligagdo cruzada com antigénios multivalentes resultando na transducdo de sinais que



conduzem a fusdo imediata de granulos e sua exocitose, activacdo do metabolismo do acido
araquidénico e inducédo da transcricdo de genes das citocinas e quimiocinas (Boyce, 2010).

A expressdao de FceRI na membrana dos mastécitos e basofilos esta dependente da presenca
de IgE, sendo que, em ratinhos incapazes de produzir IgE, os mastécitos peritoneais tém
niveis muito baixos de FceRI que aumentam quando € administrada IgE exdgena. Esta
também dependente de citocinas, sendo que a IL-4 conduz a transcricdo de FceRla,
proporcionando mais subunidades para expressdo superficial. Este mecanismo actua em
sinergia com a estabilizacdo dos receptores por accdo da IgE. Ambos os mecanismos
amplificam a libertacdo de mediadores em resposta a ligagdo cruzada com FceRI (Boyce,
2010). Sinais ndo mediados por IgE que activam os mastdcitos incluem ligandos de receptores
“Toll-like” tais como os lipopolissacaridos e acidos nucleicos, certas citocinas e quimiocinas e
anafilatoxinas C3a, C4a e Cb5a (Metcalfe, Baram & Mekori, 1997).

Granulos secretores contendo mediadores pré-formados sdo libertados em resposta a
agregacao do receptor de IgE, activacdo pelo sistema complemento ou por citocinas. A
triptase é libertada aquando da activacdo dos mastocitos, junto com a histamina, heparina,
quimase e carboxipeptidase A. A funcdo da triptase ndo é ainda completamente conhecida
mas pensa-se que € responsavel pela activacdo de sistemas de cascatas proteicas, alteraces na
permeabilidade vascular e tonus do muasculo liso das vias aéreas (Tam & Caughey, 1990). A
triptase tem a capacidade de clivar a fibronectina (Lohi, Harvima & Keski-Oja, 1992), o
péptido geneticamente relacionado com a calcitonina, o péptido intestinal vasoactivo (Tam &
Caughey, 1990) e quininogénio (Walls, Bennett, Sueiras-Diaz, & Olsson, 1992). E também
um factor de crescimento para as células epiteliais (Cairns & Walls, 1996) células do musculo
liso das vias aéreas (Brown et al., 1995) e fibroblastos (Ruoss, Hartmann & Caughey, 1991).
A triptase é usada como um parametro indirecto do nimero de mastécitos e sua activacéo,
encontrando-se elevada em pacientes com mastocitose sistémica e em casos de anafilaxia
(Schwartz, Yunginger, Miller, Bokhari & Dull, 1989).

A quimase é responsavel pela conversdo da angiotensina | em angiotensina Il levando
consequentemente a hipertensdo em alguns individuos devido as propriedades vasoactivas
desta (Caughey, Raymond & Wolters, 2000). A carboxipeptidase A é também responsavel por
esta conversdo (Goldstein, Kaempfer, Kealey & Wintroub, 1989).

A histamina é armazenada em todos os mastdcitos, assim como nos baséfilos e € libertada
com a activacdo destas células. Os seus efeitos biol6gicos sdo mediados através da activacao
dos receptores H;, Hy, Hs e Hy. Os receptores H; encontram-se nas células epiteliais, bem
como nas células vasculares e perivasculares e medeiam a permeabilidade vascular, a

contraccdo do musculo liso dos brénguios e intestinos, edema, prurido e rubor (Hill et al.,
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1997). Os receptores H, estdo presentes nas células epiteliais do tracto gastrointestinal e estdo
associadas a hipersecrecdo gastrica (Gantz et al., 1991). Os receptores Hs encontram-se no
cérebro e tracto gastrointestinal e podem estar associados a certos efeitos neuroldégicos como
dores de cabeca (Lovenberg et al., 1999). Os receptores H, sdo expressos predominantemente
nas células da medula 6ssea e estdo também presentes nos eosinofilos e mastécitos (Liu et al.,
2001). A sua fungdo ndo estd bem entendida nos seres humanos. Apesar da expressao destes
receptores ser baixa na maioria dos tecidos, a sua presenca nos mastécitos e eosinofilos e
também nas células T, implica que tém um papel nas respostas inflamatéria e imune (Dunford
et al., 2006).

A heparina estabiliza e regula as proteases dos granulos secretores. Adicionalmente, liga-se a
antitrombina 111, inibindo a activacdo da cascata de coagulacdo. E também responsavel pela
regulacdo e estabilizacdo de citoquinas e factores de crescimento. A heparina estd também
envolvida em fendmenos de didtese hemorragica, osteopénia e osteoporose (Carter &
Metcalfe, 2007).

Adicionalmente, os mastdcitos activados secretam mediadores lipidicos sintetizados no
momento, produtos do metabolismo de acido araquiddnico enddgeno. Neste grupo incluem-se
a prostaglandina D, (PGD,), leucotrieno (LT) Bs e LTC,4 uma molécula parente dos
leucotrienos cisteinicos (cys-LTs) (Boyce, 2010) e factor de activacdo plaquetario (PAF).
Estes mediadores tém efeitos profundos tanto na reaccdo alérgica imediata como na tardia
(Carter & Metcalfe, 2007).

Os receptores para PGD; estdo presentes nas células vasculares e perivasculares e medeiam
efeitos como o broncospasmo, vasodilatacdo, permeabilidade vascular e inibicdo da agregacgéo
plaquetaria (Metcalfe et al., 1997).

Os leucotrienos cisteinicos aumentam a permeabilidade vascular (Joris, Majno, Corey &
Lewis, 1987) e causam broncoconstricdo (Arm & Lee, 1993). Estes mediadores sdo também
responsaveis por papulas e eritema persistentes quando injectados por via intradérmica na
pele humana (Maxwell, Atkinson, Spur, Lessof & Lee, 1990).

O PAF é um potente indutor de broncoconstricdo mediada através de extravasao
microvascular nas vias aéreas e subsequente desenvolvimento de edema submucoso. Muitas
células sintetizam PAF, incluindo células endoteliais, neutréfilos e macréfagos. O PAF
reproduz muitos aspectos da inflamacdo ao funcionar como um agente quimiotéactico dos
eosintfilos (Chung & Barnes, 1991), neutréfilos (Shaw, Pinckard, Ferrigni, McManus &
Hanahan, 1981) e mastdcitos (Nilsson, Metcalfe & Taub, 2000).

Os mastécitos activados também produzem e libertam varias citocinas pré-inflamatorias

durante um periodo de horas. Desta forma, o resultado da activagdo dos mastocitos inclui o
9



rapido desenvolvimento de extravasdao de plasma, edema dos tecidos, broncoconstricao,
recrutamento de leucdcitos e inflamacdo persistente (Boyce, 2010). As citocinas podem
também contribuir para os sintomas da mastocitose. O factor de necrose tumoral (TNF)
provoca caquexia e instabilidade vascular. O factor de crescimento transformante-p (TGF-p3)
contribui para a fibrose dos tecidos, remodelacdo dssea anormal, osteopénia e eosinofilia
(Valent et al., 2003).

A IL-4 esta implicada na sintese de IgE e no desenvolvimento de um fenétipo de linfocito T
helper 2. A IL-5 actua no recrutamento e sobrevivéncia dos eosindéfilos que contribuem para a
lesdo tecidular. A IL-6 tem sido ligada a patogenia da osteoporose (Jilka et al., 1992) e
encontra-se elevada em pacientes com mastocitose sistémica (Brockow et al., 2002;
Theoharides, Boucher & Spear, 2002; Brockow, Akin, Huber & Metcalfe, 2005). Provas do
papel dos mastécitos na imunidade inata sdo dadas pela producdo de IL-1B, IL-6 e outras
quimiocinas na resposta a patogéneos e seus produtos (Lin, Garduno, Boudreau & Issekutz,
2002).

2.1.5. C-kit

O proto-oncogene celular c-kit foi primeiro identificado e clonado em 1987 (Yarden et al.,
1987). Contudo, ja em em 1986 havia sido descoberto o seu homologo viral v-kit, identificado
como o gene transformado do sarcoma felino de Hardy-Zuckerman 4 (Besmer et al., 1986).

A proteina c-kit (também chamada de KIT ou CD117) é um produto do proto-oncogene c-Kkit,
e € um receptor tirosina cinase tipo-11l expresso pelos mastdcitos e células progenitoras dos
mastdcitos e também expresso normalmente, no cdo e gato, por células epiteliais da glandula
mamaria, células intersticiais de Cajal, o6citos, células do endométrio e células de Purkinje,
bem como células neoplasicas no melanoma maligno, adenoma e carcinoma mamarios,
tumores do estroma gastrointestinal, carcinoma do ovério, carcinoma do endomeétrio,
feocromocitoma e mastocitoma (Rodriguez-Carifio et al., 2009). E constituido por um
dominio extracelular, contendo 5 pontes semelhantes a imunoglobulinas (IgD), uma regido
hidrofébica transmembranar, e uma intracelular que inclui uma regido justamembranar e um
dominio cinase que é clivado por uma sequéncia de insercdo em regides ligantes a adenosina
trifosfato (ATP) e fosfotransferase (Yarden & Ulrich, 1988; Isotani et al., 2006).

O c-kit tem um papel determinante durante o desenvolvimento fetal e a sua expressdo é
mantida nas células germinativas hematopoiéticas, mastocitos, linfocitos intraepiteliais,
células germinativas, melandcitos e células intersticiais de Cajal, onde actua como um

receptor de factor de crescimento celular (Gibson & Cooper 2002).
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O ligando para o receptor c-kit, o SCF, também chamado factor de crescimento dos
mastdcitos, € uma citocina que, na pele, € produzida por fibroblastos, queratindcitos e células
endoteliais (Rodriguez-Carifio et al., 2009) e que também surge ligada a membrana de
mastdcitos e outros tipos de células justapostas a estes nos tecidos periféricos (Boyce, 2010).
E um importante factor de crescimento celular dos mastdcitos, promovendo a sua
diferenciacdo a partir de células progenitoras CD34+ (Reber, Da Silva & Frossard, 2006) e
tem multiplos efeitos nestes, incluindo proliferacdo, maturacdo, migracdo, supressdo da
apoptose e adesdo a fibronectina (Webster et al., 2004), levando a expresséao e libertacdo de
histamina, citocinas pré-inflamatorias e quimocinas. O SCF também induz adeséo e activacao
dos eosinofilos por via da activacao e desgranulacdo dos mastdcitos (Lukacs et al., 1996) com
producéo de leucotrieno e quimocina CC (Oliveira et al., 2002). Encontra-se sobrexpressado
em condicOes inflamatdrias tanto in vitro como in vivo, em humanos e ratinhos. A inibicdo da
via SCF/c-kit leva a uma diminuicdo significativa do nimero de mastdcitos, a inibicdo da sua
acido araquidénico e serotonina. Diminui ainda a resposta excessiva das vias aéreas a
alergenos bem como a infiltracdo por eosinéfilos (Reber et al., 2006).

Vérios estudos tém sido feitos que demonstram a importancia desta via. Duas estirpes de
ratinhos de laboratério deficientes em mastdcitos demonstraram ter mutacbes com perda de
funcdo no locus W onde reside o c-kit. Outra estirpe também deficiente nestas celulas tinha
uma mutacdo com perda de funcdo no locus Steel (SI) que codifica a forma ligada a
membrana do SCF. Uma vez que este é o ligando para o c-kit, estes defeitos moleculares
definem os requisitos fundamentais para o desenvolvimento dos mastécitos (Boyce, 2010).

O SCF é expresso como uma proteina transmembranar glicosada que pode sofrer uma
clivagem alternativa e dar origem a dois isdmeros que diferem na auséncia ou presenca de um
certo local de clivagem proteolitica especifica (Huang, Nocka, Buck & Besmer, 1992). A
isoforma contendo o local de clivagem sofre protedlise e torna-se sollvel apos libertacdo da
membrana plasmatica, enquanto que a isoforma sem o dito local de clivagem continua
associado a célula. A resposta a estas duas isoformas é também diferente. A estimulagdo com
a isoforma soltvel leva a uma activagdo e autofosforilacdo do c-kit rapida e transitria, bem
como a uma degradacdo rapida, ao passo que a estimulacdo com a isoforma associada a
membrana leva a uma activacdo mais prolongada (Miyazawa et al., 1995; Rénnstrand, 2004).
Estudos in vitro usando mastocitos de ratinhos e humanos confirmam que o SCF sollvel
protege 0s mastocitos da apoptose, induz a proliferacdo, pode induzir a migracdo e algum
grau de activacdo e secrecdo independente do receptor de alta afinidade FceR1 e do seu

ligando IgE, importantes na resposta imunitaria (Boyce, 2010).
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2.1.6. Metaloproteinase-9

Esta metaloproteinase, que é também conhecida por gelatinase B pela sua capacidade de
degradar gelatina, € uma enzima proteolitica, dependente de zinco, capaz de degradar matriz
extracelular, o que inclui colagéneo tipo IV e V, laminina, fibronectina. E capaz de clivar,
além de substratos da matriz extracelular, moléculas da superficie das células, juntamente
com proteinas pericelulares, regulando o comportamento celular de varias formas (McCawley
& Matrisian, 2001; Sternlicht & Werb, 2001; Egeblad & Werb, 2002). Estes substratos
incluem uma variedade de outras proteinases, inibidores de proteinases, factores de
coagulacdo, moléculas quimiotacticas, factores de crescimento latentes, factores de
crescimento ligados a proteinas, receptores da superficie celular e moléculas de adesdo,
influenciando assim diversos processos fisiologicos e patologicos. E produzida por
queratindcitos, mondcitos, macréfagos e muitas células malignas (Kerkeld & Saarialho-Kere,
2003) e encontra-se envolvida no desenvolvimento embriondrio, cicatrizacdo, ovulagdo,
remodelacdo dssea e na funcdo dos macrdéfagos e neutréfilos e a sua desregulacdo esta
envolvida em diversas doencas, nomeadamente metastases tumorais, artrite reumatdide,
doenca periodontal, Ulceras gastricas e arteriosclerose (Kahari & Saarialho-Kere, 1997;
Westermarck & Ké&héri, 1999).

A sua actividade esta intimamente regulada pelos niveis de transcricdo genética, pela
activacdo de zimogéneos por protedlise, por inibidores tecidulares de metaloproteinase e por
um regulador de membrana, rico em cisteina, designado RECK (reversion inducing cysteine-
rich protein with Kazal motifs) (Yoon et al., 2003).

Para as células percursoras dos mastécitos, a MMP-9, parece ser essencial na invasdo dos
tecidos conjuntivos a partir dos vasos sanguineos, onde completam a sua diferenciacdo. No
processo da sua maturacdo, 0s mastocitos migram de encontro ao SCF expresso pelos
fibroblastos. Como n&o foi encontrada actividade por parte da MMP-9 em culturas de
mastdcitos com mutacdes activas no gene c-kit, cré-se que o SCF é capaz de suprimir, pela
sua ligacdo com o receptor c-kit, a producdo de MMP-9 pelos precursores dos mastdcitos
(Tanaka, Arai, Kitamura & Matsuda, 1999).

No cdo, verificou-se que as células do mastocitoma secretam metaloproteinases relacionadas
com a progelatinase B que é directamente activada fora da célula pelas quimases entretanto
libertadas pelas mesmas células. Esta via pode facilitar a invasdo tumoral dos tecidos
adjacentes e, nos mastdcitos normais, pode ser responsavel pela remodelacdo e reparacdo dos
tecidos (Fang, Raymond, Lazarus & Caughey, 1996).
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As metaloproteinases sdo o principal grupo de enzimas proteoliticas envolvidas na invasdo
tumoral, metastase e angiogénese tumorais (Westermarck & Kahari, 1999; Chang & Werb,
2001), sendo a MMP-2 e a MMP-9 abundantemente expressas em varios tumores malignos
(Johnsen et al., 1998). Durante a progressdao tumoral, a microecologia dos tecidos do
hospedeiro é um factor determinante na evolucdo do tumor. A invasdo ocorre na interface
entre o hospedeiro e o tumor, onde este e as células do estroma trocam enzimas e citocinas
que modulam a matriz extracelular local e estimulam a migragéo celular, por via da regulacéo
da degradacdo da matriz, da adesdo entre células e entre células e a matriz (Yoon et al., 2003).
As metaloproteinases estdo envolvidas na fuga ao sistema imunitario por estimulacdo de
interacgdes entre células tumorais e plaquetas (Sawicki, Salas, Murat, Miszta-Lane &
Radomski, 1997) e inibicdo das funcGes e da proliferacdo de células responsaveis do sistema
imunitario como as células T e NK. A habilidade das células tumorais malignas para agregar
plaquetas permite-lhes evadir-se ao sistema imunitario (Philippe et al., 1993). Outra vantagem
deve-se ao facto destes agregados serem capazes de embolizar na microvasculatura num novo
local de extravasdo (Yoon et al., 2003). Além disso, ainda facilitam a extravasdo das células
tumorais (Mehta, 1984).

As MMP também medeiam a clivagem de IL-2Ra o que diminui a capacidade proliferativa
das células T (Sheu et al., 2001) e activam a TGF-B (Yu & Stamenkovic, 2000), um
importante inibidor da resposta dos linfocitos T contra tumores (Gorelik & Flavell, 2001). A
MMP-9 é capaz de clivar o dominio extracelular da ICAM-1, libertando-a da superficie
celular e promovendo a resisténcia das células do tumor mamario as células NK (Fiore,
Fusco, Romero & Stamenkovic, 2002).

Também desempenham um papel importante na angiogénese, sendo que a MMP-9 ¢é
responsavel pela degradacdo da membrana basal, permitindo a migracdo das células
endoteliais. Adicionalmente, tem efeitos sobre moléculas pro-angiogénicas e anti-
angiogénicas. Isto mostra que a mesma tem importancia tanto na angiogénese como na
inibicdo da mesma, sendo o equilibrio entre ambas as funcdes fulcral no desenrolar da
angiogénese. Um estudo comprovou que a MMP-9 estava envolvida na libertacdo de VEGF-
A (vascular endothelial growth factor A) (Bergers et al., 2000).

S&o ainda importantes no crescimento tumoral, uma vez que permitem a libertacdo de factores
de crescimento da membrana das células por protedlise (Yoon et al., 2003).

No céo, foi comprovada a existéncia de um aumento dréstico de actividade da proenzima
MMP-9 em mastocitomas de grau Ill, comparativamente aos de grau Il. Também se verificou
um aumento drastico da sua actividade nos tecidos tumorais quando comparados com 0

estroma tecidular normal (Leibman et al., 2000).
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2.2. Mastocitose e mastocitomas

A regulacdo do nimero de mastécitos nos tecidos depende tanto da taxa de producdo dos seus
precursores da medula 6ssea como do tempo de sobrevivéncia dos mastocitos maduros nos
tecidos, pelo que a alteracdo de um destes factores pode resultar na sua sobrexpressdo nos
tecidos (Metcalfe, Mekori & Rottem, 1995).

O termo mastocitose agrupa um conjunto heterogéneo de doencas caracterizado pelo
crescimento e concentracdo anormais de mastécitos num ou mais 6rgdos. Os mastocitos
derivam de progenitores hematopoiéticos, logo, a mastocitose representa uma anomalia
hematopoiética. A manifestacdo da doenca pode ir desde lesdes cutaneas, que podem regredir
espontaneamente, até neoplasias altamente agressivas com envolvimento multissistémico e
curtos tempos de vida (Valent et al., 2001a).

Na mastocitose cutanea, os mastocitos encontram-se confinados a pele; a mastocitose
sistémica é caracterizada pelo envolvimento de, pelo menos, um 6rgao extracutaneo, com ou
sem evidéncia de infiltracdo cutanea (Valent et al., 2001a).

Nos Gltimos anos tém sido propostas varias classificacdes para este conjunto de doencas, mas
nenhuma tem sido universalmente aceite. A proposta adoptada pela OMS é um sistema de
classificacdo consensual desenvolvido em 2000. Este tem em conta ndo sO aspectos
morfolégicos mas também parametros clinicos e tenta ser flexivel o suficiente para incorporar
nova informacgado molecular emergente para estas doengas (Valent et al., 2001a).

Assim a mastocitose nos seres humanos esta dividida nos seguintes tipos: mastocitose cutanea
(incluindo nesta os subtipos urticaria pigmentosa, mastocitose cutanea maculopapular,
mastocitose cutdnea difusa e 0 mastocitoma cutdneo), mastocitose sistémica indolente,
mastocitose sistémica com uma alteracdo hematolégica clonal ndo mastocitaria, mastocitose
sistémica agressiva, leucemia mastocitaria, sarcoma mastocitario e mastocitoma extra-cutaneo
(Valent et al., 2001b).

Os mastocitomas cutaneos e a mastocitose sistémica e cutanea podem ser encontrados nos
gatos e nos cdes (Gross et al, 2005), assim como uma forma rara de mastocitoma
gastrointestinal (Tamm & Vail, 2007; Rogers, 2009).

O mastocitoma cutaneo é diagnosticado menos frequentemente que em céaes e permanece um
dos tumores da pele mais comuns em gato, juntamente com 0 carcinoma escamoso e 0
fibrossarcoma, representando 12% a 20% das neoplasias que afectam a pele desta espécie. Em
felinos, a mastocitose sistémica e o linfoma estdo descritos como os dois tumores
hematopoiéticos mais comuns do bago, sendo o0 mastocitoma intestinal o terceiro tumor mais

comum do intestino a seguir ao linfoma e adenocarcinoma (Rogers, 2009).
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2.2.1. Etiopatogenia

A etiologia do mastocitoma é desconhecida. Tém sido observadas particulas virais em
amostras de tecido de mastocitoma felino, mas estes ndo proliferaram em cultura de tecidos
nem demonstraram transmissibilidade a outros gatos, ratinhos ou hamsters. N&o foi relatada
nenhuma associa¢cdo ao FeLV ou ao PIF (Tamm & Vail, 2007). Foi feita, no entanto, uma
associacao entre a infeccdo por FIV e o desenvolvimento de tumores cutaneos multiplos, que
se hipotetizou ser devida a imunossupressao associada ao FIV (Barr et al., 1993; Wilcock et
al., 1986). Foi proposta a hipotese de predisposicdo genética devido a alta incidéncia em gatos
Siameses, sobretudo da variante histiocitica (Wilcock et al., 1986).

Nos seres humanos e em cdes foram detectadas mutagdes no dominio cinase do c-kit
associadas a proliferacdo anormal de mastocitos (Nagata et al., 1995; Longley et al., 1996;
London et al., 1999). Também foi identificada no gato uma duplicacdo em tandem numa
sequéncia de 12 pares de bases, na regido correspondente ao exao 8, que se considerou
contribuir para a transformacdo neoplasica dos mastdcitos no gato por aumento da
fosforilacdo do c-kit (Isotani et al., 2006; Hadzijusufovic et al., 2009).

Devido a heterogenidade que esta doenga apresenta e a incapacidade em comprovar a
existéncia de mutaces em alguns casos de medicina humana (Longley et al., 1996), duvidou-
se que estas mutacdes pudessem, isoladamente, explicar a doenca. Uma das hipGteses
formuladas envolve a mudanca da distribuicao das isoformas de SCF em casos de mastocitose
cutdnea. Enquanto que nos tecidos normais, vemos sobretudo a isoforma associada as
membranas, neste caso dos queratindcitos, nas situacées de mastocitose surge principalmente
a isoforma soluvel de SCF entre estas células. Igualmente, notou-se nestes pacientes
hiperpigmentacdo, que ndo podia ser explicada apenas por mutagdes no c-kit ja que estas ndo
afectam directamente a producdo de melanina pelos melandcitos. Assim julga-se que a
proliferacdo dos mastdcitos, devida a mutacdo do c-kit, induz a libertacdo da isoforma de SCF
ligada @ membrana dos queratindcitos (Longley et al., 1993). O SCF solavel resultante pode,
de seguida, estimular os melandcitos a produzir melanina e estimular mais ainda a
proliferacdo de mastocitos. A suportar esta teoria, esta o facto de que a enzima quimase,
produzida pelos mastocitos, é capaz de clivar especificamente o SCF, libertando um

fragmento sollvel e bioactivo (Longley et al., 1997).
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2.2.2. Mastocitoma cutaneo felino

A incidéncia de mastocitoma em gatos documentada na maioria dos relatos varia entre 8% a
15% dos tumores cutaneos (Buerger & Scott, 1987). Outro estudo relatava uma incidéncia de
21% numa populacdo de 340 gatos (Miller et al., 1991).

Sdo mais frequentemente diagnosticados em gatos de meia-idade (entre 9 a 11 anos em
média) (Gross et al., 2005), tendo a maioria dos gatos mais de 4 anos (Goldshmidt &
Hendrick, 2002; Gross et al., 2005), e ndo se regista predisposicdo sexual. Os gatos Siameses
parecem estar mais representados em alguns estudos (Tamm & Vail, 2007; Miller et al.,
1991), incluindo a rara variante histiocitica, que surge em gatos de 6 semanas de idade até 4
anos (Wilcock et al., 1986), sendo a média cerca de 2,4 anos (Miller et al., 1991; Buerger &
Scott, 1987). Os tumores multicéntricos sd0 muito mais comuns no gato que no cao
(Goldshmidt & Hendrick, 2002).

A cabeca, pescoco e membros séo os locais mais afectados (Buerger & Scott, 1987); a cabeca,
tronco e face dorsal da cauda foram relatados como 0s mais comuns num outro estudo (Macy
& Reynolds, 1981). Séao, frequentemente, tumores solitarios, sendo que os tumores multiplos
apenas se encontram em 10 a 43% dos casos (Buerger & Scott, 1987; London & Seguin,
2003; Rodriguez- Carifio et al., 2009).

Os mastocitomas felinos incluem desde tumores bem diferenciados, a atipicos pouco
granulados também chamados de histiociticos (Wilcock et al, 1986), e a pleomorficos
(Johnson et al, 2002). O sistema de gradacdo de Patnaik, Ehler e MacEwen (1984) utilizado
para o cdo, ndo permite extrair informacao Util para o prognostico no caso do gato (Molander-
McCrary et al., 1998).

2.2.2.1. Aspectos clinicos e caracteristicas macroscopicas

O mastocitoma felino apresenta-se como uma papula ou nédulo discreto, firme, acastanhado e
alopécico, que pode ter desde alguns milimetros até 2 cm de didmetro. Podem desenvolver-se
nédulos solitarios ou multiplos. LesGes de maiores dimensdes encontram-se muitas vezes
ulceradas. O mastocitoma atipico pouco granulado, também descrito como histiocitico, ocorre
como lesdes nodulares ou papulares agrupadas, geralmente na cabega (Wilcock et al., 1986).

As metastases sd0 menos comuns no gato que no cdo mas, quando ocorrem, surgem
principalmente nos linfonodos regionais. Em varios estudos, poucos gatos demonstraram
metastases e a ocorréncia de recidivas na pele foi registada num tergo a um meio dos animais

estudados. Ocasionalmente, as lesdes cutdneas podem representar metastases da forma
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visceral da doenca e é recomendado que, qualquer gato com lesbes cutaneas multiplas, seja
avaliado para esta hipdtese (Rogers, 2009).
Trauma ligeiro, incluindo cocar ou esfregar as les6es, normalmente causa eritema e prurido

em torno das méaculas, conhecido como sinal de Darier (Carter & Metcalfe, 2007).

2.2.2.2. Histiopatologia

a) Mastocitoma bem diferenciado

Apresenta-se como massas a nivel da derme com demarcacao variavel e ndo encapsuladas que
podem, ocasionalmente, estender-se ao tecido subcutaneo. Normalmente, existe uma fina
banda de derme superficial ndo envolvida em seu redor, conhecida por zona de Grenz. Em
alguns casos, as células tumorais podem atingir a juncdo dermo-epidérmica e estdo mesmo
descritos dois casos de invasdo da epiderme, com agregados de 3 a 5 células distribuidos por
esta, pelas bainhas foliculares e glandulas anexas (Buerger & Scott, 1987; Lamm et al., 2009).
Pode estar presente um numero variavel de eosindfilos que é, no entanto, normalmente
reduzido. Podem também ser observados linfécitos (Marcos, R., Santos, M., Pissarra, H. &
Peleteiro, M. C., 2011).

Os tumores sdo compostos de infiltrados, por vezes compactos, de células redondas uniformes
com discretos limites citoplasmaticos. O citoplasma tem granulacdo variavel e pode surgir
eosindfilico, acizentado. Os granulos, embora finos, sdo geralmente reconhecidos sem
coloracOes especificas. Sdo corados metacromaticamente de purpura com o azul de toluidina
ou Giemsa. O nucleo encontra-se centrado ou ligeiramente desviado do centro da célula e é
redondo com cromatina ligeiramente reticulada. O pleomorfismo nuclear esta ausente ou é
minimo. Os nucléolos sdo de dificil visualizacdo e as figuras mitéticas raramente sdo
observadas. Trata-se, portanto, de um tumor caracteristico e cuja diferenciacdo de outros

tumores de células redondas ndo apresenta problema (Gross et al., 2005).

b) Mastocitoma atipico, pouco granulado ou histiocitico

A forma histiocitica de mastocitoma felino é pouco comum e representa um desafio de
diagndstico para o patologista (Buerger & Scott, 1987; Chastain, Turk & O’Brien, 1988).

Estas proliferagdes de mastocitos sdo pequenas, ndo encapsuladas e surgem como nddulos a
nivel subcutaneo e da derme profunda, constituidos por infiltrados de grandes células

poligonais a fusiformes, que podem lembrar histidcitos. Os nucleos sdo grandes, vesiculares e
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podem ser ligeiramente indentados. Os nucléolos sdo pequenos e a actividade mitética é
baixa. As células tumorais tém um citoplasma eosinofilico amplo, que pode conter vacuolos.
A granulacdo citoplasmatica pode ser enganadora quando avaliada com coloracdo de
hematoxilina-eosina (HE). A maioria das células tem granulos ortocromaticos (azuis) quando
corados por Giemsa ou azul de toluidina. Algumas células tumorais tém granulacdo purpura
metacromatica fraca, indicando a sua origem mastocitaria. Apenas 20% das células presentes
se identificam facilmente como sendo mastécitos. Contudo, com o auxilio do microscopio
electrénico, torna-se possivel evidenciar granulos tipicos dos mastécitos que identificam as
células de aspecto histiocitario como tal (Wilcock et al., 1986). Os eosindfilos tendem a ser
mais numerosos que nos mastocitomas bem diferenciados (Gross et al., 2005).

Podem ser diagnosticados como uma inflamacdo granulomatosa (Goldshmidt & Hendrick,
2002), paniculite nodular granulomatosa ou dermatite profunda, quando observados por
patologistas menos familiarizados com esta forma da doenca (Tamm & Vail, 2007). Devem
também ser diferenciados de lesdes histiociticas e xantomas cutaneos. A presenca de granulos
metacromaticos, quando observados com azul de toluidina ou Giemsa, confirma a sua origem
mastocitaria. Os xantomas podem conter também eosindfilos, mas geralmente estdo
associados a linfécitos e neutrofilos, acompanhados por macr6fagos que contém numerosos
vactolos lipidicos. Pode ser necessario recorrer a técnicas de imunohistoquimica para
distinguir entre proliferacdes histiociticas e mastocitomas atipicos pouco granulados (Gross et
al., 2005).

c) Mastocitoma pleomérfico

Uma pequena percentagem de mastocitomas felinos exibe marcado pleomorfismo. Estas
neoplasias pouco diferenciadas sdo geralmente maiores, menos discretas e infiltram mais
profundamente os tecidos subjacentes. E evidente a perda parcial ou total das granulacdes
citoplasmaticas com técnicas de rotina como a coloragcdo HE, assim como com o azul de
toluidina. Os poucos granulos metacromaticos que possam estar presentes sdo muito
delicados, e a alta ampliacdo do microscopio pode ser necessaria para a sua deteccdo. Os
nlcleos sdo grandes e geralmente tém uma localizacdo excéntrica e padrdes variaveis de
cromatina, e um s6 nucléolo que varia de quase indetectavel a proeminente. A actividade
mitética pode ser moderada ou alta. Podem ser observadas células gigantes tumorais com um

Unico nucleo multilobulado ou maltiplos nacleos (Gross et al., 2005).
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Estes tumores devem ser diferenciados de outros tumores cutaneos de células redondas, tais
como o linfoma ndo-epiteliotropico, plasmocitoma, alguns melanomas amelanéticos e todas
as neoplasias histiocitarias. Na maioria dos casos, as coloragdes por Giemsa ou azul de
toluidina revelam granulacbes metacromaticas em, pelo menos, uma pequena subpopulacao
de células tumorais. O linfoma ndo-epiteliotrépico é composto sobretudo de células redondas
com elevada relagdo nucleo/citoplasma, por vezes com formacdo de chanfraduras nucleares.
Os plasmocitomas tém citoplasma menos abundante; a elevada concentracdo de RNA
citoplasmatico cora de magenta com a coloracdo de verde metil pironina. Pequenos nimeros
de plasmécitos bem diferenciados podem ser, por vezes, identificados e pode estar presente
substancia amildide. Nos melanomas amelandticos do gato, as células tém um citoplasma
eosinofilico abundante e um nucleo pleomoérfico e excéntrico. Podem ser observados alguns
granulos de melanina com recurso a técnica de Fontana-Masson. As neoplasias histiocitarias
sdo caracterizadas pela proliferacdo de grandes células com citoplasma eosinofilico abundante
e nucleos normalmente indentados (Gross et al., 2005).

2.2.3. Mastocitose cutanea felina

Nos seres humanos a mastocitose é dividida, consoante a idade, em forma adulta e pediatrica
(Longley & Metcalfe, 2000; Valent et al., 2001a; Wolff, Komar & Petzelbauer, 2001) e pode
tratar-se de uma hiperplasia de mastécitos auto-limitante ou de uma doenca maligna
progressiva. A maioria dos casos pediatricos ndo tem envolvimento sistémico e, no geral, tem
uma maior incidéncia de regressao espontanea (Valent et al., 2001a).

Pode apresentar-se nos seres humanos como urticaria pigmentosa (também referida como
mastocitose cutanea maculopapular) ou mastocitose cutanea difusa (Valent et al., 2001a). A
urticaria pigmentosa é caracterizada por nddulos ou placas que podem estar associados a
telangiectasia. A mastocitose difusa esta associada a pele espessada de forma difusa, que pode
ter superficie lisa (Gross et al., 2005).

Apesar de poder existir envolvimento cutaneo, a maior parte dos relatos de mastocitose em
cdo e gato descreve mastocitose sistémica afectando varios orgdos internos com ou sem
mastocitémia (Weller, 1978; O’Keefe, Couto, Burke-Schwartz & Jacobs, 1987). Alguns casos
de mastocitose cutdnea primaria maculopapular, semelhantes a urticaria pigmentosa em
humanos, foram descritos em cdo e gato (Davis, Page, Sannes & Meuten, 1992; Vitale, Ihrke,
Olivry & Stannard, 1996). Um caso de mastocitose cutanea relatado em gato € consistente
com mastocitose difusa como é descrita em humanos (Brown & Chalmers, 1990).
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2.2.3.1. Aspectos clinicos e caracteristicas macroscopicas

A mastocitose cutanea maculopapular é rara no gato (Vitale et al., 1996) e a mastocitose
cuténea difusa foi reconhecida em apenas um caso (Brown & Chalmers, 1990). A primeira foi
observada em trés gatos da raca Esfinge, aparentados (Vitale et al., 1996), e cinco gatos da
raca Devon Rex, sem qualquer parentesco (Noli et al., 2004). A primeira € uma raca sem pélo
e a segunda é hipotricética, pelo que se hipotetizou que estas racas estivessem predispostas ou
que, noutras racas com mais pélo, a doenca nao fosse reconhecida (Noli et al., 2004).
Relativamente as lesGes, foram observadas maculas castanho escuras, parcialmente
simétricas, coalescentes com eritema e papulas miliares, crostosas no ventre, peito, pescoco e
extremidades. As lesBes tinham uma apresentacdo linear e a pele encontrava-se espessada e
liguenificada. N&o havia dermatografismo. Foi observado prurido generalizado e
linfadenopatia moderada. A idade dos trés gatos Esfinge estava compreendida entre os 8
meses e 2,5 anos (Vitale et al., 1996) e a dos Devon Rex entre as 3 semanas € 10 meses (Noli
et al., 2004).

O Unico caso de mastocitose cutanea difusa foi relatado num gato de raca indefinida de um
ano de idade (Brown & Chalmers, 1990). Foram observadas papulas crostosas, miliares, com
alopécia e erosbes. A pele apresentava-se difusamente liquenificada e notavam-se dobras de
pele espessas. Havia linfoadenopatia periférica moderada generalizada. Foram observados
mastécitos na camada leucoplaquetaria, mas ndo foi encontrado envolvimento de 6rgaos

internos. O animal em causa foi eutanasiado (Gross et al., 2005).

2.2.3.2. Histopatologia

a) Mastocitose cutanea maculopapular (“urticaria pigmentosa’)

As lesdes desta forma sdo caracterizadas por infiltracdo, moderada a severa, de mastocitos
bem diferenciados que podem estender-se da derme superficial até a derme profunda, com um
arranjo perivascular ou difuso. Os mastocitos sdo caracterizados por um ndcleo central e
citoplasma granular. As figuras mitéticas sdo raras. Pequenos numeros de eosinéfilos e
neutréfilos podem ser encontrados, bem como agregados linfoides (Gross et al., 2005).

Com envolvimento dos linfonodos, numerosos mastdcitos podem ser detectados na regido
paracortical e seios subcapsulares. Os mastdcitos migrantes sdo bem diferenciados e tém
citoplasma granulado (Gross et al., 2005).
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A mastocitose cutanea maculopapular caracteriza-se pelos seus mastdcitos bem diferenciados
e o diagndstico definitivo ndo levanta normalmente problemas. Ligeiras alteracdes precoces,
caracterizadas por agregados de mastdcitos perivasculares, devem ser diferenciadas de
reaccOes de hipersensibilidade, as quais contém também numerosos mastocitos (Gross et al.,
2005).

b) Mastocitose cutanea difusa

O Unico caso de mastocitose cutanea difusa relatado dizia respeito a uma gata de pélo curto,
com cerca de um ano, e esterilizada. O estimulo iatotropico era prurido com 9 meses de
duragcdo e tinha uma lesdo papulosa na orelha esquerda, que se desenvolveu em lesdes
pruriticas papulocrostosas na cabeca e pescoco, que progrediram e acabaram eventualmente
por envolver todo o corpo. O animal apresentava, além de lesGes papulocrostosas miliares,
alopécia, eritema, escoriaces e liquenificacdo difusa da pele (Brown & Chalmers, 1990).
Microscopicamente, verificou-se que ambas as orelhas continham grande infiltrado de
mastocitos na derme, de ambos os lados da cartilagem auricular. Estes eram poligonais com
nacleos redondos e vesiculares e citoplasma granular, eosinofilico abundante. Os granulos
apresentavam metacromasia quando corados por azul de toluidina e Giemsa. Eram comuns 0s
mastdcitos bi- e tri-nucleados e, por vezes, observavam-se mitoses. O tecido subcutaneo e
derme em redor evidenciavam edema. Os linfonodos periféricos encontravam-se infiltrados
por grande nimero de mastocitos que se apresentavam em bandas subcapsulares e em todo o
paracortex e medula. Estas células exibiam moderada anisocariose, sendo comuns o0s
mastocitos multinucleados. Estas células eram semelhantes as encontradas na variante
pleomorfica do mastocitoma felino (Brown & Chalmers, 1990), em contraste com a forma
maculopapular, na qual as células sdo bem diferenciadas (Gross et al., 2005).

2.2.4. Mastocitoma extracutaneo
2.2.4.1. Mastocitose sistémica
A mastocitose sistémica envolve tipicamente baco, figado e linfonodos abdominais. Uma
forma esplénica, por vezes referida como linforreticular, € o diagnéstico diferencial mais
comum para a doenca esplénica em gatos, representando 15% de 455 casos submetidos num

estudo (Spangler & Culberston, 1992). A idade dos gatos afectados varia entre 4 e 17 anos,
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sendo a média de aproximadamente 10 anos. Ndo é conhecida uma predisposicdo racial ou
sexual (Carpenter, Andrews & Holzworth, 1987; Tamm & Vail, 2007; Rogers, 2009).

A histopatologia revela células bem ou pouco diferenciadas. No baco, os mastocitos
neoplasicos distendem a polpa vermelha mas os foliculos linfoides encontram-se
normalmente preservados. Em 15% dos casos, as células tumorais formam nédulos na polpa
vermelha. E frequente observar-se hemorragia, necrose e fibrose. Em 65% dos casos, nodulos
discretos também rodeiam as veias centrais ou a triade portal. Nos linfonodos, as células
tumorais podem distender os seios subcapsulares e medulares. Embora os centros
germinativos se encontrem geralmente intactos, os linfonodos sdo ocasionalmente
substituidos por células tumorais. A fibrose é comum em linfonodos gravemente afectados
(Carpenter et al., 1987).

2.2.4.2. Mastocitoma gastrointestinal

Esta forma de mastocitoma é pouco frequente e surge primeiro no intestino delgado. E, no
entanto, o terceiro tumor primario intestinal em gatos, a seguir ao linfoma e adenocarcinoma
(Carpenter et al., 1987). Ndo ¢é conhecida uma predisposicdo racial ou sexual. Parece haver
maior risco para gatos idosos (idade média de 13 anos) (Laurenson, Skorupski, Moore &
Zwingenberger, 2011), mas tem sido relatado em gatos com 3 anos (Tamm & Vail, 2007). Ao
contrério dos cédes, gatos com a forma visceral ndo tém, muitas vezes, um historial de
mastocitoma cutaneo. Estd mais comummente presente no intestino delgado (igualmente
dividido entre o duodeno, jejuno e ileo); o envolvimento do célon foi referido em menos de
15% dos casos (Tamm & Vail, 2007). A maioria destes tumores sdo solitarios, mas também
tém sido relatados tumores multiplos. Estes sdo geralmente pouco diferenciados e pode ser
dificil chegar a um diagnoéstico definitivo, particularmente com recurso apenas a citologia. Os
locais de metastase relatados incluem os linfonodos locais, figado, baco, medula Gssea e
pulmdes (Rogers, 2009).

Os mastocitos destes tumores sdéo menos diferenciados que nos tumores cutaneos e podem
organizar-se como agregados de células fusiformes com limites citoplasmaticos indefinidos
ou de células poligonais fusiformes, com 10 a 20 um de didmetro e limites citoplasmaticos
indefinidos, dispostas de forma compacta. As células possuem um ndcleo em posicdo
excéntrica, de forma oval ou indentada, e hipercromético. A cromatina pode encontrar-se em
posicdo marginal e o nucléolo pode ser proeminente. O citoplasma é vacuolado ou granular e
rosa claro ou transparente. Os granulos podem ser dificeis de identificar, mesmo com corantes

metacromaticos (Alroy et al., 1975 citado por Carpenter et al., 1987).
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As células tumorais infiltram-se por entre as células do musculo liso da tunica muscular. O
tecido linféide associado as mucosas (GALT pode encontrar-se rodeado pelo tumor mas
raramente se encontra invadido. Por vezes o tumor, pode estender-se a lamina prépria, mas
ndo ocorre ulceracdo da mucosa. A fibrose € comum e podem observar-se alguns eosinéfilos
(Alroy et al., 1975 citado por Carpenter et al., 1987).

2.2.4.3. Sinais clinicos das formas extracutaneas

Sinais sistémicos acompanham sobretudo as formas sistémica e gastrointestinal da doenca,
uma vez que a forma cutanea muito raramente tem repercussdes do ponto de vista clinico
(Wilcock et al., 1986, Johnson et al. 2002).

Clinicamente, a doenca oncolégica € normalmente acompanhada por activacdo e
desgranulacdo dos mastocitomas, incluindo ulceracdo gastrointestinal (Seawright & Grono,
1964; Hasler & van den Ingh, 1978; Howl & Petersen, 1995), problemas de coagulacéo e
reac¢Bes anafilaticas (Tamm & Vail, 2007). Adicionalmente, verificou-se que 0s mastocitos
felinos tém capacidade para fagocitar os eritrcitos tanto em modelos experimentais como em
patologia espontanea (Madewell, Gunn & Gribble, 1983; Madewell, Munn & Philips, 1987).
Os sinais clinicos da forma sistémica da doenca incluem massa intra-abdominal visivel ou
palpavel, vomito com ou sem contetdo hemorréagico, perda de peso, anorexia, desconforto
abdominal, ascite e letargia. Os sinais gastrointestinais devem-se ou a ocupacao de espago por
uma grande massa ou a libertacdo de histamina com consequente ulceracdo gastrica. Uma
crise abdominal aguda pode ocorrer por perfuracdo intestinal secundaria a ulceragdo ou por
ruptura de bago. Em até 50% dos casos podem surgir alteracdes laboratoriais como anemia e
mastocitémia, bem como presenca de mastécitos no liquido de derrame cavitario (Rogers,
2009).

Na forma gastrointestinal podemos encontrar vémito, diarreia, anorexia e perda de peso. A
ulceracdo ndo é comum, pelo que o vomito deve-se provavelmente a obstrucdo mecanica
(Rogers, 2009).

2.2.5. Diagndéstico

As técnicas de diagndstico usadas em cdo sdo semelhantes para o gato, com a citologia e
histopatologia sendo as mais Uteis. Algumas células possuem finos granulos dificeis de
observar, mesmo com coloracfes especificas, tais como o azul de toluidina ou o Wright-

Giemsa. Tem sido sugerido que o exame da camada leucoplaquetaria possa ser um teste de
23



estadiamento mais fiavel para os gatos que para os cdes, uma vez que ndo foram encontrados
mastdcitos circulantes em gatos clinicamente normais ou com doenc¢a nao relacionada com
mastocitoma (Rogers, 2009).

A citologia do baco, figado, linfonodos abdominais e medula éssea, demonstra infiltrados de
mastdcitos tipicos e, ocasionalmente, observa-se ertitrofagocitose por parte das células
neopléasicas. Esta recomendado o uso de anti-histaminicos antes de se realizar uma citologia
por aspiracdo do baco. Uma agulha de 25 gauge permite uma colheita adequada de células,
minimizando o risco de hemorragia e desgranulacdo (Rogers, 2009).

Radiografias abdominais e toréacicas ou ultrassonografia podem demonstrar um aumento do
baco, figado ou linfonodos mesentéricos e podem ajudar na citologia ecoguiada destes 6rgdos.
A radiografia toracica pode também ser Gtil na identificacdo de derrames pleurais que
ocorrem em cerca de um terco dos casos de mastocitose sistémica. Pode ainda ser Util, realizar
a toracocentese ou abdominocentese destes liquidos de derrame para avaliar o tipo de células
presentes (Rogers, 2009).

Quando se suspeita de disseminacdo da doenca, deve ser feito um hemograma, esfregaco da
camada leucoplaquetéria, citologia de medula 6ssea, avaliacdo de perfis de coagulacdo e
analise bioquimica sanguinea. Um terco dos gatos com doenca visceral (i.e. formas sistémica
e gastrointestinal) demonstram anemia e cerca de 40% dos gatos com mastocitose sistémica
tém envolvimento da medula éssea e da camada leucoplaquetaria. A mastocitose periférica
pode ser muito grave, com contagens de cerca de 32.000 células/ul (Carpenter et al., 1987).
Ao contrario da forma sistémica, o mastocitoma gastrointestinal ndo estd normalmente
associado a mastocitose periférica e eosinofilia € relatada raras vezes (Bortnowsky &
Rosenthal, 1992; Peaston & Griffey, 1992). Num estudo com 43 gatos com mastocitoma
sistémico, 90% tinha alteracdes do perfil de coagulacdo. Embora raramente isto tenha
relevancia clinica, deve ser tido em conta como precaucdo pré-operatéria se se efectuar a
cirurgia (Feinmehl et al., 1992 citado por Tamm e Vail, 2007). Também foi observada
hiperglobulinémia. Embora se desconheca a causa, verificou-se que o dicloridrato de
histamina provoca o aumento da alfa-2-globulina, pelo que se hipotetizou que a histamina
produzida pelas células tumorais pudesse estar na origem destas alteracdes nas proteinas
séricas. A histamina também pode induzir os linfécitos B a produzir niveis de anticorpos
suficientemente elevados para causar hipergamaglobulinémia. As alfa-globulinas também se
encontram aumentadas pela destruicdo tecidular, comum nos mastocitomas. Nas lesGes
hepaticas associadas a0 mastocitoma metastatico as alfa e beta-globulinas podem encontrar-se
elevadas (Carpenter et al., 1987).
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Como diagnésticos diferenciais de esplenomegalia em gato, devemos considerar o linfoma,
doenca mieloproliferativa, hemangiossarcoma, bago acessorio, nddulos hiperplasicos e
esplenite (Spangler & Culbertson, 1992). Os dois diagndsticos diferenciais mais comuns para
massas intestinais em gatos idosos séo o linfoma e adenocarcinoma (Carpenter et al., 1987).

Pode ser necessaria uma ecografia abdominal para determinar a extensdo de envolvimento
intestinal e o tamanho dos linfonodos, bem como detectar disseminacao visceral. Embora a
maioria dos mastocitomas intestinais sejam palpaveis ou visiveis nas radiografias e exames
ecograficos abdominais, a laparotomia exploratéria pode ser necessaria como meio de
diagnostico definitivo (Tamm & Vail, 2007). Por ultrassonografia, é ainda possivel distinguir
entre duas formas de mastocitoma esplénico: uma difusa e outra nodular, menos comum

(Hanson, Papageorges, Girard, Menard & Hebert, 2001).

2.2.6. Imunofenotipagem por imunohistoquimica

Em estudos prévios no cdo, envolvendo o receptor de membrana c-kit, verificou-se a
existéncia de diferentes padrdes de expressao desta proteina e uma correlacdo inversa entre a
intensidade de expressao desta proteina e o grau de diferenciacdo (Reguera et al., 2000), bem
como uma relacdo entre o padrdo de expressdo e o grau histolégico, provando que pode
tornar-se numa importante ferramenta como factor de progndstico no cdo. Estes padrdes
foram definidos como membranar (padrao I), focal ou perinuclear (padrdo 1) e citoplasmatico
difuso (padréo I11) (Preziosi et al., 2004). De facto, é sabido que numerosas mutagdes no c-kit
foram descritas na progressédo de mastocitomas no homem e cdo com localizacéo aberrante de
c-kit. Uma possivel explicacdo para este fendbmeno € que as células que apresentam c-kit no
seu citoplasma estdo a sintetizar este receptor activamente que, mais tarde, migra para a
membrana celular (Rodriguez-Carifio et al., 2009). Alternativamente, também é possivel que
0 c-kit se encontre maioritariamente na forma activada nestas células, devido a mutacdes que
causam a sua fosforilacdo, interferindo na migracdo desta molécula a nivel intracelular e
promovendo a sua acumulacdo em organelas como o aparelho de Golgi ou o reticulo
endoplasmatico (Gil da Costa, Matos, Rema, Lopes, Pires & Gartner, 2007). Embora no gato,
como foi antes referido, o sistema de Patnaik ndo possa ser utilizado, também foram
verificados estes padrdes de expressdo. Na forma bem diferenciada do mastocitoma cuténeo
felino observou-se predominantemente o padrdo membranar (padrdo |) e citoplasmatico
difuso (padrdo Ill), enquanto que na forma atipica verificou-se sobretudo uma marcacéo
citoplasmatica difusa (Rodriguez-Carifio et al., 2009). O c-kit, sendo uma proteina

transmembranar, encontra-se na membrana celular dos mastocitdcitos normais de céo e gato
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bem como nas células neoplasicas dos mastocitomas bem diferenciados do cdo (Reguera et
al., 2000; Webster et al., 2004; Morini, Bettini, Preziosi & Mandrioli, 2004; Rodriguez-
Carifio et al., 2009). No gato, parece que a proteina c-kit pode também estar presente no
citoplasma de alguns mastécitos. No entanto, em trabalhos anteriores (Morini et al., 2004;
Rodriguez-Carifio et al., 2009), nao foi possivel establecer qualquer relacdo entre o tipo de
mastocitoma e a expressao de c-kit nesta espécie.

2.2.7. Tratamento

A cirurgia é o tratamento de eleicdo para a forma bem diferenciada do mastocitoma cutaneo
em gatos. Uma vez que esta neoplasia tem na generalidade, comportamento benigno, a
dimensdo das margens cirdrgicas pode ndo ser tdo critica como é o caso do cdo. Isto é
conveniente dado que a maioria destes tumores surgem na cabeca, onde tais margens seriam
dificeis de assegurar. As incidéncias de recorréncia local e disseminagdo sistémica variam
muito na literatura. As taxas de recorréncia local apds excisao cirdrgica estao relatadas entre 0
a 24% (Buerger & Scott, 1987; Wilcock et al., 1986; Johnson et al., 2002). A recorréncia,
quando ocorre, normalmente é notada num espaco de 6 meses. Para tumores pleomorficos,
uma abordagem cirurgica mais agressiva, semelhante a usada nos mastocitomas caninos, deve
ser feita, uma vez que as taxas de recorréncia local e metastases associadas a este tipo de
tumor sdo mais altas. No caso da variante histiocitica dos gatos jovens com massas multiplas,
pode ser feita uma resseccdo conservativa ou eventualmente “esperar para ver”, dado que
muitos dos casos relatados regridem espontaneamente (Miller et al., 1991).

Se os tumores forem removidos incompletamente, ou houver evidéncia de doenga sistémica,
estdo aconselhadas a quimioterapia e radioterapia. Uma vez que a vinblastina e a lomustina
(CCNU) sdo agentes activos nos mastocitomas caninos, podem também ter um papel
importante no tratamento em gatos (Rassnik et al., 2008; Govier, 2003). Apesar de a
histamina ser um grande responsavel pelos sinais clinicos associados a esta doenca, a
serotonina parece ser o mediador inflamatério mais importante nesta espécie. Assim, a
ciproheptadina pode ser mais eficaz que a difenidramina nos gatos com sinais clinicos
relacionados com a desgranulacdo dos mastdcitos (Scott, Rothstein, Beningo & Miller, 1998;
Rogers, 2009). A eficacia dos corticos é também menos clara nos gatos. Num estudo em
mastocitoma cutaneo em gatos, verificou-se que a irradiagdo por estroncio-90 B parece
resultar num controlo a longo prazo da doenca (Turrel, Farrelly, Page & McEntee, 2006).

Na forma sistémica desta doenca, deve ser feito um tratamento de suporte com prednisona,

antagonistas dos receptores H; e H, e ciproheptadina. No entanto, estes cuidados por si s6
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falham no alivio dos sinais clinicos. A quimioterapia pode ter um papel importante no maneio
da doenca sistémica (Rogers, 2009). A esplenectomia é aconselhada, com tempos de
sobrevida longos, mesmo sem a associacdo de outras medidas terapéuticas e na presenca de
metéstases (Tamm & Vail, 2007). Os riscos intracirurgicos incluem hemorragia excessiva,
bem como hipotensdo e choque quando massas esplénicas sdao manipuladas. Anteriormente a
cirurgia, os gatos devem ser medicados com bloqueadores dos receptores H; e H; e
ciproheptadina para evitar os efeitos adversos da desgranulacdo dos mastocitos durante a
manipulacdo cirurgica (Rogers, 2009).

A forma gastrointestinal, quando do diagndstico, costuma ja apresentar metastases e 0s gatos
morrem ou sdo eutanasiados pouco tempo depois. Se a cirurgia for possivel, as margens
cirtrgicas devem incluir 5 a 10 cm de intestino normal de cada lado da leséo, isto porque o
tumor normalmente estende-se histologicamente para 14 do que €é detectavel. Terapia
adjuvante pode ser aconselhavel nestes casos (Tamm & Vail, 2007).

Em casos clinicos de mastocitoma e leucemia mastocitaria em humanos, um inibidor da
tirosina cinase conhecido por imatinib mesilato mostrou grande eficécia terapéutica (Boissan,
Feger, Guillosson & Arock, 2000; Akin et al., 2004). O mesmo farmaco revelou igualmente
boa resposta em cdes (London et al. 2003). Foi ensaiado o tratamento de um gato com
mastocitose sistémica e mastocitémia, tendo as massas tumorais que este apresentava
reduzido muito de tamanho (Isotani et al., 2006). Verificaram igualmente boa tolerancia por
parte do gato, embora estudos de administracdo a longo-prazo contemplando a
farmacocinética deste farmaco estejam ainda por fazer (Daly et al., 2011). Verificou-se num
outro estudo realizado in vitro que, tanto o imatinib como o midostaurin, o nilotinib e o
dasatinib, todos eles inibidores da tirosina cinase, eram capazes de inibir o crescimento dos
mastdcitos neoplasicos derivados do baco, e que 0s mesmos apresentavam sinais de apoptose,
demonstrando a sua eficacia nestes casos (Hadzijusufovic et al., 2009).

2.2.8. Prognostico

Como foi dito atras, o mastocitoma felino €, na sua generalidade, um tumor benigno com
taxas de recorréncia locais baixas (Wilcock et al., 1986; Buerger & Scott, 1987; Molander-
McCrary et al.,, 1998; Johnson et al., 2002). O desenvolvimento de tumores primarios
adicionais noutros locais da pele foi relatado, num estudo, em 35% dos gatos afectados;
metastases a distancia ndo foram observadas (Buerger & Scott, 1987).

O sistema histoldgico de gradacdo usado para 0 mastocitoma canino nao nos da informagdes

sobre o progndstico no caso do gato (Buerger & Scott, 1987). Vérios relatos indicam que as
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caracteristicas morfoldgicas geralmente associadas a malignidade, tais como o pleomorfismo
e crescimento infiltrativo, ndo se correlacionam com o comportamento maligno nestes
tumores (Buerger & Scott, 1987; Molander-McCrary et al., 1998; Johnson et al., 2002),
embora uma alta actividade mitética possa ser a excepg¢do (Johnson et al., 2002).

Nos gatos com tumores cutdneos o prognostico é favoravel apesar da sua morfologia e
tendéncia para surgir em locais cutaneos adicionais (Gross et al., 2005). No caso da variante
histiocitica, presente nos Siameses, verifica-se que esta tende a regredir espontaneamente num
espaco de 4 a 24 meses (Wilcok et al., 1986; Chastain et al., 1988). Raramente, numerosas
papulas e nddulos cutaneos dispersos podem resultar de disseminacdo de um mastocitoma
visceral primério (Gross et al., 2005). Num estudo, 18% dos gatos com mastocitoma cutaneo
desenvolveram doenca esplénica (Carpenter et al., 1987).

Nas formas viscerais de mastocitoma (i.e. esplénica e intestinal), a disseminacdo e metastases
sdo mais comuns. Da necrdpsia de 30 gatos com a forma esplénica observou-se disseminacéo
para o figado (90%), linfonodos viscerais (73%), medula 6ssea (40%), pulmdes (20%) e
intestino (17%) (Carpenter et al., 1987). Cerca de um terco dos pacientes teve derrames
peritoneais e pleurais ricos em eosinéfilos e mastocitos neoplasicos. O sangue periférico e a
medula 6ssea apresentavam mastocitos neoplasicos em cerca de 40% dos casos (Carpenter et
al., 1987). Num relato de 43 casos, 23% tinha envolvimento da medula dssea (Feinmhel et al.,
1992 citado por Tamm & Vail, 2007).

Mesmo com metastases disseminadas, a sobrevivéncia a longo prazo é comum em gatos com
mastocitoma esplénico apds realizacdo de esplenectomia, sendo o tempo médio de sobrevida
com boa qualidade de vida de 18 meses, embora se tenha registado que alguns gatos vivem
até 5 anos apos a cirurgia (Gordon, McClaran, Bergman & Liu, 2010). O mastocitoma felino
intestinal, por sua vez, esta associado a disseminacdo generalizada e tem um mau prognoéstico,
sendo que a esperanca média de vida destes animais quando do diagnéstico é geralmente
inferior a 4 meses, embora por vezes 0s pacientes tenham um tempo de sobrevida longo
(Rogers, 2009). E comum a metastizagio para os linfonodos mesentéricos e figado, e menos
comum para o baco, pulmdes e medula 6ssea. A maioria dos animais morre ou é eutanasiada
pouco depois do diagnostico de mastocitoma intestinal (Tamm & Vail, 2007).

Anorexia, perda de peso significativa, envolvimento da medula 6ssea e do sangue periférico
sdo apontadas como factores de pior progndstico. Devem ser feitas reavaliacfes frequentes e
esfregacos da camada leucoplaquetaria para averiguar a resposta ao tratamento. Raramente a
mastocitose periférica desaparece, mas muitas vezes diminui, sendo que um aumento

subsequente pode servir como marcador de progressédo (Tamm & Vail, 2007).
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3. Objectivos

O presente trabalho tem como objectivo realizar um estudo estatistico de modo a delinear as
caracteristicas epidemiologicas e histopatol6gicas das proliferagdes de mastocitos em felinos.
Aléem dos estudos estatisticos, pretende-se realizar estudos imunohistoquimicos com a
finalidade de futuramente auxiliar no diagndstico e prognostico destes processos, ao
determinar se existe correlacdo entre o padréo de expressao e a intensidade da marcagéo para
0 CD117 e 0 MMP-9 e 0o comportamento clinico destes tumores no gato.

4. Material e métodos
4.1. Recolha de dados para o estudo de casos no periodo de 2002-2010

No presente estudo, foram incluidos 50 tumores provenientes de diferentes felinos, ndo se
contando, para efeitos de caracterizacdo morfolégica, casos recidivantes. Estes casos foram
recebidos de clinicas da Regido de Lisboa e Vale do Tejo e diagnosticados como mastocitoma
ou mastocitose no Laboratorio de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade Técnica de Lisboa e no Laboratorio de Patologia Veterinaria — VetPat, entre
2002 e 2010.

As informacdes recolhidas incluiram a identificacdo do animal, a raca, a idade e ao sexo, bem
como a localizagdo do tumor, tamanho da lesdo e nimero de tumores identificados em cada
animal. Foram ainda recolhidos dados sobre a evolugdo pos-cirtrgica em 34 destes casos,
registando-se a ocorréncia de recidivas, locais ou a distancia e a morte devida ao tumor. Estas
ultimas informacgdes foram obtidas pelo contacto com o clinico ou com o proprietario dos

animais.
4.2. Amostras

O material avaliado foi obtido por excisdo cirirgica e em necropsia e posteriormente fixado
em formol tamponado a 10%. Apds um periodo de fixacdo minimo de 24 horas, 0
processamento e inclusdo em parafina dos tecidos foi efectuado de forma automatica, no
processador de tecidos LEICA TP 1020, de acordo com o protocolo em anexo, e incluido em
Histosec Merck®.

O corte dos blocos de parafina foi realizado em micrétomos rotativo LEICA RM 2135® e de

corredica LEICA SM 2000R®, tendo-se efectuado cortes com cerca de 3 pm de espessura
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para 0s exames histolégicos e para imunohistoquimica. Foi de seguida efectuada a coloracdo
de Hematoxilina e Eosina (H&E) e de azul de toluidina (AT).

Os tumores foram avaliados e classificados de acordo com a localizagdo e dimenséo do ponto
de vista histoldgico, quanto ao grau de diferenciacédo, riqgueza em granulacgdes, indice mit6tico,
frequéncia de apoptose e infiltrado inflamatorio, eosinofilico e/ou linfocitico.

4.3. Imunohistoquimica

Do total de casos estudados, foram submetidos a imunomarcagdo para CD117 28
mastocitomas cutaneos, 5 mastocitomas extracutaneos, 4 casos de mastocitose cutanea e 1 de
mastocitose sistémica. Para marcacdo para MMP-9, foram seleccionados 28 casos de
mastocitoma cuténeo, 4 casos de mastocitoma extra-cutaneo, 5 casos de mastocitose cutanea e
1 caso de mastocitose sistémica. Os cortes histolégicos de 3um foram colocados em laminas
Superfrost® Plus da Thermo Scientifics. Seguidamente, foram desparafinados, hidratados e
sujeitos a recuperagdo antigénica em microondas a 900 w durante 15 minutos, usando como
solugdes de recuperacdo tampéo citrato a pH 6 (no caso da deteccdo da MMP-9) e EDTA a
pH 8 (no caso da deteccdo do CD117). Apds o arrefecimento das laminas foi efectuada a
incubacdo “overnight” a 4° C, com os anticorpos policlonais para MMP- 9 (Rabbit anti-
Human Thermo Scientific — Ref. 38182) na diluicdo de 1/200 e CD117 (Rabbit anti-Human,
Dako — Ref. A4502) na diluigdo 1/500 seguindo-se de 3 lavagens em PBS de 5 minutos cada.
As diluigdes foram efectuadas utilizando solucdo diluente de anticorpos da Zymed
Laboratories (Ref. 00-3218), a qual contém na sua composi¢cdo Albumina Sérica Bovina. A
utilizacdo desta solucdo diluente apresenta a vantagem de suprimir a etapa de bloqueio da
reaccdo inespecifica do anticorpo primario. Assim sendo, as possiveis ligacfes que podem
ocorrer entre 0 anticorpo primario e outras estruturas, que ndao o antigénio que se pretende
detectar, sdo inibidas ao mesmo tempo que ocorre a ligacdo especifica do anticorpo ao
antigénio em questéo.

A inibicdo da peroxidase enddgena foi feita recorrendo a uma solucdo aquosa de peroxido de
hidrogénio a 3% durante 10 minutos. Ap6s lavagem em PBS seguiu-se a incubacdo das
laminas com um polimero enzimatico conjugado com peroxidase — Horseradish peroxidase
(HRP) (Dako Real™ Envision"/HRP+3,3-Diaminobenzidina (DAB) — Ref. K5007) durante 30
minutos, seguida de lavagem em PBS. A revelacdo da marcacdo fez-se com cromogénio
DAB+ e substrato (peroxido de hidrogénio), diluido segundo as recomendacdes do fabricante
(20 microlitro de cromogénio para 1 mililitro de solu¢do tampéo), durante 10 minutos (5+5

minutos), seguida de contraste com Hematoxilina de Harris.
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Como controlo positivo interno foram usados, para 0 CD117, os mastocitos da pele rodeando
as lesdes. O limiar de positividade para 0 CD117 considerado foi de 10%. Para 0 MMP-9, foi
usado como controlo positivo interno, os queratindcitos normais presentes, uma vez que esta
enzima se encontra nestas células, e o limiar de positividade foi de 50%.

O controlo negativo foi obtido por substituicdo do anticorpo primario por PBS. A
classificagdo da marcagdo do CD117 foi feita de acordo com estudos anteriores em
mastocitoma canino e felino, sendo considerados 3 padrdes: um padrdo membranar, por vezes
com marcacdo citoplasmatica granular discreta (padrdo 1), um padrdo focal ou granular,
também conhecido por perinuclear (padrdo Il) e um padréo citoplasmatico difuso (padrdo I11)
(Preziosi et al., 2004; Rodriguez-Carifio et al., 2009). Para a MMP-9, a reaccdo foi
considerada positiva sempre que se verificou marcacdo do citoplasma das células tumorais. A
intensidade da marcacdo, quando positiva, foi estimada semi quantitativamente, para ambos

0s marcadores, em discreta (+), moderada (++), intensa (+++), € muito intensa (++++).

4.4. Andlise estatistica

O estudo da distribuicdo das diferentes variaveis (dados clinicos, epidemioldgicos,
histopatoldgicos e imunohistoquimicos) utilizou sobretudo métodos de estatistica descritiva.
A reduzida dimensdo da amostra ndo possibilitou a utilizagdo de testes de associacdo entre
variaveis, pelo que o estudo da relacdo entre algumas destas é feito com base em métodos
descritivos. O processamento dos dados foi realizado com o programa Microsoft® Office
Excel. 2007°.
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5. Resultados

Tabela 1 - Composicado da amostra

Tipo N° de casos %
Mastocitoma cutaneo 38 76
Mastocitose cutdnea 5 10
Mastocitoma extra-cutaneo 5 10
Mastocitose sistémica 2 4

Total 50 100

5.1. Mastocitoma cutaneo

Foram classificados dentro deste grupo 38 dos 50 casos recebidos, sendo a forma da doenca
mais comum na amostra estudada, perfazendo 76% desta (Tabela 1).

5.1.1. Avaliacao dos dados clinicos e epidemioldgicos

a) ldade

Apenas foi possivel determinar a idade de 34 dos animais afectados. A idade destes, na altura
do diagnostico, variou entre 2 e 16 anos, com média de 9,09+3,60 anos e mediana de 9 anos.
Né&o se observou diferenca de idades para machos e fémeas sendo que cada um apresentava,
respectivamente, uma média de idades de 943,82 e 9+3,43 (Tabela 2).

Tabela 2 - Média de idades consoante o0 sexo

Sexo Média Desvio padrdo (DP) Minimo Maximo
Macho 9 3,82 2 16
Fémea 9 3,43 2 14
Total Geral 9 3,58 2 16

b) Sexo

Dos casos estudados nos quais foi possivel determinar o sexo dos animais afectados (n=37),
20 eram machos (54,05%) e 17 eram fémeas (45,95%).

¢) Raca

Dos 33 animais cuja raca era conhecida, a mais representativa era de raca indeterminada com
25 animais (65,79%) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Distribui¢do da doenca por racas

Raca NUmero de casos %
Raca Indeterminada 25 65,79
Persa 4 10,53
Bosques da Noruega 1 2,63
Siamés e cruzado de siamés 3 7,89
Desconhecida 5 13,16
Total Geral 38 100,00

d) Localizagdo anatomica

Na amostra estudada, o local mais afectado foi o tronco com 11 casos (28,95%), seguida da
cabeca e orelhas, ambas com 6 casos (15,79%) (Figura 1). Relativamente aos membros, um
dos casos apresentava nodulos tanto nos membros anteriores como nos posteriores, outro
apresentava varios nodulos no membro anterior, e os restantes 3 apresentavam nédulos nos

membros posteriores, revelando uma certa predominéncia destes membros (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicao dos tumores por localizagdo anatémica

Localizacéo NUmero de casos %
Cabeca (local inespecificado) 6 15,79
Orelhas 6 15,79
Pele do labio 3 7,89
Pescoco 4 10,53
Tronco 11 28,95
Membros 5 13,16
Regido axilar 1 2,63
Zona inguinal 1 2,63
Desconhecida 1 2,63
Total Geral 38 100,00

e) Tamanho e niumero de nédulos

Na maioria dos casos (n=30, 78,95%), estes tumores apresentaram-se como nddulos
solitarios. Relativamente ao tamanho, aferido pelo nddulo de maiores dimensdes no caso de
lesbes multiplas, vemos que se distribui sobretudo por lesdes com diametro menor ou igual a
0,5 cm (n=13, 34,21%) e entre 1 e 2 cm, inclusive, (n=11, 28,95%).

Verificou-se que, fosse qual fosse o tamanho das massas, a grande generalidade dos casos
dizia respeito a tumores solitarios. No entanto, verificou-se uma ligeira predominancia de
tumores multiplos em casos que compreendiam massas de didmetro superior a 2 cm (n=2,
33,3%) (Tabela 5).
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Tabela 5- Distribuicdo do tamanho dos nddulos para tumores solitarios e maltiplos

Tamanho
Tipo <0,5cm 0,5-1cm 1-2cm >2cm Total Geral
Mudltiplo 1 1 1 2 5
Solitario 12 4 9 4 29
Total Geral 13 5 10 6 34

Figura 1 - Mastocitoma cuténeo. A - Mastocitoma da palpebra; B - Lesdo ulcerada.
Foto A cedida pela Prof2. Esmeralda Delgado do Hospital Escolar da FMV - UTL; Foto B cedida pela Dra. Ana Margarida Santos da
Clinica Veterinaria Jodo XXI — Algés.

5.1.2. Avaliacao histopatoldgica

Os mastocitomas cutaneos foram divididos de acordo com o seu grau de diferenciacdo. A
classificacdo quanto a diferenciacdo baseou-se na homogeneidade morfoldgica e na presenca
de granulacGes. Observou-se que os tumores bem diferenciados apresentavam uma maior
rigueza em granulacBes dos mastécitos, ao passo que nos tumores pouco diferenciados, estas
eram na sua maioria irrelevantes (-) ou escassas (+) (Tabela 6).

Tabela 6 - Relacéo entre o tipo de mastocitomas e presenca de granulacoes (de ausente(-)
a muito elevada(+++))

Tipo - + ++ +++ Total

n % n % n % n % n %
Mastocitoma bem
diferenciado - 2 5,26 4 10,53 17 44,74 23 60,53
Mastocitoma moderadamente
diferenciado - 1 2,63 1 2,63 1 2,63 3 7,89
Mastocitoma pouco
diferenciado 3 789 3 7,89 1 2,63 2 5,26 9 23,68
Mastocitoma
pleomorfico - - 2 526 1 2,63 3 7,89
Total Geral 3 789 6 1579 8 2105 21 5526 38 100,00
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De acordo com esta classificagdo observaram-se sobretudo mastocitomas bem diferenciados,
com um total de 23 casos (60,53%), seguidos dos pouco diferenciados (n= 9; 23,68%).
Observaram-se ainda 3 casos (7,89%) de mastocitoma moderadamente diferenciado e 3 de

mastocitoma pleomérfico (Flgura 2).

f'q‘ "V( .4.. A

AN A

ALy Dok g] *“l‘/ A "‘ AL iﬁ’xﬂ-‘ et AL

Figura 2 A Mastoutoma cutaneo bem diferenciado, HE, x 40 (detalhe ampllado HE, x 100)
B - Mastocitoma moderadamente diferenciado, HE, x 400; C - Mastocitoma pouco diferenciado,
HE, x 40 (detalhe ampliado, AT, x 100); D - Mastocitoma pleomérfico, HE, x 100 (detalhe
ampliado, HE, x 400).

Em 29 casos (76,32%) ndo se detectou a presenca de eosindfilos, sendo escassa a moderada
em 8 casos (21,05%) e abundante num caso (2,63%) (Tabela 7).

Tabela 7 - Relagéo entre o tipo de mastocitoma e a infiltragéo por eosindfilos (de ausente
(-) a muito elevada (+++))

Tipo - + ++ +++
n % n % n % n %
Mastocitoma bem diferenciado 17 44,74 5 13,16 1 2,63 -
Mastocitoma moderadamente diferenciado 3 7,89 - - -
Mastocitoma pouco diferenciado 6 15,79 1 2,63 1 2,63 1 2,63
Mastocitoma pleomérfico 3 7,89 - - -
Total Geral 29 76,32 6 15,79 2 5,26 1 2,63
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Foi observada infiltracdo linfocitaria perivascular em 24 casos (63,16%) (Figura 3-A) e 2
casos de erosao epitelial, um deles com didmetro superior a 2 cm e outro entre 0s 0,5 e 1 cm.
Relativamente a organizacdo dos mastécitos nos tecidos, os tumores eram maioritariamente
compactos (n=33; 86,4%) (Tabela 8 e Figura 3).

Tabela 8 - Tipos de mastocitoma e organizacdo compacta ou difusa dos mastdcitos nos
tecidos

Tipo Compacto Difuso

n % n %
Mastocitoma bem diferenciado 22 57,89 1 2,63
Mastocitoma moderadamente diferenciado 3 7,89 -
Mastocitoma pouco diferenciado 5 13,16 4 10,53
Mastocitoma pleomérfico 3 7,89 -
Total Geral 33 86,84 5 13,16

Figura 3 - A - Mastocitoma com distribuicdo compacta, HE, x 40 (detalhe ampliado de
pormenor de infiltracdo linféide perivascular, HE, x 100); B - Mastocitoma com distribuicéo
difusa. HE. x 40.

Observou-se que o numero de células em apoptose, avaliado pela picnose nuclear, era
irrelevante em 50% dos casos, sendo muito elevado em casos esporadicos independentemente
do grau de diferenciagéo (Tabela 9).
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Tabela 9 - Relacéo entre o tipo de mastocitoma e a apoptose (de ausente (-) a muito
elevada (+++))

Tipo - + ++ +++
n % n % N % n %

Mastocitoma bem diferenciado 13 34,21 4 10,53 5 13,16 1 2,63
Mastocitoma moderadamente

diferenciado 1 2,63 1 2,63 - 1 2,63
Mastocitoma pouco diferenciado 4 10,53 2 5,26 1 2,63 2 5,26
Mastocitoma pleomérfico 1 2,63 - 1 2,63 1 2,63
Total Geral 19 50,00 7 18,42 7 18,42 5 13,16

O numero de mitoses revelou-se, frequentemente, como sendo irrelevante (n=26, 68,4%). O
Unico caso em que se observou 20 mitoses por cada 10 campos em maior ampliagdo (x400)
dizia respeito a um mastocitoma pouco diferenciado (Tabela 10 e grafico 1).

Tabela 10 - Relacdo entre o tipo de mastocitoma e o indice mitético

N° de mitoses por cada 10 campos em grande ampliagdo (x400)

Tipo <1 1-5 6-10 >10
Mastocitoma bem diferenciado 16 4 3

Mastocitoma moderadamente diferenciado 1 2

Mastocitoma pouco diferenciado 6 2 1
Mastocitoma pleomdrfico 3

Total Geral 26 8 3 1

Relativamente a distribuicdo das células neoplasicas pelas diferentes camadas da pele,
verificou-se que, em 86,8% dos casos existia invasdo da derme superficial, em 68,4% no caso
da derme média, em 81,5% na derme profunda. 34,2% dos casos apresentam células
neoplasicas na hipoderme e apenas 5,2% exibiam comprometimento do paniculo muscular. A
epiderme surge infiltrada em 2 casos (5,2%), ambos dizendo respeito a mastocitomas

moderadamente diferenciados (Figura 4).
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Figura 4 - Distribuicdo das células neoplasicas pelas diferentes camadas da pele. A

intensidade da cor azul nas barras a direita é proporcional ao nimero de casos identificados.
Imagem adaptada de http:// www.urgomedical.es147-la-piel.

Observou-se que em gatos juvenis (com menos de 5 anos de idade), os 3 tumores registados
diziam respeito a mastocitomas pouco diferenciados. Dentro destes trés, encontrava-se um
Siamés com 2 anos, sendo que 0s outros 2 animais desta ragca ou cruzados apresentavam
mastocitomas bem diferenciados e eram gatos idosos (> 12 anos). Estes casos pouco
diferenciados em gatos juvenis representavam 37,5% do total de mastocitomas pouco
diferenciados registados. Todos o0s casos de mastocitoma pleomdrfico e mastocitoma
moderadamente diferenciado foram observados em gatos de meia-idade (5 a 12 anos) e a
grande maioria dos mastocitomas bem diferenciados registou-se em gatos de meia-idade
(n=15, 75%) (Grafico 1).

Gréfico 1- Distribuicdo da idade e o tipo de mastocitoma cutaneo
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5.2. Mastocitose cutanea

Dentro deste grupo foram diagnosticados 5 casos, isto é 10% dos 50 casos submetidos
(Tabela 1).

5.2.1. Avaliacao dos dados clinicos e epidemioldgicos

a) ldade
A idade dos animais afectados por esta forma da doenca, nos 4 casos em que este dado se
encontrava disponivel e na altura do diagndstico, variou entre 3 e 14 anos de idade, com
média de 7,5+4,8 anos.
Verificou-se que nos machos esta forma da doenca surgia em animais mais jovens, sendo
que a média era de 4 anos, enquanto que nas fémeas a média era de 11 anos.

b) Sexo

Verificou-se ligeira predominancia desta forma da doenca nos machos (n=3; 60%)
relativamente as fémeas (n=2; 40%).

c) Raca
A semelhanca do que acontece com 0 mastocitoma cutaneo, verificou-se que a raga mais
representada era indeterminada com 4 animais (80%). Observou-se ainda um caso de
mastocitose cutanea num Persa.

d) Localizacdo anatémica

Na amostra estudada, a localizacdo mais comum foi o pavilhdo auricular (n=3; 60%). Os

outros dois casos localizavam-se um no abdoémen e outro na regido peitoral (Figura 5).
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e) Tamanho das lesdes

Em 3 (60%) dos casos, as lesdes tinham uma dimensao superior a 2 cm, em um caso era de

1,5 cm e no restante 1 cm.

Z \ A
Figura 5 - Casos de mastocitose cuténea. A - Placa pruritica eritomatosa na regido peitoral em

felino de raca indeterminada; B, C, D - Mastocitose cutdnea na parede abdominal em gato

persa. Lesdo linear na parede abdominal (C). Pele do abdémen apds quimioterapia (D).
Foto A cedida por Dra. Ana Margarida Santos da Clinica Veterinaria Jodo XXI — Algés.
Fotos B, C e D cedidas por Marta Elias, aluna da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisbhoa.

5.2.2. Avaliacao histopatoldgica

Neste tipo de lesdes, verificou-se heterogenidade da populacdo de mastocitos em 4 (80%) dos
5 casos recebidos. Relativamente a dispersao das células, todos 0s casos apresentaram invasao
da derme superficial e média, sendo que em 3 (60%) casos se verificou invasdo da derme
profunda (Figura 6). A infiltracdo por eosinéfilos parece ligeiramente mais comum que nos
mastocitomas cuténeos, estando presente em 2 dos casos (40%), sendo ligeira num deles
(20%) e elevada noutro caso (20%). S6 se verificou erosdo epitelial num dos casos. 3 dos
casos (60%) apresentavam intensa reaccdo inflamatdria, outro caso demonstrava infiltracdo
por neutrofilos. O indice mitdtico e a apoptose ndo se mostraram relevantes em nenhum dos

casos.
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Figura 6 - Mastocitose cutanea. A - HE, x 100; B - AT, x 100 (detalhe ampliado, AT, x 400).

5.3. Mastocitoma extracutaneo

Foram observados 5 casos de mastocitoma extracutaneo, representando 10% dos 50 casos
recebidos (Tabela 1).

5.3.1. Avaliacao dos dados clinicos e epidemiol6gicos
a) ldade
A idade dos animais afectados por mastocitoma com localizagdo extracutanea, em 4 dos 5
casos onde foi possivel obter essa informacdo, na altura do diagnostico, variou entre 4 e 14
anos de idade, sendo a média de idades de 10,5+4,5 anos.
Verificou-se que nos machos esta forma da doenca surgia em animais mais jovens, sendo que
a média era de 4 anos e nas fémeas a média era de 11 anos.

b) Sexo

Verificou-se que 0 sexo feminino se apresentava muito mais representado com 4 (80%) dos 5

casos recebidos de mastocitoma extracutaneo.
c) Raca

A excepcio de um caso para o qual ndo havia informagéo disponivel sobre este dado, todos 0s

animais eram de raca indeterminada.
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d) Localizacdo Anatémica

Né&o foi possivel definir qualquer tipo de padrdo, atendendo a variabilidade na localizacao.
Dois dos casos ocorrem na mucosa oral, um deles na lingua e o outro no labio (Figura 7-A).
Os outros casos eram de mastocitomas do mesentério, de vulva e de parede gastrica (Figura 7-
B).

e) Tamanho das lesdes

As lesdes de menores dimensdes diziam respeito a mucosa oral, sendo que a massa da lingua
tinha entre 1 a 2 cm e a do labio tinha menos de 0,5 cm. As restantes lesdes tinham acima de 2

cm.

5.3.2. Avaliacao histopatoldgica

De entre 0s 5 casos observados, apenas num se observou homogeneidade das células
neoplasicas. Observou-se uma leve infiltracdo por eosin6filos num dos casos, sendo que em
todos 0s outros estes estavam ausentes. Num dos casos observou-se infiltracdo por linfdcitos,
num outro observou-se um infiltrado inflamatério com células mono e polimorfonucleadas e
noutro caso observou-se uma reaccdo fibromatosa exuberante com mastécitos neoplasicos
dispersos. O numero de células em apoptose foi irrelevante para todos os casos bem como o
nimero de mitoses, a excepcao de um caso que apresentava 5 mitoses por cada 10 campos
(x400). Nos dois casos referentes a mucosa oral, observou-se invasao epitelial (Figura 7-A).
No que diz respeito a diferenciacdo, observaram-se 2 casos de mastocitoma bem diferenciado,
ambos na mucosa oral, um caso de mastocitoma indiferenciado, que dizia respeito a massa
mesentérica, e dois casos de mastocitoma pouco diferenciado. Observou-se que estes tumores
tinham semelhante representacdo de casos com distribuicdo compacta e difusa das suas
células (Tabela 11).

Tabela 11 - Relacéo entre o tipo de mastocitoma e sua organiza¢cdo compacta ou difusa
nos tecidos

Tipo Compacto Difuso Total
Mastocitoma bem diferenciado 1 1 2
Mastocitoma pouco diferenciado 1 1 2
Mastocitoma indiferenciado 1 1
Total Geral 2 3 5
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Figura 7 - Mastocitoma extracuténeo. A — Infiltracdo por mastécitos da lamina prépria do labio
com invasao do epitélio, HE, x 400; B - Invasdo da submucosa do estbmago por mastocitos, HE,
X 40 (detalhe ampliado, AT, x 100).

5.4. Mastocitose sistémica

De entre todos os tipos observados, este foi 0 menos representado na nossa amostra
perfazendo apenas 2 dos 50 casos, 0 que perfaz 4% da mesma (Tabela 1).

5.4.1. Avaliacao dos dados clinicos e epidemioldgicos

Um dos casos era em macho e outro em fémea, tendo o primeiro 12 anos e o segundo 15.
Ambos os animais eram de raca indeterminada. Em ambos 0s casos estava presente invasao
generalizada do bago, sendo que no segundo caso havia também infiltracdo focal e difusa do
figado e invasdo dos linfonodos (Figura 8).

5.4.2. Avaliacao histopatoldgica
Ambos 0s tumores eram compostos por uma populacdo homogénea de mastdcitos
neoplasicos, com indice mitotico irrelevante e auséncia de infilitracdo por eosindfilos ou
linfocitos. Um dos casos dizia respeito a um tumor bem diferenciado, contendo elevado
namero de granulagcdes e com um numero irrelevante de células em apoptose. O outro caso
tratava-se de um mastocitoma muito pouco diferenciado, com granulacdes citoplasmaticas
quase ausentes e reduzido nimero de células em apoptose.
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B — Infiltracdo difusa por mastocitos do bago representado em A. Ao centro foliculo linfoide
preservado, HE, x 40 (detalhe ampliado, HE, x 100).

5.5. Avaliacao imunohistoquimica

5.5.1. C-kit

Foram submetidos 38 casos a marcacdo imunohistoquimica, dos quais 28 eram de
mastocitoma cutaneo, 5 de mastocitoma extracutaneo, 4 de mastocitose cutanea e 1 de
mastocitose sistémica. Dos 28 casos de mastocitoma cutaneo, apenas um teve resultado
negativo (3,6%). Todos os casos de mastocitoma extracutaneo apresentaram resultados
negativos, bem como o0s casos de mastocitose cutanea (Figura 9-D, E, F, G). O caso de
mastocitose sistémica marcou positivamente para c-kit, tendo sido observado o padrédo Il
(citoplasmatico difuso) e marcacdo moderada (++).

Relativamente ao padréo de expressdo dos casos de mastocitoma cutaneo, observou-se uma
predominancia do padréo 111, representando 18 dos 27 casos com marcacao positiva (66,7%).
O padrdo | (membranar) foi observado em 5 casos (18,5%) e o padrao Il (citoplasmatico
perinuclear) em 4 casos (14,8%) (Tabela 12) (Figura 9-A, B, C).

Tabela 12 - Padrédo de marcacédo do CD117 dos diferentes tipos de mastocitoma cutaneo

Tipo Padréo | Padrdo Il  Padréo Il
Mastocitoma bem diferenciado 4 2 12
Mastocitoma pouco ou moderadamente diferenciado 2 6
Mastocitoma pleomérfico 1

Total Geral 5 4 18

A intensidade de marcacgéo foi maioritariamente moderada (n=10, 37%), sendo que a maioria

destes casos dizia respeito a mastocitomas bem diferenciados (n=10, 83,3).
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Tanto o caso de mastocitose cutdnea que marcou positivamente como o0 de mastocitose
sistémica apresentaram um padrdo Il e marcacdo moderada (++) (Tabela 13).

Tabela 13 - Intensidade da marcacdo do CD117 dos diferentes tipos de mastocitoma
cutaneo

Tipo Intensidade de marcacao

- + ++ +++
Mastocitoma bem diferenciado 1 3 10 4 1
Mastocitoma pouco ou moderadamente diferenciado 2 2 2 2
Mastocitoma pleomérfico 1
Total Geral 1 6 12 6 3

Figura 9 - A, B, C - Padrbes de marcacdo do CD117 em mastocitomas cutaneos. Padrédo | -
membranar (A); Padrdo Il - citoplasmatico perinuclear (B); Padrédo Ill - citoplasmatico difuso
(C); D e E - Marcacgdo negativa em mastocitomas extracutaneos, do labio (D) e vulva (E). No
detalhe inserido em cima em E, os mastocitos da mesma lesdo podem ser identificados pelo AT. F
- Marcacao negativa para o0 CD117 em mastocitose cutanea. (CD117, Envision, Hematoxilina de
Harris, x400).
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5.5.2. MMP-9

Dos 38 casos testados para MMP-9, 28 eram de mastocitoma cutaneo, 4 de mastocitoma
extracutaneo, 5 de mastocitose cutanea e 1 de mastocitose sistémica. No geral, as marcacdes
para 0 MMP-9 dos mastocitomas cutaneos foram muito intensas (++++) com 12 dos 28 casos
a dar este resultado (Figura 10). Os mastocitomas extracutaneos tiveram sobretudo marcagéo
intensa (+++) em 3 dos 4 casos (75%) (Tabela 14 e Figura 11).

Tabela 14 - Intensidade da marcacdo do MMP-9 dos mastocitomas cuténeos e
extracutaneos

Tipo - + ++ +++ 4+
Mastocitoma cutaneo 1 2 6 6 12
Bem diferenciado 1 4 8
Pouco ou moderadamente diferenciado 1 1 1 2 3
Pleomorfico 1
Mastocitoma extracutaneo 1
Bem diferenciado 1
Pouco ou moderadamente diferenciado 2
Indiferenciado 1
Total Geral 1 2 6 9 13

Verificou-se que nos mastocitomas cutaneos, 0s que demonstraram organizacdo compacta
tinham sobretudo marcagdo muito intensa (n=12, 42,9%). Os tumores com organizacao difusa
apresentaram marcagdes intensas (n= 2, 40%) e muito intensas (n=3, 60%) (Tabela 15).
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Figura 10 - A e B — Marcacéo para 0 MMP-9 em mastocitoma cutaneo. Marcacao citoplasmatica
difusa, sendo igualmente visiveis alguns nacleos marcados. (MMP-9, Envision, Harris
Haematoxylin, x400).
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Os mastocitomas extracutaneos com organizacdo compacta tiveram igual representacdo de
marcag0es intensas e muito intensas com um caso de cada. Ambos 0s casos de mastocitoma

extracutaneo com organizacgéo difusa tiveram marcacgéo intensa.
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Figura 11 — Marcagdo de MMP-9 em mastocitoma extracutaneo. A - Marcagao ténue de mastocitos
na lamina propria do labio com invasdo do epitélio; B - Forte marcacdo citoplasmatica dos
mastdcitos e fibroblastos da vulva. (MMP-9, Envision, Harris Haematoxylin, x400).

Tabela 15 - Relacéo da intensidade da marcacéao para MMP-9 e organizacéo difusa ou
compacta das células tumorais

Tipo - + ++ +++

Mastocitoma cutaneo 1 2 6 6 12
Compacto 1 2 6 4 9
Difuso 2 3

Mastocitoma extracutaneo 3 1
Compacto 1 1
Difuso 2

Total Geral 1 2 6 9 13

Dos casos de mastocitose cutanea submetidos a marcacdo para MMP-9, um teve
resultado negativo (20%), outro marcou intensamente (20%) e os restantes 3 marcaram
muito intensamente (60%) (Figura 12). O Unico caso de mastocitose sistémico estudado
para a presencga desta enzima marcou de forma moderada (Tabela 16). Adicionalmente,
observou-se, em diferentes tecidos, marcacdo citoplasmatica intensa de eosinéfilos e
fibrocitos (Figuras 11-B e 12-B).

Tabela 16 - Intensidade da marcacédo para MMP-9 para 0s casos de mastocitose

Tipo T i
Mastocitose cutanea 1 1 3
Mastocitose sistémica 1
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Figura 12 - Marcagéo de MMP-9 de casos de mastocitose cuténea. A - Mastdcitos p05|t|vos
na derme. No canto inferior esquerdo identifica-se uma glandula sebacea com marcacao
positiva; B - Eosinofilos também marcados para o MMP-9 conjuntamente com mastécitos
(setas). (MMP-9, Envision, Harris Haematoxylin, x400).

Quanto a relacdo entre a intensidade de marcacdo e o grau de infiltracdo tecidular,
observou-se que 0s casos de mastocitoma cutanea com infiltracdo profunda dos tecidos,
atingindo a hipoderme, apresentaram, no geral, marcacdo leve a moderada (n=4, 80%),
sendo que o Unico caso em que se observou também invasdo do paniculo muscular
apresentou marca¢ao muito intensa. A maioria dos casos em que havia apenas invasao de
todas as camadas da derme (n=15, 71,4%) apresentou marcacao intensa a muito intensa.
Quanto aos 2 casos de invasdo da epiderme, verificou-se que um deles tinha marcagéo
muito intensa, mas o restante correspondeu ao Unico caso com marcacdo negativa (Figura
13).
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Figura 13 - Distribuicdo das células neoplasicas pelas diferentes camadas de pele e sua
marcacdo para MMP-9. A intensidade da cor azul nas barras a direita é proporcional ao

namero de casos identificados.
Imagem adaptada de http:// www.urgomedical.es147-la-piel.
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Ainda quanto ao grau de infiltracdo dos mastdcitos, todos os casos de mastocitose
cuténea apresentavam apenas invasdo dos planos da derme e a sua marcacgao foi sempre
intensa a muito intensa, tirando o caso que ndo marcou.
5.6. Evolucao clinica
a) Mastocitoma cutaneo
Dos 25 casos em que foi possivel conhecer a evolugdo clinica, 12 (48%) ndo apresentaram
recidiva e 7 (28%) morreram devido ao mastocitoma. Em cinco destes sete casos (71,4%)

tinha sido diagnosticado mastocitoma bem diferenciado (Tabela 17).

Tabela 17 - Evolucao clinica por tipo de mastocitoma

=
o

Mastocitoma bem diferenciado
Morte devida a mastocitoma
Morte devida a outra causa
N&o recidivou
Recidivou

Mastocitoma moderadamente diferenciado
N&o recidivou

Mastocitoma pouco diferenciado
Morte devida a mastocitoma
N&o recidivou

Mastocitoma pleomorfico
Morte devida a outra causa
N&o recidivou

Total Geral

P NDNW|oT NN 01w ol

N
(6]

Nos animais que morreram devido ao mastocitoma, um dos casos possuia 0 maior indice
mitético registado (20 células em mitose por cada 10 campos em grande ampliacdo), 4
(57,1%) ndo tinham um indice mitético relevante, um caso tinha 3 células em mitose por cada
10 campos e um outro tinha 6.

A maior parte dos mastocitomas em que o nimero de mitoses ndo mostrou ser relevante
(n=12; 70,6%) ndo recidivou ou os felinos afectados morreram por causa ndo associada ao

mastocitoma (Tabela 18).
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Tabela 18 - Relacao entre a evolucao clinica e o indice mitético

Evolucao clinica N° de mitoses por cada 10 campos em grande ampliagdo (x400)
>1 13 46 8 20 Total Geral
Morte devida a mastocitoma 4 1 1 1 7
Morte devida a outra causa 4 1
N&o recidivou 8 1111 12
Recidivou 1 1
Total Geral 17 12121 1 25

b) Mastocitose cutanea

Nos 3 casos (60%) de mastocitose cutanea em que foi possivel saber a evolugdo clinica, um
dos animais ndo tinha tido recidiva, um segundo recidivou e respondeu bem a novo
tratamento e num outro havia tido igualmente uma recidiva, mas desconhece-se se seria do

mastocitoma ou do fibrossarcoma que também havia sido diagnosticado nesse animal.

c) Mastocitoma extracutéaneo

Apenas se obtiveram informagdes referentes a 3 casos, sendo que 2 haviam morrido devido a
outra causa, e 0 terceiro animal, que apresentava 0 mastocitoma a nivel do labio, ndo havia

apresentado recidiva.

d) Mastocitose sistémica

Um dos animais foi eutanasiado pois, além de mastocitose sistémica, tinha ainda um
carcinoma da mama com metastases no figado. O outro animal realizou esplenectomia e fez
quimioterapia, ndo tendo, até a data de edicdo do presente trabalho, apresentado progressédo da

doenca.

e) Distribuicdo do padrdo de expressao do CD117 e a evolugdo clinica do

mastocitoma cutaneo

Verificou-se, no padréo I, um caso de morte devida a mastocitoma, bem como um outro sem
recidivas. No padréo I, todos os 3 animais morreram devido ao mastocitoma. No caso do
padrdo 11, 6 dos animais (60%) ndo apresentaram recidivas (Grafico 2). No caso em que ndo

houve marcacédo, o animal ndo voltou a ter recidiva.
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Gréfico 2- Relacdo entre a evolucdo clinica e o padrao de expressdo do CD117 em casos
de mastocitoma cutaneo
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f) Distribuicdo da intensidade de marcac@o do CD117 e a evolucéo clinica

Relativamente a intensidade de marcacao, verificou-se que 71,4% dos casos em que ndo
houve recidivas marcaram de forma moderada, sendo que o0s restantes marcaram de forma
intensa. Quanto aos casos em que se verificou recidiva, com ou sem a morte do animal, uma
grande parte dos casos marcou de forma moderada (n=3, 42,85%). Todos 0S casos em que a

morte se deveu a outra causa marcaram de forma ligeira (Grafico 3).

Gréfico 3- Distribui¢do da intensidade da marcacao do CD117 e a evolucéo clinica
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® Morte devida ao mastocitoma
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Intensidade de marcacdo

g) Intensidade da marcagdo para MMP-9 dos casos de mastocitoma cutaneo

relativamente a evolucao clinica dos mesmos

A maioria dos casos que ndo apresentou recidivas (n=5, 71,43%) apresentou uma marcagéo
muito intensa. Quanto aos casos que recidivaram, com ou sem a morte do animal,

apresentaram maioritariamente uma intensidade moderada (n=3, 42, 86%) (Tabela 19).
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Tabela 19 - Intensidade de marcacao para MMP-9 dos casos de mastocitoma cutaneo
relativamente a evolucao clinica dos mesmos

Evolucéo clinica ++ +++ ++++ Total Geral
Morte devida a outra causa 1 1 2
Morte devida ao mastocitoma 3 1 2 6
N&o recidivou 1 1 5 7
Recidivou 1 1
Total Geral 4 4 8 16

Apenas hé conhecimento da evolucédo clinica de um dos casos de mastocitoma extracutaneos
testados para MMP-9 sendo que se tratava de um tumor que nédo recidivou e que marcou de
forma intensa.

Nos casos de mastocitose cutanea, o caso com resultado negativo ndo recidivou, bem como 2
casos com marcagdo muito intensa. Um terceiro caso com marcacgao intensa recidivou mas
nunca se chegou a saber se seria 0 mastocitoma ou um fibrossarcoma que também havia sido
extirpado desse animal. Nos restantes dois casos desconhece-se a evolugdo clinica dos casos.
O caso de mastocitose sistémica testado para MMP-9, marcou de forma moderada e acabou
por ser eutanasiado embora, além da mastocitose sistémica, tivesse também metastizagdo de

um carcinoma mamario no figado, o que condicionou esta deciséo.
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6. Discussao

A proliferacdo anormal de mastécitos no gato tem sido estudada por diversos autores
(Wilcock et al., 1986; Buerger & Scott, 1987; Chastain et al., 1988; Brown & Chalmers,
1990; Barr et al., 1993; Johnson et al., 2002; Noli et al., 2004; Lamm et al., 2009, Rodriguez-
Carifio et al., 2009), sem que, no entanto tenha sido possivel definir, como no cdo (Patnaik, et
al., 1984), um sistema de gradagdo histopatoldgico indicativo de progndstico ou tempos de
sobrevivéncia. Certo é que muito destes tumores, em especial os cutaneos, séo, regra geral,
benignos no gato. Os mastocitomas tém sido classificados de acordo com os érgdos que
afectam, bem como com as suas caracteristicas histopatoldgicas, tendo sido respeitada, o
quanto possivel, essa classificacdo, exceptuando o caso do mastocitoma gastrointestinal
(Tamm & Vail, 2007; Rogers, 2009). Neste caso, optou-se pela classificagdo usada em
medicina humana, que considera a existéncia do mastocitoma extracutaneo (Valent et al.,
2001b). Embora néo se tenha classificado nenhum dos casos estudados como atipico ou
histiocitico (Wilcock et al., 1986; Buerger & Scott, 1987; Chastain et al., 1988), verificou-se a
existéncia de diversos tumores pouco diferenciados, pelo que os dados correspondentes a
estes foram comparados com o que esta descrito para 0 mastocitoma cutaneo atipico.

No presente trabalho, relativamente aos casos de mastocitoma cutaneo, verificou-se que a
média de idades para 0s nossos gatos era de 9 anos, tanto para machos como para fémeas, o
que coincide com o descrito na bibliografia (Goldshmidt & Hendrick, 2002; Gross et al.,
2005). O mastocitoma atipico esta descrito em animais jovens, com idades compreendidas
entre as 6 semanas e 0s 4 anos (Wilcock et al., 1986). A média de idades dos casos de
mastocitoma cutaneo pouco diferenciado estudados foi de 7 anos, tendo-se verificado uma
maior proporcdo de gatos jovens, com idades compreendidas entre 0os 2 e 4 anos (37,5%),
reforcando a predisposicdo para esta forma da doenca. Os tumores caracterizados como
pleomorficos foram 3 e tendo sido observados em gatos com idades compreendidas entre 0s 6
e 11 anos, sendo a média de 9,3 anos, um pouco menos que o descrito (6 a 19 anos, média
11,5 anos) (Johnson et al., 2002).

Também na predisposicao sexual ndo se observaram divergéncias quanto a bibliografia, sendo
que ambos 0s sexos se apresentavam igualmente representados.

A raca indeterminada foi a mais registada, seguida do Persa, 0 que se deve, com certeza, a sua
representacéo na regido de Lisboa e Vale do Tejo.

No caso dos mastocitomas atipicos, esta descrita uma predisposicdo da raca Siamesa (Wilcock
et al., 1986). Contudo, na presente casuistica, so se registou um gato desta raca com a forma

pouco diferenciada de mastocitoma cutaneo, o qual tinha menos de 4 anos como a maioria dos
55



animais descritos (Wilcock et al., 1986). Deve ser tido em conta que apenas 3 dos 38 gatos
estudados eram Siameses, 0 que impede a emissdo de qualquer conclusdo quanto a esse facto.
Verificou-se que a cabeca era o local maioritariamente afectado (39,47% dos casos) seguido
do tronco (28,95%) e pescoco (10,53%), 0 que se encontra também descrito por outros autores
(Buerger & Scott, 1987; Macy & Reynolds, 1981). A propor¢do de tumores multiplos
encontrada foi de 21,05%, menos que o referido noutros trabalhos (25,93 a 43%) (Buerger &
Scott, 1987; Rodriguez-Carifio et al., 2009) e tinham, na sua maioria (63,16%), menos de 2
cm. Isto estd de acordo com os poucos milimetros a 2 cm de diametro que a maioria da
bibliografia refere (Buerger & Scott, 1987; Barr et al., 1993; Gross et al., 2005), embora
Wilcock e associados (1986) refiram no seu estudo dimensdes de 2 a 3 cm.

A infiltragdo por eosindfilos estava ausente na maioria dos casos (76,32%), observando-se, no
entanto, uma maior proporcao de casos positivos e com maior nimero de eosinéfilos nos
casos de mastocitoma pouco diferenciado (observaveis em 33,3% dos casos). Estes dados
coincidem com o que esta descrito para 0s casos de mastocitoma cutdneo histiocitico. A
presenca marcada de eosinéfilos e 0 comportamento benigno desta forma (Buerger & Scott,
1987; Chastain et al., 1988; Wilcock et al., 1986), levou alguns autores a sugerir que se
pudesse tratar, ndo de uma neoplasia, mas de uma reacc¢do hiperplasica (Wilcock et al., 1986;
Gross et al., 2005). Os linfécitos em infiltracdo focal, por outro lado, foram observados numa
maior proporc¢do de casos (63,16%). Isto € reportado por varios autores (Wilcock et al., 1986;
Chastain et al., 1988; Gross et al., 2005), sendo que em alguns relatos se observaram 35,7%
de casos com infiltracdo focal de linfocitos (Buerger & Scott, 1987) e noutros 80% (Johnson
et al., 2002).

Os tumores observados apresentavam, na sua maioria (86,4%) uma organizacao compacta das
suas celulas, o que confirma o que vem referido na bibliografia, que descreve o0s
mastocitomas cutaneos como massas bem circunscritas e ndo encapsuladas (Wilcock et al.,
1986; Gross et al., 2005).

A apoptose foi irrelevante em 50% dos casos e o indice mitético foi baixo ou irrelevante na
maioria dos casos (89,47%). Isto era de esperar, excepto nos casos de mastocitoma
pleomdrfico nos quais a actividade mitdtica estd descrita como sendo moderada a alta (Gross
et al., 2005). No entanto, nenhum dos casos com maior indice mit6tico dizia respeito a este
tipo de tumor.

O mastocitoma cutaneo, na generalidade dos casos, afecta apenas a derme. Contudo,
observou-se invasdo da epiderme em 2 dos casos de mastocitoma moderadamente
diferenciado, o que, embora raro, estd descrito noutros trabalhos (Buerger & Scott, 1987;

Lamm et al., 2009). Nos casos de mastocitoma pleomdrfico, observou-se uma proporcao
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superior de invasdo da hipoderme, relativamente aos restantes casos (66,6%), o que é de
esperar, sendo que estes tumores estdo descritos como sendo mais invasivos (Gross et al.,
2005).

Apenas se verificou presenca de recidivas em 32% dos casos, sendo que 75% correspondiam
a mastocitomas bem diferenciados, pelo que parece ndo ser possivel definir o progndstico
com base nas caracteristicas histopatologicas destes tumores tal como outros autores
afirmaram (Buerger e Scott, 1987; Molander-McCrary et al., 1998; Johnson et al., 2002).
Mesmo o indice mitdtico ndo pareceu auxiliar nesta tentativa de definir a malignidade destes
tumores ao contrario do que foi descrito por Johnson e co-autores (2002). Dos casos em que
se observou invasao da epiderme, apenas se obteve informagdes da evolucdo clinica de um
deles, sendo que este ndo recidivou, contrariamente ao que foi descrito recentemente num
outro caso de epiteliotropismo, no qual o autor considerou que o prognéstico deveria ser
reservado devido a auséncia de resposta a terapéutica por parte desse animal (Lamm et al.,
2009). Contudo, esse animal apresentava também disseminacdo sistémica, 0 que terd com
certeza influenciado o prognostico mais do que o facto de os mastdcitos invadirem o epitélio.
Quanto a mastocitose cutdnea, foi descrita a forma difusa num Unico caso (Brown &
Chalmers, 1990) e a forma maculopapular em outros (Davis et al., 1992; Vitale et al., 1996),
sendo que, no presente estudo, apenas a forma maculopapular de mastocitose cuténea foi
encontrada em 5 animais.

Verificou-se que a idade dos animais estava compreendida entre os 3 e 14 anos, sendo a
média de 7,5 anos. A literatura, embora escassa no que diz respeito a esta forma da doenca,
refere animais juvenis, com idades inferiores a 3 anos (Vitale et al., 1996; Noli et al., 2004).
Né&o se pode considerar que haja predisposicao sexual, embora se tenha registado a doengca em
maior nimero de machos (60%).

Foi posta a hipdtese de que as racas hipotricoticas ou sem pélo estariam predispostas para a
mastocitose cutanea ou que a doenca passaria desapercebida em casos assintomaticos e sem
prurido, uma vez que apenas foi descrita em gatos Esfinge e Devon Rex (Noli et al., 2004).
Contudo, no presente estudo, observou-se que afectava maioritariamente gatos de raca
indeterminada e, contrariando uma vez mais esta teoria, observou-se a sua presenga num
Persa, sob a forma de papulas lineares de grandes dimensfes ao longo do ventre, impossiveis
de subdiagnosticar.

O local mais afectado foi o pavilhdo auricular (60% dos casos), sendo que apenas em dois
gatos se observaram lesdes em locais referidos na bibliografia (ventre e regido ventral do
pescoco) (Vitale et al., 1996; Noli et al., 2004). As lesbes apresentavam-se, na maioria dos

casos (60%), com diametro superior a 2 cm.
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Estavam presentes eosinéfilos em 40% dos casos e em 80% verificava-se intensa reaccdo
inflamatoria. Estes dados levam a crer que a hipdtese de que esta doenca se podera tratar de
reaccdo de hipersensibilidade esteja correcta (Noli et al., 2004). A evolugdo clinica da
mastocitose cutdnea, demonstrou-se, regra geral, favoravel, sendo que o Unico caso que
recidivou, voltou a responder bem ao tratamento quimioterapico, que tinha no seu protocolo
glucocorticoides associados, 0 que apoia esta teoria.

Nos 5 casos de tumores extracutaneos, sem disseminacao sistémica, a localizagdo foi bastante
variada, sendo que um deles se encontrava na parede do estdbmago, outro na vulva, outro no
mesentério e dois na mucosa oral. A idade média dos animais afectados por estes tumores foi
de 10,5 anos (inferior aos 13 anos referidos para 0 mastocitoma gastrointestinal descrito em
gato por Laurenson (2011)).

Apesar de se ter verificado maior propor¢do de fémeas afectadas por mastocitoma
extracutaneo (80%), devemos ter em conta que o reduzido tamanho da amostra ndo é
representativo. A raca indeterminada era a Unica representada. Verificou-se que a presenca de
eosinofilos era rara e por vezes havia infiltrado inflamatério. Um caso demonstrou reaccao
fibromatosa o que coincide com o que por vezes é observado na forma gastrointestinal (Alroy
et al., 1975 citado por Carpenter et al., 1987). Apenas os tumores afectando a mucosa oral
eram bem diferenciados e é interessante observar que ambos apresentavam invasdo epitelial,
embora a causa seja desconhecida. Também foram os Unicos tumores para 0s quais se obteve
informacdes sobre a evolucdo clinica, sendo que um néo teve recidivas e 0 outro morreu por
outra causa, pelo que se pode verificar que, ao contrario do mastocitoma gastrointestinal que
se apresenta como um tumor pouco diferenciado e de caracter maligno (Rogers, 2009), os
mastocitomas que afectam a mucosa oral parecem ser tumores benignos e bem diferenciados.
A mastocitose sistémica esta representada neste estudo apenas por dois casos. Ambos dizem
respeito a animais de idade avangada (12 e 15 anos), sendo um macho e uma fémea, ambos de
raca indeterminada. Estes dados ndo se afastam muito do que esté& descrito na literatura, sendo
a idade média descrita de 10 anos e ndo havendo predisposicdo racial ou sexual (Tamm &
Vail, 2007; Rogers, 2009; Carpenter et al., 1987). Um destes tumores era pouco diferenciado
ao passo que o outro era bem diferenciado, sendo que na literatura ambas as formas estéo
descritas (Carpenter et al., 1987). Néo se observaram eosinéfilos ou linfécitos. Num dos casos
os foliculos linféides do baco apresentavam-se preservados, mas no outro havia atrofia dos
mesmos. A bibliografia consultada descreve que normalmente estes se encontram preservados
(Carpenter et al., 1987). Apenas um dos casos tinha, além do baco, invasdo hepatica, sendo
que a bibliografia afirma que isto ocorre em 90% dos casos (Carpenter et al., 1987). O animal

que apresentou células tumorais pouco diferenciadas encontra-se a fazer quimioterapia e
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apresentou melhoria dos sintomas ap6s esplenectomia, 0 que se encontra descrito na
bibliografia (Tamm & Vail, 2007). O outro caso acabou por ser eutanasiado devido a outra
causa.

Tal como referido noutros estudos (Webster et al., 2004; Gil da Costa et al., 2007; Oliveira,
2008; Rodriguez-Carifio et al., 2009), identificam-se trés padrbes de expressdo para o c-kit
(CD117): um padrdo membranar (padrdo I), um padrdo perinuclear (padréo I1) e um padréo
citoplasmatico difuso (padréo III).

De entre os 28 casos de mastocitoma cutaneo testados, apenas um ndo apresentou marcagao,
comprovando que a expressdo de c-kit se mantém nas células deste tipo de tumor. No que diz
respeito aos casos de mastocitoma extracutaneo e de mastocitose cutanea, para 0s quais nao
ha estudos prévios, pelo menos do conhecimento do autor, 0 mesmo ndo se pode concluir,
sendo que todos os casos testados foram negativos. O Unico caso de mastocitose sistémica
avaliado apresentou uma marcacdo moderada. E possivel que o caso de mastocitoma cutineo
com resultado negativo se deva a ma preservacao dos tecidos, e ndo se pode descartar a
mesma hipdtese nos restantes casos, ja que o nimero destes pode ndo ser representativo (5
casos de mastocitoma extracutaneo e 3 de mastocitose cuténea).

No geral, observou-se sobretudo o padrdo citoplasmatico difuso nos casos de mastocitoma
cutaneo (66,7%), seguido do padrdo membranar (18,5%). Nos tumores bem diferenciados
verificou-se que a marcacao era principalmente do tipo citoplasmatico difuso, seguido do
membranar. No caso dos tumores pouco ou moderadamente diferenciados, verificou-se
predominantemente um padréo citoplasmatico difuso (75%), seguido do padrdo perinuclear
(25%), o0 que esta em concordancia com o observado num estudo anterior (Rodriguez-Carifio
et al., 2009). O caso de mastocitoma pleomérfico submetido a imunohistoquimica demonstrou
uma marcacdo membranar. Ndo ha dados relativamente a este tipo de mastocitoma no gato
COM 0S quais se possa comparar.

Nos casos de mastocitoma cutaneo bem diferenciado observou-se principalmente uma
marcacdo moderada (35,55%), enquanto que nos tumores pouco ou moderadamente
diferenciados verificou-se igual predominancia de todas as intensidades de marcacdo. Seria de
esperar que estes tumores tivessem uma marcacao intensa (Morini et al., 2004). Contudo, este
ndo é um parametro tdo objectivo quanto o padrdo de expressdo, podendo ser afectado pela
opinido dos observadores, bem como as diferencas nos procedimentos de fixacdo (Preziosi et
al., 2004).

Verificou-se que 0s animais cujos mastocitomas cutaneos apresentavam um padrdo de
expressao citoplasmatico perinuclear acabaram por morrer da doenga, a0 passo que apenas

30% dos casos com um padrédo difuso apresentaram recidivas. Isto entra em concordancia
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com um estudo prévio no cdo (Preziosi et al., 2004), no qual se verficou que um padrdo
citoplasmatico perinuclear estava associado a tumores de grau Ill, os quais tém pior
prognostico. Outro estudo, também em cdo, associa um padrdo citoplasméatico a um
comportamento mais agressivo, com maior risco de recidiva e menor tempo de sobrevida
(Webster et al., 2004). Contudo, ha estudos que afirmam que um padrdo difuso esta
relacionado com a malignidade tumoral, sendo que, nesse estudo (Oliveira, 2008), os
mastocitomas cutaneos caninos de grau | estavam associados a um padrdo membranar, os de
grau 11 a um padréo citoplasmatico difuso e os de grau Il, que tém maior variacdo nas taxas
de sobrevivéncia, apresentavam um padrdo mais heterogéneo. No entanto, o padréo difuso e
perinuclear, podem reflectir alteracdes celulares semelhantes, com acumulagao progressiva do
c-kit que, ao longo do tempo, passa de perinuclear a difusa, pelo que é de questionar a
relevancia da sua distingdo no contexto da avaliacdo da sobrevida (Gil da Costa et al., 2007;
Oliveira, 2008). O unico estudo disponivel em gatos (Rodriguez-Carifio et al., 2009) néo
chegou a fazer uma ligacdo entre o progndstico e o padrdo de expressdo de c-kit nestes
tumores.

Quanto & intensidade da marcagdo, ndo se obtiveram resultados conclusivos no que diz
respeito a sua ligacdo com o progndstico, sendo que, tanto 0s casos em que a morte se deveu
ao mastocitoma cuténeo, como aqueles que ndo recidivaram, apresentaram principalmente
uma marcagdo moderada. Um estudo em cdo concluiu que a intensidade de marcagao tinha
uma correlacdo inversa com o grau de diferenciacdo (Reguera et al., 2000) mas, como ja foi
anteriormente referido, este é um critério muito subjectivo e sujeito a falhas. Os casos com
invasdo epitelial demonstraram, um deles, marcagdo muito intensa, e o outro, moderada,
ambos com um padrédo citoplasmatico difuso. Existe apenas um caso descrito de mastocitoma
felino com invaséo da epiderme que foi submetido a imunomarcacgdo do CD117 (Lamm et al.,
2009) e, embora ndo esteja descrita a intensidade da marcacao, esta tinha também um padréao
citoplasmatico difuso. Nesse trabalho, também realizaram estudos por RT-PCR e observou-se
100% de homologia do RNA mensageiro do c-kit com o publicado em estudos com tecidos
fetais de gato, pelo que mutacbes do mesmo nao explicam este fendmeno. Uma hipotese
colocada pelo autor, foi de que citocinas libertadas regionalmente poderiam estar na origem
da infiltracdo da epiderme pelos mastocitos tumorais.

No cdo, a actividade da MMP-9 estd descrita como estando relacionada com o grau
histolégico de malignidade tumoral, encontrando-se dramaticamente aumentada em tumores
de grau Il quando comparados com tumores de grau Il (Leibman et al., 2000). No presente
estudo, a generalidade dos casos marcou de forma muito intensa, tornando muito dificil tirar

qualquer conclusdo sobre a sua expressdo, sendo que 0S mastocitomas cutdneos néo
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recidivantes marcaram maioritariamente de forma muito intensa, ao passo que 0S que
recidivaram marcaram mais de forma moderada. Nos mastocitomas extracutaneos temos
apenas um caso que ndo recidivou e marcou de forma muito intensa. Quanto a mastocitose
cutanea, embora um caso nao recidivante tenha tido resultado negativo, novamente se deve ter
em conta que pode ter sido por ma preservacao dos tecidos, sendo que 0s outros casos nao
recidivantes tiveram uma marcagdo muito intensa. O caso que recidivou, embora ndo se saiba
se a recidiva foi da mastocitose ou do fibrossarcoma anteriormente extirpado, mostrou
marcacdo muito intensa, pelo que novamente ndo se podem tirar conclusées. O caso de
mastocitose sistémica, curiosamente teve uma marcagdo moderada, sendo que se esperava que
um tumor com capacidade de se propagar a nivel sistémico tivesse maior expressdo desta
enzima, ja que ela tem um papel muito importante na fuga ao sistema imunoldgico, na
circulacdo e na extravasao para os tecidos, o que possibilita a disseminacdo sistémica (Yoon
et al., 2002).

Quanto a invasao dos tecidos, verificou-se que a maioria dos casos com invasdo de todas as
camadas da derme tinha marcacdo muito intensa. Contudo, os tumores com marcacao leve a
moderada tinham maior representacdo na hipoderme (n=4, 80%), embora 0 caso com invaséo
do paniculo muscular tivesse marcacdo muito intensa. Torna-se algo inesperado que 0s
tumores com infiltracdo de maior nimero de camadas da pele apresentem menor expressao
desta enzima, ja que a MMP-9 é importante na invasdo dos tecidos e crescimento tumoral.
Pode, no entanto, significar que as células tumorais libertaram a enzima para os tecidos
envolventes com perda de expressao celular da mesma. Os casos com invasdo da epiderme
foram igualmente ambiguos: um marcou de forma muito intensa e o outro ndo marcou de

todo.
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7. Conclusao

O estudo efectuado a um grupo significativo de casos de proliferacdo de mastocitos em

felinos, permite extrair alguns dados para auxiliar no diagnéstico e na avaliacdo do

prognéstico, tal como indicado nos objectivos, infelizmente menos que o desejavel, atendendo

a falta de seguimento clinico em muitos dos casos, que impediu que se fizesse um estudo mais

completo do tempo de sobrevida dos animais afectados.

Contudo, foi possivel concluir o seguinte:

1. Os mastocitomas em felinos apresentam-se como lesdes benignas na generalidade dos
casos, quando a proliferacdo é exclusivamente cutdnea. A casuistica dos mastocitomas
extracutaneos foi escassa, ndo permitindo avaliar o respectivo progndstico. Contudo,
atendendo a localizagdo das lesGes, parece estar frequentemente associado a prognostico
reservado, especialmente por perda de funcdo dos 6rgdos atingidos. Excepcdo sera o
mastocitoma do labio ou da lingua que estiveram persistentemente associados a evolugdo
benigna na nossa casuistica.

2. O mastocitoma cutaneo é geralmente uma lesdo Unica, mas a apresentacdo multipla nao
significa necessariamente pior progndstico.

3. Nao se verifica predisposicdo racica ou sexual para qualquer dos mastocitomas.

4. Os animais afectados s@o, na generalidade dos casos, adultos, ainda que casos de
mastocitoma cutaneo pouco diferenciado se observem em animais de idade jovem. Os
casos de mastocitose sistémica parecem ser mais frequentes em animais com idade
avancada (12 e 15 anos).

5. A localizacdo dos mastocitomas cutaneos e da mastocitose cutanea é frequentemente a
cabeca, com particular importancia para os pavilhdes auriculares.

6. O grau de diferenciagdo nos mastocitomas cutdneos nem sempre corresponde ao
prognostico, ndo sendo vidvel uma classificagdo baseada na morfologia celular, como
sucede no céo.

7. A presenca de mitoses, a excepcao dos casos em que estas sS40 muito numerosas, nao traz
valor acrescentado ao prognostico. O mesmo se pode dizer do nimero de células em
apoptose ou quanto a infiltracdo por eosinéfilos ou linfocitos.

8. A mastocitose cutanea continua a ser uma entidade que necessita de ser estudada na
perspectiva da sua caracterizacdo mais detalhada, em especial no que se refere ao
diagnostico diferencial relativamente a lesdes de hipersensibilidade. Isto deve-se ao facto
de a maioria dos casos afectados por esta forma da doenca se caracterizarem por intensa

reac¢do inflamatdria e pela presenca de numerosos eosinéfilos.
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10.

11.

12.

13.

14.

Verificou-se, na presente casuistica, que a mastocitose cutanea ndo mostrava predilec¢do
por racas hipotricéticas nem por animais juvenis como chegou a ser postulado.

O padrdo de marcacdo para CD117 parece ser Util no prognéstico do mastocitoma
cutaneo, embora nas outras formas de proliferacdo anormal de mast6citos ndao tenha sido
possivel chegar a mesma conclusao.

O padrdo membranar, com ou sem marcacdo citoplasmatica difusa, tal como no cdo, esta
ligado a maior diferenciacéo celular.

N&o se verificou qualquer ligacdo entre a intensidade de marcacdo para o CD117 e o
comportamento biolégico dos mastocitomas.

O facto de, nas lesdes proliferativas de mastocitos, muitas células inflamatdrias e do
estroma expressarem MMP-9 indica que o comportamento invasivo pode ndo depender
exclusivamente da producdo de metaloproteinases por parte dos mastocitos. A producao
de outras proteinas de matriz deve ser estudada antes de se poder tirar qualquer conclusao.
Os casos de mastocitose cutanea, bem como alguns casos de mastocitoma cutaneo pouco
diferenciado, poderiam beneficiar de estudos moleculares para se averiguar a presenca de
mutacBes na proteina membranar c-kit. Isto seria particularmente importante naqueles
casos em que se pde em davida a sua natureza neoplasica, uma vez que algumas lesbes

adquirem caracteristicas tipicas de reacc6es de hipersensibilidade.
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Anexo | - Processamento histolégico automatico em processador de tecidos LEICA TP
1020®

Formol Tamponado 10%, 1 hora.

Alcool etilico 70°, 1 hora.

Alcool etilico 95°, 1 hora e 30 minutos.
Alcool etilico 95°, 1 hora e 30 minutos.
Alcool etilico absoluto, 1 hora.

Alcool etilico absoluto, 1 hora e 30 minutos.
Alcool etilico absoluto, 1 hora e 30 minutos.
Xilol, 1 hora.

Xilol, 1 hora.

Xilol, 1 hora.

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

IO mMOoOO®»

r X«

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

78



Anexo Il - Coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) (manual)

Zz < rx-=

I 0T MmMOO®»

Xilol, 5 minutos.

Alcool etilico absoluto, 1 minuto.
Alcool etilico 90°, 1 minuto.

Alcool etilico 70°, 1 minuto.

Agua destilada, lavar bem.
Hematoxilina de Gill2, 30 segundos.
Agua destilada, uma passagem.
Agua corrente morna (Azular), cerca de 1 minuto.
Eosina-Floxina, 1 minuto.

Alcool 70°, 1 minuto.

Alcool etilico 96°, 1 minuto.

Alcool etilico absoluto, 1 minuto.

. Xilol, 5 minutos.

Montagem em resina sintética (Entellan®).
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Anexo Il - Coloracdo de Azul Toluidina (AT) (manual)

r X«

I G mmOoo®mp

Xilol, 5 minutos.

Alcool etilico absoluto, 1 minuto.
Alcool etilico 90°, 1 minuto.
Alcool etilico 70°, 1 minuto.
Agua destilada, lavar bem.

Azul Toluidina, 30 segundos.
Lavar em agua corrente (rapida).
Alcool 70°, 1 minuto.

Alcool etilico 96°, 1 minuto.
Alcool etilico absoluto, 1 minuto.
Xilol, 5 minutos.

Montagem em resina sintética (Entellan®).
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