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RESUMO

O mastocitoma é o tumor cutdneo mais comum em cées, representando 20% dos
tumores caninos. A graduacédo histopatologica € o método de eleicdo para prever o
comportamento biolégico do mastocitoma e, atualmente, sdo utilizados os métodos
de Patnaik e de Kiupel para dividi-los em graus de malignidade. A imunoistoquimica
(IHQ) permite avaliar os mastocitomas e definir o prognéstico, através da marcagéo
do c-kit e do ki-67, associado a proliferacdo tumoral. O mastocitoma tem etiologia
indefinida, mas vem sendo associado a presenca de mutacdo no c-kit. O objetivo do
trabalho € quantificar e identificar os mastocitomas de cdes de Campos dos
Goytacazes que possuam mutacdes e associar com 0s graus histolégicos. Foram
avaliados 61 animais, levando em consideragdo 0 sexo, a raga, a idade, a
localizacdo tumoral, o grau tumoral pelas classificacbes de Patnaik e Kiupel, a
infiltracdo de eosinofilos, a marcacao do KIT e do Ki-67 e a presenca de mutacao. As
variaveis foram correlacionadas utilizando os testes de qui-quadrado, teste de Fisher
e teste de verossimilhanca. N&o foi verificada predilecdo sexual ao desenvolvimento
do mastocitoma. Os animais idosos foram os mais acometidos, ja 0s animais sem
raca definida e os das racas Boxer, Labrador e Pinscher foram aqueles com maior
predisposi¢cao ao desenvolvimento tumoral. A localizacdo foi a Unica variavel clinica
associada ao grau tumoral (p=0.011), com tumores em membros relacionados a
tumores benignos e os tumores na regido genital cabeca e pescoco relacionados a
tumores malignos. Os tumores de grau Il e os de baixo grau foram os mais
encontrados e as duas classificagbes demonstraram correlagdo muito significativa
entre elas (p<0,001). A concentracdo do infiltrado eosinofilico ndo demonstrou
correlacéo significativa a nenhuma das classificacdes histolégicas. O padrao KIT foi
dependente da localizagao tumoral (p=0, 015) e das classificacdes de Patnaik (p=0,
001) e Kiupel (p<0,001). A marcagdo do Ki-67 demonstrou dependéncia da
localizagdo (p=0, 024), mas independéncia das classificacdes histologicas e do
padrao KIT. O concentrado eosinofilico ndo estava associado ao padréo KIT, mas foi
correlacionado significativamente ao Ki-67 (p=0,028). A presenca de mutacdo no
exon 11 do dominio justamembrana ndo demonstrou associacdo a nenhuma das
variaveis clinicas, das classificagdes histologicas, da concentracédo de eosinofilos e

do padréo KIT. A presenca da mutacao foi correlacionada significativamente apenas



ao Ki-67 (p=0, 010). Os resultados obtidos sugerem que a localizagdo é a variavel
clinica mais relacionada ao prognostico e que apenas a classificacdo de Kiupel
associada ao imunoistoquimica sdo suficientes para avaliar o comportamento
tumoral.

Palavras-chave: mastocitoma, classificacdo histolédgica, KIT, Ki-67, mutacéo.



ABSTRACT

Mast cell tumor is the most common skin tumors in dogs representing 20% of canine
tumors. The histological classification is the method of choice to predict the biological
behavior of mast cell tumor and currently the methods of Patnaik and Kiupel are
used. Immunohistochemistry (IHC) allows the evaluation of mast cell tumors and
defining prognosis,by the c-kit marking and ki-67, associated with tumor proliferation.
The mast cell tumor is unknown etiology, but has been associated with the presence
of mutation in the c-kit. The objective is to quantify and identify the mast cell tumors
in dogs of Campos dos Goytacazes that have mutations and associate with
histological grades. We evaluated 61 animals and sex, breed, age, tumor location,
tumor grade by ratings Patnaik and Kiupel, infiltration of eosinophils, marking the KIT
and Ki-67 and the presence of mutation were evaluated. The variables were
correlated using the chi-square test, Fisher's exact test and likelihood ratio test.
There was no sex predilection development of mast cell tumor, the old-aged were the
most affected animals, the mixed breed, Boxer, Labradors and Pinschers were those
with greater predisposition to tumor development. The location was the only clinical
variable associated with tumor grade (p = 0.011), with tumors in members related to
benign tumors and tumors in the genital area, head and neck associated with
malignant. Grade Il tumors and low-grade were the most frequent and the two
classifications showed very significant correlation between them (p <0.001). The
concentration of eosinophilic infiltrate showed no significant correlation with any of
the histological scores. The KIT was dependent on the tumor location (p = 0. 015)
and Patnaik (p = 0. 001) and Kiupel (p <0.001) ratings. The marking of the Ki-67
showed dependence location (p = 0. 024), but independent of the histological scores
and KIT. Eosinophilic concentrate was not associated with KIT, but was significantly
correlated with Ki-67 (p = 0.028). The presence of mutation on exon 11 showed no
association with any of the clinical variables, the histological scores, the
concentration of eosinophils and KIT. The mutation was significantly correlated only
to Ki-67 (p = 0. 010). The results suggest that the location is the clinical variable most
related to prognosis and that Kiupel rating associated with immunohistochemistry is

sufficient to assess tumor behavior.



Keywords: mast cell tumor, histologic classification, KIT, Ki-67, mutation
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1. INTRODUCAO

A alta incidéncia de neoplasias na espécie canina esta correlacionada a maior
longevidade destes animais, 0 que 0s expde a carcin6genos por mais tempo e ao
sistema imune comprometido (WITHROW,; VAIL, 2007).

O mastocitoma € o tumor cutaneo mais comum em céaes (LONDON; SEGUIN,
2003; WITHROW; VAIL, 2007), representando entre 16 e 21% dos tumores caninos
(DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008). Pode surgir da derme ou do tecido
subcutdaneo com diversas apresentacbes, o que dificulta avaliagbes de
comportamento (LONDON; SEGUIN, 2003; STREFEZZI; XAVIER; CATAO-DIAS,
2003).

A graduacdo histopatolégica € o método de eleicdo para prever o
comportamento biolégico do mastocitoma (PATNAIK; EHLER; MAC EWEN, 1984) e,
atualmente, sdo usadas duas classificaces: a de Kiupel et al. (2011) que os divide
em dois graus de malignidade e a de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984) que os divide
em trés graus de malignidade.

A imunoistoquimica permitiu avaliar melhor os mastocitomas e definir o
prognostico, através da andlise da atividade proliferativa do tumor, a expressao
guantitativa e qualitativa de varias proteinas nas células neoplasicas e as
caracteristicas genéticas destes tumores (OLIVEIRA, 2008).

Muitos estudos tém demonstrado uma proporcdo significativa de cdes com
mastocitoma apresentando alguma mutacdo no proto-oncogenes c-kit. Esta
caracteristica € mais comum em tumores de graus intermediarios ou altos e estéo
associados a prognésticos ruins (WITHROW; VAIL, 2007).

A incidéncia de mutagbes no dominio justamembrana do c-kit é relatada em
13,6 a 33% dos mastocitomas cutaneos espontaneos (DOWNING et al., 2002;
ZEMKE et al., 2002). A pesquisa das muta¢gbes nos mastocitomas € essencial para
determinar a patogénese e a heterogenecidade clinica dos mastocitomas cutaneos
em cdes (OHMORI et al., 2008).
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. OBJETIVO GERAL

Quantificar e identificar em mastocitomas de cées 0s receptores c-kit que

possuam mutacdes e associa-los aos graus histolégicos e a agressividade da
neoplasia em cées na cidade de Campos dos Goytacazes-RJ.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a importancia do sexo, idade, raca e localizacdo no comportamneto
tumoral.

e Determinar o grau histolégico dos mastocitomas caninos.

e Correlacionar quatro classificacdes histoldgicas para verificar a mais eficaz.

e Utilizar marcadores imunoistoquimicos para verificar o padréo KIT.

e Avaliar e determinar o indice de proliferacdo dos mastocitomas caninos
através da imunoistoquimica.

e Avaliar a presenca de mutacdes no exon 11 do dominio justamembrana no
proto-oncogenes c-kit .

e Correlacionar as diversas variaveis que interferem no comportamento tumoral.

1.3. JUSTIFICATIVA

O mastocitoma é o tumor cutaneo mais comum na rotina veterinaria, mas a sua
etiologia ainda ndo esta bem definida. A marcac&o dos receptores c-kit pode ajudar
a conhecer melhor este tumor e, consequentemente, no desenvolvimento de novos
tratamentos.

Ao redor do mundo, existem muitos estudos a respeito da mutag&o do receptor

c-kit em mastocitomas, mas ndo ha muitos estudos a respeito da presenca, da
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localizagéo e da quantidade da mutacdo em pacientes no Brasil, especialmente no
Norte Fluminense.

O conhecimento acerca do mastocitoma no Brasil ajudard na avaliacdo da
resposta do paciente ao tumor e no desenvolvimento de tratamento especifico para
os padrbes da doenca brasileira.

O desenvolvimento deste trabalho vai auxiliar no conhecimento do mastocitoma
na regido de Campos dos Goytacazes, o que pode auxiliar no estudo desta
neoplasia em outras regidées do Brasil, e permitir um estudo epidemiolégico do

mastocitoma canino brasileiro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MASTOCITO

Os mastacitos sao células do tecido conjuntivo, de origem hematopoiética, que
deixam a medula 6ssea pela corrente sanguinea, ainda imaturos, e penetram nos
tecidos onde se proliferam, diferenciam-se e permanecem durante semanas ou
meses (METCALFE, 1995; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; OKAYAMA, 2006;
DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008). Sua concentracdo tecidual é determinada
por um equilibrio entre as células que chegam ao tecido com a taxa de apoptose das
células ja existentes no local (METCALFE, 1995).

Originam-se de um precursor hematopoiético (CD 34%), que esta presente na
medula déssea e no sangue periférico (KITAMURA; GO; HANATAKA, 1978), e
migram para os tecidos, onde ocorre a diferenciacdo na forma madura (METCALFE,
1995). A diferenciacéo ocorre pela influéncia do fator de células tronco (SCR) e da
interleucina-3 (IL-3), a partir de uma linhagem diferente dos precursores dos
granulécitos e dos monécitos e macréfagos (SCOTT; STOCKHAM, 2000; ROBBIE-
RYAN; BROWN, 2002).

A célula madura é globosa, grande e com citoplasma repleto de granulos
intensamente corados, ricos em mediadores inflamatorios, que séo liberados quando
h& um estimulo (THARP, 1998). O nucleo é pequeno, esférico e central, mas de
dificil visualizacdo devido aos granulos, que podem conter histamina e/ou heparina
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008), além de
outros componentes, como 0s proteoglicanos, responsaveis pela ligagdo de diversos
corantes catibnicos que conferem a caracteristica de metacromasia, tipica dos
mastocitos e relacionada aos hexassacarideos formadores da heparina (JAQUES et
al., 1977).

Estdo presentes em diversos tecidos, como a medula 6ssea e os linfonodos,
mas ndo sdo observados em exames hematoldgicos de caes saudaveis (SCOTT;
STOCKHAM, 2000). O tecido mais acessivel para o estudo da atividade do
mastocito é a pele (CHARLESWORTH, 1997). H& duas popula¢fes de mastdcitos,

uma denominada mastécito do tecido conjuntivo, que habita a pele e a cavidade
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peritoneal, e a outra que habita a mucosa intestinal e os pulmdes, denominada
mastécito da mucosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A pele do céo apresenta entre dois e doze mastdcitos por campo de grande
aumento, localizados, principalmente, na derme e na juncdo epidérmica,
normalmente nas regides perivascular sanguinea e linfatica, junto aos anexos
cutaneos e nervos, o0 que permite o exercicio de suas funcdes nas reacdes imunes e
alérgicas, inflamacfes e expulsdes de parasitas (BENINGO; SCOTT; ERB, 2000;
ZAPULLA et al.,, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Os mastocitos estédo
distribuidos por toda a pele do animal, com maior concentra¢do no pavilhdo auditivo
e nos membros (AUXILIA; HILL, 2000).

As reac0Oes alérgicas dermatologicas sdo as mais comumente associadas aos
mastoécitos e as caracteristicas da lesdo dependem da sensibilidade do 6rgao-alvo,
dos mediadores liberados e da natureza do antigeno presente no local (DALECK;
DE NARDI; RODASKI, 2008).

Em cées, as patologias relacionadas aos mastocitos sdo as reacdes de
hipersensibilidade tipo | local e sistémica (RINGLE, 2000) e os mastocitomas
(DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008).

2.2. MASTOCITOMA

O mastocitoma é o tumor cutdneo mais frequente em cdes (LONDON;
SEGUIN, 2003; WITHROW, VAIL, 2007), representando entre 16 e 21% dos
tumores caninos (DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008). Embora seja mais comum
na pele e no tecido subcutaneo, ha relatos de tumores primarios no intestino, figado
e baco (LONDON; SEGUIN, 2003).

Acomete, principalmente, cédes entre oito e nove anos (LONDON; SEGUIN,
2003), mas pode ser diagnosticado em animais entre um ano e meio a dezessete
anos (COSTA-CASAGRANDE et al., 2008) e ndo ha predilegéo por sexo (COSTA-
CASAGRANDE et al., 2008; FURLANI et al., 2008). Ha predisposicao racial do
Boxer (COSTA-CASAGRANDE et al., 2008; FURLANI et al., 2008), Boston Terrier,
Bulldog inglés (CROW, 1977; GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002; LONDON;



24

SEGUIN, 2003), Labrador, Golden Retrievers, Cocker Spaniel, Schnauzer, Teckel e
Shar-pei (DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008). Cdes mesticos também possuem
alta incidéncia de mastocitoma, o que pode ser explicado pelo grande numero de
cdes sem raca definida atendidos na rotina da clinica veterinaria (COSTA-
CASAGRANDE et al., 2008; FURLANI et al., 2008).

O mastocitoma cutaneo se localiza, frequentemente, nas regides do tronco e
regides perineal e genital (50-60% dos casos) (FURLANI et al., 2008), seguida dos
membros (25%) (GOVIER, 2003), mas também podem aparecer com certa
frequéncia na cabeca e no pescoco (KIUPEL et al, 2005; FULCHER et al. 2006).
Ainda ndo ha relatos conclusivos de que o tumor, em determinadas regides, como
juncdes muco-cutaneas, seja mais agressivo do que em outras (LONDON; SEGUIN,
2003).

2.2.1. Etiologia

Os eventos moleculares e genéticos que contribuem para o desenvolvimento e
progressdo do tumor ainda ndo estdo bem elucidados, mas estudos recentes
demonstram relacdo com anormalidades na p53 e na superexpressao do c-kit (WU;
HAYASHI;INQUE, 2004; TURIN et al., 2006; WEBSTER et al., 2007).

O mastocitoma é associado a inflamagéo crénica e a aplicacdo de algumas
substéancias irritantes a pele (WITHROW; VAIL, 2007). Ha indicios da relagdo entre o
desenvolvimento da neoplasia a presenca de particulas virais do tipo C em células
tumorais e na medula éssea de cdes com mastocitoma (DALECK; DE NARDI;
RODASKI, 2008). O mastocitoma pode ser transmitido de um céo para outro,
utilizando extratos tumorais, especialmente em animais muito jovens ou
imunocomprometidos, porém nao ha evidéncia de transmissdo horizontal do tumor
(WITHROW,; VAIL, 2007; DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008).

Muitos estudos tém demonstrado uma proporgcado significativa de caes com
mastocitoma, apresentando alguma mutacdo no proto-oncogenes c-kit. Esta
caracteristica € mais comum em tumores de graus intermediarios ou altos e estédo
associados a prognosticos ruins (WITHROW; VAIL, 2007).
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A disfuncdo das tirosina-quinases vem sendo identificada em uma série de
neoplasias. Essa pode ocorrer de muitas maneiras (LONDON, 2004). A
superexpressdo ou a mutacdo de um proto-oncogenes faz com que ocorra ativagao
da quinase, com propagacao persistente do sinal e auséncia da regulacdo negativa,
gerando uma proliferacdo celular descontrolada, que acelera o desenvolvimento
neoplasico (JARK et al., 2012).

Em cées, a mutacdo no KIT € encontrada em mastocitomas. Na maioria deles,
a mutacdo consiste em uma duplicacdo em tandem no dominio justamembrana,
codificada pelos exon 11-12 e responsavel pela regulacdo negativa da ativacdo do
receptor, o que resulta em estimulo persistente para a multiplicacdo celular
(LONDON et al., 1999; LONDON, 2009).

Recentemente, foram identificadas mutacdes no dominio extracelular do KIT e
delecdes no dominio justamembrana de um menor nimero de mastocitomas, o que
promove um crescimento tumoral descontrolado (ZEMKE et al., 2002; LONDON,
2009). Existe a possibilidade de mutacdes em outras localizacbes que ainda ndo
foram identificadas (ZEMKE et al., 2002).

2.2.2. Diagnéstico

2.2.2.1. Macroscopia

A macroscopia do tumor € variavel e pode aparecer como massas ou placas
alopécicas, eritematosas e edematosas (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).
Podem ser confundidos com qualquer outro tipo de lesdo e apresentar coloracéo
branca ou amarelada, dependendo do grau de degranulacéo celular e da presenca
de inflamacéo secundaria (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002; MURPHY, 2007).

O tamanho é variavel, com média de 3,3 cm (FULCHER et al. 2006). Em
tumores grandes, pode ocorrer ulceracdo e hemorragia. As lesbes podem ser unicas
ou multiplas (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).

O aspecto do tumor pode variar de acordo com o grau histolégico. Enquanto os

tumores bem diferenciados sdo pequenos, solitarios, de crescimento lento e néo



26

ulcerados, os indiferenciados tém crescimento rdpido, ulceram e causam inflamacgéo
nos tecidos adjacentes (OLIVEIRA, 2008).

E comum o proprietario do paciente relatar variagdes no tamanho do tumor em
pequenos periodos de tempo. Esta variacdo esta relacionada a liberacdo de
mediadores inflamatoérios pelo tumor, que causam inflamacdo e edema no tecido
adjacente, fazendo com que o tumor aumente e diminua de tamanho em pequenos
intervalos de tempo (LONDON; SEGUIN, 2003; MURPHY, 2007).

2.2.2.2. Citopatologia

A citologia por aspirado de agulha fina € um dos métodos mais utilizados no
diagndstico do mastocitoma, por ser de facil realizacdo e fornecer um diagnéstico
eficiente (LONDON; SEGUIN, 2003).

Os mastdcitos aparecem como células redondas, de pequenas a médias, e
com a presenca de granulos citoplasméaticos pequenos. Alguns mastécitos podem
apresentar pouco ou nenhum gréanulo, o que torna mais dificil o diagnéstico
citolégico (WITHROW:; VAIL, 2007).

O diagndéstico diferencial destes tumores estd relacionado aos chamados
tumores de células redondas que sdo o linfoma, o tumor venéreo transmissivel
(TVT), o histiocitoma e o plasmocitoma (LONDON; SEGUIN, 2003).

Embora a citologia seja eficiente no diagndstico, a histopatologia é essencial
para a determinac¢éo do grau tumoral (LONDON; SEGUIN, 2003).

2.2.2.3. Histopatologia

A graduacdo histopatologica € o meétodo de eleicdo para determinar o
comportamento biolégico do mastocitoma (BOSTOCK, 1973; PATNAIK; EHLER,;
MAC EWEN, 1984).
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A classificagdo dos mastocitomas é feita dividindo-os em trés graus de
malignidade (PATNAIK; EHLER; MAC EWEN, 1984). Essa classificacdo basea-se
no indice mitdtico, na quantidade de granulos citoplasmaticos e no grau de
anisocitose (STREFEZZI; XAVIER; CATAO-DIAS, 2003; PINCZOWSKI et al., 2008).

Segundo Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984), os tumores de grau | sdo aqueles
com pequenos granulos citoplasméticos e confinados a derme. Possuem pouca ou
nenhuma atipia celular, mastécitos pouco polimérficos e redondos. Figuras de
mitose séo raras, com auséncia de células binucleadas.

Os mastocitomas de grau Il sdo mais celulares, com pleomorfismo celular e
nuclear, granulos de tamanhos variados e regiao tumoral mais extensa, desde a
epiderme (com a presenca de ulceracfes) até planos mais profundos. Esses
tumores apresentam algumas figuras de mitose e alguns nucleos bizarros, podendo
ter areas de necrose e hialinizacdo (PATNAIK; EHLER; MAC EWEN,1984).

Os tumores de grau Il sdo extremamente celulares, com pleomorfismo celular
e nuclear exacerbado, além de nucleos vesiculares e com nucléolos evidentes.
Apresentam maior numero de figuras de mitose, com areas de hemorragia, necrose
e hialinizagcdo (PATNAIK; EHLER; MAC EWEN,1984).

A classificacdo dos mastocitomas em trés graus ainda é considerado o padréo
ouro para determinar o prognostico, porém ha uma predominancia do grau Il e uma
variacdo da classificacdo do mesmo tumor entre observadores, o que torna o
sistema de Patnaik menos eficiente (KIUPEL et al., 2011).

Com o objetivo de tornar a classificacdo histopatol6gica mais confiavel, Kiupel
et al. (2011) realizaram uma nova classificacdo. Esta divide os mastocitomas em
dois graus de malignidade: os de baixo e os de alto grau. A nova classificacao é
baseada na morfologia nuclear e nas figuras de mitose que tém grande importancia
para o prognéstico. Ela demonstrou maior correlagdo com o prognéstico do que o
padréo de Patnaik, além de um maior consenso entre os patologistas.

Os mastocitomas sao classificados em alto grau quando apresentam uma ou
mais destas caracteristicas: ao menos trés células multinucleadas (trés ou mais
nacleos) por campo de maior aumento (400 x), a0 menos sete figuras de mitose por
campo de maior aumento (400 x), a0 menos trés nucleos bizarros por campo de
maior aumento (400 X), ou cariomegalia relacionada a pelo menos 10% das células

tumorais. Os campos selecionados devem ser aqueles com maior indice mit6tico ou
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com maior grau de anisocariose. Os tumores que nao se encaixam nesses padroes
sao classificados como de baixo grau (KIUPEL et al., 2011).

A classificagdo de Kiupel et al. (2011) demonstrou que o0s tumores
identificados como de alto grau apresentam maior correlacdo com menor tempo de
sobrevida e com o menor tempo de intervalo livre da doenca (maior risco de
recidivas e metastases).

Além da classificacdo, também se observa os eosinofilos, presentes em
namero variavel, dispersos ou formando agregados pelo tumor (GROSS et al.,
2005). Também pode ocorrer a presenca de colagendlise (feixe de colageno
eosinofilico brilhante), esclerose, edema, necrose e inflamacédo secundaria que,
guando severa, pode mascarar as células neoplasicas e tornar dificil a visualizacéo
das margens (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).

2.2.2.4. Imunoistoquimica

A imunoistoquimica € uma técnica que possibilita a localizacdo e a visualizacao
de um antigeno in situ, em cortes histolégicos, através da utilizacdo de anticorpos
primarios direcionados aos antigenos pesquisados. O diagndéstico oncoldgico usa a
imunoistoquimica para identificar o tipo celular de neoplasias indiferenciadas e a
origem da metastase, além de avaliar a terapia utilizada e o prognoéstico (DALECK;
DE NARDI; RODASKI, 2008).

Diversos anticorpos estdo a disposicdo para utilizacdo nos mastocitomas,
avaliando a atividade proliferativa do tumor, a expressao quantitativa e qualitativa de
varias proteinas nas células neoplasicas e as caracteristicas genéticas dos
mastocitomas (OLIVEIRA, 2008).

Os anticorpos antitriptase e antiquimase sédo considerados especificos para os
mastocitomas, pois ndo coram nenhum outro tipo celular e sdo positivos na maioria
dos casos desta neoplasia (DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008). Porém, a
marcacgao por estes anticorpos nédo tem qualquer valor prognostico (WEBSTER et
al., 2007).
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Para avaliacdo do prognastico, utiliza-se a mensuracéo da proliferacéo celular,
através da contagem da frequéncia de Regifes Organizadoras Nucleolares com
afinidade pela prata (AgNORs), contagem de células positivas para o antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e a contagem de células positivas para a
proteina Ki-67 (SIMOES; SCHONING;BUTINE 1994; STREFEZZI; XAVIER; CATAO-
DIAS, 2003; STREFEZZI et al., 2010; WEBSTER et al., 2007).

A proteina Ki-67 tem seu indice aumentado de acordo com grau histologico do
tumor e esta associado a recidiva e a mortalidade associada ao mastocitoma
(WEBSTER et al., 2007).

O receptor KIT estd associado a uma proteina transmembrana e esta
localizado na membrana citoplasméatica. Em cées, mastdcitos normais demonstram o
KIT apenas na membrana, enquanto que os mastocitoma indiferenciados expressam
o KIT citoplasmético (LONDON et al., 1996; REGUERA et al., 2000; MORINI et al.,
2004, KIUPEL et al.,, 2004). Todos os mastocitomas expressam o KIT, mas com
intensidade de reacdo diferente de acordo com o grau do tumor (REGUERA;
FERRER; RABANAL, 2002).

A localizacdo citoplasmética do KIT esta relacionada a um menor tempo de
remissdo e sobrevida e a um progndstico pior quando comparado com a localizacéo
citoplasmatica (KIUPEL et al., 2004).

Existe uma correlacdo entre 0s graus mais agressivos a localizacao
intracitoplasmatica do KIT. O padrdo KIT citoplasmatico € mais comum nos
mastocitomas de grau Il (PATNAIK; EHLER; MAC EWEN., 1984) e nos de alto grau
(KIUPEL et al.,, 2011), enquanto os padrbes KIT citoplasmatico focal e o
perimembranoso foram associados aos graus | e Il e aos de baixo grau. (KIUPEL et
al., 2004; GIANTIN et al., 2012).

2.3. FUNCAO DOS RECEPTORES DE TIROSINA QUINASE

As proteinas quinases sdo as enzimas responsaveis pela transducéao do sinal
celular, pela regulacdo do crescimento, sobrevivéncia, diferenciacdo e morte celular

(LONDON, 2004). As enzimas quinases, que atuam exclusivamente nos
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aminoécidos da tirosina, sdo denominadas tirosina quinase (LONDON 2009; JARK
et al., 2012)

As enzimas atuam atraveés da fosforilacdo, transferéncia de grupos fosfatos do
ATP (adenosina trifosfato), para elas mesmas (autofosforilacdo) ou de outras
moléculas, gerando um sinal intracelular, em resposta a um sinal extracelular
(LONDON, 2004; LONDON, 2009; JARK et al.,, 2012). Os sinais extracelulares
geralmente sdo desencadeados pelos fatores de crescimento, horménios ou
citocinas (SACHSENMAIER, 2001).

As quinases podem estar presentes na superficie celular, no citoplasma ou no
nacleo. As quinases que estdo na superficie celular sdo ativadas pela ligacdo dos
fatores de crescimento, denominados de receptores de tirosina quinase. (LONDON,
2007). Os receptores possuem um dominio para o ligante extracelular, um dominio
de transmembrana e um dominio citoplasmético que regula a fosforilagdo (YARDEN
et al., 1987; LONDON, 2004). Alguns exemplos desses receptores séo os KIT, MET,
AXL e o receptor de fator de crescimento epitelial (LONDON, 2009).

A funcdo da quinase € a regulacdo das funcdes celulares, além de estar
envolvida na angiogénese (LONDON, 2007).

O proto-oncogenes c-kit codifica um receptor transmembrana do tipo Ill, da
subfamilia das tirosina-quinases, denominado CD117 ou de receptor do fator de
célula tronco (SCFR) (YARDEN et al., 1987; LONDON et al., 1996). O receptor KIT
possui cinco dominios de imunoglobulina, sendo trés os maiores deles: um dominio
extracelular, um dominio de transmembrana e um dominio intracelular que € dividido
em um dominio justamembrana e um dominio quinase, onde ha o local para a
ligacdo da ATP e para a fosfotransferase (YARDEN; ULLRICH, 1988; ROSKOSKI,
2005). O ligante do KIT € o SCF (WEBSTER et al., 2006). A ligagédo deste receptor
ao fator de células tronco é muito importante para a sobrevivéncia, proliferacao,
diferenciacdo, migracdo, degranulacdo, supressdo da apoptose e adesédo da
fibronectina dos mastécitos normais (TSAIl et al., 1991; YEE; PAEK; BESMER,
1994).

O receptor KIT estd presente nas células precursoras hematopoiéticas,
melandcitos, células do sistema nervoso central e mastocitos, em que esta

associado a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo celular (LONDON, 2004,
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LONDON, 2009). Os mastécitos estdo associados a adesdo da fibronectina,
guimiotaxia e degranulacdo (WEBSTER et al., 2006).

2.3.1. Atuacdao dos receptores de tirosina quinase no cancer

A disfuncéo das tirosina quinases foi identificada em uma série de neoplasias
(LONDON, 2004). A superexpressado ou a mutacdo de um proto-oncogenes ativam a
guinase, com propagacao persistente do sinal e auséncia da regulacdo negativa,
gerando uma proliferacdo celular descontrolada que acelera o desenvolvimento
neoplasico (JARK et al., 2012). A mutacéo pode ser adicdo, delecdo ou troca de um
simples aminoé&cido, mas, geralmente, ocorre por uma duplicacao interna em tandem
no KIT (LONDON, 2004).

O receptor de tirosina quinase do tipo KIT é um dos maiores exemplos de
disfuncdo das tirosinas quinases que podem levar ao desenvolvimento de uma
neoplasia (JARK et al., 2012).

O c-kit esta envolvido na patogénese de diversas neoplasias humanas. A
presenca de mutacfes ou expressdes aberrantes estd relacionada a tumores do
estroma gastrintestinal, cancer de prostata, leucemia mieloblastica e a mastocitoses
(WEBSTER et al., 2006).

Em cées, a mutacao no c-kit € encontrada em mastocitomas. Na maioria deles,
a mutacdo consiste em uma duplicacdo em tandem no dominio justamembrana,
codificada pelos exon 11-12 e responsavel pela regulacdo negativa da ativacédo do
receptor. Sem a regulagéo negativa, ha um estimulo persistente para a multiplicacéo
celular (LONDON et al., 1999; LONDON, 2009).

Outras mutacdes em diferentes dominios ja foram identificadas, como no exon
8, mas todas elas parecem ter o mesmo efeito na desregulagéo celular (ZEMKE et
al., 2002; LONDON, 2009).
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2.3.2. As mutacgcdes nos mastocitomas

A proliferacdo de mastocitos esta relacionada a presenca de mutacao do proto-
oncogenes c-kit (DALECK; DE NARDI; RODASKI, 2008).

A porcentagem de mastocitomas que apresentam mutacbes no dominio
justamembrana varia de acordo com os estudos. Zemke et al. (2002) reportaram que
13,6% dos animais de seu estudo apresentavam algum tipo de mutacéo, Webster et
al. (2007) encontraram 16% dos caes afetados com alguma mutacdo, enquanto que
London et al. (1999) reportaram 45% e Ma et al. (1999) 42%. Essas variagoes
ocorrem pela randomizacao dos animais selecionados (WEBSTER et al., 2006).

Ohmori et al. (2008) relataram que qualguer mutagdo no c-kit pode estar
envolvida na regulacdo da proliferacdo neoplasica. A investigacdo das mutacdes nos
mastocitomas é essencial para determinar a patogénese e a heterogeneidade clinica
da neoplasia em cées

Ha uma relacéo entre o grau tumoral e a presenca da mutacao, especialmente
as duplicacbes (DOWNING et al., 2002; ZEMKE et al., 2002), que aumentam em
porcentagem de acordo com a indiferenciacdo tumoral. Os mastocitoma de grau Il e
grau lll, tumores indiferenciados, sdo aqueles que mais associados a mutacoes, tém
comportamento mais agressivo e maiores chances de recidivas e metastase, além
de estarem relacionados com uma sobrevida menor do animal (LONDON et al. 1999;
ZEMKE et al., 2002; WEBSTER et al., 2006).

Ndo se sabe se ha relagdo entre a presenca da mutacdo e a mudanca da
localizacdo do KIT ou se esta ocorre por outra progressdao do mastocitoma, pois o
animal pode apresentar a localizacdo citoplasmatica sem apresentar mutacao
(WEBSTER et al., 2006).

2.4. PROGNOSTICO

O comportamento biolégico do mastocitoma varia de tumores de baixa malignidade

a tumores extremamente malignos. Todos os mastocitomas sao considerados
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potencialmente malignos, mas apenas 50% dos casos se comportam assim
(O’KEEFE, 1990; OLIVEIRA, 2008).

Véarios fatores podem influenciar no prognostico. O estadiamento clinico
(Tabela 01), que divide os tumores em cinco estagios de acordo com as suas
caracteristicas, a velocidade de crescimento e de proliferacéo celular, predisposicéo
racial, sinais sistémicos, recorréncia, idade do paciente, tamanho do tumor e
presenca de mutacdes no c-kit (BOSTOCK, 1973; WITHROW; VAIL, 2007; DALECK,;
DE NARDI; RODASKI, 2008). A classificacdo histologica € o fator mais importante
na determinacdo do progndstico e da sobrevida do paciente (BOSTOCK, 1973;
PATNAIK; EHLER; MAC EWEN, 1984; GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002), mas
apenas sugere o comportamento tumoral. Este é avaliado por outras analises como
a contagem de AgNORs, o PCNA e o ki-67 (SIMOES et al, 1994; STREFEZZI,
XAVIER; CATAO-DIAS, 2003; WEBSTER et al., 2007; STREFEZZI et al., 2010).

Owen (1980) propds um estadiamento clinico para efeitos de progndstico,
porém, cada aumento de grau na classificacdo do mastocitoma nado significa,
fundamentalmente, um agravamento no prognostico (TURREL et al.,, 1988;
LONDON; SEGUIN, 2003). O sistema (OWEN, 1980) atribui um estadio mais alto
aos casos disseminados, comparados aqueles com lesGes simples. Porém, Thamm,;
Mauldini; Vail (1999) relataram, em seu estudo, que cdes com tumor Unico nao
apresentaram prognostico melhor que aqueles com tumores multiplos tratados com

guimioterapia.
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Tabela 01: Estadios clinicos do mastocitoma cutaneo em caes segundo a OMS

(Owen, 1980).
Estadio clinico

Caracteristicas

0

Tumor completamente excisado da
derme, sem envolvimento do ganglio

regional.

Lesdo solitaria na derme e tecido
subcutaneo sem comprometimento

ganglionar.

Lesdao na derme e subcutaneo com
comprometimento de ganglio regional

ou varias lesdes na derme.

LesBes multiplas e recorrentes ou
uma grande massa infiltrante, com ou

sem comprometimento ganglionar.

Tumores com metastase e
enfermidade sistémica (envolvimento

sanguineo ou medular).

Legenda: Todos os estdgios podem ser divididos em a ou b. Sdo a quando n&o ha sinal sistémico ou

b quando ha sinal sistémico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foi coletado material de 100 animais com diagnéstico prévio de mastocitoma.
Ao longo do trabalho, alguns animais foram sendo eliminados por diagnosticos
errados, pela quantidade insuficiente de material para realizar todas as etapas do
trabalho, por falta de informacdes no histérico e por ndo estarem de acordo com o
objetivo do trabalho, como os mastocitomas subcutaneos, que foram eliminados
apos diagnostico. Apos todas essas andlises, restaram 61 animais para a analise.

Foram utilizados 61 tumores de caes (Canis familiaris), independente de raca,
idade e sexo, provenientes de material de arquivo da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro em Campos dos Goytacazes — RJ, com diagndstico
prévio de mastocitoma cutaneo.

A idade, o0 sexo, a raca e a localizacdo foram analisados para verificar se esses
fatores influenciam no progndstico tumoral. Nos casos em gque 0 animal possuia
mais de um tumor, foi considerado como tumor disseminado e usado para efeito de

analise aquele que apresentava pior grau na classificacao.

3.2. EXAME HISTOPATOLOGICO

O exame histopatolégico foi realizado novamente objetivando a confirmacgéo do
diagnostico e a diferenciacdo dos mastocitomas em graus pela classificacdo de
Patnaik; Ehler; Mac Ewen, (1984) (I, Il e 1ll) e de Kiupel et al. (2011) (alto e baixo) no
Laboratério de Morfologia e Patologia Animal do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(LMPA/CCTA/UENF).

As amostras foram reemblocadas e cortadas (Microtomo Semiautomatico -
LEICA RM2145) em 5 um e as laminas coradas pela Hematoxilina e Eosina (HXE) e
pelo Azul de Toluidina para visualizacdo dos granulos citoplasmaticos dos

mastocitos e da metacromasia.
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As laminas foram analisadas em microscopio O6ptico por 3 patologistas
diferentes. Os exames foram realizados as cegas e, ap0s a observacéo individual,
os diagnésticos foram confrontados e, quando necessario, os patologistas chegaram
a um consenso quanto a classificacdo e a diferenciacdo em graus dos
mastocitomas. Outras caracteristicas comuns foram observadas, como a presenca
de edema, necrose e inflamacgéo secundéria e presenca de infiltrado eosinofilico.

O infiltrado eosinofilico foi classificado de acordo com a concentracdo de
eosinofilos por campo avaliado. Quando os eosindfilo ndo eram visualizados, foram
considerados como ausentes; quando o tumor possuia poucos eosinéfilos esparsos
pelo tumor, o infiltrado era considerado leve; quando o tumor apresentava um
infiltrado eosinofilico em concentracdo média, presente em todos 0s campos, mas
sem quantidade exagerada, o infiltrado foi considerado como moderado; e quando o
tumor possuia uma concentracdo muito grande de eosinoéfilos por campo, chamando
mais aten¢do que o préprio tumor, a concentracdo foi considerada intensa.

Os critérios utilizados para a diferenciacdo em alto ou baixo grau, segundo a
classificacdo de Kiupel et al. (2011), foram a concentracao de células multinucleadas
de figuras de mitose e de nucleos bizarros por campo de maior aumento (400x) e a
presenca de cariomegalia em pelo menos 10% das células tumorais. Para a
diferenciacdo em graus I, 1l ou lll, pela classificacdo de Patnaik; Ehler; Mac Ewen
(1984), foram usados critérios como a extensdo tumoral, o pleomorfismo celular e
nuclear e a presenca de figuras de mitose, células multinucleadas ou células
gigantes, mas sem levar em consideragdo o numero especifico destas, sendo uma
classificagdo mais subjetiva (Tabela 02).

Além das classificacbes ja consagradas, foram realizadas duas outras
classificacdes histoldgicas que uniam as de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984) e de
Kiupel et al. (2011).

Uma classificagdo dividindo os mastocitomas em seis graus de malignidade
(grau | baixo, grau | alto, grau Il baixo, grau Il alto, grau Il baixo e grau Il alto) e a
outra dividindo apenas os tumores grau Il em alto e baixo. Essas classificagbes
foram realizadas apos as de Patnaik e Kiupel e os resultados foram unidos para

obter as novas classificacoes.
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Tabela 02: Dados dos mastocitomas esperados para cada grau da classificacéo
histol6gica de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984).

Classificacao de Patnaik

Grau | Grau I Grau Il
Celularidade Pequena Bastante celular Altamente celular
Extenséo Tumor restrito a | Células Células
derme neoplasicas neoplasicas
infiltrando na | invadindo o tecido
derme profunda e | subcutaneo ou
no tecido | regibes mais
subcutaneo profundas
Pleomorfismo Células bem | Células Células altamente
diferenciadas e | moderadamente pleomorficas, com
arranjadas em fitas | pleomorficas tamanho variado.
Presenca de
células gigantes e
multinucleadas
Forma redondas redondas a | Redonda, ovoide
ovoides ou fusiforme
Figuras de Mitose | Ausentes Raras (0-2 por | Comum (3-6 por
campo) campo)

3.3. IMUNOISTOQUIMICA

Os exames imunoistoquimicos foram realizados no laboratério VETMOL
(Diagnostico em Patologia Molecular Veterinaria e Pesquisa), na Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho Campus Botucatu — SP, para confirmar o
diagnostico de mastocitoma, avaliar a proliferagdo tumoral, através do anticorpo anti
Ki-67, avaliar a marcagédo do c-kit e associar a agressividade tumoral. Os mesmos
cortes histolégicos do processo anterior foram colocados em laminas silanizadas

para a realizacdo dos exames.
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3.3.1. Processamento

3.3.1.1. Desparafinizacdo em estufa

Os cortes histologicos foram mantidos em estufa a 60° dentro de recipiente
com xilol | durante 10 a 15 minutos e em recipiente com xilol Il durante 10 a 15

minutos, em temperatura ambiente.

3.3.1.2 Reidratacdo em alcool

Apbs o xilol, as laminas foram colocadas em alcool absoluto I, Il e Ill, durante
3 minutos cada, para a retirada do xilol. As laminas foram colocadas em alcool 95%
e 85% para a hidratacdo do corte histolégico. Apos o alcool, a lamina foi lavada em

agua deionizada por 5 minutos.

3.3.1.3. Recuperacao antigénica

A recuperacao antigénica foi realizada com acido citrico (2,1g para cada litro
de &gua destilada) em panela pressurizada especial para imunoistoquimica, que
controla a temperatura e a pressao interna, durante 30 minutos.

Apés esse tempo, as laminas foram retiradas da panela de pressdo e
colocadas para resfriar durante 10 minutos em temperatura ambiente e depois

lavadas uma vez em agua deionizada.
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3.3.1.4. Blogueio da peroxidase enddgena

Para o bloqueio da peroxidase enddgena, foi aplicada no tecido da lamina
uma camada de solucdo de peréxido de hidrogénio (dgua oxigenada 20 volumes +
agua destilada). Apos 20 minutos em temperatura ambiente, a solugéo foi limpa com
agua deionizada. Para parar a reacao, foi adicionada a solucdo tampéo de lavagem

TBS/Tris Tween 20x por duas vezes, deixando agir por 5 minutos cada vez.

3.3.1.5. Incubagéo com os anticorpos primarios e secundarios

No trabalho foram utilizados os anticorpos primarios anti Ki-67,clone MIB-1
(anticorpo monoclonal, anti Ki67 humano, DakoCytomation) e CD117 (anticorpo
policlonal, anti c-kit humano, DakoCytomation) para avaliar o proto-oncogenese c-kit.
A diluicdo do CD117 foi feita 1:1250 e a do MIB-1 foi de 1:100.

Foi inoculado 1 pL de anticorpo por lamina e deixado na estufa para agir por 1
hora e meia. A reagéo foi parada com TBS/Tris Tween 20x aplicada duas vezes.

A incubacao com o anticorpo secundario foi realizada durante 45 minutos em
temperatura ambiente, utilizando o kit EnVision (DAKO). Apos esse tempo, a solucéo

tampao Tris foi usada para a lavagem da lamina e para parar a reagao.

3.3.1.6. Coloracéo

O revelador utilizado foi o DAB (diaminobenzidina, DAKO, DAB+ Liquid,
Chromogen Solution), que foi aplicado com uma pipeta na area do tecido e ficou
agindo por 5 minutos. A lamina foi lavada com solugcdo tampéao e depois com agua

deionizada.
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A coloragdo com Hematoxilina foi realizada com o corante agindo sobre o
tecido por 1 minuto e depois lavagem em agua corrente por 4 minutos e com agua

deionizada no final.

3.3.1.7. Montagem

Na fase da montagem, ocorre um processo inverso ao inicial, no qual o tecido
é desidratado novamente. As laminas foram mergulhadas em alcool 85 e 95% e, nos
trés alcodis absolutos, por um minuto e seguiram para um banho de xilol | por dois
minutos e depois de xilol I, onde permaneceram até a montagem e colocacao da

laminula.

3.3.1.8. Avaliacédo imunoistoquimica

A observacdo das laminas foi realizada em microscéopio Optico nas objetivas
de 10x, 20x e 40x, avaliando o grau de marcacdo de cada anticorpo. A reacéao foi
considerada positiva quando a marcacdo ocorria ha membrana plasmatica ou no
citoplasma dos mastécitos.

Segundo Webster et al. (2004), marcagdo do anticorpo CD117 pode
apresentar trés padrdes KIT:

- perimembranoso, quando h&d marcagdo membranar;

- citoplasmatico focal, guando ha marcacéao citoplasmatica paranuclear;

- citoplasmatico difuso, quando ha marcacéo citoplasmatica intensa.

O anticorpo MIB-1 esta relacionado a proliferagéo tumoral e para avaliagdo é
necessaria a gradicula de 10x10 em um campo de 400x. Para a avaliacao, foram
contadas o numero de células marcadas, dentro da gradicula (Figura 02), em cinco
campos. Se a média de células marcadas for maior que 23, indica que o tumor é

proliferativo, se for menor, o tumor é ndo proliferativo (WEBSTER et al., 2007).
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Figura 01: Fotomicrografia com a gradicula usada para a contagem das células
marcadas com o Ki-67 e as células marcadas com um n= 26 (IHQ; Ki-67-400X).

3.4. ANALISE MOLECULAR

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada no laboratério
VETPAT em Campinas-SP, para verificar a presenca de mutacdo no proto-
oncogenes c-kit, com a utilizacdo de um protocolo adaptado da técnica de Webster;
Kiupel; Yuzbasiyan-Gurkan (2006). A PCR foi realizada em 40 blocos de parafina.

3.4.1. Extrac&do de DNA

Depois de confirmado o tumor, uma fatia foi seccionada de cada bloco de
parafina para a extragdo do DNA. Seguindo o padrdo de Zemke et al (2002), a

parafina foi retirada ao colocar uma amostra do tecido em 400 pL da para a digestédo
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solugdo (TRIS com EDTA). A amostra foi colocada a 95°C por 10 minutos e
aquecida duas vezes por 30 segundos em forno micro-ondas na poténcia maxima,
com mistura completa apos cada aquecimento.

Foi adicionada 5ul de 15 mg de proteinase K em cada uma das amostras e
estas foram incubadas a 42°C “overnight” ou até que o fragmento tecidual fosse
completamente digerido. A proteinase K foi inativada por calor a 95° C por 10
minutos e as amostras centrifugadas a 12.000 RPM em uma microcentrifuga por 10
minutos e transferida para outro tubulo, sem a parafina. Em torno de 200 pul de cada

reacao foi usada para a PCR.

3.4.2. Amplificacéo da regido justamembrana do c-kit

A amplificacdo do DNA da regido justamembrana de c-kit foi realizada por
primers (ATCTGTCTCTCTTTTCTCCCCC e TGGGGTTCCCTAAAGTCATTGT)
baseados no exon 11, pela técnica de PCR convencional. O material passou por
uma desnaturacgéao inicial que durou quatro minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de
1 minuto por 94°C, mais 35 ciclos de dois minutos a 66°C, 35 ciclos de trés minutos
a 72°C e uma fase final de oito minutos por 72°C. O produto da amplificacdo foi
colocado em gel de agarose a 4%, corados com brometo de etidio e visualizados

com luz ultravioleta para avaliagéo por Eletroforese.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Na analise estatistica, foram avaliadas varidveis continuas e categéricas. As
variaveis continuas foram a idade e o nimero de células marcadas com anticorpo
anti Ki-67. As variaveis categoricas analisadas foram o sexo, a idade, a raca, a
localizacdo, o grau histolégico (nas duas classificagcbes), a concentracdo de

eosindfilos, a marcagéo do KIT e a presenca de mutacao (Tabela 03).
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Os resultados das analises histopatologicas foram analisados
estatisticamente pelo programa IBM SPSS Statistics 20. Foi feita a estatistica
descritiva com as variaveis continuas, calculando a média, o minimo, 0 maximo e o
desvio padrdo. Com as variaveis categoricas foi calculada a frequéncia e a
porcentagem de cada uma delas.

Foram realizados testes para correlacionar as diversas variaveis entre si. Para
verificar a dependéncia entre as variaveis, foram usados os testes de qui-quadrado
(x?), o teste da razdo de verossimilhanca e o teste exacto de Fisher. Foi utilizado o

teste Phi e V de Cramer para verificar a forca da dependéncia entre as variaveis.



Tabela 03: Variaveis analisadas no estudo e suas divisoes.

Macho

Sexo ~
Fémea

Desconhecido
Entre O e 3 anos
Entre 4 e 6 anos
Entre 7 e 9 anos

Entre 10 e 12 anos
Maiores que 12 anos

Idade

Labrador
Fox Paulistinha
Bernesse
SRD
Boxer
Pit Bull
Pinscher

Raca Maltés
Dachshound
Golden
Rottweiler
Bichon Frisé
Akita
Pug
Pastor Aleméo

Cabeca
Pescoco
Dorso
Ventre
Genital
Membro
Disseminado
Desconhecido

Localizacéo

Grau |
Grau histologico (Patnaik) Grau ll
Grau lll

Baixo Grau

Grau histolégico (Kiupel) Alto Grau

Ausente
Leve
Moderado
Intenso

Concentragao de eosinéfilos

Perimembranoso
Padrédo C-kit Citoplasmatico focal
Citoplasmatico difuso

Nao proliferativo

Ki-67 . .
6 Proliferativo

Normal

Presenca de mutacao
& & Mutante
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4. RESULTADOS:

4.1. AVALIACAO DOS DADOS CLINICOS

4.1.1. Sexo

O sexo foi informado para 61 animais. Desses, 36 (59%) eram machos e 25

(41%) eram fémeas (Figura 03).

H Macho

HFémea

Figura 02: Porcentagem de machos e fémeas com mastocitoma avaliados no

estudo.

4.1.2. |dade

A idade dos animais variou entre 2 e 18 anos, com média de 9,1 anos. Nem
todos os animais analisados tinham a idade relatada no histérico, por isso a média
foi calculada com um n= 58 (tabela 04).

Para facilitar a analise estatistica, os animais foram divididos em classes de
acordo com a idade. As categorias estdo na Tabela 05, assim como o niumero de

animais agrupados em cada uma.
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Tabela 04: Média da idade dos individuos analisados, com minimo, maximo e desvio

padréo.

Idade (n) | Média | Minimo | Maximo | Desvio Padréo

58 | 9,1 |

2

| 18 | 3,28

Tabela 05: Classes etarias utilizadas e o nUmero de animais em cada uma.

Idade

NUimero

Entre O e 3 anos
Entre 4 e 6 anos

Entre 7 e 9 anos

Entre 10 e 12 anos

Maiores que 12 anos

Desconhecido

3
10
17
22

3

Total

61

Pela avaliacdo estatistica, a idade em que ocorre o aparecimento dos tumores
é independente do sexo (Tabela 06) (x°= 3,49; gl.=4; p= 0,479).

Tabela 06: Numero de animais de cada sexo divididos pela classe etaria.

Classe Etaria Macho | Fémea | Total
0 -3 anos 2 1 3
4 - 6 anos 4 6 10
7-9 anos 10 7 17
10-12 anos 16 7 22
Maiores que 12 4 2 6
Desconhecido 1 2 3
Total 36 25 61

4.1.3. Raca

Em relacdo a raca, foram analisados 61 animais. Os sem raca definida (SRD)

foram os mais representados, 15 (24,6%) animais, seguidos do Boxer com 14 (23

%). Foram avaliados sete animais da raca Labrador e Pinscher. As outras racas

relatadas no estudo foram Fox Paulistinha, Pit Bull, Golden Retriever, Bichon Frisé,
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Bernesse, Maltés, Dachshund, Rottweiler, Akita, Pastor Alem&o e Pug, totalizando

15 racas representadas (Figura 03).

15

14

Figura 03: Numero de animais de cada raca representada no trabalho.

Nenhuma raca teve dependéncia da idade (x°= 64,202; gl.=56; p=0,211) ou do

sexo (Tabela 07) (x’= 21,556; gl.=14; p=0,088) para 0 aparecimento do tumor, pois

ndo houve significancia estatistica.

Tabela 07: Numero de animais de cada raca divididos de acordo com o sexo.

Raca

Macho

Fémea

Total

SRD

Boxer
Labrador
Pinscher

Fox Paulistinha
Pit Bull

Golden Retriever
Bichon Frisé
Bernesse
Maltés
Dachshound
Rottweiler
Akita

Pug

Pastor Aleméao

RPORPFPOOOORFR,EFRPEFOOOOO

15
14

Total

w
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4.1.4. Localizagéao tumoral

Dos tumores avaliados, apenas 52 tinham localizagdo conhecida.

A localizagdo mais comum foram os membro, 20 animais (38,5%),
independente se o membro era toracico ou pélvico.

O segundo local com maior concentracéo tumoral foi a regido genital, ja que 8
(15,4 %) apresentavam o tumor nessa regiao.

A presenca tumoral nas regides ventral e dorsal e os tumores disseminados,
animais com multiplos tumores, também foram bastante comuns, 13% cada um.

Também foram encontrados tumores nas regifes da cabeca e do pescoco. No
total foram achados sete localizac6es tumorais diferentes, além dos nove animais

em que a localizagéo néo estava descrita (Figura 04).

20
9
8 7 7 7
N =
0 > e o o) > o o
& N & & o @ " 99\6
Q& 12 & & Q P <€ &
. c,‘?e’ (_,.0
o~ o)
) QB

Figura 04: Distribuicdo da localizagao tumoral dos mastocitomas analisados.

Nenhuma das variaveis clinicas, como a raca (x*= 65,937; gl.=78; p=0,833), a
idade (X°= 22,278; gl.=24; p=0,563) e 0 sexo (X°= 10,496; gl.=7; p=0,109) (Tabela

08), estéo correlacionadas estatisticamente com a localizagao tumoral.



49

Tabela 08: Distribuigéo da localizagao tumoral de acordo com o sexo.

Localizacéo Macho Fémea | Total
Membro 8 12 20
Ventre 5 2 7
Genital 7 1 8
Disseminado 3 4 7
Dorso 3 4 7
Cabeca 2 0 2
Pescoco 1 0 1
Desconhecido 6 3 9
Total 35 26 61

4.2. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

A avaliacdo histopatoldgica foi realizada em 61 animais e os tumores foram
classificados pelo método de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984), que diferencia os
mastocitomas em graus |, Il e lll, e pelo método de Kiupel et al. (2011), que
diferencia os mastocitomas em baixo ou alto grau.

Pela classificacdo Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984), dos 61 tumores, seis
(9,8%) foram considerados Grau |, 45 (73,8%) Grau Il e 10 (16,4%) Grau Il (Figura
06, 07 e 08).

A determinacdo em graus dos tumores pela classificacdo de Patnaik; Ehler;
Mac Ewen (1984) ndo é correlacionada a nenhuma das variaveis clinicas. A
classificacéo histoldgica foi independente do sexo (x’= 0,181; gl.=2 p=0,913), da
raca (x’= 19,828; gl.=28; p=0,871), da idade (x°= 15,348; gl.=8; p=0,053) e da
localizac&o (x°= 7,565; gl.=12; p= 0,818).
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Figura 05: Mastocitoma de céo, grau | (Patnaik). Mastocitos redondos com pouco
polimorfismo. Tumor restrito a uma pequena area na derme (HE- 50um).

Figura 06: Mastocitoma de cao, grau Il (Patnaik). Tumor extenso, com células e
nucleos polimorficos (HE- 50um).



51

Figura 07: Mastocitoma de céo, grau lll (Patnaik). Células e nucleos polimorficos.
Presenca de nucleos vacuolizados e alguns nucleos bizarros (HXE-50um).

Pela classificagcdo de Kiupel et al. (2011), dos 61 tumores analisados, 42
(68,85%) foram classificados como baixo grau e 19 (31,15%) como alto grau (Figura
09 e 10).

A determinagdo em graus dos tumores pela classificacdo de Kiupel et al. (2011)
demonstrou independéncia do sexo (X°= 2,45; gl.=1 p=0,117) e da raca (X°= 15,299;
gl.=14; p=0,358), mas dependéncia da idade (Tabela 09) (x’= 13,041; gl.=4:p=
0,011), com forca de 0,421, numa escala que vai de 0 a 1, e da localizacéo (Tabela
10) (x*= 13,733; gl.=6; p=0,033), com forca de 0,508, mais forte do que a da idade.
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Figura 08: Mastocitoma de céo, baixo grau (Kiupel). Auséncia de figuras de mitose,
nacleos bizarros ou células multinucleadas. Cariomegalia menor que 10% (HE-
50um).

Figura 09: Mastocitoma de céo, alto grau (Kiupel). Presenca de algumas figuras de
mitose, os diversos nucleos bizarros foram responsaveis pela classificacdo
histologica (HE- 50um).
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Tabela 09: NUumero de animais classificados pelo método de Kiupel et al. (2011)
divididos de acordo com a classe etéaria

Kiupel
alto baixo Total
Entre0e 3 1 2 3
Entre 10 e 12 12 10 22
I[dade Entre4e6 0 10 10
Entre 7e 9 4 13 17
Maior que 12 2 4 6
Total 19 39 58

Tabela 10: Numero de animais classificados pelo método de Kiupel et al. (2011)
divididos de acordo com os a localizacdo do tumor, excluindo aqueles que néao
tinham localizacdo conhecida.

Kiupel
alto baixo Total
cabeca 2 0 2
disseminado 1 6 7
dorso 2 5 7
Localizacdo genital 5 3 8
membro 4 16 20
pescoco 1 0 1
ventre 1 6 7
Total 16 36 52

Dos seis animais classificados como grau |, todos foram classificados como
baixo grau. Dos 45 animais como grau I, 34 (75,5%) foram classificados como baixo
grau e 11 (24,5%) como alto grau. Ja os classificados como grau lll, dois foram
classificados como baixo grau e oito como alto grau (Tabela 11).

As duas classificagbes demonstraram dependéncia uma da outra (x°= 15,612;

gl.=2, p<0,001), com forca de 0,492, ou seja, nem muito forte e nem muito fraca.

Tabela 11: Animais avaliados divididos pelas duas classificagfes histologicas.

Patnaik
I [l 11 Total
Kiupel altp 0 11 8 19
baixo 6 34 2 42
Total 6 45 10 61
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A quantidade de infiltrado eosinofilico ndo foi levada em consideragdo na
classificagdo tumoral, pois o infiltrado ndo seguia um padrdo que permitisse
correlacionar sua concentragdo com o0 grau. Foram encontrados tumores
indiferenciados com a presenca de infiltrado eosinofilico intenso, mas este também
foi encontrado em tumores bem diferenciados e pouco agressivos.

Dos 61 mastocitomas avaliados, o eosinodfilo esteve ausente em seis (9,8%),
infiltracdo leve em 15 tumores (24,6%), moderada em 25 (41%) e intensa em 15
(24,6%). A divisdo dos tumores de acordo com os grau de Patnaik e Kiupel estéao

nas tabelas 12 e 13, respectivamente.

Tabela 12: Concentracéo de eosindfilos relacionada com a classificacdo de Patnaik.

Patnaik
I [l 11 Total
ausente 0 4 2 6
Eosinofilo intenso 2 11 2 15
leve 1 11 3 15
moderado 3 19 3 25
Total 6 45 10 61

Tabela 13: Concentracéo de eosindfilos relacionada com a classificacédo de Kiupel.

Kiupel
alto baixo Total
ausente 3 3 6
Eosinofilo intenso 4 11 15
leve 7 8 15
moderado 5 20 25
Total 19 42 61

A concentracdo eosinofilica foi independente das variaveis clinicas sexo (x°=
4,42; gl.=3, p=0,220), idade (X°= 12,265; gl.=12, p=0,425), raca (x°= 45,428; gl.=42
p=0,338) e localizacao (x’= 22,833; gl.=18, p=0,197). A concentracdo também foi
independente das classificacdes de Patnaik (x*= 3,025; gl.=6, p=0,806) e Kiupel (x*=
4,21; gl.=3 p=0,240).
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4.3. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

A andlise imunoistoquimica (IHQ) foi realizada com a utilizacdo dos anticorpos
anti- CD117 para visualizacao do c-kit e anti-MIB-1 para avaliar a proliferacao.

A visualizacdo do c-kit pode determinar os padrdes perimembranoso,
citoplasmatico focal e citoplasmatico difuso. Dos 61 tumores que foram processados
pela imunoistoquimica, 29 (47,54%) apresentaram padrdo perimembranoso (Figura
10), 14 (22,95%) padrdo citoplasmatico focal (Figura 11) e 18 (29,51%) padréo
citoplasmaético difuso (Figura 12).

P s i f

Figura 10: Mastocitoma de céo, padrdo KIT do tipo perimembranoso (KIT 1),
caracterizado pela marcacdo da membrana plasmatica (IHQ; c-kit-50um).

Ao correlacionar as variaveis clinicas, o padrdo KIT de marcacdo foi
independente do sexo (x’= 0,911; gl.=2 p=0,634), da idade (x°= 9,644; gl.=8;
p=0,291) e da raca (X°= 31,639; gl.=28; p=0,289), mas dependente da localizacdo
(Tabela 14) (x°= 24,982; gl.=12; p=0,015), com 0,487 de forca.
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Figura 11: Mastocitoma de c&o, padréo KIT do tipo citoplasmatico focal (KIT 2) ,
caracterizado pela marcacdo de uma pequena regido ao lado do nucleo (IHQ; c-kit-
50um).

Figura 12: Mastocitoma de cdo, padrdo KIT do tipo citoplasmatico focal (KIT 3),
caracterizado pela marcacao de todo o citoplasma celular (IHQ; c-kit-50um).
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Tabela 14: Localizacdo dos tumores avaliados relacionados com o padrdo KiIT,
excluindo aqueles que n&o tinham a localiza¢&o definida.

KIT
difuso focal perimembranoso Total
cabeca 1 1 0 2
disseminado 1 1 5 7
dorso 1 3 3 7
Localizacdo genital 7 0 1 8
membro 4 3 13 20
pescoco 1 0 0 1
ventre 1 3 3 7
Total 16 11 25 52

Dos 29 tumores com padrao perimembranoso, cinco (17,24%) eram de grau | e
24 (82,76%) de grau Il. Nenhum com padrao perimembranoso foi classificado como
grau lll. Ja na classificacdo de Kiupel et al. (2011), dos 29 tumores
perimembranosos, 28 (96,5%) eram de baixo grau e um (3,5%) de alto grau.

Dos tumores com padrao citoplasmatico focal, um (7,14%) era de grau I, 10
(71,43%) de grau Il e 3 (21,43%) de grau lll. Pela classificacdo de Kiupel et al.
(2011), dos 14 citoplasmaticos focais, oito (57,14%) eram de baixo grau e 6
(42,86%) de alto grau.

Os tumores citoplasmaticos difusos eram 11 (61,11%) de grau Il e sete
(38,89%) de grau Ill. Nenhum desses tumores foi classificado como de grau | pela
classificacdo de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984). Na classificacdo de Kiupel et al.
(2011), seis (33,33%) eram de baixo grau e 12 (66,67%) de alto grau.

Ao correlacionar a imunoistoquimica a classificacdo histolégica, verificou-se
que o padrdo KIT de marcacdo é dependente da classificacdo de Patnaik; Ehler;
Mac Ewen (1984) (x*= 19,405; gl.=4; p=0, 001) (tabela 15), com forca baixa de 0,348
e da classificacado de Kiupel et al. (2011) (x’= 21,859; gl.=2; p<0,001) (tabela 16),
com forca de 0,599.
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Tabela 15: Distribuicdo dos mastocitomas pelo método de Patnaik; Ehler; Mac Ewen
(1984) relacionados com o padrao KIT.

KIT
difuso focal perimembranoso Total
I 0 1 5 6
Patnaik I 11 10 24 45
1] 7 3 0 10
Total 18 14 29 61

Tabela 16: Divisdo em graus pelo método de Kiupel et al. (2011) relacionados com
0 padrao KIT.

KIT
difuso focal perimembranoso Total
Ki | alto 12 6 1 19
'UPEL haixo 6 8 28 42
Total 18 14 29 61

A imunoistoquimica do ki-67 s6 foi eficiente em 26 tumores. O Ki-67 é um
anticorpo que necessita de material com DNA disponivel para a ligagdo. O material
de arquivo mais antigo ndo tem mais o material genético livre de outras ligacdes. Por
isso, nao foi possivel a interacdo com o anticorpo. Destes, 17 (65,38%) eram nao
proliferativos e nove (34,62%) eram proliferativos (Figura 14 e 15).

O que determina se um tumor é proliferativo ou ndo é a contagem de células
marcadas. A quantidade de células marcadas variou de 0 (nenhuma célula marcada)
até 100 células marcadas por campo com a utilizacdo da gradicula. A média de

células marcadas foi 14 (Tabela 17).

Tabela 17: Média de células marcadas pelo anticorpo Ki-67, com minimo, maximo e
desvio padréo.

Ki-67 (n) ’Média ‘Minimo ‘Méximo ‘Desvio Padréo

26 | 14 | o0 | 100 | 20,71
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Figura 13: Mastocitoma de cdo, ndo proliferativo com a marcacdo de 4 células
dentro da gradicula (IHQ; Ki-67-10um).

Figura 14: Mastocitoma de cdo, proliferativo com a marcacdo de 99 células dentro
da gradicula (IHQ; Ki-67-10um).
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A média de marcacdo celular por grau histolégico foi calculada e pode ser

visualizada nas tabelas 18 e 19.

Tabela 18: Média, minimo, maximo e desvio padrdao de marcacgéo do Ki-67 divididos
pela classificacdo histologica em trés graus.

Classificacdo | Nomero | Média | Minimo | Maximo | Desvio Padrao
Grau | 2 2,65 0 53 3.75

Grau I 17 13,88 |0 30 11,40

Grau 8 19,68 0 100 31,99

Tabela 19: Média, minimo, maximo e desvio padrdo de marcacao do Ki-67 divididos
por classificacao histologica em dois graus.

Classificagdo | NUomero | Média | Minimo | Maximo | Desvio Padréo
Baixo Grau 15 8,31 0 30 10,15
Alto Grau 11 21,75 |0 100 27,20

A imunoistoquimica com ki-67 é independente do sexo (x’= 0,460; gl.=1; p=0,
683), da raca (x°= 6,531; gl.=66; p=0, 366) e da idade (x°= 1,924; gl.=3; p=0,588),
mas é dependente da localizacdo (x°= 12,885; gl.=5; p=0,024), com forca de
dependéncia alta de 0,678 (Tabela 20).

Tabela 20: Localizagdo dos tumores relacionados com a classificacdo do Ki-67,
excluindo aqueles que ndo tinham a localizacéo definida.

Ki-67
ndo proliferativo proliferativo Total
cabeca 0 2 2
disseminado 1 0 1
.__ = dorso 3 0 3

localizacéo

¢ genital 1 3 4
membro 6 3 9
ventre 3 0 3
Total 14 8 22

Usando a classificacdo de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984), os tumores nao
proliferativos eram dois (11,8%) de grau I, 10 (58,8%) de grau Il e cinco (29.4%) de

grau lll. J& os tumores proliferativos eram seis de grau Il (66,67%) e trés (33,33%)
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de grau lll. Nenhum dos tumores proliferativos teve classificagdo de grau | (Tabela
21).

Pela classificacdo de Kiupel et al. (2011), os tumores nao proliferativos eram 12
(70,59%) de baixo grau e cinco (29,41%) de alto grau. Os tumores proliferativos
eram trés (66,67%) de baixo grau e seis (66,67%) de alto grau (Tabela 22).

Tabela 21: Animais avaliados pelo ki-67 divididos de acordo com os graus de
Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984).

Patnaik
I Il 1] Total
Ki-67 néo proliferativo 2 10 5 17
proliferativo 0 6 3 9
Total 2 16 8 26

Tabela 22: Animais avaliados pelo ki-67 divididos de acordo com os graus de Kiupel
et al (2011).

Kiupel
alto baixo Total
Ki-67 nao proliferativo 5 12 17
proliferativo 6 3 9
Total 11 15 26

A marcacao com o0 anticorpo anti Ki-67 ndo demonstrou correlacao significativa
com nenhuma das classificacdes histoldgicas. Ela foi independente da classificacédo
de Patnaik (x*= 1,787; gl.=2; p=0,409) e da classificacéo de Kiupel (x’= 3,371; gl.=1;
p=0,066).

Comparando as duas andlises imunoistoquimicas, oito (47,06%) tumores nao
proliferativos eram do tipo perimembranoso, cinco (29,41%) citoplasméaticos focais e
quatro (23.53%) citoplasmaticos difusos. Ja os proliferativos, um (11,11%) era do
tipo perimembranoso, trés (33,33%) eram citoplasmaticos focais e cinco (55,56%)
eram citoplasmaticos difusos.

Os dois anticorpos utilizados na imunoistoquimica séo independentes entre si
(x°= 4,312; gl.=2; p=0, 116).

A concentracdo de eosinéfilo demonstrou independéncia do padrdo KIT (x*=
6,997; gl.=6; p=0, 321), mas dependéncia do Ki-67 (x*= 9,062; gl.=3; p=0,028), com
forca de 0,527 (tabela 23).
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Tabela 23: Concentracdo de eosinofilos divididos pelo padrdo de marcacdo do Ki-
67.

Ki-67
ndo proliferativo proliferativo Total
ausente 1 1 2
Eosindfilo Intenso 6 0 6
leve 5 1 6
moderado 5 7 12
Total 17 9 26

Ao juntar as duas classificagdes, agrupando os mastocitomas em seis graus, a
histologia permaneceu dependente do padrdo KIT (x°= 32,973; gl.=8; p<0,001)
(Tabela 24), com forca de 0,453, mas independente do anticorpo Ki-67 (x°= 4,360;
gl.=4; p=0,359) (Tabela 25).

Ao comparar a classificacdo histoldgica, com seis graus de diferenciacdo, com
as variaveis clinicas, esta demonstrou independéncia da localizacdo (x°= 24,375;
gl.=24; p=0,440), da idade (x*= 25,807; gl.=16; p=0,057) e da raca (x°= 37.693;
gl.=56; p=0,971), mas dependente do sexo (x*= 10,123; gl.=4; p=0,038) (Tabela 26),
com forca de 0,372. Essa dependéncia nado foi verificada em nenhuma outra

correlacdo com as classificacdes histologicas.

Tabela 24: Avaliacéo histoldgica, utilizando as duas classificacdes, relacionada com
0 padrao KIT.

KIT
difuso focal perimembranoso Tqtg]
| alto 0 0 0 0
| baixo 0 1 5 6
Histologia . altq 6 4 L 1
Il baixo 5 6 23 34
Il alto 6 2 0 8
Il baixo 1 1 0 2

Total 18 14 29 61
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Tabela 25: Avaliacéo histoldgica, utilizando as duas classificaces, relacionada com
a marcacao do Ki-67.

Ki-67
ndo proliferativo proliferativo Total
| alto 2 0 0
| baixo 2 0 2
Histologia . altq 2 3 >
Il baixo 8 3 11
Il alto 4 3 7
Il baixo 1 0 1
Total 17 9 26

Tabela 26: Avaliacéo histoldgica, utilizando as duas classificaces, relacionada com
0 Sexo.

Sexo
Fémea Macho Total
| baixo 2 4 6
| alto 0 0 0
Histologia Il baixo 18 16 34
Il alto 1 10 11
Il baixo 0 2 2
Il alto 4 4 8
Total 25 36 61

Utilizando uma variavel das duas classificacfes histologicas, que divide apenas
os tumores de grau Il em baixo e alto, esta se manteve dependente do padrédo KIT
(x’= 32,526; gl.=6; p<0,001) (Tabela 27), com forca de 0,446, mas independente do
Ki-67 (x°= 3,336; gl.=3; p=0,343) (Tabela 28). Ou seja, ndo ha diferenca significativa

entre as classificacoes.

Tabela 27: Divisdo em graus, subdividindo o grau Il em alto e baixo, relacionados
com o padrao KIT.

KIT
difuso focal perimembranoso Total
| 0 1 5 6
Histologia I altp 6 4 1 11
Il baixo 5 6 23 34
1 7 3 0 10

Total 18 14 29 61
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Tabela 28: Divisdo em graus, subdividindo o grau Il em alto e baixo, relacionados
com a marcagéao do Ki-67.

Ki-67
nao proliferativo proliferativo Total
I 2 0 2
. ) Il alto 2 3 5
Histologia Il baixo 3 3 11
1] 5 3 8
Total 17 9 26

Ao testar esta nova classificagdo, a histologia demonstrou independéncia da
localizacdo (x°= 18,972; gl.=21; p=0,587), da raca (x*= 35,323; gl.=42; p=0,757) e do
sexo (x°= 7,753; gl.=3; p=0,051), mas dependéncia da idade (x’= 24,174; gl.=12;
p=0,019) (tabela 29), com forca de 0,334, diferente do observado nas outras

classificagoes.

Tabela 29: Divisdo em graus, subdividindo o grau Il em alto e baixo, relacionados
com a idade.

Histologia
I Il alto |l baixo 1l Total
Entre0e 3 0 1 2 0 3
Entre 10 e 12 0 7 8 7 22
Idade Entred4e6 1 0 9 0 10
Entre7e9 4 2 9 2 17
Maior que 12 1 1 3 1 6
Total 6 11 31 10 58
4.4. PCR

Dos 40 tumores que foram analisados pela PCR, nao foi possivel realizar o
exame em oito deles por causa da indisponibilidade do material genético nos blocos
de arquivo. Dos 32 tumores analisados, apenas trés apresentaram mutacéo e elas

eram do exon 11, o que representa 9,4% dos tumores analisados.
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As mutacdes encontradas foram duplicacdes em tandem no exon 11 do
dominio justamembranas, que podem ser observadas na Figura 15 como uma banda

mais alta, sobreposta a banda normal presente em cédes sem mutacao.

Figura 15: Gel de agarose a 4%, corado com brometo de etidio para permitir a
visualizagcdo do exon 11 da PCR de mastocitoma de cdo, demonstrando dois
tumores sem mutacdo observados pelas bandas Unicas e uma com uma banda
sobreposta (seta) a banda comum (central) indicando o material genético com

mutagéao.

Uma mutagdo foi encontrada em um macho, entre 7 e 9 anos, sem raca
definida e localizado na cabeca. A segunda mutacao também foi encontrada em um
macho, entre 7 e 9 anos, Boxer e com localizagdo tumoral desconhecida. A terceira
mutacado foi encontrada em uma fémea, entre 10 e 12 anos, Pug e com tumor em
membro.

A presenca da mutacdo demonstrou independéncia das varidveis sexo (x*=
0,25; gl.=1; p=0,875), idade (x°= 2,919; gl.=4; p=0,571), raca (x’= 8,407; gl.=10;
p=0,589) e localizacdo (x’>= 7,708; gl.=5; p=0,173).

Dos trés tumores com mutagcdo, dois eram de grau Il (tumores com
diferenciacdo intermediaria) e um era de grau lll (tumores indiferenciados). Na



66

classificacéo de Kiupel et al. (2011), dois dos tumores mutantes eram de alto grau e
um de baixo grau.

A presenca da mutacdo também ndo demonstrou dependéncia das analises
histopatoldgicas, nem pelo método de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984) (x°= 0,675;
gl.=2; p=0,713) (Tabela 30) e nem pelo método de Kiupel et al (2011) (x*= 0,526;
gl.=1; p=0,468) (Tabela 31). O PCR foi independente da concentracao de eosinofilos
(x*= 6,085; gl.=3; p=0,108).

Tabela 30: Numero de animais com e sem mutacdes no resultado da PCR divididos
de acordo com a classificagdo de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984).

Patnaik
| Il 11 Total
mutante 0 2 1 3
PCR normal 3 19 7 29
Total 3 21 8 32

Tabela 31: Numero de animais com e sem mutacdes no resultado da PCR divididos
de acordo com a classificagéo de Kiupel et al (2011).

Kiupel
alto baixo Total
mutante 2 1 3
PCR normal 13 16 29
Total 15 17 32

Utilizando a variavel da classificacdo histopatoldgica, dividindo o grau Il em
baixo e alto, a presenca da mutacdo foi independente da classificacdo histol6gica
(x*= 0,805; gl.=3; p=0,848) (Tabela 32).

Tabela 32: Divisdo em graus, subdividindo o grau Il em alto e baixo, relacionados
com a presencga de mutacgéao verificada pelo PCR.

PCR
mutante normal Total
[ 0 3 3
Histologia . altp ! ! 8
Il baixo 1 12 13
11 1 7 8
Total 3 29 32
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Em relagcdo a imunoistoquimica, dos trés tumores com mutacéo, dois tinham
padrdo KIT aberrante (um citoplasméatico focal e um citoplasmatico difuso) e um
tinha padrdo KIT perimembranoso (Tabela 33). Todos os tumores mutantes eram

proliferativos na avaliacdo do ki-67 (Tabela 34).

Tabela 33: Numero de animais com e sem mutacdes no resultado da PCR divididos
de acordo com o padrédo KIT.

KIT
difuso focal perimembranoso Total
mutante 1 1 1 3
PCR normal 12 6 11 29
Total 13 7 12 32

Tabela 34: Numero de animais com e sem mutacdes no resultado da PCR divididos
de acordo com a classificagéo do Ki67.

Ki-67
ndo proliferativo proliferativo Total
mutante 0 3 3
PCR normal 13 S 18
Total 13 8 21

A presenca de mutacdo demonstrou independéncia do padrdo KIT (x°= 0,236;
gl.=2; p=0,889), mas dependéncia do resultado encontrado no Ki-67 (x°= 6,640;
gl.=1; p=0, 010), com forca de dependéncia média de 0,520.
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5. DISCUSSAO:

O mastocitoma € um tumor frequente na rotina ambulatorial, mas ainda néo é
possivel prever o seu comportamento apenas com os achados da clinica. A variacédo
individual ainda é muito importante na resposta ao tratamento.

Por utilizar material de arquivo, ndo foi possivel verificar a sobrevivéncia e o
indice de recidivas dos animais do estudo. Porém, ao correlacionar as diversas
variaveis, objetivou-se verificar se os resultados laboratoriais podem ajudar a prever
0 comportamento do mastocitoma.

No presente estudo, foram encontrados mais machos do que fémeas com
mastocitoma, como relatado por Kiupel et al., 2005; Costa-Casagrande et al., 2008;
Furlani et al., 2008; Oliveira, 2008; Navega, 2011, mas diferente de Simoes;
Schoning; Butine (1994), Séguin et al. (2001) e Berlato et al. (2013) que
descreveram um numero maior de fémeas afetadas. N&o houve diferenca
significativa entre os sexos que indique predisposicdo ao desenvolvimento do
mastocitoma (LONDON; SEGUIN, 2003; PREZIOSI; SARLI; PALTRINIERI, 2007;
COSTA-GASAGRANDE et al. 2008).

Apenas a classificacdo histolégica em seis graus de diferenciacdo apresentou
relacdo com o sexo. Porém, como na literatura disponivel ndo ha qualquer relagéo
entre as classificacdes histoldégicas e o sexo e a classificacdo em seis graus nao
demonstrou qualquer valor progndstico, pode-se afirmar que o0 sexo ndo é uma
variavel importante na avaliagdo do tumor.

A faixa de idade dos animais afetados foi muito ampla, variando entre 2 e 18
anos, similar a descrita em literatura (COSTA-GASAGRANDE et al. 2008 FURLANI
et al.,, 2008; ROMANSIK et al., 2007; BERLATO et al., 2013). Os animais afetados
tinham em média nove anos de idade.

Segundo O’Keefe (1990), os animais idosos parecem ser os mais afetados, o
gue condiz com o0 nosso estudo, no qual os animais idosos representaram 73%.
Essa predisposicdo ao aparecimento tumoral esta relacionada a longevidade dos
animais, que permanecem expostos a agente cancerigenos por mais tempo
(FURLANI et al. 2008).
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London; Seguin (1999) relataram que 0s animais com nove anos Sao 0S mais
afetados. No presente estudo, os animais nessa faixa etaria foram bastante
acometidos (27,8%), mas os animais entre 10 e 12 anos representaram 36% dos
casos de mastocitoma.

No estudo de Bostock (1986); Thamm; Vail (2001); Séguin et al. (2001), foram
citados animais com mastocitoma de um ano e meio. Nao foram encontrados
animais jovens (menores que dois anos) com mastocitoma no presente estudo.

Ha correlacéo significativa entre os animais idosos e a classificacdo histologica.
A classificacdo de Kiupel et al. (2011) e a classificagdo usando quatro graus de
diferenciacdo, foram dependentes da idade. Apenas 31% dos animais idosos
apresentaram o padrdo perimembranoso na marcacdo do c-kit, considerado o
padrdao com melhor prognéstico (WEBSTER et al., 2004; WEBSTER et al., 2007).
Todos os animais que deram resultado proliferativo na andalise do ki-67 e com
mutacdo genética eram idosos, o que concorda com Kiupel et al. (2005) que
associaram o0s animais idosos a um namero maior de mutacgdes.

Porém, os animais idosos demonstraram maior correlagdo com os tumores de
baixo grau, relacionados com melhor progndéstico. Com essa variacdo da
dependéncia dos resultados, verifica-se que a idade ndo € um bom fator
prognostico, uma vez que ha uma grande diferenca do comportamento esperado de
acordo com a variavel analisada.

Em relacdo a raca, os animais sem raca definida e os animais das racas Boxer
e Labrador foram aquelas com maior representatividade e esse resultado é similar
ao descrito em literatura (KIUPEL et al.,, 2005; MULLINS et al., 2006; COSTA-
CASAGRANDE, et al. 2008; BERLATO et al 2013), variando apenas a ordem em
que as racas foram encontradas. O maior numero de individuos sem raca definida
encontrado pode ser justificado pelo grande niumero de atendimento desses animais
no Hospital Veterinario da UENF.

Conforme citado em literatura (THAMM; VAIL, 2001; LONDON; SEGUIN,
2003), entre os animais de raca definida, os da raca Boxer representaram 30,4% e
23% do conjunto de animais avaliados. Segundo Misdorp (1996), essa maior
ocorréncia € devido a presenca de fatores enddgenos. Segundo London et al.,

(1999), outras racas descendentes do Bulldog (Boston Terrier e Bulldog Inglés)
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também apresentam predisposicdo genética, mas ndo foram observadas no
presente estudo.

Ainda segundo Thamm; Vail (2001), mesmo com a grande frequéncia de
mastocitomas em Boxers, geralmente estes sdo de grau intermediario ou baixo. Este
dado foi verificado no presente trabalho, em que, dos 14 animais avaliados, 10
(71,5%) eram de grau | ou Il e de baixo grau.

Segundo Murphy et al. (2006), os Labradores tendem a ter tumores mais
agressivos. O presente estudo corrobora com 0s autores, uma vez que 0s sete
animais afetados eram de grau Il, quatro deles eram de alto grau e cinco tinham
padréo KIT citoplasmatico.

A raca Pinscher so foi citada uma vez em literatura (COSTA-CASAGRANDE et
al., 2008) como mais acometida, mas no presente trabalho ela também apresentou
uma alta incidéncia de mastocitomas. Este fato pode ter ocorrido pelo grande
namero de animais dessa raca na populacdo animal brasileira.

A regi&o mais frequente do aparecimento do mastocitoma é o tronco (SEGUIN,
et al.,, 2001; KIUPEL et al., 2005; MULLINS et al., 2006; FULCHER et al., 2006;
FURLANI et al., 2008), mas, nos nossos estudos, o local mais frequente de
aparecimento tumoral foram os membros (38,4%). A regido do tronco (somando as
regides do ventre e do dorso) representou 26,9% dos locais acometidos, aparecendo
em segundo lugar.

A localizacdo tumoral € a variavel clinica que estd mais relacionada ao
prognaostico, sendo a classificacdo de Kiupel, o padrao KIT e o ki-67 dependentes da
localizagao.

Segundo Govier (2003) e London; Seguin (2003), a localizacdo inguinal,
perineal, prepucial e oral, assim como regides muco-cutaneas, estao relacionadas a
um pior grau histolégico. Kiupel et al (2005) descreveram que o0s tumores na cabeca
e no pescoco aumentam o risco do desenvolvimento de metastase. No presente
estudo, dos onze animais com localizac&o genital, na cabeca e no pescoco, todos
tiveram tumor de grau intermediario a indiferenciado (grau lI-Ill), apenas dois eram
de baixo grau e todos tinham padrdo KIT citoplasmatico. Esses dados corroboram
com a literatura (WEBSTER et al.,, 2004; WEBSTER et al.,, 2007), uma vez que,
animais com mastocitomas com graus Il e Ill e padrdo citoplasmatico estédo

relacionados aos piores prognosticos.
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Por outro lado, os mastocitomas nos membros tinham comportamento menos
agressivo, pois 80% deles eram de baixo grau e 65% tinham padrdao KIT
perimembranoso. Esses dados corroboram com Forrest (1997), que relatou que os
mastocitomas nos membros tinham comportamento benigno, e com Oliveira (2008),
que classificou a maioria dos mastocitomas no membro como de grau |.

A localizagdo disseminada representou 13,4% de todas as localizacdes
encontradas, o que condiz com Govier (2003), Mullins et al. (2006) e Furlani et al.
(2008) que citaram entre 9 e 14% dos animais com tumores multiplos. O papel da
localizacdo multipla ndo estd definido jA que h& autores que relatam um pior
prognostico associado (FURLANI et al., 2008). No presente estudo, os tumores
disseminados apresentavam graus baixos e padrdo perimembranoso, o que
corrobora com os autores (THAMM; MAULDIN; VAIL, 1999; SEGUIN et al., 2001;
THAMM; VAIL, 2001) que ndo os associam a piores prognosticos.

Kiupel et al. (2005) citaram que os animais idosos e da raga Boxer sdo
predispostos ao desenvolvimento dos tumores multiplos. A associacdo foi
confirmada, pois em torno de 50% dos tumores multiplos eram em individuos idosos
e/ou Boxers. A predisposicdo de animais idosos ocorre por um acumulo maior de
mutacdes no DNA ao longo da vida (KIUPEL et al., 2005). Mullins et al. (2006)
relataram que as fémeas tem maior predisposi¢cdo para multiplos tumores, o0 que nao
foi verificado no presente estudo porque a maioria dos tumores disseminados eram
em machos. Nado ha relatos da presenca de mutacdo associada com a presenca de
tumores mdltiplos, mas no presente trabalho, um dos animais mutantes tinha tumor
disseminado.

Dos tumores analisados, seis foram classificados como de grau | (9,8%). A
porcentagem de animais com grau | foi bem menor do que a descrita em literatura
(SIMOES; SCHONING; BUTINE, 1994; LONDON; SEGUIN, 2003; COSTA-
CASAGRANDE et al., 2008; FURLANI et al., 2008; BERLATO et al., 2013), que varia
entre 20 e 30%. Essa variacdo pode ter ocorrido pelo servico do Hospital Veterinario
ser direcionado a pessoas de baixa renda, que demoram mais para levar seus
animais ao atendimento e, com essa demora, o tumor pode ter se indiferenciado
com o tempo.

Os tumores classificados como de grau Il foram os mais frequentes (73,8%),
conforme literatura (SIMOES; SCHONING; BUTINE 1994; LONDON; SEGUIN, 2003;
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COSTA-CASAGRANDE et al., 2008; FURLANI et al., 2008; BERLATO et al., 2013).
Essa maior concentracdo do grau Il ocorre porque ha uma tendéncia dos
patologistas a classificarem como grau Il os tumores que estéo no limite entre o grau
| e o grau Il. Existe uma variagcdo muito grande entre observadores para determinar
um tumor como grau | ou grau Il (KIUPEL et al., 2011; GARRET, 2014). Isso
acontece, principalmente, pela avaliacdo subjetiva de cada um dos parametros
indicados por Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984) para a diferenciacéo dos graus.

A classificacdo de Patnaik; Ehler; Mac Ewen (1984) ndo foi dependente de
nenhuma das variaveis clinicas avaliadas, o que significa que o sexo, a idade, a raca
e o local ndo interferem no grau do mastocitoma.

Pela classificacdo de Kiupel et al. (2011), 68,15% foram classificados como de
baixo grau e 31,15% como de alto grau. Esse percentual € similar ao encontrado por
Giantin et al (2012) e Sabattini et al.(2015), mas os tumores de baixo grau foram
encontrados em maior numero que o descrito por Takeuchi et al. (2013).

A classificacao de Kiupel é independente do sexo e da raca, mas dependente
da idade e da localizacdo. Pelos dados analisados, parece que quanto mais velho o
animal, maior a chance de tumor baixo grau e certas localizacbes estdo mais
relacionadas a tumores de baixo grau e outras com tumores de alto grau, conforme
citado anteriormente.

As duas classificacGes histoldgicas sdo dependentes uma da outra, com alta
significAncia. Ou seja, para cada grau de Patnaik, deve-se esperar um determinado
grau de Kiupel. Assim, espera-se que 0s tumores de grau | sejam classificados como
de baixo grau e os de grau lll como de alto grau. Novamente, o grande problema
sdo os tumores de grau ll, considerados como de grau intermediario, nos quais &
dificil prever o comportamento. Pensando nisso, muitos patologistas decidiram usar
as duas classificacbes em seus laudos, até que seja definida aguela com melhores
resultados (SABATTINI et al., 2015).

Para tentar prever o comportamento do tumor de grau Il, foram usadas duas
classificagOes diferentes no presente estudo, uma dividindo os tumores em seis
graus e uma dividindo apenas os tumores de grau Il em baixo ou alto grau. Embora
essas classificacbes sejam dependentes das variaveis sexo e idade,
respectivamente, elas ndo demonstraram valor prognéstico. O resultado das duas

classificacdes juntas foi inferior ao que utiliza apenas o método de Kiupel, o que
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condiz com Vascellari et al. (2012), Takeuchi et al. (2013) e Sabattini et al. (2015)
que relataram que a classificacdo de Kiupel € superior que a de Patnaik para
determinar o prognastico.

A eosinofilia associada ao tumor € comum em mastocitomas (SIMOES;
SCHONNING; BUTINE, 1994; GROSS et al 2005; OLIVEIRA, 2008) e estava
presente em 90% dos tumores. N&o foi verificada relacdo da concentracdo de
eosinofilos presentes no campo tumoral e o grau histolégico. A auséncia de relacéo
entre a concentracdo de eosindfilos e o grau tumoral ja foi relatada em literatura
(OLIVEIRA, 2008). Gross et al. (2005) relataram que a eosinofilia diminui a medida
que aumenta a anaplasia, porém alguns tumores indiferenciados do presente estudo
apresentavam infiltrado intenso de eosindfilos.

Oliveira (2008) relatou que, em seus estudos, todos os tumores grau Il tinham
infiltrado eosinofilico, mas alguns tumores de grau | e Il ndo. No presente estudo,
apenas os tumores de grau Il apresentavam auséncia de eosindfilos. Todos os
tumores de grau | apresentavam pelo menos o infiltrado leve.

A concentracdo de eosindfilos ndo estava associada com nenhum dos padrdes
KIT, mas apenas o padréo citoplasmético focal tinha eosinoéfilos ausentes.

N&o ha relatos em literatura que explique a correlacdo entre a concentracao de
eosinofilos e a marcacdo do Ki-67. Porém, nenhum tumor proliferativo teve
concentracdo intensa de eosindfilos, o que pode indicar que quanto mais
proliferativo o tumor, menor a quimiotaxia de eosinéfilos.

Dos 61 tumores avaliados para o anti-KIT, o padrdo perimembranoso
representou quase 50% dos casos avaliados (46,54%). Essa porcentagem € bem
maior do que a descrita em literatura (KIUPEL et al, 2004; PREZIOSI; SARLI;
PALTRINIERI, 2007), mas similar a descrita por Gil da Costa et al (2007).

O padrdo KIT foi independente das variaveis clinicas, exceto a localizagéo. E
possivel verificar a associagdo ao constatar que a maioria das neoplasias em
membro era do tipo perimembranoso, associado a melhores progndsticos, enquanto
a localizacao genital estava associada ao padréo KIT citoplasmatico difuso.

Foi possivel verificar que ha associacao entre o padréo KIT e a classificacdo de
Patnaik, conforme citado por Webster et al. (2006) e Gil da Costa et al (2007). Todos
0s mastocitomas classificados como grau Ill tinham padrdo KIT citoplasmatico e a

maior parte dos classificados como grau | (83%) eram perimembranosos. Essa
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correlagdo estatistica significativa também foi verificada por Reguera et al. (2000),
gue descreveram uma relacdo inversa entre a diferenciacéo celular e a expressao de
c-kit. Logo, quanto mais diferenciado o tumor, menor a chance do padrao KIT sofrer
modificacao.

Preziosi; Sarli; Paltrinieri (2007) relataram, em seu trabalho, uma forte
associacao entre os tumores de grau | com o padrdo citoplasmético difuso e os de
grau Il com o padrédo citoplasmatico focal. Essas informac¢des nao foram verificadas
no presente estudo e nem no estudo de Reguera (2000), nos quais os tumores de
grau | estavam associados ao padrdo perimembranoso e os de grau Il estavam
associados ao padrao citoplasmatico difuso.

Segundo Costa-Casagrande et al. (2013), ha uma correlacdo entre a
localizacdo aberrante do KIT com o aumento da atividade proliferativa do
mastocitoma, embora eles ndo tenha encontrado associacao entre o padréo KIT e a
classificacao histoldgica.

Kiupel et al (2005) relataram que os padrdes citoplasmaticos estdo associados
a menor sobrevida e menor tempo de recorréncia e que, guanto mais agressiva a
classificacdo tumoral, maior a chance de observarmos o padrdo citoplasmatico
difuso. O presente estudo corrobora com esses resultados, pois todos os tumores
classificados como grau Il tinham o padréo citoplasmatico.

O padrao KIT também demonstrou dependéncia da classificacao histologica de
Kiupel com maior significancia do que a calculada para a classificacdo de Patnaik, o
mesmo ocorreu no estudo de Giantin et al (2012).

Giantin et al (2012) citaram que os tumores de alto grau estavam associados
ao padrao citoplasmatico difuso e os tumores de baixo grau estavam associados aos
padrdes citoplasméatico focal e perimembranoso. No presente estudo, os de baixo
grau estavam mais associados ao padrao perimembranoso (66,7%) e os de alto grau
associados ao padrao citoplasmatico difuso (63%), porém o padréo citoplasmaéatico
focal demonstrou maior associagao aos tumores de alto grau (31,5%) do que aos de
baixo grau (19%). Isso corrobora com os estudos de Giantin et al (2012) que
verificaram ndo haver diferenca significativa na sobrevida dos cdes com os dois
padrdes citoplasmaticos.

O padrao KIT é considerado um forte fator de prognostico dos mastocitomas

caninos, especialmente a associacdo entre o padrdo citoplasmatico e o aumento da
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proliferacdo celular e do grau histolégico (ZEMKE et al, 2002; KIUPEL et al, 2005;
WEBSTER et al, 2006; GIANTIN et al. 2012) e a um comportamento mais agressivo
(PATRUNO et al, 2012). O presente estudo demonstrou forte associacdo entre o
padrao KIT e a classificacao histoldgica.

A média de marcacao celular do Ki-67 foi 14 e o numero de células marcadas
variou de nenhuma a 100 células em um mesmo campo. Esses dados sédo similares
aos descritos por Webster et al (2006).

Vascellari et al (2012) relataram médias de marcacao proximas entre os graus |
e Il, com marcacao de grau Il préxima ao limite que indica proliferacdo. No presente
estudo, a média de marcacao dos tumores de grau | era muito menor do que a de
grau Il, mas a marcacédo de grau Ill também estava préxima do limite. As médias de
marcacado para a classificacdo de Kiupel foi maior do que a descrita em literatura
(VASCELLARI et al., 2012)

A proliferagcdo tumoral demonstrou independéncia do sexo, da raga e da idade,
mas dependéncia da localizacdo, com alta forca de associacdo. Foi possivel
observar que os tumores no membro, associados a melhores progndsticos, eram,
em sua maioria (67%), nao proliferativos, enquanto os de cabeca e genital,
associados a piores prognosticos, eram proliferativos (83,3%).

Strefezzi et al (2010) relataram correlacdo significativa entre o niumero de
células marcadas pelo ki-67 e a classificacdo de Patnaik. No presente estudo, o
namero de células marcadas pelo anti ki-67 ndo demonstrou relacdo com nenhuma
das classificacdes histologicas.

Scase et al (2006) e Ozaki et al (2007) relataram que a marcagcao do Ki-67
pode ser usada para subdividir o grau Il, mas nédo foram observadas no presente
estudo diferencas significativas entre os tumores proliferativos e ndo proliferativos de
grau Il que possam aumentar a associacdo com O comportamento tumoral, da
mesma maneira que Strefezzi et al (2010) que ndo encontraram diferencas na
sobrevida desses dois grupos.

Embora ndo tenha existido dependéncia entre as variaveis, é possivel
observar que nenhum tumor de grau | foi considerado como proliferativo. Mas o0s
tumores de grau Il e lll ndo seguem a prerrogativa de que tumores mais agressivos

deveriam ser proliferativos. Pela classificacdo de Kiupel, a maior parte dos tumores
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nao proliferativos eram de baixo grau e os proliferativos eram de alto grau, mas nao
h& significancia estatistica.

Scase et al (2006) descreveram que existiam mais tumores de grau |
associados a tumores proliferativos do que de grau Il. No presente estudo, ha uma
maior porcentagem de tumores de grau Il proliferativos, mesmo comparando aos de
grau Ill.

Ao contrario do estudo de Gil da Costa et al (2007), ndo foi encontrada
correlacéo significativa entre os dois anticorpos, embora seja possivel observar uma
leve tendéncia de tumores néo proliferativos com padrdo perimembranoso e tumores
proliferativos com padrao citoplasmatico.

Ao agrupar as duas classificacGes histoldgicas, dividindo cada grau de Patnaik
em baixo ou alto, o padrdo KIT permaneceu dependente da classificacdo
histopatologica e o ki-67 permaneceu independente.

Ao realizar uma nova disposicdo, agrupando as duas classificacOes
histol6gicas, mas dessa vez subdividindo o grau Il em baixo e alto grau, o KIT
permaneceu dependente e o ki-67 independente da histopatologia.

A frequéncia da mutacdo encontrada no presente estudo foi de 9,4%, similar a
encontrada por Zemke et al. (2002), mas bem menor do que outras citadas por
London et al (1999) e Jones et al. (2004), de quase 50%, que pode ser explicada por
s6 terem sido usados animais de grau Il e Il nos estudos.

Segundo Webster et al. (2006), a porcentagem de mutacdes encontrada deve
ser de 9-15% em todos os mastocitomas e pode ser de até 50% em cdes com
mastocitomas indiferenciados. A porcentagem de tumores indiferenciados foi de
mais de 90%, mas apenas 10% deles tinha a mutag¢éo no exon 11.

A duplicacdo em tandem no exon 11 é a mutagdo mais frequente em cées
(WEBSTER et al., 2006) e a melhor caracterizada (JONES et al., 2004). Porém, em
um estudo mais recente, Amagai et al. (2013) relataram que a duplicacdo em
tandem do dominio justamembrana esta presente apenas em uma pequena
guantidade de mastocitomas, e que estes ocorrem por clones mdultiplos ou por
exposi¢des néo clonicas.

A presenca de dele¢cbes no exon 11 e mutacbes em outras localizacdes ja
foram relatadas por Zemke et al. (2002) e Webster et al. (2006). Todas as mutacdes

sdo responsaveis pela ativagdo da fosforilagdo sem a necessidade de um ligante, o
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gue gera a proliferagao excessiva do tumor (LONDON et al., 1999; MA et al, 1999) e
esta associada a agressividade tumoral (ZEMKE et al., 2002).

Segundo London et al (1999), quanto mais agressivo e indiferenciado o tumor,
maior a chance da frequéncia de mutacdes. Esta também interfere no nimero de
recidivas e metéstases, além de diminuir a sobrevida (WEBSTER et al., 2006). A
presenca de mutacdo ndo esté relacionada a mastocitomas benignos (DOWNING et
al, 2002).

No presente estudo, ndo foram encontradas mutacées em um grande numero
de animais. Isso pode ocorrer pela presenca de mutacdo em outros genes do c-kit
gue néo foram investigados (LONDON et al, 1999).

A presenca de mutacdo ndo demonstrou correlacéo significativa com nenhuma
das variaveis clinicas (sexo, idade, raca e localizacdo). Essa auséncia de
associacdo com as variaveis foi descrita por Zemke et al. (2002) e Downing et al.
(2002).

Uma das mutacfes encontradas foi em um céo da raca Boxer, mas este fato
nao é suficiente para indicar a predisposicao genética desses animais, uma vez que
foi encontrado 0 mesmo numero de mutacbes em cades da raca Pug e em um céo
sem raca definida.

N&o houve correlagéo estatistica significativa entre nenhuma das classificacdes
histol6gicas e a presenca de mutacdo, conforme citado por Downing et al. (2002).
Porém, Zemke et al. (2002) propuseram relacdo entre o grau histologico e a
presenca de mutacdo, mas sem evidéncias estatisticas.

Da mesma maneira que Zemke et al. (2002), ndo foram encontradas mutacdes
em nenhum animal com mastocitoma de grau | e 10% dos animais com grau Il
apresentavam mutacdes. Porém, a porcentagem de mutagBes encontradas nos
animais de grau Il foi superior a localizada no presente estudo.

Nenhum animal de grau | pela classificacdo de Patnaik apresentaram mutacao
no presente estudo.

Pela classificagéo histologica em dois graus, duas mutacdes eram em animais
com tumor de alto grau e uma era em um tumor de baixo grau. A classificacdo de
alto grau é aquela que tem o pior progndéstico e que agrupa os animais de grau Il e
lIl da classificacdo de Patnaik (Kiupel et al., 2011), por isso, a maior frequéncia de

mutac¢des nos tumores de alto grau é esperada. Giantin et al (2012) descreveram a
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presenca de mutacdo em todos os graus histologicos, mas a porcentagem de
tumores de baixo grau com mutacgé&o foi maior do que os tumores de alto grau.

A localizacdo aberrante do c-kit ja foi citada como relacionada a presenca de
mutacdo (LONDON et al., 1999; WEBSTER et al., 2004; WEBSTER et al., 2006).
Webster et al. (2006) relataram correlacéo significativa entre a presenca de mutagéo
e a mudanca na localizacao do c-kit na imunoistoquimica. Essa dependéncia néo foi
verificada no presente estudo.

Um dos animais com a mutacdo tinha padrdo perimembranoso. Segundo
Webster et al. (2006), uma explicacdo seria a aquisicdo recente da mutagéo, que
ainda ndo modificou a localizagéao do c-kit.

Porém, a alteracdo da localizacdo do c-kit pode ser um evento separado da
presenca da mutacdo, ja que, no presente estudo, dos 32 animais avaliados, 20
tinham padréo citoplasmatico. Destes, 18 ndo apresentavam mutacdo. O mesmo foi
verificado por Webster et al. (2006), que sugeriram que a mutacdo em outros locais
ou outros fatores podem estar relacionados a alteracdo da localizagdo membranosa
do c-kit. Tanto a presenca de mutacdo ou a localizacdo aberrante do c-kit estédo
associados aos prognaésticos piores (WEBSTER et al., 2007), mas mesmo tumores
sem mutacao podem proliferar e ter comportamento maligno (GIANTIN et al., 2012).
Segundo Webster et al (2006), a localizacdo aberrante do KIT € mais importante na
patogénese do tumor do que a superexpressao do c-kit.

Todos os tumores com mutacdo eram proliferativos na marcacgéo do ki-67 e ha
dependéncia estatistica entre a presenca de mutacdo e a marcacdo do ki-67. Isso
corrobora com os resultados de Webster et al. (2007), que associaram a presenca
de mutacdo e a localizacdo aberrante do KIT com a proliferacdo celular em
mastocitomas cutéaneos.

O mastocitoma € um tumor complexo que exige a realizacdo de uma série de
exames para prever o comportamento biologico e realizar o tratamento adequado,
aumentando a sobrevida e diminuindo o risco de recidivas.

Embora existam diversos fatores, ainda ndo € possivel associar nenhuma
variavel a um comportamento especifico do tumor e a um progndstico definitivo.
Existem dados como a localizagdo, as classificacbes histologicas, o padrdo da

proteina do c-kit, a taxa de proliferacdo pelo ki-67 e a presen¢ca de mutacdo que
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devem ser analisados em conjunto, mas nenhum deles tem valor definitivo quando
usado sozinho.

As variaveis mais associadas ao prognaostico sao a classificacdo histolégica, o
padrao KIT e o Ki-67 (GIANTIN et al., 2012; VASCELLARI et al., 2012). Entre as
classificacdes histoldgicas, a que demonstrou maior associagdo com o progndéstico
foi a que divide os tumores em dois graus de malignidade.

Mesmo nao conseguindo variaveis definitivas para prever o comportamento
tumoral, € possivel afirmar que a classificacdo de Kiupel et al. (2011), associada a

imunoistoquimica, séo eficientes para direcionar as acdes do médico veterinario .
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6. CONCLUSOES:

Entre as variaveis clinicas, a localizagcdo tumoral € a mais importante ao
comportamento biolégico e deve ser levada em consideracéo na hora de determinar
0 prognostico e o tratamento.

A classificacdo histolégica ainda € a analise mais comum e aquela que auxilia
melhor o clinico a avaliar o paciente. Embora as duas classificacbes usadas
atualmente sejam eficientes, a classificagdo de Kiupel é a que tem maior valor
prognastico.

A imunoistoquimica tem alto valor progndstico e deve ser mais amplamente
utilizada na avaliacdo do paciente para que a conduta do médico veterinario possa
antecipar possiveis recidivas e auxiliar a obtencdo de melhores resultados no
tratamento.

A presenca de mutacdo nao € tao importante para o progndstico, mas deve ser
solicitada para permitir o acompanhamento do paciente e realizar outras formas de

tratamento mais eficientes quando ha mutagéo.
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Numero | UENF IDADE LOCALIZACAO RACA SEXO | PATNAIK | Kiupel Ckit K167 MEDIA KI67 PCR
1 6898 Entre 7e 9 Desconhecido | Fox Paulistinha M Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
2 6933 Entre 4 e 6 Disseminado Bernesse F I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
3 6964 Entre 0 e 3 Genital SRD F Il Baixo Difuso N&o Corou - -
4 7042 Entre 10 e 12 Membro Boxer M Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
5 7045 Entre 7e 9 Disseminado Boxer F I Baixo Focal N&o Corou - -
6 7265 Entre 10 e 12 Membro Boxer M [l Baixo Focal N&o Proliferativo 2 -
7 7341 Entre 4 e 6 Dorso Pit Bull F I Baixo Focal N&o Corou - -
8 7366 Entre 4 e 6 Disseminado Boxer M Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
9 7370 Entre 7e 9 Desconhecido Boxer M I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
10 7493 Entre 10 e 12 Membro Pinscher M I Baixo | Perimembranoso | Nao Proliferativo 2 -
11 7690 Entre 10 e 12 | Desconhecido Pinscher M Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
12 7763 Entre 7e 9 Ventre SRD M I Baixo | Perimembranoso | Nao Proliferativo 53 -
13 7768 Entre 10 e 12 | Desconhecido Maltés F [l Alto Difuso N&o Corou - -
14 7836 Entre 4 e 6 Membro Pit Bull F I Baixo Difuso N&o Corou - -
15 7838 Entre 4 e 6 Membro Labrador M Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
16 8011 Entre 10 e 12 Ventre Pinscher M Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
17 8141 Entre 7e 9 Membro Dachshound F I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
18 8164 Desconhecido Membro Boxer M Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
19 8176 Entre 10 e 12 Dorso SRD M I Baixo Focal N&o Corou - -
20 8238-1 Entre 7e 9 Disseminado Golden F I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
21 8618-1 Entre 7e 9 Pescoco Rottweiller M I Alto Difuso N&o Corou - -
22 8623 Entre 10 e 12 Desconhecido Boxer F I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
23 8635 Entre 10 e 12 Genital Boxer M I Alto Difuso N&o Corou - -
24 8728 Entre 4 e 6 Membro Fox Paulistinha F Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -
25 8792 Entre 10 e 12 Ventre SRD M Il Baixo Difuso Né&o Proliferativo 2 normal
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26 8882-1 | Entre 10 e 12 Disseminado Labrador M Il Alto Difuso N&o Corou - normal
27 8886-3 | Maior que 12 Disseminado SRD M I Baixo | Perimembranoso | Nao Proliferativo 55 normal
28 8906 Entre 7e 9 Ventre SRD F Il Baixo Focal N&o Corou - -

29 9055-1 | Maior que 12 Cabeca SRD M I Alto Focal Proliferativo 24,3 -

30 9224 Entre 10 e 12 Membro Bichon Frise F Il Alto Difuso N&o Corou - normal
31 9402 Entre 4 e 6 Disseminado Boxer M I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -

32 9592 Desconhecido Membro Bichon Frise F I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - normal
33 9891 Entre 7e9 Genital Akita M I Baixo Difuso N&o Corou - normal
34 9901 Entre 4 e 6 Membro Fox Paulistinha F I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - -

35 9925 Entre 10 e 12 Ventre Labrador M I Alto Focal N&o Corou - normal
36 10365 Entre0e 3 Dorso Pastor M I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - normal
37 10459 Entre 7e 9 Desconhecido Boxer M I Baixo Focal N&o Proliferativo 0 normal
38 10528 Entre 7e9 Membro Labrador F Il Baixo | Perimembranoso | Nao Proliferativo 0 normal
39 10531 | Entre 10 e 12 Desconhecido SRD M I Alto Difuso N&o Proliferativo 5 normal
40 10546 Entre 7e 9 Dorso SRD M I Baixo | Perimembranoso N&o Corou - normal
41 10561 Entre 7e 9 Membro Pit Bull M [l Alto Difuso N&o Proliferativo 2 normal
42 10624 Entre 0 e 3 Membro SRD M I Alto Focal N&o Corou - normal
43 10675 Maior que 12 Dorso SRD F [l Alto Difuso N&o Proliferativo 1 normal
44 10774 Maior que 12 Membro Pinscher M I Baixo | Perimembranoso Né&o Corou - normal
45 10877 | Entre 10 e 12 Genital Pinscher M [l Alto Difuso Néo Corou - normal
46 11208 | Entre 10 e 12 Genital Labrador M I Alto Perimembranoso | N&o Proliferativo 3 normal
47 11604 Entre 7e 9 Dorso Boxer F Il Baixo | Perimembranoso | Nao Proliferativo 11 normal
48 11627 | Entre 10e 12 Genital Pinscher M [l Alto Difuso Proliferativo 26,4 normal
49 11639 | Entre 10 e 12 Membro Pug F I Baixo | Perimembranoso Proliferativo 25 mutante
50 11650 | Entre 10 e 12 Genital Labrador M Il Alto Difuso Proliferativo 27,6 normal
51 11683 Entre 7e 9 Cabeca SRD M [l Alto Difuso Proliferativo 24 mutante
52 11759 | Entre 10 e 12 Dorso Boxer F Il Alto Focal Né&o Proliferativo 0 normal
53 11831 Entre 4 e 6 Ventre Golden M Il Baixo | Perimembranoso N&o Corou - normal
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54 11997-1 | Entre 10 e 12 Genital Labrador M Il Baixo Difuso Proliferativo 30 normal
55 12094 Maior que 12 Ventre Pinscher F I Baixo Focal N&o Proliferativo 8 -

56 12149-1 | Maior que 12 Desconhecido SRD F Il Baixo Focal N&o Proliferativo 2 normal
57 12326 Entre 7e9 Membro Fox Paulistinha F Il Baixo Difuso Proliferativo 26 normal
58 12403-1 | Entre 10 e 12 Membro Boxer F Il Alto Focal Proliferativo 100 normal
59 12447 Entre 4 e 6 Membro SRD F I Baixo | Perimembranoso | Nao Proliferativo 3,6 normal
60 12481 | Desconhecido Membro SRD F I Baixo | Perimembranoso | Nao Proliferativo 2,3 normal
61 12553 Entre 7e 9 Desconhecido Boxer M Il Alto Focal Proliferativo 26 mutante




