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RESUMO

MELO, S. R. Fatores prognosticos em mastocitoma canino: Correlacdo entre pardmetros
clinicos, histolégicos, marcadores de proliferacdo e analise termografica. [Prognostic factors
in canine mast cell tumors: correlation between clinical and histological parameters,
proliferation markers and thermographic analysis.]. 2013. 95 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de So Paulo, Séo
Paulo, 2013.

Os objetivos deste trabalho foram: Analisar prospectivamente a eficacia da correlagcdo entre
parametros clinicos, histolégicos, e marcadores de proliferacdo celular buscando melhores
indicadores de prognostico em casos de mastocitoma canino; Testar o uso de nova ferramenta
diagnostica e prognoéstica para mastocitomas caninos: a termografia. Para isso, um total de 20
cdes com diagndstico citoldgico e histopatoldgico de mastocitoma tiveram suas formacoes
excisadas e foram utilizados para estudo clinico e imunohistoquimico e dentre estes, 15
também para estudo termografico. As avaliagdes imunohistoquimicas incluiram quantificacdo
de AgNORs, PCNA, VEGF, localizacdo de KIT. Os estudos termograficos incluiram analise e
correlacdo das temperaturas no ponto central da formacdo (SpT), e na area da formacao (AT)
e em ponto de pele sadia (SpNT) e area equivalente, em pele sadia (ANT). Estatisticamente
pode-se demonstrar uma correlacdo positiva significativa entre a classificacdo proposta
determinada pela presenca dos fatores progndsticos e o estadiamento proposto pela WHO.
Né&o foi observada correlacdo estatistica entre tempo livre de doenca (6bito, novas formacoes,
recidiva ou metastase) e o estadiamento ou fatores progndsticos. 95% (19/20) dos cdes teve
suas formacdes classificadas como Grau Il e 5% (1/20) Grau I, segundo a classificagdo
histologica de Patnaik (1984). Todos os cdes tiveram suas formacdes classificadas como
Baixo Grau, de acordo com a classificacdo proposta por Kiupell (2011). 5,6% (1/18) dos
animais foi considerada padrao KIT - I, 44,4% (8/18) padrdo KIT - Il e 50% (9/18) padréo
KIT - 11l. N&o foi observada correlacéo estatistica entre o padrdo KIT e tempo livre de doenca
ou graduacdo histoldgica. Apesar de nédo significativo estatisticamente, foi notado menor
tempo de sobrevida livre de doencga nos animais com PCNA e AgNOR acima das medianas (p
=0,089 e p = 0,080, respectivamente).O VEGF foi o Unico marcador a demonstrar relacéo
significativa com o tempo livre de doenca (p = 0,004). As analises termograficas indicaram
média de temperatura do SpT de 33,18°C, média de temperatura do SpNT de 33,39°C,
temperatura média de AT de 33,27°C e temperatura média de ANT de 33,95°C. A diferenca
entre os pontos mensurados foi em média -0,21°C (variando entre -5,60°C e +4,4°C). A

diferenca entre os pontos mensurados foi em média -0,21°C (variando entre -5,60°C e



+4,4°C). Esta diferenca foi negativa em 7/15 casos (47%) — formagdes mais frias que a pele
distante; e positiva em 8/15 casos (53%) — formagdes mais quentes que a pele distante. N&o
foi possivel correlacionar estatisticamente essas alteracfes de temperatura com a presenca dos
marcadores estudados, mas as analises estatisticas demonstram que a termografia na regiao

tumoral é estatisticamente diferente da regido ndo tumoral.

Palavras—chave: Mastocitoma canino. Fatores progndsticos. Marcadores de proliferacéo.
Avaliacdo histopatoldgica. Termografia. Imagens infravermelhas.



ABSTRACT

MELO, S. R. Prognostic factors in canine mast cell tumors: correlation between clinical
and histological parameters, proliferation markers and thermographic analysis [Fatores
progndsticos em mastocitoma canino: Correlacdo entre parametros clinicos, histolégicos,
marcadores de proliferacdo e andlise termografica.]. 2013. 95 p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2013.

The objectives of this study were: To prospectively analyze the effectiveness of the
correlation between clinical, histologic, and cell proliferation markers, seeking better
indicators of prognosis in cases of canine mast cell tumor; and testing the use of new
diagnostic and prognostic tool for canine mast cell tumor: thermography (infrared images); A
total of 20 dogs with histopathological and cytological diagnosis of mast cell tumor were
excised and their formations were used for immunohistochemical and clinical study, and 15
of those were also wused for thermographic study. The evaluations included
immunohistochemical quantification of AGQNOR, PCNA, VEGF, KIT location. The studies
included thermographic images analysis and correlation of the temperatures at the midpoint of
tumor (SPT), and tumor area (AT) and point of healthy skin (SpNT) and equivalent area in
healthy skin (ANT). We were able to demonstrate a statistically significant positive
correlation between the proposed classification determined by the presence of prognostic
factors and staging proposed by the WHO. No correlation was found between disease-free
interval (death, new formations, recurrence or metastasis) staging, and prognostic factors.
95% (19/20) of the dogs had their tumors classified as Grade Il and 5% (1/20) as Grade |,
according to the histological classification of Patnaik (1984). All dogs had their tumors
classified as low-grade, according to the classification proposed by Kiupell (2011). 5.6%
(10/18) of the animals was graduated as KIT - I, 44.4% (8/18) as KIT - Il and 50% (9/18) as
KIT - 1Il. No correlation was found between the KIT pattern and disease-free interval or
histological grade. Although not statistically significant, we observed a shorter disease-free
survival in animals with PCNA and AgNOR above the median (p = 0.089 and p = 0.080,
respectively). VEGF was the only marker to show a significant relationship with disease-free
interval (p = 0.004). The thermographic images analysis indicated average temperature on
SpN of 33.18 ° C, SpNT average temperature of 33.39 ° C, AT average temperature of 33.27 °
C and ANT average temperature of 33.95 ° C. The difference between the measured points
averaged -0.21 ° C (ranging between -5.60 ° C and +4.4 ° C). The difference between the



measured points averaged -0.21 ° C (ranging between -5.60 ° C and + 4.4 ° C). This
difference was negative in 7/15 cases (47%) - formations cooler than the healthy skin, and
positive in 8/15 cases (53%) - formations warmer than the healthy skin. We could not
statistically correlate these changes in temperature in the presence of the markers studied, but
the statistical analyzes demonstrated that in the region thermography tumor is statistically

different from non-tumor region.

Keywords: Canine mast cell tumor. Prognostic factors. Proliferation markers.

Histopathological evaluation. Thermography. Infrared Images.
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1 INTRODUCAO

Mastdcitos sdo células encontradas na maior parte dos 6rgdos e tecidos do corpo e
estdo presentes em maior nUmero em Grgdos que tém contato com o ambiente, como a pele, o
pulmdo, e trato gastrointestinal. S&o derivados de celulas CD34, progenitoras da medula
Ossea. As CD34 deixam a medula dssea como células morfologicamente indiferenciadas e se
diferenciam apenas apds infiltrarem em tecido de mucosa ou tecido conjuntivo. Mastdcitos
granulados em mastocitomas bem diferenciados podem realizar mitose, indicando que células
mastocitarias bem diferenciadas tém o potencial de proliferar.

Células mastocitarias podem ser reconhecidas em tecidos pelos seus granulos
citoplasmaticos quando fixadas e coradas com corantes catibnicos que aderem as
proteoglicanas dos granulos, resultando em metacromasia. Estes granulos contém mediadores
inflamatdrios, incluindo histamina, proteases, fatores quimiotaticos, citocinas e metabolitos
do &cido aracdénico, conferindo aos mastocitos importante papel em reacdes inflamatorias,
imunologicas e alérgicas.

A liberacdo extracelular dos granulos de mastdcitos podem ser precipitadas por fatores
fisicos ou quimicos, como calor, trauma e toxinas, ou por mecanismos imunoldgicos, como
antigenos-especificos IgE ligantes, aderindo a receptores IgE da superficie das células
mastocitarias.

Os mastocitos também s&o conhecidos por sua transformacéo neoplasica em maltiplos
ou solitarios nédulos (mastocitomas) cutaneos assim como em espalhamento pela pele e
orgdos internos (mastocitose visceral ou sistémica). O comportamento biolégico dos
mastocitos é altamente varidvel, e o maior entendimento da sua histéria natural pode levar a
melhora em conhecimento de indicadores progndsticos assim como terapia multimodal e
resultando em melhor expectativa de vida para pacientes com mastocitoma.

Mastocitomas séo neoplasias comuns em cées, podendo ser focais ou multifocais na
pele, e/ou envolver as visceras como baco, figado e intestino. Cées das ragas Boxer, Pug,
Boston Terrier, Weimaraner e Labrador s&o predispostos ao desenvolvimento destes tumores
cuténeos. A maioria dos tumores se desenvolve em animais de meia-idade e ndo ha evidéncias
de predisposicdo sexual. O mastocitoma no cdo é uma das neoplasias cutaneas mais comuns, e
corresponde a 7-21% dos tumores cutaneos e 11-27% de todos os tumores cutaneos malignos
no cdo (MACY, 1984; STREFEZZI et al., 2003).

MELO, S.R.
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Os tumores de células derivadas de mastocitos tém aparéncia macroscopica bem
variavel, mas a maior parte é caracterizada por placas ou massas eritematosas, alopécicas e
edematosas. A maioria dos tumores tem cores que variam de branco a amarelo claro, mas
muito da cor e da consisténcia da formacdo depende do grau da degranulacdo e das
inflamagdes secundarias que ocorrem no mastocitoma. Nas formacdes de grande volume é
comum ocorrer ulceragdes, assim como em formagdes pequenas com rapido desenvolvimento
recente (THAMM; VAIL, 2007).

A maior parte dos mastocitomas caninos ocorre na derme e no tecido subcutaneo.
Contudo, eles sdo ocasionalmente relatados em locais fora da regido de pele, incluindo
conjuntiva, glandula salivar, nasofaringe, laringe, cavidade oral, trato gastrointestinal, uretra e
coluna vertebral. (WELLE et al., 2008). A apresentacdo conhecida como mastocitoma
visceral (mastocitose sistémica ou disseminada) é quase sempre resultante de um tumor
cuténeo primario pouco diferenciado, e pode ser caracterizada como metastase.

Na maioria das formacdes, ao exame citoldgico os mastdcitos neoplésicos se parecem
com as células normais, tornando o diagndstico relativamente facil. As células sdo quase
poligonais com ndcleo central a ligeiramente excéntrico e com citoplasma levemente roseo-
palido contendo granulos que se mostram azulados com a coloracdo hematoxilina e eosina
(H&E) ou roxos com coloracGes metacromaticas. Eosinofilos sdo quase sempre observados
nos mastocitomas caninos e podem algumas vezes ser o tipo celular predominante. Muitas
formacdes terdo tipos celulares agregados aos eosindfilos que podem ser interpretados como
parte do tumor quando sdo avaliadas as margens da excisdo cirdrgica. Colagendlise, esclerose,
edema, necrose e inflamagfes secundérias sdo encontrados nos mastocitomas e, quando
aparecem de maneira intensa, podem mascarar células neopléasicas e tornar dificil a avaliacdo
destas margens.

Os critérios citologicos para avaliagdo da malignidade do tumor incluem a
predominancia de grandes células monociticas de varios tamanhos e o reconhecimento de que
elas ndo pertencem ao tecido original. Também s&o avaliadas as caracteristicas nucleares das
células encontradas, como variagdo do tamanho, forma, nimero, proeminéncia de nucléolo e
figuras mitéticas anormais.

A avaliacdo citologica de amostras de tumor pode ser muito Gtil na tentativa de
diagnostico e planejamento cirurgico, mas o exame histopatologico € sempre necessario para
estabelecer diagnostico definitivo e sua classificacdo para defini¢do de progndstico clinico. A

biopsia excisional tem intencdo de prover informacfes Uteis para progndstico e tratamento,
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tornando necessario o uso de técnica apropriada para a obtengdo de amostras adequadas as
andlises histoldgicas sobre o tumor.

O critério celular histopatolégico para malignidade do tumor é similar ao critério
usado em avaliacdo citoldgica, mas esta técnica, entretanto, permite o exame da arquitetura do
tumor e do padréo de crescimento. Tumores malignos em geral exibem pleomorfismo e
numerosas figuras mitéticas anormais. Estas células malignas podem invadir tecidos ao redor
do tumor, bem como causar metastase por invasdo de vasos sanguineos e linfaticos. Para
prover o prognoéstico imediato do paciente, o exame histopatolégico é o mais préximo do
ideal. A graduacdo histoldgica dos mastocitomas caninos tem sido o critério mais comum
para a rotina diagndstica destes tumores por ser preditivo, de baixo custo e de fécil coloracdo
com uso de formulacdes de hematoxilina-eosina (PREZIOSI et al., 2007).

Muitos estudos sugerem uma correlacdo entre o grau de diferenciacdo celular e o
comportamento bioldgico do tumor. Assim, sistemas de classificacdo do mastocitoma foram
desenvolvidos no sentido de procurar esclarecer o progndstico aos caninos portadores destes
tumores. O diagnostico citologico de mastocitomas é razoavelmente direto na maioria dos
casos devido a presenca de numerosos granulos citoplasmaticos.

As atuais decisOes de tratamento deste tipo de neoplasia sdo baseadas na apresentacao
clinica da doenca, nas caracteristicas do exame histopatol6gico e na presenca ou auséncia de
fatores progndsticos negativos. Estes, embora sejam bons métodos de avaliagdo preditiva do
comportamento da doenca, por vezes se mostram falhos e insuficientes. Sendo assim, em
estudos mais recentes tém-se buscado a avaliagdo imunohistoquimica das formacdes, com o
objetivo de melhorar a acuracia diagnostica.

Algumas tentativas de avaliacdo do progndstico do mastocitoma canino foram
realizadas, utilizando critérios como graduacéo histopatologica em graus I, Il e 11l (PATNAIK
et al., 1984); mensuracdo da atividade proliferativa com métodos imunoshistoquimicos
(SIMOES et al., 1994); estadiamento clinico e taxa de crescimento tumoral (THAMM; VAIL,
2007). Atualmente, em grande parte da rotina de tratamento desta formacéo, a analise do grau
histopatolégico por si sé tem sido amplamente usada para ditar um parametro parcialmente
preditivo para o comportamento desta neoplasia. Sabemos, no entanto, que esta classificacéo
isolada ndo consegue prever de forma adequada o comportamento biologico das neoplasias
mastocitarias, em especial quando classificadas como de grau intermediario (mastocitomas
grau II), que se encontram a margem das duas classificacbes, e usualmente tem

comportamento imprevisivel. Ainda, ha a discordancia entre patologistas veterinarios quanto
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a classificagdo histolégica de um mesmo mastocitoma chegando até a 36% (KIUPEL et al.,
2011)

Este tem sido o maior desafio na atualidade para pesquisadores desta neoplasia no
mundo todo, e o uso de diferentes sistemas de graduacdo por patologistas veterinarios por
vezes torna o valor prognostico da graduagdo histolégica altamente questionavel.

A mais recente contraposi¢do a graduacdo histologica em 3 graus (PATNAIK et al.,
1984) ¢é a classificacdo em 2 graus: alto grau e baixo grau histoldgico (KIUPEL et al., 2011).
Com o intuito de buscar a melhor definicdo histoldgica do comportamento tumoral, muitos
patologistas veterinarios vém apresentando ambas as classificacfes em seus laudos, cabendo
ao clinico a anélise combinada das classificagdes histologicas e dos fatores prognosticos para
decisdes de tratamento.

Os estudos recentes tém mostrado o uso de técnicas de imunohistoquimica, expressao
génica e histopatologia combinadas para buscar correlacionar fatores que possam indicar um
prognostico em cada tipo de mastocitoma (SIMOES et al., 1994; KIUPEL et al., 2004;
WEBSTER et al., 2007; OHMORI et al., 2008; GIANTIN et al., 2012). Estes estudos buscam
elucidar e possivelmente prever o comportamento destas neoformacdes, especialmente as de
graduacdo histoldgica intermediéria.

Por meio de cuidadosa revisdo de literatura, escolheu-se para este trabalho
correlacionar o uso de técnicas ja estudadas em mastocitomas caninos, com o estadiamento
clinico e evolucdo pos-cirtrgica dos pacientes, e acrescentar o uso de uma ferramenta
diagnostica: a termografia.

Sendo assim, incluiremos nesta pesquisa a avaliacdo dos graus histolégicos (seguindo
ambas as classificacdes atualmente aceitas — Patnaik e Kiupel); estadiamento clinico da
neoplasia; grau de proliferacdo celular, pela correlacdo entre dois métodos marcadores de
ciclo celular (a determinagdo da frequéncia de RegiGes Organizadoras Nucleolares com a
afinidade pela prata — AgNOR, e pela deteccéo de células marcadas com Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular — PCNA); a coloracdo imunohistoquimica para marcadores do receptor
de tirosina-quinase KIT, que tem se mostrado um importante meio de sobrevivéncia da célula
mastocitaria normal, bem como sua proliferacdo, migracdo e indiferenciacdo; e a marcagdo
imunohistoquimica para o fator de crescimento endotelial vascular VEGF (ou VEGF-A), que
atua como um potencial fator de crescimento autocrino para células neoplasicas.

As imagens termogréficas foram obtidas das formagdes por meio de Cémera
Termogréafica Flir® T400. Muitos autores descrevem a termografia como um método

diagnostico seguro, preciso e ndo invasivo; aprovado para uso em Medicina Humana e em
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especial para avaliacdo de crescimento tumoral (JIANG et al., 2005; MIKULSKA, 2006;
SONG et al., 2007; ARORA et al., 2008). O uso da termografia é baseado no principio de que
a atividade metabolica e a vasculariza¢ao no tecido neoplésico e comprometido ao seu redor
deve estar mais alta que no tecido normal.

Na Medicina Veterinaria a termografia é mais amplamente pesquisada e documentada
em estudos ortopédicos. Ndo foram encontrados dados em literatura atual para uso da
termografia como método adjunto diagnostico e/ou prognostico no mastocitoma canino. Cabe
ressaltar que o entendimento do comportamento térmico do corpo humano ainda ndo é
totalmente elucidado e o comportamento térmico do corpo canino é ainda mais desconhecido

e descrito por um banco de dados destas imagens infinitamente menor.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos principais deste trabalho incluiram:

[1] analisar prospectivamente a eficicia da correlagdo entre parametros clinicos,
histologicos, e marcadores de proliferacdo celular buscando melhores
indicadores de prognoéstico em casos de mastocitoma canino;

[2] testar 0 uso de nova ferramenta diagndstica e prognostica para mastocitomas
caninos: a termografia;

[3] avaliar se os métodos utilizados neste estudo poderdo ser utilizados como

métodos rotineiros para indicacdo do prognéstico em mastocitomas.

Para o desenvolvimento desses objetivos, no desenvolver deste trabalho buscou-se:

v

v

determinar as caracteristicas clinicas do paciente e de cada tumor;
determinar o estadiamento clinico de cada paciente;

determinar o grau histopatolégico (método de Patnaik e método de Kiupell) dos

tumores apresentados;

determinar a frequéncia de Regides Organizadoras Nucleolares com a afinidade pela

prata — AgNOR dos tumores apresentados;

determinar a quantidade de ndcleos marcados com PCNA por imunohistoquimica dos

tumores apresentados;

determinar a intensidade de marcacdo imunohistoquimica para KIT dos tumores

apresentados;

determinar a intensidade de marcagdo imunohistoquimica para VEGF-A dos tumores

apresentados;

capturar e analisar imagens infravermelhas dos tumores por meio de camera

termografica;

associar estas varidveis com a evolucdo da doenca e o6bito, e verificar sua importancia

nesta associagéo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Incidéncia e predisposi¢do

O mastocitoma é reportado em varias espécies, incluindo seres humanos, porém a
prevaléncia € maior em caninos e felinos do que no homem (ROCHA et al., 2004). A maior
parte dos mastocitomas ocorre em cées, representando de 7-21% de todos 0s tumores
cuténeos caninos e 11-27% de todos os tumores cutaneos caninos malignos (MACY, 1984;
WELLE et al., 2008). Ainda, mastocitomas sdo relatados como o tipo de tumor canino mais
comum de ser submetido a histopatologico e de ser diagnosticados em hospitais escola
veterinarios (BRODEY, 1970; ROTHWELL et al., 1987).

Esta neoplasia ja foi descrita em todas as ragas caninas, no entanto os animais das
racas Boxer, Boston Terrier, Bulldog, Labrador Retriever, Basset Hound, Weimarainer,
Beagle, Pointer, Terrier Escocés e Pastor Alemdo sdo amplamente descritas como as mais
acometidas. Em um estudo, Boxers e Boston Terriers representaram mais de 50% dos cées
com mastocitoma. O risco relativo de desenvolvimento destes tumores em Boxers é de 16,7
guando comparado a outras ragas, e de 8,0 em Boston Terriers. A maior incidéncia em ambas
estas racas pode ser relacionada a sua ancestralidade comum (os chamados ‘bulldogs’)
(BRODEY, 1970). Uma grande incidéncia de animais sem raca definida (SRD) apresentando
esta formacdo vem sendo descritos em trabalhos que envolvem casuistica nacional
(STREFEZZI, 2007; COSTA-CASAGRANDE et al., 2008; MELO et al., 2012).

A idade média de apresentacdo € de sete e meio a nove anos (BRODEY, 1970;
GOVIER, 2003). Alguns mastocitomas sdo raramente encontrados em cdes de quatro a seis
meses de idade, de acordo com alguns casos descritos em literatura (DAVIS et al., 1992;
MUKARATIRWA et al., 2005). O mastocitoma ja foi até descrito em animais desde um més
a dezesseis anos de idade (SIMOES et al., 1994).

Quanto a predisposicédo sexual, a maior parte dos estudos refere ndo haver (LONDON;
SEGUIN, 2003; WELLE et al., 2008), muito embora alguns autores relatem maior incidéncia
em fémeas (SIMOES et al., 1994), enquanto outros revelam predilecdo por fémeas castradas e
machos ndo castrados. Apenas um estudo Europeu refere um possivel prognéstico mais

favoravel a quimioterapia em fémeas do que em machos (GERRITSEN et al., 1998).
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3.2 Local e aparéncia

Os mastocitomas, geralmente, sdo tumores pequenos, firmes e bem circunscritos,
podendo ser eritematosos, alopécicos e/ou ulcerados, formando nddulos ou placas
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Podem também se apresentar pouco definidos,
macios e como lesdes flutuantes, se assemelhando a outros tumores, como ao lipoma, por
exemplo. Outras vezes, eles podem ser grandes, difusos, envolver outros 6rgaos (LAVALLE
et al., 2003). A aparéncia basica destes tumores varia muito e pode mimetizar outros tipo de
tumores cutaneos e outras condi¢des ndo-neoplasicas. Sendo assim, mastocitoma deve sempre
ser considerado dentro dos diagnosticos diferenciais de qualquer nédulo cutdneo. De modo
geral, ulceragédo, edema, eritema, aumento de temperatura local e prurido sdo associados a
piores prognosticos (WELLE et al., 2008).

Os mastocitomas cutaneos sdo mais comuns de apresentarem-se no tronco (50-60%),
seguido de extremidades (25-40%), cabeca e pescoc¢o (10%) (ROTHWELL et al., 1987). Em
geral, um grande numero destes tumores afeta a parte posterior do corpo, como membros

pélvicos, perineo e escroto.

3.3 Patogénese

A etiologia do mastocitoma € desconhecida, mas, assim como a maior parte das
neoplasias, € provavelmente multifatorial, e a predisposicao racial mais documentada indica
fator genético envolvido.

Os genes envolvidos no desenvolvimento do mastocitoma estdo atualmente em estudo.
Anélises de mastocitomas humanos e de roedores revelaram um namero de mutaces no
proto-oncogene c-KIT. Este gene codifica para um receptor de superficie celular KIT, cujo
ligante induz uma cascata de sinalizacdo e transducdo responsavel pelo desenvolvimento,
maturacdo e sobrevivéncia de varias linhagens celulares, incluindo células tronco
hematopoiéticas, melandcitos e mastdcitos (KITAYAMA et al., 1995; LIAO et al., 2002).

KIT é um receptor de fator de crescimento, normalmente expresso em superficie de
mastocitos que consiste em um dominio de ligacao extracelular, uma regido transmembranica
e uma extremidade citoplasmatica com um ligante dependente de atividade tirosina-quinase

(ZEMKE et al., 2002). Trabalhos indicam receptores de fatores de células-tronco, 0s
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receptores de tirosina quinase KIT, na etiologia dos mastocitomas caninos (GALLI et al.,
1994; LONDON et al., 1996; WEBSTER et al., 2007).

Muta¢6es no dominio quinase ou nos arredores do dominio justamembrana mostraram
causar ativacdo continua do KIT mesmo na auséncia do seu ligante. O ligante de KIT é um
fator de células tronco, também conhecido como fator de crescimento mastocitario, segundo
varios autores (LONDON et al., 1996; REGUERA et al., 2000; MORINI et al., 2004;
WEBSTER et al., 2006; WEBSTER et al., 2007). A ativacdo continua do KIT em certas
linhagens celulares de ratos leva a crescimento celular descontrolado e comportamento
agressivo tipico de desenvolvimento tumoral (KITAYAMA et al., 1995).

A expressao de KIT foi demonstrada por imunoistoquimica em mastdcitos caninos
normais e neoplasicos, com maior expressao em mastocitomas pouco diferenciados ou de alto
grau (LONDON et al., 1996; REGUERA et al., 2000; MORINI et al., 2004; WEBSTER et al.,
2006; WEBSTER et al., 2007). A mutacdo do c-KIT é responsavel pela promocdo da
progressdo de alguns mastocitomas caninos (DOWNING et al., 2002; KIUPEL et al., 2004;
LETARD et al., 2008; OHMORI et al., 2008).

Mutacbes no gene c-KIT tem sido identificadas, mais especificamente no dominio
justamembrana. Ma et al. (1999) descobriram pontos de mutacGes e pequenas delecdes em
aproximadamente 50% dos tumores investigados e duplicacdo em duas de trés linhagens
celulares. London et al. (1999) também encontraram duplicacfes em aproximadamente 50%
dos tumores estudados (5 de 11) mas nao foi evidenciado nenhum outro tipo de mutacdes.
Ambos 0s grupos encontraram mutacdes em aproximadamente 50% dos tumores estudados, e
embora ndo foram idénticas, elas se encontravam na mesma area aproximada do c-KIT.

Zembe et al. (2002) encontrou nos mastocitomas estudados cerca de 13% de mutacdes,
consistentes com duplicacdo e delecdo na area do dominio justamembrana do c-KIT, e
encontrou uma significativa associacao entre a presen¢a de mutacéo e o alto grau dos tumores.
Né&o foi encontrada nenhuma associagdo entre raca e a presenca de mutagdo. Letard et al.
(2008) avaliou os tipos e frequéncias das mutacdes do KIT em mastocitomas de 191 cdes. O
RT-PCR revelou alteragcdes em 50 (26,2%) dos cées do estudo. A maior parte das mutacoes
era no exon 11.

Estudos mostram que entre 15-40% dos cées sdo afetados por mutacdes no dominio
justamembrana no gene do c-kit (REGUERA et al., 2000; DOWNING et al, 2002; KIUPEL et
al., 2004; WEBSTER et al., 2006;) e a presenca dessas mutagdes esta altamente relacionada

com formacoes de alto grau, pois consistem em ativacdo do KIT o que resulta em cascatas de
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sinalizagdo que levam a proliferagdo, sobrevivéncia e invaséo tumoral (MA et al., 1999;
LONDON; SEGUIN, 2003).

Em soma as mutacbes genéticas, alguns autores tem sugerido que inflamacdes
cutaneas crénicas podem ter um fator no desenvolvimento do mastocitoma canino, ainda que
tenham sido reportados poucos casos de mastocitomas associados a dermatites cronicas,
cicatrizes ou agentes irritantes da pele (HOTTENDORF; NIELSEN, 1967; GOVIER, 2003).

3.4 Quadro clinico, sindromes paraneoplasicas e complicacdes

A palpacdo de mastocitomas geralmente causa degranulacdo com liberacdo de
histamina e outras substancias vasoativas que resulta em vasodilatagéo local, edema e eritema,
também conhecido como sinal de Darier (THAMM; VAIL, 2007).

Complicacdes consequentes da degranulacdo de mastocitos ocorrem em cerca de
metade dos cdes com mastocitomas (WEELE et al., 2008). Hemorragia local é
frequentemente encontrada durante a excisdo cirdrgica, citologia por agulha fina e
manipulacdo excessiva de mastocitomas. Isso ocorre em razdo do prejuizo da coagulacdo em
razdo da liberagdo de heparina (THAMM; VAIL, 2007).

Ulceras gastrointestinais em razdo dos mastocitomas caninos causam anorexia, émese,
hematoquezia, melena, anemias, dor abdominal, chegando até a perfuracdo intestinal e
peritonite. Vale lembrar que ulceragdes gastrointestinais foram encontradas em 35(83%) dos
caes com mastocitomas submetidos a necropsia (HOWARD et al., 1969).

Choque anafilatico por conta de degranulacdo subita e liberacdo massiva de histamina
das células neoplasicas sdo consequéncias incomuns, mas relatadas na literatura em animais
que continham formas disseminadas da doenca (THAMM; VAIL, 2007). Sinais sisttmicos
como anorexia, vomitos, melena, eritema em lencol, edema e Ulceras gastrointestinais sdo
relacionadas a formas sistémicas do mastocitoma e estes associados a piores progndsticos
também.

A Organizagdo Mundial de Saude estabeleceu um sistema de estadiamento clinico
para mastocitomas. Os estagios clinicos 0 ou I implicam em melhores progndsticos que
estagios mais altos. Ainda, metastase no momento do diagnostico inicial compromete ainda

mais o prognostico (WELLE et al., 2008). Este estadiamento clinico pode ser usado em
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conjunto com as classificacbes histoldgicas do tumor para melhor avaliacdo de progndstico,
selecdo de terapia e decisdes clinicas.

Mastocitomas subcutaneos sdo usualmente circundados de camada de gordura. Até
recentemente (NEWMAN et al.,, 2007; THOMPSON et al., 2011a, b) este tipo de
mastocitoma ndo era estudado separadamente da forma cutdnea. Os mastocitomas
subcutaneos sao classificados pelas mesmas graduacgdes histologicas do cutaneo, mas a maior
parte deles acaba sendo classificado como grau Il ou maior (PATNAIK et al., 1984; GROSS
et al., 2005; THOMPSON et al., 2011a). Como formacdes classificadas como grau Il tem
prognostico altamente varidvel, estudos indicam que é necessario melhorar a caracterizagdo
dos mastocitomas subcutaneos, com fins prognésticos (GROSS et al., 2005; THOMPSON et
al, 2011a).

Uma diminuigdo do tempo de sobrevida nos animais que apresentaram a forma
subcuténea foi correlacionada ao indice mitético (nimero de figuras em mitose em cada 10
campos de alta definicdo), padrdo infiltrativo e presenca de multinucleacdo. Analises
estatisticas mostraram forte correlacdo entre indice mitotico e sobrevida, recorréncia local e
metastase. Os resultados do estudo mais recente (THOMPSON et al., 2011a) indicam que a
maioria dos mastocitomas subcutaneos tem um progndstico mais favoravel, com tempo de

sobrevida maiores e baixos indices de recorréncia e metastase.

3.5 Diagnéstico

Aspiracdo por agulha fina (com amostras submetidas a exame citologico) ¢ método
simples e deve ser realizado antes de qualquer procedimento cirdrgico, ja que diagndstico pré-
operatorio de mastocitoma influencia no tipo e extenséo da intervengéo cirdrgica. A citologia
leva a diagnostico correto em 92 a 96% dos casos posteriormente confirmados por histologia
(THAMM; VAIL, 2007).

O seguimento dos exames diagnosticos e estadiamento do tumor apos a realizacdo da
citologia de mastocitomas tém sido recentemente reavaliados e depende da auséncia ou
presenca de fatores progndsticos negativos, conforme proposto por Thamm e Vail (2007). De
gualquer modo, a maior parte dos autores estabelece que o minimo necessario requerido de
exames para excisfes de mastocitomas é a citologia do tumor e de linfonodos regionais, e
ultrassonografia abdominal. Como mastocitomas raramente metastatizam em pulmao,

radiografias de torax sdo eventualmente indicadas.
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Apesar de a citologia prover diagnosticos em geral convenientes, ela ndo provém uma
classificacdo em graus, e, portanto ndo deve prever comportamento tumoral. Sendo assim,
amostras obtidas por meio de bidpsia excisional devem ser submetidas a exames
histopatolégicos para graduacdo da formacdo, bem como a avaliagdo de margens. Trés
classificacbes histopatologicas foram propostas para identificar o grau de diferenciacdo dos
mastocitomas caninos. Todos os sistemas variam de bem diferenciados (baixo grau, maduro),
diferenciacéo intermediaria e ndo diferenciados (pouco diferenciados, alto grau).

O sistema de classificagdo em graus histologico mais usado atualmente € o sistema
que determina trés graus (PATNAIK et al., 1984): grau | para tumores confinados a derme,
grau Il e 11l para tumores estendidos até abaixo da derme e que se diferenciam pelo grau de
diferenciacéo celular. Neste sistema, mastocitomas grau | sdo tumores da derme superficial,
bem diferenciados e com baixo nimero de mitoses. Grau Il sdo tumores estendidos até a
derme profunda e o subcutaneo. Neste grau, ha4 pouco pleomorfismo e o indice mitotico é
mais alto que no grau I, embora geralmente seja menor que dois por campo sob 0 aumento de
40x. O grau Ill é determinado a tumores que se estendem ao tecido subcutaneo e sdo
compostos por células anaplasicas de tamanho varidvel, de nucleo e nucléolo proeminentes.
Os granulos no citoplasma sdo menos numerosos e por vezes sao indefiniveis sem o uso de
coloragGes histoquimicas especiais (Giemsa, azul de Toluidina, Azul Astral) especialmente
em neoplasias de grau Ill. Figuras mitéticas sdo frequentes e muitas sdo atipicas em
mastocitomas menos bem diferenciados. Nestes tumores com menor grau de diferenciacdo
outras caracteristicas como infiltrados eosinofilicos, colagendlise multifocal e glandulas
apocrinas dilatadas irdo ajudar no diagndstico.

Em seu trabalho, Patnaik et al. (1984) classificaram morfologicamente 83
mastocitomas caninos e apds a excisdo cirdrgica os cdes foram avaliados por mais 1500 dias.
A comparagdo com o grau do tumor e o indice de sobrevida e metastase revelou diferencas
significativas entre os grupos. Tumores bem diferenciados (grau 1) tém uma pequena
ocorréncia de recorréncia apos a excisdo cirargica e tém taxa de trés anos de sobrevida em
cerca de 90% dos casos (PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984). Tumores moderadamente
diferenciados (grau I1) tém potencial de metastase de baixo a moderado e taxa de trés anos de
sobrevida em cerca de 55% dos casos. Como esperado, tumores pouco diferenciados (grau I1)
tém o mais alto indice de metéstase e taxa de trés anos de sobrevida apenas em 10 - 15% dos
casos. A recidiva apds a excisdo cirurgica é potencialmente comum nos tumores de grau Il e
grau Il porque estes tumores sdo mais profundos, menos circunscritos e em geral tém mais

areas de necrose, edema e hemorragia, 0 que impede a propria observacdo das margens do
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tumor. Metéstase em todos 0s casos ocorre primariamente nos linfonodos regionais e depois,
mais raramente, se espalham para o figado e baco. (HENDRICK; GOLDSCHMIDT, 2002).

Atualmente a maior parte das determinacGes de progndsticos e modalidades
terapéuticas para cdes com mastocitomas cutaneos sdo baseadas em grau histologico
(PATNAIK et al., 1984). No entanto, a utilizacdo de diferentes sistemas de classificacdo por
patologistas veterinarios e modificagdes institucionais faz o valor prognostico desta graduacdo
altamente questionavel (KIUPEL et al., 2011).

Um estudo verificou a eficacia na determinacdo dos graus de mastocitomas caninos,
de acordo com a variacdo individual de cada patologista. Os patologistas ndo obtiveram 100%
de concordancia em seus diagnosticos por meio da classificacdo em graus de Patnaik,
sugerindo que um meétodo mais objetivo deveria ser desenvolvido e que outros indicadores
histologicos deveriam ser investigados. (NORTHRUP et al., 2005). Uma das solucbes
encontradas ao longo das Gltimas décadas para minimizar as variacGes entre observadores e
consequentemente auxiliar no diagndstico e nas decisfes de tratamento foram as técnicas
morfométricas computadorizadas. Assim, a citopatologia ¢ uma ferramenta interessante.
Strefezzi et al. (2003), tiveram a intencdo de determinar se mastocitomas de diferentes graus
histoldgicos mostram diferentes padrfes nucleares morfométricos, aliando a precisdo da
morfometria computadorizada com o exame réapido e préatico da citopatologia. VValores de area
nuclear, e perimetro nuclear das células tumorais aumentaram com o aumento do grau
histopatolégico dos mastocitomas (I a Il1lI). Os resultados indicaram que a andlise
morfométrica nuclear, combinada com a citopatologia pode ajudar no diagnostico de
mastocitoma canino, contribuindo para um diagndstico e previsdo de tratamento mais preciso.

Para melhorar a concordancia entre patologistas e fornecer melhor significado
prognostico, um sistema de classificacédo histoldgica em dois graus (alto grau e baixo grau) foi
concebido por Kiupell et al. (2011). O diagnostico de mastocitomas de alto grau é baseado na
presenca de qualquer um dos seguintes critérios: pelo menos 7 figuras de mitose em 10
campos de alta definicdo, pelo menos trés células multinucleadas (3 ou mais nucleos) em cada
10 campos de alta definicdo, pelo menos trés nucleos bizarros em 10 campos de alta
definicdo; cariomegalia (didmetro nuclear de pelo menos 10% das células neoplasicas variam
com aumento de, pelo menos, duas vezes). Os campos com maior atividade mitdtica ou com o
maior grau de anisocariose devem ser selecionados para avaliagdo dos diferentes parametros.
De acordo com o novo sistema de classificagdo, mastocitomas de alto grau foram
significativamente associados com menor tempo de metéstase ou desenvolvimento de novos

tumores, e com menor tempo de sobrevida. O tempo médio de sobrevida foi de menos de 4
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meses para mastocitomas de alto grau e mais de que 2 anos para mastocitomas de baixo grau
(KIUPEL et al., 2011).

3.6 Classificacdo baseada em marcadores nucleares e oncogenes

Realizar a escolha do diagnostico e tratamento apropriados para mastocitomas caninos
ainda é algo desafiador. Um entendimento da heterogeneidade deste processo, as neoplasias
associadas e o conhecimento de indicadores prognosticos podem ser Uteis e levar a decisdes
de acordo com cada paciente. Uma abordagem multidisciplinar, que inclui varias técnicas de
diagndstico (histoldgico, imunohistoquimico, histoquimico e etc.), pode ser necessaria para a
melhor assisténcia a alguns pacientes (ROGERS, 1996).

Proliferacdo celular descontrolada é uma marca de neoplasias e, sendo assim, a
mensuracdo da proliferacdo celular tem sido extensivamente usada na intencdo de predizer o
comportamento de doencas neoplasicas (WELLE et al., 2008). Na medicina veterinria 0s
métodos de avaliacdo mais comumente utilizados incluem a determinacdo da frequéncia de
Regides Organizadoras Nucleolares com a afinidade pela prata — AGNOR (SIMOES et al.,
1994; RECH et al., 2004), a contagem de células positivas para o Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular — PCNA (SIMOES et al., 1994; ABADIE et al., 1999; LONDON;
SEGUIN, 2003) e a contagem de células positivas para Ki-67 (ABADIE et al., 1999; SAKAI
et al., 2002). Estes métodos tém sido extensivamente investigados para mastocitomas caninos
e considerados importantes fatores na avaliacdo prognostica (WEBSTER et al., 2008).

AgNORs sdo areas presentes nos nucleos celulares que estdo associadas a proteinas,
como nucleolina e nucleoplasmina, envolvidas na transcricdo do RNA ribossomal. Elas sdo
amplamente usadas como marcadores da cinética e da atividade metabdlica tumoral. Estas
areas se ligam a moléculas de prata e podem ser visibilizadas por meio de microscopia com o
uso de um corante cuja base seja prata. A quantidade de AgNORs por ndcleo tem sido
relatada como proporcional ao grau de proliferacdo celular in vitro e ao grau de crescimento
do tumor in vivo (TRERE et al., 1996; ABADIE et al., 1999). Vérios estudos demonstram que
altas contagens de AgNOR em mastocitomas estdo relacionados a aumento de mortalidade,
recorréncia local e metastase (KRAVIS et al., 1996; WELLE et al., 2008). Posteriormente,
estudos avaliaram o beneficio e a eficacia do uso de outros meios alheios aos diagnosticos

histologicos. Especificamente, a presenca de regides nucleares organizadas agirofilicas
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(AgNORs) e porgdes do DNA foram avaliadas como indicadores de progndéstico (BOSTOCK
et al., 1989; KRAVIS et al., 1996; ABADIE et al., 1999; WEBSTER et al., 2007). Avaliacédo
quantitativa de AgNOR, permitiu, mais do que o indice mitotico, a correlacdo entre grau
histologico e prognostico (KRAVIS et al., 1996), j4 que essa contagem revela o estagio do
ciclo celular. Estes estudos mostraram que muitas das AgNORS contadas foram
correlacionadas com prognosticos piores e que esta técnica era menos subjetiva que a

classificacdo em graus de Patnaik (1984).

O PCNA ¢é uma subunidade auxiliar da proteina polimerase DNA delta e esta
envolvido em diversos processos dentro do ndcleo, em sua maioria associados a reparo de
DNA. O PCNA tem uma meia-vida longa e esta relacionado a maltiplas funcdes nucleares,
sendo que sua expressdo maxima € encontrada na fase S do ciclo celular — fase de sintese de
DNA (WEBSTER et al., 2007). E uma proteina ndo-histona necessaria a sintese e reparo de
DNA, detectada desde a fase G1 até a transicdo G2 a M, atingindo seu méximo na fase S do
ciclo celular (MADEWELL, 2001). Esta proteina esta ausente na fase GO, mas,
diferentemente do Ki67, sua expressdo varia muito nas fases G1, S, G2 e M. Ainda, pode ser
induzida por dano ao DNA e possui meia-vida longa, fazendo com que as fragdes
proliferativas sejam, muitas vezes, super-representadas (ABADIE et al., 1999; MADEWELL,
2001). Simoes et al. (1994) e Morini et al. (2004) mostram correlacdo entre a expressao de
PCNA e a recorréncia ou metastase em mastocitomas caninos. Ainda, a expressdo de PCNA
ndo tem sido analisada como um fator prognostico isolado, e sua interpretacdo é dependente
do grau histolégico da formacdo (WELLE et al., 2008).

Grau histolégico, indice mitético, contagem das AgNORs — estes podem ser feitos em
tecidos embebidos em parafina ou em espécies preparadas para analises citoldgicas comuns -
e marcagédo imunoistoquimica para PCNA foram avaliados como indicadores de prognostico
(SIMOES et al., 1994; WEBSTER et al., 2007; WEBSTER et al., 2008). Graus histolédgicos,
AgNORs e PCNA representaram significativa diferenga entre tumores recorrentes e néo-
recorrentes. Estes fatores de prognostico foram também significantemente diferentes entre
tumores que tiveram metastase e aqueles que ndo. O tempo de sobrevida foi mais baixo em
cdes com mastocitomas grau Il (método de Patnaik), contagens de AGQNORs mais altas que
2.25, e PCNA contado em cinco campos mais alto que 261. Combinando estes dois indices
mais significantes em indices de prognostico, trés modelos foram obtidos para determinar a

probabilidade de ndo recorréncia, a 3, 6 e 9 meses apos a cirurgia. Os modelos mostraram
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acurécia na previsdo de progndéstico em 80% dos mastocitomas caninos. O uso destes modelos
indicou meios menos subjetivos do progndstico de mastocitomas caninos do que o uso isolado
de um destes componentes (SIMOES et al., 1994; WEBSTER et al., 2007).

A expressdo de KIT tem sido significativamente relacionada com a classificagdo
histol6gica em graus, expressdo de Ki67, AQNORs e necrose tumoral (GIL DA COSTA et al.,
2007). O c-kit € um proto-oncogene que codifica para KIT (CD117), um tipo Il de proteina
tirosina quinase cujo ligante é o chamado stem cell factor (SCF), uma citocina estimulante do
fator de crescimento do mastocitoma. Estudos indicam uma associagdo entre expressdo
citoplasmatica de KIT aberrante e o alto nivel de proliferacdo celular, a presenca de mutactes

em c-kit, 0 aumento de recorréncia local e diminuicdo da sobrevida. (WEBSTER et al., 2007).

A proliferacdo celular é o resultado de ambos os nimeros de ciclos celulares (fragdo
de crescimento) em um dado tumor e a taxa de progressao de ciclo celular (tempo de
geracdo). A mensuracdo da atividade proliferativa pode acrescentar informac@es importantes
para a formulacdo de um prognéstico mais confiavel identificando, por meio de marcagoes
histo e imuno-histoquimicas ou da contagem de mitoses, a fragdo de células em proliferacdo
(ABADIE et al., 1999). Entre esses méetodos, merecem destaque a contagem de células em
mitose (ROMANSIK et al., 2007), a determinacdo da frequéncia de RegiGes Organizadoras
Nucleolares com afinidade pela prata (AgNOR) (BOSTOCK et al., 1989, SIMOES et al.,
1994, KRAVIS et al., 1996), a contagem de células positivas para o Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular (PCNA) (SIMOES et al., 1994; ABADIE et al., 1999) e a contagem de
células positivas para Ki67 (ABADIE et al., 1999, SAKAI et al., 2002).

Estudos indicam que para avaliar verdadeiramente a proliferacdo celular é necessario
avaliar tanto a fracdo de crescimento (Ki-67) e o tempo de geracdo (AgNOR) (WEBSTER et
al., 2007). Webster et al. (2007) recomendam a utilizacdo de AgNOR e Ki-67, em associagédo
a avaliacdo da expressdo de c-kit como métodos rotineiros para indicacdo do progndstico em
mastocitomas.

Com relagdo aos mastocitomas cuténeos, a avaliagcdo da atividade proliferativa revelou
que o indice de PCNA foi maior nos cdes que morreram em funcdo do mastocitoma do que
nos que sobreviveram, mas, apesar disso, ndo foi demonstrada diferenga estatisticamente
significante entre os graus histopatologicos (ABADIE et al., 1999; SCASE et al., 2006). A

contagem de células positivas para PCNA foi considerada um indicador de sobrevida
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confidvel por Simoes et al. (1994), porém ndo apresentou valor prognostico nos estudos
realizados por Scase et al. (2006) e Webster et al. (2007).

Novos métodos de avaliacdo de crescimento, infiltracdo e proliferacdo neoplasica tém
sido adicionados aos estudos do mastocitoma canino, como densidade microvascular
intratumoral, mutagcdes no gene p53, fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e
metaloproteinases de matriz celular.

O crescimento tumoral esta diretamente relacionado com a neovascularizacéo, a qual
decorre do desequilibrio entre os fatores pré-angiogénicos e antiangiogénicos, secretados
pelas células neoplésicas. Tumores podem produzir fatores de estimulo ao crescimento de
vasos, como o Fator de Cresimento Vascular Endotelial, da sigla em inglés VEGF (Vascular
Endothelial Groth Factor) ou VEGF-A. O VEGF é uma proteina homodimérica ligante de
heparina com diversas isoformas diferentes gerados por divisdes alternadas (LADOMERY et
al., 2007). Em condicdes fisiologicas, 0 VEGF é essencial na formacéo de vasos em embrides,
induz permeabilidade vascular e estimula proliferacdo celular (WOLFESBERGER et al.,
2007). O Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um regulador principal da
angiogénese e um fator de crescimento autocrino potencial para células neoplasicas em varios
graus de malignidade (GIANTIN et al., 2012). Ainda, a presenca de mastdcitos em diversos
tipos de tumores sélidos esta associada a pior prognostico, mais ocorréncia de metastase, e
tem sido relacionada com a expressao do VEGF nestas células (IAMAROON et al., 2003;
KONDO et al., 2006; TUNA et al., 2006; CIUREA et al., 2012).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) desempenha papel chave na
angiogénese tumoral, estimulando a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia das células
endoteliais. Atua através da ligacdo a receptores tirosina quinase especificos: VEGFR-1/FIt-1,
VEGFR-2/KDR e VEGFR-3. O aumento da expressdao do VEGF e de seus receptores tem
sido associado a progressdo, metastatizacdo e pior prognéstico em diversos tumores malignos.
A compreensdo das vias moleculares que envolvem o mecanismo de inducdo da angiogénese
tumoral por fatores de crescimento como o VEGF aumentam as possibilidades de novas
terapéuticas a serem utilizadas no tratamento de tumores malignos humanos (CAPP et al.,
2009).

A proliferacéo celular descontrolada representa um papel importante na progressao do
mastocitoma canino (GIL DA COSTA et al., 2007; WEBSTER et al., 2007). Sendo assim,
estudos vém contemplando a analise do VEGF por imunohistoquimica (MEDERLE et al.,
2009), ensaio imunoenzimatico (ELISA) (PATRUNO et al., 2009), e por expressao génica
(REBUZZI et al., 2007; GIANTIN et al., 2012).
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Rebuzzi et al. (2007) investigaram a expressdao de VEGF e receptores de VEGF em
mastocitomas caninos e na linha de células do mastocitoma canino C2. Tal como avaliado por
imunocoloracdo das seccdes de tecido, mastocitos neoplasicos primarios (MC) e as células C2
expressaram a proteina VEGF. Além disso, as células C2 expressaram VEGF receptor-1 (Flt-
1) e VEGF receptor-2 (KDR). Juntos, as células caninas C2 e 0s mastocitomas expressaram
VEGF, bem como os receptores de VEGF. O estudo concluiu que apesar de co-expressao de
VEGF e seus receptores, VEGF nao é utilizado como um regulador de crescimento autdcrino
por células mastocitomas caninos.

Patruno et al. (2008) avaliaram as concentracdes de soro (S), plasma pobre em
plaquetas (P-PP), o plasma rico em plaquetas activadas- (P-APR) o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e a densidade microvascular (MVD). O estudo sugere que 0
VEGF pode ser segregado a partir mastocitomas caninos e que estes tumores podem ser um
modelo Util para estudar o papel de mastécitos caninos na angiogénese e na sua inibicdo da
degranulacdo ou ativacdo. Ainda, pode ser uma estratégia anti-angiogénica digna de novas
investigacoes.

Outro estudo realizado por Mederle et al. (2010) observou a expressdo do VEGF em
celulas de um mastocitoma canino, por meio de imunohistoquimica. A marcacao positiva para
0 VEGF apresentou-se como padrdo citoplasmatico, de intensidade moderada a forte. Os
autores consideraram a marcacdo do VEGF como possivel fator prognostico negativo a ser
investigado.

A expressdo do VEGF e da Prostaglandina E2 (PGE-s) foi avaliada também por
imunohistoquimica em 53 mastocitomas caninos (AMORIM et al., 2010). Neste estudo ndo
foi observada correlacdo entre a intensidade da colora¢do imunohistoquimica do VEGF e o
grau histologico dos tumores; a correlacao foi obtida apenas para a PGE-2.

Giantin et al. (2012) avaliaram a expressao de VEGF e de metaloproteinases em
mastocitomas caninos. Foi relatado por estes autores que a expressdao do VEGF-A, bem como
de metaloproteinases de matriz celular esta relacionada com o grau histoldgico e sugere estes
marcadores como possiveis indicadores de malignidade e progndéstico do mastocitoma canino.

KIT é um receptor de fator de crescimento, normalmente expresso em superficie de
mastocitos que consiste em um dominio de ligacdo extracelular, uma regido transmembranica
e uma extremidade citoplasmatica com um ligante dependente de atividade tirosina-quinase
(ZEMKE et al., 2002). Como ja previamente exposto, em secdo referente a patogénese do

mastocitoma, trabalhos indicam a presenga dos receptores de tirosina quinase KIT, na
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etiologia dos mastocitomas caninos (GALLI et al., 1994; LONDON et al., 1996; WEBSTER
et al., 2007).

Uma nova classificacdo para mastociotmas foi proposta por Kiupel et al. (2004) com
base na marcacdo de KIT. O padrdo KIT | consiste de um padrdo predominantemente
perimembranosa de localizacéo de proteina KIT com o minimo de localizag&o citoplasmatica.
Padrdo KIT Il consiste de localizagdo citoplasmatica focal para pontilhada das proteinas KIT,
e padrédo KIT Il consiste de localizacédo citoplasmatica difusa da proteina KIT. Foi observado
por estes autores que mastocitomas com marcacdo KIT apenas na perimembrana (KIT 1) ndo
estavam associados com reducdo no tempo de sobrevida e com recidiva. J& 0s mastociotmas
com marcagOes difusas no citoplasma (KIT Il e Il1l) estavam diretamente relacionadas a
reducao no tempo de sobrevida e maiores taxas de recidiva.

A expressdo de KIT foi demonstrada em diversos estudos por imunoistoquimica em
mastdcitos caninos normais e neoplésicos, sendo divida nos padrdes |, 11 e 111, de acordo com
a localizacdo de KIT. (LONDON et al., 1996; REGUERA et al., 2000; MORINI et al., 2004;
WEBSTER et al., 2006; WEBSTER et al., 2007).

Um estudo analisou a localizacdo de KIT por imunohistoquimica e observou 41% dos
animais com KIT padrdo | (localizacdo perimebranosa, conforme vista em mastocitos ndo
neoplésicos), 40% dos animais apresentou KIT padrdo Il e 19% apresentou KIT padrdo IlI.
Neste estudo mastocitomas caninos com mutagdes no c-KIT foram significativamente
associadas com um aumento da incidéncia de recidiva e 6bito. As mutacdes do c-KIT foram
também associadas a localiza¢do aberrante da proteina (KIT 11 e Ill), entretanto, o grau de
expressao de KIT néo foi correlacionado a mutagdes em c-kit ou a variag@es na localizacdo da
proteina KIT (WEBSTER et al., 2006).

Outro estudo define que a localizacdo citoplasmatica de KIT (localizacdo aberrante —
KIT 11 e 111), foi associada a um menor intervalo livre de doenca e menor sobrevida em caes
com mastocitoma cutaneo. Definiu ainda que mutacdes em c-KIT e localizagdes aberrantes de
KIT sdo associados com maiores expressdes de Ki67 e das chamadas AgNORs (regides
celulares organizadas que coram com prata). Assim, Webster et al. (2007) estabelecem que
uma melhor definicdo do progndstico e do comportamento biolégico dos mastocitomas séo
feitos por meio de avaliacdo conjunta de grau histoldgico, marcacdo de KIT e atividade
proliferativa dos mastocitomas - por meio de marcacdo para AgQNOR e Ki67 (WEBSTER et
al., 2007).

Em contrapartida, outros estudos ndo encontraram associacdo da classificacdo do
padrdo KIT com a sobrevida e grau histopatolégico (NEWMAN et al., 2007; STREFEZZI et
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al., 2007). Também néo foi encontrada associa¢do quanto ao tempo livre de neoplasia e 6bito
e a localizacdo de KIT, bem como grau histologico e localizacdo de KIT em estudo de Costa-
Casagrande et al. (2013) (No prelo)®.

3.7 Estudos termogréficos em oncologia

A relacdo entre temperatura corporal e doencas é documentada e relatada desde
400AC. Em muitas doencas, especialmente na area da oncologia, ha variacbes em fluxo
sanguineo e elas afetam a temperatura da superficie corporal. A termografia e o estudo das
suas imagens se mostram um método ndo invasivo de diagndstico, baseado nesta relacéo entre
inflamacdo, alteracdo de fluxo sanguineo, e doenca.

A termografia como ferramenta diagnostica médica nasceu em 1957 com o cirurgido
Ray Lawson, que descobriu que pacientes com neoplasias mamarias tinham temperatura
corporea mais elevada nas éareas invadidas pelo nodulo tumoral. Em 1977 métodos
padronizados de interpretacdo das imagens termogréficas para neoplasias mamarias foram
estabelecidos. Em 1982 a FDA aprovou a termografia como método diagnéstico adjunto para
pacientes com cancer de mama. De acordo com Darton e Black (1991), um termograma
anormal é 10 vezes mais indicativo como fator de risco para o desenvolvimento de neoplasia
mamaria do que pacientes com histérico familiar de primeira ordem. Quando usado como
parte de uma abordagem multimodal (exames clinicos + mamografia + termografia), ha
deteccdo de estagios precoces de neoplasia mamarias de 95%.

Desde os anos 70 a termografia tem sido empregada na medicina em muitas areas,
como ortopedia, angiologia, cirurgia plastica, reumatologia, doencas alérgicas e na prépria
oncologia. Gautherine e Gros (1980) foram os pioneiros em documentacdo e estudo sobre
termografia em deteccao precoce de cancer de mama.

A imagem térmica por infravermelho é atualmente conhecida na medicina humana
como uma importante ferramenta e modalidade na determinacdo de fontes locais de calor ou

frio, tendo sido relacionados a intensidade de fluxo sanguineo e ao desenvolvimento de

! COSTA-CASAGRANDE, T. A.; DE OLIVEIRA BARROS, L. M.; FUKUMASU, H.; COGLIATI, B,;
CHAIBLE, L. M.; DAGLI, M. L. Z.; MATERA, J. M. The value of molecular expression. Of KIT and KIT
ligand analysed using real-time polymerase chain reaction and immunohistochemistry as a prognostic indicator
for canine cutaneous mast cell tumors. Veterinary Comparative Oncology, 2013. doi: 10.1111/vc0.12010.
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formacbes neoplésicas. Como principais vantagens do uso desta ferramenta, pode-se citar:
auséncia de necessidade de contato para realizacdo do exame — tornando um método seguro e
asséptico; nao necessita interacdo direta com o tecido; € rapido e facil de alcancar a obtencédo
das imagens; o armazenamento dos dados é simples e representativo por toda a vida do
paciente (NOWAKOWSKI, 2006).

Condicdes padronizadas do ambiente sdo essenciais para reproducdo termografica.
Deve-se manter uma temperatura de 22°C na sala de exame ou a temperatura no momento
deve ser mensurada e corrigida no momento da analise das imagens por meio de software
especifico. A sala deve ser de tal modo a impedir perdas térmicas por conveccao forcada de ar
diretamente sobre os pacientes. A velocidade do ar incidente, se houver, ndao devera
ultrapassar 0,2 m/s (FANGER, 1982). Deve-se lembrar de deixar o paciente afastado de
equipamentos elétricos que possam gerar calor. A variacdo de temperatura do ambiente ndo
pode ser maior do que 1°C dentro de um periodo de 20 minutos (BRIOSCHI, 2003).

De preferéncia, ndo deve haver janelas no laboratério; se houver, as mesmas devem ter
duas camadas de vidro e ser equipadas com telas ou blindagens externas para evitar a luz
solar. As lampadas fluorescentes, que sdo lampadas de luz fria, devem ser usadas, ao invés de
lampadas de tungsténio. Um termometro digital, com um visor suficientemente grande para
ser observado a, pelo menos, trés metros de distancia, deve estar disponivel para monitorar o
local onde estd o paciente. Devera, da mesma forma, ser posicionado de modo que ndo seja
afetado diretamente, pelas fontes de calor presentes na sala. E necessario um periodo de 15
minutos de exposicdo para que a pele entre em equilibrio térmico com a temperatura da sala.
O paciente pode permanecer em posi¢do ortostatica ou sentado, dependendo da &rea a ser
avaliada (BRIOSCHI, 2003).

Sistemas modernos de analise grafica das imagens obtidas com cdmeras termograficas
atuais representaram um importante avanco na &area da termografia, e vem sendo ainda
amplamente pesquisada e acredita-se que todas as suas aplicacbes ainda ndo estdo
inteiramente definidas, por razbes do alto custo das caAmeras ou 0 uso de algumas de baixo
desempenho.

Jiang et al. (2005) descrevem algumas das tecnologias usadas para estudos
termograficos humanos; dentre elas a tecnologia de processamento de imagens infravermelho
— processamento de baixo grau por meio da captura de imagens de areas especificas com
camera termografica por uso de infravermelho (Ex. cAmeras de sistema FLIR).

A termometria cutdnea por imagem infravermelha é o meio mais eficiente para o

estudo da distribuicdo da temperatura cutanea atualmente. A termometria cutdnea € um
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método diagnostico que avalia a microcirculacdo da pele e que, indiretamente, também avalia
0 sistema nervoso autbnomo simpatico estreitamente relacionado com a pele. Por meio da
mensuracdo das variacdes de temperatura causadas por maior ou menor irrigacdo de um
territério microvascular, é possivel distinguir décimos de grau centigrado por milimetros
quadrados de area de tecido através da utilizacdo desta técnica, enquanto que o ser humano sé
discrimina diferencas de temperatura em média maiores que 2°C com a técnica semioldgica
da palpacéo com o dorso da mao (BRIOSHCI et al., 2003).

As alteracbes presentes em um ou mais territdrios cutaneos vem sendo usadas em
diagnéstico humano de tromboses, em transoperatdrio de cirurgias cardiacas para avaliar a
perfusdo do enxerto venoso, em avaliagcdo de viabilidade de enxertos cutdneos e também
podem refletir processo inflamatorio, fraturas de estresse, artralgias patelofemorais, doencas
reumaticas, doencas periodontais, inflamacGes do trato lacrimal, anormalidades da tiredide e,
até mesmo, neoplasias: tumores de tiredide, paratiredide, melanomas e tumores de mama
(BRIOSHCI et al., 2003).

A termografia vem sendo ainda amplamente estudada com intuito de desenvolver a
tecnologia e usa-la de maneira mais ampla e significativa. Estudos vém indicando o
desenvolvimento da chamada Termografia Din&nica Ativa e da Tomografia Térmica em
aplicacbes médicas como: queimaduras de pele, inspecdo em intervengdes cirdrgicas
cardiotoracicas, deteccdo de tumores de mama e outros (NOWAKOWSI, 2006). Estes
métodos mais recentes se baseiam nas propriedades térmicas dos tecidos, ndo em sua simples
distribuicdo de temperatura; e podem representar o futuro dos estudos em termografia.

Trabalhos (JIANG et al, 2005; MIKULSKA, 2006; SONG et al., 2007) descrevem
algumas das vantagens do uso destes métodos em oncologia perante outros: € um método ndo
invasivo e ndo expde o paciente a absolutamente nenhum risco; ao contrario de Tomografias e
Ressonancias Magnéticas, a Imagem Termografica Infravermelha é baseada na detecgdo de
neovascularizacdo e alteragdes quimicas e inflamatorias da regido, associadas diretamente
com o crescimento tumoral.

A utilizacdo da termografia no campo da oncologia médica reside no fato de que os
tumores geralmente tém um aumento no fornecimento de sangue e na angiogénese, assim
como uma taxa metabolica aumentada, o que, por sua vez, traduz-se em maiores gradientes de
temperatura em relacdo ao tecido normal circundante. Detectar estes "hotspots” e seus
gradientes pode, assim, ajudar a identificar e diagnosticar malignidade tumoral (ARORA et

al., 2008). Ainda, acredita-se que o processo de carcinogénese associada a neoangiogénese
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resulta em aumento da temperatura ao redor da &rea da formacdo neoplasica (POLJAK-
BLAZI et al., 2009).

A quase totalidade dos estudos atualmente publicados que associam termografia e
oncologia humana tem sido representados pela avaliacdo da ferramenta no cancer de mama
em mulheres (YAHARA et al., 2003; SONG et al., 2007; ARORA et al., 2008; WISHART et
al., 2010; KONTOS et al., 2011; WANG et al., 2011; BOQUETE et al., 2012).

A termografia tem sido usada desde o inicio dos anos 60 na avaliacdo de pacientes
com suspeita de cancer de mama, onde um padrdo térmico anormal pode ser detectado antes
da presenga de mudancas clinicas ou do exame mamogréfico. Uma imagem infravermelha
tipica de um tumor da mama revela 1-3 °C de elevacao da temperatura da pele na periferia do
tumor. Além disso, lesdes com uma taxa de crescimento rapida e de progndstico menos
favoravel podem ser identificadas quando estudos termograficos sdo utilizados em conjunto
com os exames fisicos e radiolégicos convencionais (GAUTHERIE et al., 1980).

Embora seja evidenciada a elevacdo da temperatura da superficie da pele na periferia
do tumor, a massa tumoral em si, por vezes mostra reducdo da temperatura. A causa destas
mudancas de temperatura ndo é totalmente compreendida, embora seja assumido por alguns
autores que a elevacdo de temperatura na periferia do tumor é devido a hipervascularidade em
torno do tumor como resultado de neoangiogénese induzida pelo tumor (XIE et al., 2004).

A gama de intera¢Bes entre inflamagdo e cancer ndo é bem compreendida, embora a
associacdo de inflamacdo e céncer foi descrita por Virchow ja em 1863. Ele descreveu a
presenca de um infiltrado leucocitario em tecidos tumorais e concluiu que deve haver algumas
ligagGes entre inflamacéo e cancer.

Yahara et al. (2003) se propuseram a avaliar e validar o uso da termografia no
diagnositco do cancer de mama, por meio da termografia de contato o uso de agulhas para
mensuracdo da temperatura por meio direto. A avaliacdo da temperatura do tumor (dTt) e do
tecido ao redor (dTs) foi comparada com a de tecidos normais. Neste estudo, a dTt foi
significativamente maior do que a dTs e sugeriu uma relacdo entre a dTt e o progndéstico do
tumor de mama. Também foi descrito neste estudo que anormalidades de temperatura
mensuradas diretamente foram refletidas por meio das imagens termograficas.

Song et al. (2007) observaram contrastes de temperatura em xenoenxertos de tumores
de mama humanos em ratos, objetivando fornecer um quadro para a utilizacdo de imagens
térmicas como uma ferramenta de pesquisa para avaliacdo objetiva de tumores. Este estudo
mostrou como as imagens térmicas evoluiram durante o desenvolvimento do tumor e

evidenciou que os tumores eram mais frios do que o tecido que os envolvia, com uma reducao
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da temperatura maxima de 1,5° C a 3°C no 14° dia ap6s a inoculagdo. Além disso, foi
demonstrado que a temperatura dos tumores xenoenxertados diminuiu progressivamente a
medida que estes foram aumentado seu tamanho durante o periodo de observacdo. O estudo
conclui que a termografia pode ter consideravel potencial no controle de xenoenxertos
tumorais humanos e suas respostas a farmacos anticancerigenos.

Arora et al. (2008) fazem um estudo duplo-cego com 92 pacientes sobre a efetividade
da termografia infravermelha digital no estudo e deteccdo de cancer de mama em mulheres.
Este estudo determina que o sistema pode detectar cancer mamario com sensibilidade de até
97% e com um valor preditivo negativo de 82%. A especificidade do método foi considerada
mais baixa, indo de 12% a 45%. Por fim, o estudo conclui que a termografia infravermelha
digital é um valioso complemento a mamografia e ultrassonografia, especialmente para
mulheres com parénquima mamario denso.

Wishart et al. (2010) relataram resultados do uso da termografia digital infravermelha
em 100 pacientes, antes da realizacdo de bidpsia por agulha e analisou os resultados usando
inteligéncia artificial (NoTouch Breast Scan). Este método foi considerado eficaz para auxiliar
a deteccdo do cancer da mama em mulheres com menos de 70 anos e parece ser
particularmente eficaz em mulheres com menos de 50, onde a sensibilidade maxima (78%) e
especificidade (75%) foram observados.

Recentemente, Kontos et al. (2011) apresentam valores diferentes de especificidade e
sensibilidade do método por meio de um estudo que incluiu a avaliacdo de termogramas de 63
pacientes sintomaticos para cancer de mama. O estudo mostra especificidade de 85% e
sensibilidade de 25%, com valor preditivo negativo de 86%. Estes autores declaram que,
apesar de ser ndo-invasivo e indolor, devido a baixa sensibilidade para cancer da mama, a
termografia infravermelha ndo € indicada para a avaliacdo primaria de doentes sintomaticos
nem deve ser usada de forma rotineira como teste de triagem para cancer de mama, na
auséncia de prova de sua eficacia.

A associacdo das imagens termograficas, de receptores hormonais e de receptores de
fator de crescimento foi analisada por Wang et al. (2011). Um total de 163 mulheres com 171
formacOes histopatologicamente comprovados como carcinomas mamarios tiveram suas
mamas caracterizadas por imagem termografica antes da cirurgia de excisdo. As imagens
termograficas foram associados com a presenca de receptores de estrogeno (ER) e
progesterona (PR) e Receptores de fatores de crescimento (HER2). As formacdes triplo-

negativas apresentou maior diferenca termogréfica (IR1) que outros tipos de cénceres. O
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estudo sugere que a termografia pode ser considerada um avaliador de prognostico em cancer
de mama.

Boquete et al. (2012) propGe um novo método automatizado de analise de imagens
termograficas para deteccao de zonas de alto risco de tumor, com base em um componente de
andlise de componentes independente (ICA) e pds-processamento das imagens resultantes
deste algoritmo. A hipdtese de trabalho é que o tecido tumoral, sua angiogénese e inflamacéo
emitem um padréo diferente da temperatura do tecido saudavel. Isso se traduz em diferentes
caracteristicas estatisticas que podem ser trazidos pelo algoritmo ICA e extraido por aplicacdo
de processamento de imagem dos algoritmos em uma fase posterior do método. O método
proposto mostrou que o aparecimento de uma anomalia de calor, indicando uma zona
potencialmente cancerigena é refletida como uma fonte independente pela analise do ICA e
dos componentes. O conjunto de imagens disponiveis na pequena série do estudo resultou em
uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 94,7%. Este estudo, apesar de ser
caracterizado como um projeto-piloto tem mostrado o potencial de recurso de um sistema
automatizado de analise de imagem termografica ICA aplicado para a deteccdo precoce do
cancer de mama.

No estudo do desenvolvimento do carcinoma (carcinoma experimental Walker 256) as
imagens termograficas também aparecem como ferramenta de estudo das interagbes com o
tecido. Poljak-Blazi et al. (2009) delinearam um estudo com o objetivo de usar a termografia
infravermelha para monitorar mudancas na temperatura da superficie da pele associadas a
hematoma, inflamacdo e desenvolvimento de Carcinoma Walker 256 no membro posterior
direito de ratos. O aumento de temperatura periférica foi observado ap6s a inoculacdo das
células tumorais, como reflexo da inflamacdo local ou hematoma. Oposto a isso, diminui¢do
transitéria da temperatura da superficie da pele foi observada logo apds o transplante do
tumor. O crescimento progressivo do tumor foi associada com o aumento da temperatura da
superficie da pele a partir do 10 ° dia da inoculacdo do tumor, quando ha desenvolvimento
neoangiogénico, confirmado pela histologia. Embora o aumento de temperatura periférica em
tumores em estigios avangados de desenvolvimento foi apresentado e relacionado a
neoangiogénese, a reducao da temperatura da superficie da pele num periodo inicial logo apés
a inoculagéo de células de tumor indicam um decaimento de células tumorais transplantados,
devido a resposta imunitaria e a falta de fornecimento sanguineo. Assim, os autores concluem
que a imagem termografica infravermelha pode ter valor consideravel na avaliacdo do
desenvolvimento do tumor e de discernimento entre processo como cancer, inflamagéo e

hematoma.
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O uso da termografia em veterinaria vem aos poucos evidenciando maior
confiabilidade e entendimento diagnostico. O uso desta ferramenta em animais de grande
porte aumentou consideravelmente com o advento das cameras termograficas portateis;
permitindo o uso da ferramenta em campo aberto ou em condigdes diversas. As imagens
infravermelhas podem ser usadas como auxiliares no diagnostico de problemas como:
claudicacéo, dores de coluna, estiramento ou ruptura muscular, tendinites, fraturas, neurites,
periostites, alteracbes de fluxo sanguineo, rupturas de ligamento, artrites, miosites, laminites,
manejo de feridas entre outras (HARPER, 2000).

Dentre os estudos recentes sobre termografia em cdes, nota-se uma crescente
utilizacdo deste método para avaliacdo de quadros ortopédicos. Estes vao desde a
caracterizacdo termografica do joelho canino em animais sadios (LOUIGHIN; MARINO,
2007), passando pela avaliacdo de animais com ruptura de ligamento cruzado cranial
(INFEMUSO et al., 2010) e pela caracterizacdo do joelho canino por meio de termografia
(MARINO; LOUGHIN, 2010).

Uma grande discussdo em termografia veterinaria, especialmente no que se refere a
animais de companhia refere-se a tricotomia. A manutencdo do pelame para obtencdo das
imagens termogréaficas deveria influenciar na mensuragdo de temperaturas cutineas
superficiais. Por outro lado, a tricotomia muito proxima a obtencdo das imagens também
poderia representar um aumento momentaneo da temperatura nesta regido. Um estudo
(LOUGHIN; MARINO, 2007) avaliou imagens infravermelhas de joelhos caninos com o
intuito de descrever e estabelecer protocolo de obtencdo de imagens termograficas nestes
animais. Cada céo foi avaliado no mesmo ambiente (temperatura controlada em 21°C) e
foram obtidas imagens no momento 0. Apds estas imagens, o cdo foi submetido a tricotomia
desta area e cada cdo foi reavaliado termograficamente em 15, 60 minutos e 24 horas apés a
tricotomia. Comparagdes das imagens evidenciaram que houve uma estabilizacdo da
temperatura nos trés momentos ap6s a tricotomia. O estudo estabeleceu que a presenca do
pelame pode ser representativo na diminuicdo da temperatura do local, especialmente para
animais de pelame denso, mas observou que ha manutengdo do padréo térmico a partir de 15
minutos apds tricotomia.

Deve-se ressaltar que os resultados obtidos pela termometria infravermelha (ou
termografia) devem ser apropriadamente correlacionados com uma historia clinica completa,
um exame fisico bem realizado e outros estudos diagnosticos, quando indicados. Dessa
maneira, a imagem térmica podera ser ferramenta decisiva no estabelecimento de diagndstico

correto e na determinacao mais precisa do progndéstico do paciente (BRIOSCHI et al., 2003).

MELO, S.R.



44

3.8 Tratamento

A progressdo de mastocitomas caninos de grau Il tratados apenas com exciséo
cirurgica foi estudada em um trabalho retrospectivo de 55 casos (entre 1996 e 1999). Sessenta
tumores foram incluidos no estudo, e os resultados mostram que a média do tempo de
sobrevida ap6s a excisdo do tumor é de 540 dias. Apenas 5% dos cdes desenvolveram
metéstases em media em 158 dias, e outros 5% tiveram recidiva local em tempo médio de 62
dias. Como 84% dos cdes ficaram livres de mastocitomas durante o periodo estudado, o
estudo sugere que a inclusdo de um tratamento local adjuvante pode ndo ser necessaria se a
excisdo do tumor for com margem de seguranca, e que a maioria dos cdes nao necessita de
tratamento sistémico. (SEGUIN et al., 2001).

O tratamento mais efetivo para mastocitomas € a retirada cirurgica e radioterapia
adjuvante quando a excisdo com margem de seguranca ndo € possivel. Chick Weisse e Karine
Sorenmo (2002) realizaram estudo retrospectivo em 31 cdes com mastocitoma diagnosticado
histologicamente como grau |1, na intengdo de determinar os indices de recorréncia e os sitios
do tumor. Tumores recorrentes distantes do foco inicial se desenvolveram em 22% dos cées e
recidiva local foi apresentada em 11%; entretanto a maioria destes animais teve excisao
incompleta inicialmente. A excisdo completa do grau Il é associada ao controle local efetivo
em 89% destes casos. Sendo assim, este estudo indica que a radioterapia adjuvante pode nao
ser indicada na grande maioria dos casos com excisao cirurgica completa.

Vaérios estudos demonstram a importancia da completa excisao cirargica do tumor,
Simpson et al. (2004) fizeram uma avaliacdo das margens cirdrgicas requeridas para a
completa excisdo de mastocitomas caninos cutaneos. Apos o pré-operatorio, a pele de cada
cdo foi marcada em 1, 2 e 3 cm das margens do tumor (a 0°, 90°, 180° e 270°). A fascia
profunda foi exposta e suturada a pele; o tumor foi excisado em procedimento cirdrgico de
rotina e fixado em formalina. Os tumores foram classificados e as margens examinadas
histologicamente para células mastociticas neoplasicas. Os resultados mostram que todos os
tumores de grau | foram completamente excisados em todas as margens (de 1, 2 e 3 cm).
Setenta e cinco por cento dos tumores de grau Il foram completamente excisados a margem
de 1 cm, e 100% foram completamente excisados a 2cm de margem. Dois tumores de grau 11
localizados no membro pélvico de cédes foram excisados com uma completa, porém pequena

margem (proximo de 1 mm). Estes resultados sugerem que uma margem lateral de 2 cm e
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uma margem profunda de 1 plano muscular parece ser adequada para a completa excisdo de
graus | e 1l de mastocitomas caninos.

O uso da radioterapia em mastocitomas € recomendada para excisfes cirurgicas
incompletas, doenca subclinica ou microscopica, caso nova excisdo cirdrgica nao seja
possivel. Ainda, h& estudos que sugerem a radioterapia como método de diminuigcdo da
formagdo para posterior procedimento cirdrgico de excisdo. O tratamento com radioterapia,
associado a cirurgia tem boas correlagdes com o controle da doencga, especialmente em casos
onde a cirurgia isolada ndo é capaz de excisar completamente o nddulo (LARUE;
GILLETTE, 2007)

O uso da quimioterapia no manejo do mastocitoma canino primeiramente tem o
objetivo de tratar a doenca disseminada, inoperavel ou tumores de alto grau onde a doencga é
considerada microscépica. Ainda assim, a radioterapia, seria a primeira escolha para
tratamento de doenca microscopica (WELLE at al., 2008).

Os niveis de resposta a quimioterapia chegam a 78% em protocolos com madltiplas
drogas, associadas ao tratamento cirirgico (GOVIER, 2003). Varios protocolos tem sido
estudados para 0 mastocitoma canino. O protocolo mais antigo e difundido é o que combina
vinblastina e prednisona. Este € sabido que tem eficacia relativamente baixa, com resposta
menores que 50% dos casos em cdes com doencas disseminadas (THAMM et al., 1999).

Um estudo com 27 cdes com mastocitomas excisados cirurgicamente e que
apresentaram margens comprometidas foi realizado, com o objetivo de avaliar a eficicia do
tratamento quimioterapico combinando vinblastina e prednisolona (DAVIES et al., 2004).
Neste estudo, 0s animais apresentaram-se livres da doenca em apenas 58% dos casos, e a
toxicidade apresentada foi considerada moderada. Protocolos que incluem lomustina
apresentaram toxicidade em 54% dos cées tratados em Cooper et al. (2009). De modo geral,
todos os sintomas decorrentes da aplicagdo foram considerados de natureza média, e 0s
autores acreditam que protocolo parece ser bem tolerado e pode ser uma considerado para
tratamento de mastocitoma canino, em casos inoperaveis.

Webster et al. (2008) desenvolveram um estudo com o intuito de avaliar o protocolo
convencional (vimblastina + prednisona) para mastocitomas no pés-operatério, por meio da
avaliacdo de fatores prognoésticos (grau histologico, mutagdes do c-KIT, marcadores de
proliferacdo AgNOR, Ki676). O estudo mostrou que cdes com mastocitoma Grau Ill, com
mutagdes no c-KIT e com valores aumentados de AgNOR e ki67 foram associados com
menor intervalo livre de doenga e com menor sobrevida. Os autores ainda acreditam que,

embora ndo tenha conseguido obter significancia estatistica pelo baixo nimero amostral,
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mastocitomas grau Il e com mutag¢Bes no c-KIT tratados no pés-cirtrgico com protocolo de
vimblastina e prednisona tiveram maior sobrevida e menor intervalo livre de doenga.

Outro estudo com 21 cées testou o uso do clorambucil (Leukeran®) associado a
prednisolona como opg¢édo de protocolo para cdes com mastocitoma (TAYLOR et al., 2008).
Neste estudo nenhuma toxicidade foi relatada, a resposta (diminuicdo do tamanho da
formacdo) foi discretamente menor, mas o tempo de sobrevida foi equiparavel a outros
protocolos mais comumente usados (vinblastina e prednisona). Foi considerado por estes
autores como um protocolo aceitavel e a vantagem de toxicidade minima.

O estudo do efeito do estagio e do nimero de formacdes, relacionados ao prognostico
de mastocitomas caninos foi realizado por Murphy et al. (2006). Entre 1997 e 1999, 280 cées
foram identificados, sendo 21% dos casos com tumores mdaltiplos. Os dados de analise de
sobrevivéncia vieram de 145 casos de cdes com tumores Unicos e de 50 casos com tumores
multiplos. O trabalho mostra que ndo ha diferenca significativa no tempo de sobrevivéncia
dos dois grupos (tumores Unicos e multiplos): os indices de sobrevida apds 12 e 24 meses
foram de 88 e 83%, respectivamente, para 0s cdes com tumores Unicos e 86% para os dois
intervalos de idade para os cdes com tumores multiplos. Oito dos cdes com tumores Unicos
tinham metastase de linfonodos (mastocitoma grau I1) e estes cdes tiveram um tempo médio
de sobrevida de 431 dias, ao passo que os 50 cdes com tumores multiplos (classificados como
mastocitomas grau I11) e os cdes com tumores Unicos (classificados como grau I) ndo tiveram
seu tempo de sobrevida muito mais estendido que este. Dentre a populacdo estudada, a raca
Golden Retriver parece ser predisposta a desenvolver tumores multiplos. Assim, este estudo
ndo encontrou evidéncias de que cdes com tumores Unicos tenham diferencas nos indices de
sobrevida de tumores multiplos, embora as evidéncias de que a presenca de metastase de
linfonodos em geral acarreta num prognastico pior.

Outro estudo retrospectivo de casos entre 1998 e 2004, com 54 animais buscou avaliar
os fatores prognosticos associados com a conclusdo de casos de cdes com multiplos
mastocitomas cuténeos retirados com cirurgia, aliada ou néo a tratamento coadjuvante. Foram
avaliados 54 animais, obtendo-se um total de 153 tumores. Os resultados indicam que o
tempo médio de sobrevida foi de 658 dias. O indice de metastase foi de 15%. Fatores que
influenciaram negativamente o tempo de sobrevida nas analises incluiam: a incompleta
excisdo cirurgica, recidiva local, tumores maiores que 3 cm, sinais clinicos no momento do
diagnostico e 0 uso de tratamento adjuvante. Os resultados sugerem que mastocitomas
caninos cutaneos maultiplos sdo associados com um baixo indice de metastases e um bom

prognostico esta bem relacionado com a exciséo cirdrgica completa (MULLINS et al., 2006).
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Mastocitomas caninos sdo atualmente tratados com um ou uma combinacdo de quatro
métodos terapéuticos diferentes: cirurgia, radioterapia, quimioterapia classica e uso dos
inibidores de tirosina-quinase (recentemente introduzidos TKI). A ultima modalidade
principalmente atua inibindo KIT, um receptor de tirosina-quinase cuja ativacdo é um dos
mais importantes estimulos de proliferacao de células normais e neoplésicas mastocitarias.

A proliferagdo do mastocitoma depende em grande parte da atividade do KIT, um
receptor tirosina-quinase. Os inibidores da tirosina-quinase KIT, foram recentemente
introduzidos e aplicados com sucesso como um agente terapéutico para esse tipo de tumor
(KLOPFLEISCH et al., 2012).

Além das terapias acima citadas, estdo sendo testados outros medicamentos que
inibem o receptor de tirosina-quinase KIT. Alguns ainda tém apenas publicacGes de sua
efetividade in vitro (PRYER et al., 2003; LIN et al., 2008) e outros ja possuem publicacGes de
resposta clinica em cdes com mastocitoma, demonstrando efetividade sozinhos ou em
combinacdo de tratamentos. Entre as substancias testadas estd o sulfato de toracenib, o
masitinib, o imatinib (LONDON et al., 2003; ISOTANI et al., 2008; MARCONATO et al.,
2008; LONDON et al., 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi aprovada pela CEUA da FMVZ/USP em 27 de outubro de
2011, recebendo o nimero de protocolo 2246/2011 . A inclusdo dos pacientes no presente
trabalho foi autorizada pelos proprietarios.

Foram incluidas neste estudo formagfes de animais atendidos no Servico de Cirurgia
de Pequenos Animais — do Departamento de Cirurgia junto ao HOVET — FMVZ/USP no
periodo de janeiro/2011 a janeiro/2013, com diagnostico citoldgico aspirativo por agulha fina
de mastocitoma, que se adequavam aos critérios de inclusdo e ndo se enquadravam em
nenhum critério de excluséo.

Os critérios de inclusdo foram:

a. cdes com diagnostico citologico de mastocitoma, passivel de excisao
cirurgica da formacdo sem necessidade de quimioterapia neoadjuvante;

b. cdes com confirmacdo do diagnostico através do exame de
histopatol6gico apds a excisdo cirurgica.

Os critérios de excluséo estabelecidos foram:

a. formacdes que ndo fossem cirurgicamente excisaveis (por tamanho ou
localizagdo) em primeiro momento, necessitando do uso de
quimioterapia neoadjuvante;

b. animais que estavam recebendo algum tratamento quimioterapico
neoadjuvante prévio (prescritos por colega antes do encaminhamento);

c. presenca de metéstases distantes (verificadas por exame de
ultrassonografia abdominal completa e radiografias de toérax em trés
projecdes);

d. presenca de alteracGes em exames de triagem do animal (hemograma,

perfil renal, perfil hepatico) que impediriam o procedimento cirdrgico.

4.1 Delineamento do projeto

Cées com mastocitoma foram submetidos a avaliacdo clinica e laboratorial. Todas as

avaliacdes incluiram preenchimento de ficha de anamnese e exame fisico, e informacdes
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relacionadas a neoplasia; como evolucdo, localizagdo, consisténcia, presencga de sangramento,
caracteristicas de crescimento, dimensdo, superficie, presenca de alopecia, eritema ou
ulceracdo, temperatura sensivel da formacéo, base de insercdo. Analises laboratoriais e outras
ferramentas diagndsticas foram incluidas, com intuito de estadiamento da doenca:
hemograma, bioquimica sérica, citologia dos linfonodos regionais — quando aplicavel,
radiografias toracicas e ultrassonografia abdominal.

Foi também detalhado o estadiamento clinico de cada animal e a presenca de fatores

prognosticos negativos. A ficha de atendimento esta exposta abaixo, na figura 1.

Figural- Ficha de Atendimento dos casos de Mastocitoma Canino — Incluindo caracterizagdo da formacéo,
detalhamento dos fatores prognésticos, estadiamento e evolugéo do tratamento
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O estadiamento seguiu os parametros para estadiamento clinico do mastocitoma pela
World Health Organization — WHO (IN: WELLE et al., 2008). Os fatores prognosticos
negativos (13) foram determinados de acordo com a revisdo de literatura (SIMOES et al.,
1994; KIUPEL et al., 2004; WEBSTER et al., 2007; OHMORI et al., 2008; GIANTIN et al.,

2012) e cada animal recebeu pontuacdo (0 — 13) para a presenca destes fatores.
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Os animais selecionados para este estudo foram entdo submetidos a intervengéo
cirargica de resseccao da formacdo, com margens amplas de 2 a 3 cm nas laterais e de um
plano facial profundo. Os pacientes que necessitaram de terapias complementares, como
quimioterapia adjuvante, ou nova intervencdo cirurgica para ampliacdo de margens foram
também mantidos e submetidos ao tratamento, bem como acompanhamento.

Os cées foram acompanhados durante todo o periodo de pos-cirargico ou poés-
quimioterapia adjuvante a cada més nos primeiros trés meses e apos a cada trés meses. Em
casos de recidiva ou surgimento de nova formacgdo o animal deveria retornar antes do prazo
previsto.

Para a avaliacdo termografica todos os cdes foram fotografados com a mesma
distancia (0,5m) e no mesmo ambiente (sala de atendimento fechada, sem a presenca de
correntes de ar, com janelas fechadas e vidros com pelicula protetora tipo Insulfilm®). A
temperatura e umidade local foi mensurada por meio de termo-higrémetro digital® e depois
inserida em Software® para avaliacdo de cada imagem. Os animais foram submetidos a
tricotomia da area de interesse e as imagens infravermelhas foram obtidas 15 minutos apds
este procedimento.

As imagens obtidas foram posteriormente analisadas em Software?, comom

mensuracdo dos seguintes parametros:

- temperatura no ponto central da formacéo (SpT);

- temperatura em ponto distante da formacgdo — maior que 3 cm de distancia (SpNT);

- Area quadrangular abrangendo a formacéo (AT);

- Area quadrangular de igual tamanho a AT, no ponto mais distante da formagdo —
area alem da margem cirdrgica de seguranca (ANT).

As médias dos valores obtidos foram analisadas estatisticamente para verificar se
havia diferenca significativa entre as regides e pontos cujas temperaturas foram mensuradas.

As neoplasias excisadas com diagnoéstico citologico de mastocitoma foram todas
imersas em solucdo de formol a 10% imediatamente apds excisdo cirurgica e submetidas a
avaliacdo histopatologica para confirmagdo do diagndstico, bem como avaliacdo de margens

cirurgicas e graduacao histologica da formagéo.

2 Equiterm® modelo TH439
* FLIR® QuickReport
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A graduacdo histoldgica foi realizada por grau de diferenciacao celular, de acordo com
critérios propostos por Patnaik et al. (1984) e também pelos novos critérios propostos por
Kiupell et al. (2011), por meio da coloracdo de Hematoxilina - Eosina e com o uso da
coloracdo histoquimica com azul de toluidina nos casos em que ndo era possivel a
diferenciacdo celular e graduacéo histopatoldgica.

Como marcadores de atividade do ciclo celular foram mensuradas as células positivas
para PCNA e AgNOR; e a mensuracdo da marcacdo para c-KIT e VEGF também foram
incluidos como metodos de avaliagdo prognostica.

Com base nos dados de evolucdo clinica e pos-cirurgica, foram correlacionados
estatisticamente os dados como o tempo de sobrevida e intervalo livre de doenga com 0s
dados de estudo imunohistoquimico, histolégico (graduacéo histoldgica, contagem de PCNA,

AgNORs, e VEGF) e as mensuracdes obtidas por meio das imagens termograficas.

4.2 Processamento e Graduagdo Histopatoldgica

As amostras foram encaminhadas para confeccdo de laminas com cortes de 5um de
espessura e coloracdo por Hematoxilina - Eosina no Laboratério de Histopatologia do
Departamento de Patologia — FMVZ/USP. O diagnostico e a classificacdo dos mastocitomas
foram realizados pelo Servigo de Patologia Animal - HOVET — FMVZ/USP.

A classificacdo em graus foi baseada na diferenciacdo celular e em outros eventos
descritos por Patnaik et al. (1984). A graduacdo divide o tumor em 3 graus histologicos, sendo
o grau |, tumores que possuem células bem diferenciadas, enquanto o grau 1l sdo os tumores
que mostram células pouco diferenciadas, sendo dificil visualizar os granulos citoplasmaticos.
Os tumores classificados como grau Il sdo 0s que apresentam células com grau intermediario
de diferenciacéo.

Ainda, foi incluida no estudo histopatolégico das formacdes a classificacdo proposta
por Kiupell et al. (2011) um sistema de classificacdo histologica em dois graus (alto grau e
baixo grau). Neste sistema, o diagnostico de mastocitomas de alto grau é baseado na presenca
de qualquer um dos seguintes critérios: pelo menos 7 figuras de mitose em 10 campos de alta
definicdo, pelo menos trés células multinucleadas (3 ou mais nucleos) em cada 10 campos de

alta definicdo, pelo menos trés nucleos bizarros em 10 campos de alta defini¢éo; cariomegalia
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(didmetro nuclear de pelo menos 10% das células neopléasicas variam com aumento de, pelo

menos, duas vezes).

4.3 Imunohistoquimica para deteccéo de c-Kit, PCNA e VEGF

O processamento imunohistoquimico foi realizado no Laboratério de Patologia
Morfologica e Molecular do Departamento de Patologia - FMVZ/USP.

Para confeccdo das laminas, foram realizados cortes histolégicos de 5 pum de
espessura, aderidos em laminas silanizadas, desparafinados em estufa por 30 minutos a 60° C,
em xilol, seguidos por mais um banho de xilol, por 30 minutos e outro banho de 30 minutos
em xilol com alcool também a 60° C. A rehidratacdo foi realizada com 2 banhos em alcool
absoluto, por 5 minutos cada banho, seguido por banhos em alcool graduado (95% e 70%) e

finalmente, um banho em PBS por 5 minutos.

Os cortes histoldgicos foram submetidos ao procedimento de recuperagdo antigénica
em solucdo de acido citrico (10 mM, pH 6.0), na panela de pressdo durante 3,5 minutos. Apos
bloqueio em solucdo aquosa de H202 6%, os cortes foram incubados em camera Umida,
overnight e a 4°C, com os anticorpos para PCNA* (1:100), c-Kit® ( 1:100) e VEGF® (1:100).
Posteriormente, as laminas foram incubadas com o polimero SuperPicture Poly HRP
conjugate’ durante 30 minutos em estufa & 37°C; reveladas em solucéo de diaminobenzidina®

e contra-coradas com Hematoxilina de Harris.

4.3.1 Analise morfométrica— PCNA e VEGF

Apos a realizacdo das reacBes de imunohistoquimica para a deteccdo de PCNA e

VEGF, as imagens das laminas foram capturadas por meio de escaneamento de toda a

* Dako

® Dako

® Santa Cruz Sc-152

7 Zymed, San Francisco, CA, USA
® DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA
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superficie dos cortes pelo equipamento Pannoramic MIDI® para a quantificacéo das estruturas
de interesse. Para a quantificacdo dos mastdcitos em proliferacdo, os cortes escaneados da
reacdo de imunohistoquimica para o PCNA foram identificados com a ajuda de Software® e
com o médulo NuclearQuant®. Inicialmente, as areas com a presenca de mastécitos tumorais
foram selecionadas e isoladas do restante do tecido. Sendo assim, a quantificacdo das células
positivas para 0 PCNA foi realizada apenas na regido tumoral. Foram quantificadas todas as
células presentes na regido tumoral, diferenciando apenas entre negativas e positivas. Os
resultados foram expressos em porcentagem. Para a quantificacdo do VEGF nos mastocitos,
as regides tumorais das laminas escaneadas foram selecionadas e analisadas pelo software® e
com o médulo DensitoQuant®. Este médulo de anélise de imagens permite quantificar a
intensidade de marcacdo em negativa, leve (1+), moderada (2+) ou intensa (3+). Os resultados

foram expressos em porcentagem.

4.3.2 Analise de localizacdo de proteina c-KIT

Para todas as laminas analisadas foram atribuidos um dos trés padrées de localizacao
da proteina KIT, conforme descrito em literatura (WEBSTER et al., 2007). O padréo KIT 1
consiste de um padrdo predominantemente perimembranoso de localizagdo de proteina KIT
com o minimo de localizacdo citoplasmatica. Padrdo KIT 2 consiste de localizacdo
citoplasmatica focal para pontilhada das proteinas KIT, e padrdo KIT 3 consiste de
localizacdo citoplasmatica difusa da proteina KIT. As possiveis células nas margens das
seccOes de tecido ndo foram consideradas, devido a possivel coloracao artificial.

4.4 Coloracéo e contagem das AgNOR

O processamento para coloragéo e contagem das AgNORs foi realizado no Patologia

Morfologica e Molecular do Departamento de Patologia - FMVZ/USP.

A coloragdo foi realizada conforme descrita em literatura (SIMOES et al., 1994;

COSTA et al.,, 2007). Os cortes histologicos de 5um previamente preparados foram

% panoramic Viewer® 3D Histech, Hungria
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desparafinizados por meio de imersdo em xilol e entdo em solucdo de etanol a 100%. Solucgéo
de fixacéo foi preparada para cada experimento, por meio de uma solugéo de gelatina a 2% e
50% de nitrato de prata, em uma propor¢do de 1:2. Os cortes histolégicos de 5um
previamente preparados foram imersos na solugdo corante sob condi¢cdes de iluminacdo
reduzida por 45 minutos e lavadas em agua destilada. Os depdsitos de prata foram fixados por
meio de uma solucdo de 5% de tiosulfito de sodio, por cerca de 2 vezes de 5 minutos. Os
cortes foram entdo lavados novamente em agua destilada, e contra-corados com corante verde
claro, foram novamente desidratados, e limpos em xilol e foram montados em suporte

sintético médio.

As preparagOes coradas foram examinadas por meio de microscopia de luz, usando
uma objetiva de 100x, e entdo foi contada e determinada uma média de AgQNORs por nucleo
em 100 mastocitos neoplasicos. Todos os pontos agirofilicos, sejam eles associados ao nucleo
ou ao nucléolo foram contados. As AgNORs foram contadas excluindo areas de necrose e

inflamacéo.
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5 RESULTADOS

No periodo deste estudo foi atendido um total de 68 animais com diagndstico
citolégico de mastocitoma, sendo 35 inicialmente selecionados. Dentre estes, apenas 20
puderam ser utilizados para estudo clinico e imunohistoquimico e dentre estes, 15 para estudo

clinico, imunohistoquimico e termografico.

5.1 Estudo clinico

As fémeas representaram 55% (11/20) e os machos 45% (9/20) do total de cdes
selecionados. As racas mais prevalentes foram a Boxer e a Golden Retriever, cada uma
representando 25% (5/20) do total de animais, seguidas pelos SRD com 20% (4/20), do
Labrador Retriever com 15% (3/20); as ragas Cocker Spaniel, Shar-pei e Pug foram
observadas em igual proporcdo, cada uma com 5% (1/20) do total. A idade média dos animais
deste estudo foi de 8,2 anos (minimo de 2 e maximo de 14 anos).

As localizacBes das formacBes foram bastante varidveis: 40% (8/20) foram
evidenciadas em membro pélvico; seguidas das localizacfes em cabeca e cervical - 15%
(3/20) e regido abdominal -15% (3/20); lateral de térax - 10% (2/20) e membro torécico - 10%
(2/20), cauda - 5% (1/20) e regido de bolsa escrotal - 5% (1/20).

20% (4/20) dos animais apresentaram o surgimento de novo mastocitoma em regido
diferente da inicial no decorrer do acompanhamento clinico, num periodo médio de 11,5
meses (entre 6 a 19 meses); e apenas 10% (2/20) apresentaram recidiva da formacéo inicial,
num periodo médio de 7,5 meses (entre 7 e 8 meses).

Apenas 10% (2/20) dos caes do estudo apresentaram margens laterais comprometidas
apos excisdo com margem de 3 cm laterais e um plano fascial profundo. Para estes animais foi
seguido protocolo de quimioterapia adjuvante (proprietarios optaram por nao realizar novo
procedimento cirurgico para ampliacdo de margens). Um destes animais veio a Obito por
causas nao relacionadas ao mastocitoma (em 6 meses) e 0 outro ainda apresenta-se livre de
recidiva ou metéstase (em 16,5 meses).

Com relacdo ao estadiamento, 65% (13/20) foi classificada como I-a. 20% (4/20)

foram classificados como 1l-a; 10% (2/20) como Ill-a e apenas 5% (1/20) como IV-a. Quanto
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a classificacdo pela presenca de fatores prognoésticos negativos; 45% (9/20) apresentou
classificacdo 0/13, seguida de 35% (7/20) dos animais apresentando classificacdo 1/13 e 5%
(1/20) para cada classificacéo a sequir: 2/13, 3/13, 4/13, 6/13.

15% (3/20) dos pacientes apresentaram metastase em linfonodo local, sendo 10%
(2/20) deles apresentando metéstase tardia, juntamente com recidiva; e apenas 5% (1/20) com
metéstase no momento do diagnostico.

O tempo médio de acompanhamento dos pacientes foi de 16 meses (variando entre 6 a
24 meses). 20% (4/20) dos animais vieram a 6bito no decorrer do estudo; sendo que apenas
10% (2/20) tiveram Obito relacionado ao mastocitoma (recidiva e metastase).

O quadro 1 resume todas as informacdes clinicas referentes aos animais do estudo.
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Quadro 1 - Distribui¢do dos dados epidemiologicos e sinais clinicos dos 20 caes incluidos na pesquisa. FMVZ/USP - Sio Paulo - 2013

Quadro Clinico
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F=Fémea, M = Macho, SRD = Sem Raga Definida, MTD = Membro toracico direito, MPD = membro pélvico direito, MPE = membro pélvico esquerdo. CAD = Cetoacidose diabética
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5.2 Estudo Histopatoldgico

Em relacdo a classificacdo histopatologica de Patnaik (1984), 95% (19/20) dos
animais teve suas formacdes classificadas como Grau Il; 5% (1/20) como Grau I. Dentre os
animais de classificacdo grau Il, 10% (2/20) tiveram suas formacbes classificadas como
mastocitomas subcutaneos. Todos os cdes do estudo (20/20) tiveram suas formacgoes

classificadas como Baixo Grau, de acordo com a classificagdo de Kiupell (2011).

5.3 Quantificagdo PCNA

Os dados da quantificacdo do PCNA encontram-se expostos na tabela 1. Durante a
contagem, realizada em cada lamina inteira, com o auxilio de Software?, foram estabelecidos
padrdes em cruzes para coloragdes fracamente positivas a fortemente positivas. Para analise
estatistica, os dados foram agrupados e as marcagdes fracamente positivas (+) foram
considerados negativas na contagem final. O grafico 1 ilustra as variacfes de marcacdo para

cada animal do estudo.

Gréfico 1 - Variacdo dos animais do estudo, de acordo com quantidade de marcacGes positivas e negativas para o
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5.4 Classificagdo c-KIT

A marcacdo para KIT foi evidenciada em 18 (90%) dos 20 animais do estudo. Destes,
50% (9/18) dos cées tiveram suas formacdes classificadas como c-KIT grau Ill, seguida de
44% (8/18) dos animais com classificagdo c-KIT grau Il e apenas 5,5% (1/18) como c-KIT
grau I. Os dados encontram-se expostos no quadro 2.

5.5 Quantificacdo AgNOR

Foi realizada marcacdo para AgNORs em todos os 20 animais do estudo. Excluindo
areas de necrose ou inflamacdo, foi realizada a contagem dos pontos agirofilicos em 100
mastdcitos, e a contagem referente a cada paciente esta exposta no quadro 2. A média de

pontos agirofilicos foi de 159,05 (variando entre 107 e 195 pontos).

5.6 Quantificacdo VEGF

Dos 20 animais do estudo em 30% (6/20) nédo foi possivel evidenciar a marcacao para
0 VEGF. Assim sendo, 14 animais entraram nas contagens para esse marcador.

Durante a contagem, realizada em cada lamina inteira, com o auxilio de Software®,
foram estabelecidos padr6es em cruzes para coloracdes fracamente positivas a fortemente
positivas. Para andlise estatistica, os dados foram agrupados e mesmo as marcagdes
fracamente positivas (+) foram considerados positivas na contagem final (Quadro 2). O
gréfico 2 ilustra as variagfes de marcacdo para cada animal do estudo.

Graéfico 2 - Variagdo dos animais do estudo, de acordo com quantidade de marcagdes positivas e negativas para o
VEGF-A

1 pannoramic Viewer
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A figura 2 ilustra cada uma das marcacOes aqui realizadas.
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Figura 2 - Exemplos das coloragdes para AQNOR, KIT, PCNA e VEGF em diferentes animais deste estudo.

Legenda: (A) Coloragdo para AGQNOR em aumento de 40x . Setas indicam nucléolos positivamente marcados pela técnica. (B-D) Marcagao

para 0 padrdo KIT em aumento de 20x — Classificacdo de acordo com a localizacéo de KIT (B) KIT 1, (C) KIT II, (D) KIT Ill. (E-F)
Marcacdo para PCNA em aumento de 40 x. (E) Marcagéo para PCNA (F) Marcagdo para PCNA, na mesma area de “E”, com marcagdes
estabelecidas pelo Software Pannoramic Viewer, onde a linha verde evidencia area selecionada pelo Software para contagem, linhas azuis
indicam células fortemente positivas (+++), linhas amarelas indicam células medianamente positivas (++) e linhas vermelhas células
fracamente positivas (+). (G-H) Marcacédo para VEGF em aumento de 20x (G) Marcagdo para VEGF fortemente positiva (H) Marcagéo para
VEGF fracamente positiva
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Quadro 2 - Descrigio das porcentagens PCNA e VEGF, valores AgNOR, KIT e valores das analises termogréficas referente aos 20 cées do projeto. FMVZ/USP - Sdo Paulo - 2013

CAON° PCNA (%) KIT AgNOR VEGF (%) Andlise Termogréfica (2C)
Negativo Total Negativo Total édi Diferenca
Posmvo _ Positivo

70,66 10,47% 18,71% 29 34 32, 30
- 536 : K&
i».
20,02% | 82, 57

Notas: (PCNA) Resultado final da expressdo do PCNA para os animais do estudo; ap6s agrupamento dos padrdes em cruzes. (KIT) Classificacio dos animais do estudo de acordo com marcac8o para a localizagdo da proteina KIT. (AgNOR) Classificacéo dos cdes
do estudo, de acordo com a contagem de nucléolos positivos para AgNOR em 100 mastdcitos. (VEGF) Resultado final da expressdo do VEGF-A para os pacientes do estudo; divididos em positivos e negativos para coloragdo.(Andlise termogréfica) SpT -
temperatura no ponto central da formagdo; SpNT - temperatura no ponto distante da formagdo; A T (temperatura média na drea tumoral); ANT (temperatura média em drea distante da formagéo, de igual tamanho da Area T). “Diferenca” corresponde a

variacdo de temperatura entre SpT e SpNT. Se negativa, formacdo mais fria; se positiva, formagdo mais quente que pele controle.
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5.7 Analises Termogréficas

As anélises termogréaficas foram realizadas em 15 dos animais deste estudo. O quadro
2 resume as informacGes obtidas das analises das imagens térmicas de cada formacdo. A
figura 3 ilustra e exemplifica as imagens obtidas e suas analises.

A média de temperatura do ponto central das formacdes (SpT) foi de 33,18°C
(variando entre 28,70 e 36,5°C) e a média de temperatura do ponto ndo-tumoral distante da
formacdo (SpNT) foi de 33,39°C (variando entre 28,50°C e 36,30°C). Ainda, foi realizada a
mensuracdo de temperatura média dentro de area tumoral (AT) - 33,27°C (variando entre
29,30°C e 36,10°C) e de temperatura média dentro de area nao tumoral (ANT) - 33,95°C
(variando entre 31,10 e 36,00°C). A diferenca entre os pontos mensurados foi em média -
0,21°C (variando entre -5,60°C e +4,4°C).

A diferenca entre os pontos térmicos mensurados foi em média -0,21°C (variando
entre -5,60°C e +4,4°C). Esta diferenca foi negativa em 7 casos (47%) — formacGes mais frias

que a pele distante; e positiva em 8 casos (53%) — formagdes mais quentes que a pele distante.
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Figura 3 — Amostras das analises termograficas realizadas pelo Programa Quick Report.®
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Legenda: (A) — Fotografia de mastocitoma do Céo N° 1 (B) Imagem infravermelha (paleta rain) da mesma regido na foto A; (C) — Anélise
de imagem infravermelha (paleta medical) do mastocitoma do Cdo N°5, no Software FLIR Quick Report®; Spl = SpT e Sp2 = SpNT. (D)
Imagem infravermelha (paleta rain) de mastocitoma do Co N°3; Arl — Area da formacéo AT e Ar2 — Area controle ANT. — Software FLIR
Quick Report®.

5.7 Analise Estatistica
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As caracteristicas quantitativas dos animais foram descritas com uso das chamadas
“medidas resumo” (média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo) e o estadiamento e C-
Kit foram descritos com uso de frequéncias absolutas e relativas (KIRKWOOD; STERNE,
2006).

Foram calculadas as correlagbes de Spearmen dos marcadores com estadiamento,
fatores prognosticos e a diferenca da termografia da regido tumoral com a regido nao tumoral
para verificar a existéncia de relacdo entre essas varidveis. Bem como das diferencas
absolutas da termografia na regido tumoral e ndo tumoral e verificada se as diferencas
absolutas sdo diferentes de zero com uso de testes t-Student para uma populacéo para verificar
se ha diferenca na termografia entre a regido tumoral e ndo tumoral, (KIRKWOOD;
STERNE, 2006).

Foi estimado o tempo médio de sobrevida livre de doenca segundo categorias dos
marcadores (uso das medianas para categorizar), estadiamento, fatores progndsticos e
diferenga na termografia com 0s respectivos intervalos com 95% de confianga, ndo sendo
estimados o0s tempos medianos devido ao baixo numero de eventos (6bito, recidiva ou nova
formacgdo) com uso da funcdo Kaplan-Meier (KLEINBAUM, 1996) e comparados tempos
entre as categorias com uso de testes log-rank. Foram estimados os riscos relativos (Hazard
Ratio-HR) com uso do modelo de regresséo de Cox.

Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.

Tabela 1- Descrigéo das caracteristicas quantitativas avaliadas nos animais - FMVZ/USP - Sao Paulo -

2013
Variavel Média DP Mediana Minimo Maximo N
Fatores prognésticos 1,10 1,59 1 0 6 20
PCNA 45,45 20,44 39,25 15,14 88,63 20
VEGF 36,64 20,64 27,84 13,47 82,57 14
AgNOR 159,30 21,14 161 107 195 20
SpT 33,18 2,66 33,3 28,7 36,5 15
SpNT 33,39 2,36 33,6 28,5 36,3 15
Diferenca ponto (T-NT) -0,21 3,26 1 -5,6 4,4 15
Area T 33,27 2,11 34 29,3 36,1 15
Area NT 33,95 1,36 33,7 31,1 36 15
Diferenca area (T-NT) -0,67 1,92 -1,2 -3,9 2,6 15
Acompanhamento (meses) 16,01 5,40 16,1 6 24,7 20

Notas: DP = Desvio Padrdo, N = nimero de animais, T = Tumoral, NT = N&do tumoral

A tabela 1 descreve os valores dos fatores prognosticos dos animais, sendo a variacao

de 0 a 6 fatores, ha variagdo nos marcadores entre os cdes e observa-se que as diferengas na
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termografia (tumoral versus ndo tumoral) apresenta tanto valores positivos como negativos, o

que representa que ha tumores mais quentes e mais frios que a regido sem tumor.

Tabela 2- Descricdo dos estadiamentos e C-KIT dos animais

Variavel Frequéncia %
Estadiamento

I-a 13 65,0
ll-a 4 20,0
ll-a 2 10,0
IV-a 1 50
Total 20 100
KIT

I 1 5,6
Il 8 44,4
1l 9 50,0
Total 18 100

A tabela 2 mostra que a maioria dos animais apresentou estadiamento I-a (65%) e

padrdo KIT - 111 (50%).

Tabela 3 - Resultado da correlacdo de Spearman, indicando as diferengas na termografia entre regido tumoral e
ndo tumoral, estadiamento, fatores progndsticos e marcadores

Fatores Diferenca

Correlagédo PCNA VEGF KIT AgNOR  Estadiamento L
prognosticos ponto (T-NT)
r 0,626
VEGF p 0,017
N 14
r -0,062 0,019
KIT ) 0,808 0,952
N 18 13
r 0,147 0,191 0,164
AgNOR p 0,535 0,513 0,516
N 20 14 18
r 0,208 0,349 0,239 0,004
Estadiamento p 0,380 0,221 0,339 0,988
N 20 14 18 20
r 0,286 0,284 0,181 0,244 0,755
Fatores
prognésticos p 0,222 0,326 0,473 0,300 <0,001
N 20 14 18 20 20
Diferenca r 0,283 0,274 0,047 0,407 0,252 0,283
ponto (T-NT) p 0,307 0,444 0,869 0,132 0,364 0,306
N 15 10 15 15 15 15
Diferenca 4rea r -0,061 -0,224 -0,062 -0,150 -0,192 -0,122 0,474
(T-NT) p 0,830 0,533 0,827 0,593 0,494 0,664 0,074
N 15 10 15 15 15 15 15

Resultado da correlagdo de Spearman; r=ratio, p=p valor, N = nimero de animais, T = Tumoral, NT = N&o tumoral

A tabela 3 mostra que ha correlacdo direta estatisticamente significativa entre VEGF e

PCNA (r = 0,626 e p = 0,017) e entre os fatores prognosticos e o estadiamento (r = 0,755 e p

< 0,001), mas ndo h& correlacdo estatisticamente significativa entre estadiamento e
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marcadores, entre fatores prognosticos e marcadores ou entre diferencas na termografia e

marcadores (p > 0,05).

Tabela 4 - Descricdo das diferencas absolutas da termografia entre regido tumoral e ndo tumoral e resultado dos
testes comparativos

0,
Variavel Média DP _IC (95%) - p
Inferior  Superior
Diferenca absoluta ponto (T-NT) 2,67 1,75 1,70 3,63 <0,001
Diferenca absoluta area (T-NT) 1,73 0,99 1,18 2,28 <0,001

Resultado do teste t-Student; DP = desvio padrao, IC = indice de confianga, p = p valor

A tabela 4 mostra que as diferencgas absolutas na termografia entre as regiées tumoral e
ndo tumoral sdo em média estatisticamente diferentes de zero, tanto na avaliacdo de um Unico
ponto como na avaliacdo da area ao redor do tumor (p < 0,001). Isso mostra que a termografia
na regido tumoral apresenta resultados diferentes da regido ndo tumoral, mas como foi

apresentado na tabela 5, hd tumores mais quentes e mais frios que a regidao ndo acometida.
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Figura 4 - Gréfico (1) Funcéo de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo livre de doenga segundo estadiamento.
Grafico (2) Funcdo de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo livre de doenca segundo categoria de
fatores prognosticos. Grafico (3) Funcdo de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo livre de doenca
segundo categoria de PCNA. Gréafico (4) Funcdo de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo livre de
doenca segundo categoria de VEGF. Grafico (5) Funcdo de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo livre
de doenca segundo categoria de AGNOR.Gréfico (6) Funcédo de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo
livre de doenca segundo padrdo KIT. Gréafico (7) Funcdo de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo
livre de doenca segundo categoria das diferencas na termografia avaliada num Gnico ponto. Grafico
(8) Funcéo de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo livre de doenca segundo categoria das diferencas
na termografia avaliada na area
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Os graficos 1 a 6 da figura 4 sugerem que apenas 0s marcadores apresentam alguma
relacdo com os tempos de sobrevida livre de doenca dos animais, pois, observa-se que 0S

tempos de sobrevida dos animais com marcadores acima da mediana parecem ser menores.
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Tabela 5 -1 Estimativa dos tempos médios livre de doenga segundo categorias de interesse e resultado dos
testes comparativos

s Tempo médio  Erro IC (95%) 1C (95%) Obito/Recidiva/
Variavel - - - HR - - - Total % p
(meses) Padréo Inferior Superior Inferior _Superior Nova formacéo

Estadiamento 0,766
l-aou ll-a 20,90 1,68 17,62 24,19 1,00 4 17 235

ll-a ou IV-a 17,13 3,73 9,83 24,44 1,39 0,16 12,51 1 3 333
Fatores prognésticos 0,179
<= mediana 21,84 1,50 18,90 24,78 1,00 3 16 188

> mediana 14,60 3,55 7,63 21,57 3,23 0,53 19,58 2 4 50,0

PCNA 0,089
<= mediana 22,83 1,77 19,35 26,31 1,00 1 10 10,0

> mediana 15,90 1,76 12,46 19,35 6,65 0,61 71,93 4 10 40,0

VEGF 0,004
<= mediana 24,70 0,00 24,70 24,70 1,00 0 7 0,0

> mediana 13,61 2,51 8,68 18,54 # 4 7 57,1
AgNOR 0,123
<= mediana 20,49 1,13 18,26 22,71 1,00 1 10 10,0

> mediana 18,00 2,65 12,80 23,19 4,79 0,53 43,01 4 10 40,0

KIT 0,179
1 20,60 0,00 20,60 20,60 1,00 0 1 0,0

2 20,91 1,38 18,22 23,61 # 1 8 12,5

3 14,95 2,12 10,80 19,11 # 4 9 44,4
Diferenca absoluta ponto (T-NT) 0,960
<= mediana 17,23 2,37 12,59 21,87 1,00 3 8 37,5

> mediana 14,18 1,39 11,46 16,90 1,05 0,15 7,51 2 7 28,6
Diferenca absoluta area (T-NT) 0,511
<= mediana 18,40 2,42 13,67 23,13 1,00 2 6 33,3

> mediana 13,58 1,41 10,81 16,34 2,10 0,22 20,23 3 9 33,3

# Nao é possivel estimar por auséncia de casos nessas condicées, HR = Hazar ratio, IC = indice de confianga, p = p valor

Pela tabela 5, tem-se que apenas o VEGF influencia estatisticamente no tempo de
sobrevida livre de doenga dos animais com mastocitoma (p = 0,004), mas apesar de nao
significativo, observa-se menor tempo de sobrevida livre de doenga nos animais com PCNA e
AgNOR acima das medianas (p = 0,089 e p = 0,123 respectivamente).
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

A selecdo dos animais deste estudo, baseada nos critérios de inclusdo e exclusédo, bem
como a avaliagdo da viabilidade do material histoldgico para a obtencdo de boas coloracbes
imunohistoquimicas refletiu na retirada de boa parte dos animais atendidos no Servigo de
Cirurgia de Pequenos Animais do Departamento de Cirurgia junto ao HOVET-FMVZ/USP.
No periodo deste estudo foi atendido um total de 68 animais com diagnoéstico citologico de
mastocitoma, sendo 35 inicialmente selecionados. Dentre estes, apenas 20 puderam ser
utilizados para estudo clinico e imunohistoquimico e dentre estes, 15 para estudo clinico,
imunohistoquimico e termogréafico. Sendo assim, o nUmero de animais aqui representados foi
muito inferior ao nimero de casos analisados, e por ndo refletir a totalidade dos animais nao
pode ser utilizada como base epidemiolégica para esta neoplasia.

As informacdes obtidas com relacdo a tempo de sobrevida e tempo livre de doenca
foram obtidas nas consultas de acompanhamento dos casos, ou quando ndo possivel, por meio
de contato telefonico.

A literatura ainda ndo define se a presenca de novos tumores sdo metastases de
formagdo original ou tratam-se de evento isolado (SEGUIN et al., 2001). Neste trabalho,
tempo livre de doenga foi estabelecido como tempo livre de recidiva local, de surgimento de
novos mastocitomas em qualquer parte do corpo do animal, de surgimento de metastase e/ou
de obito relacionado ao mastocitoma. Sendo assim, qualquer um destes eventos apds o
procedimento cirdrgico foi estabelecido como progressdo da doenca e foi buscado correlacéo

com 0s outros parametros aqui apresentados.

6.1 Estudo clinico

Com base nos critérios de incluséo e exclusdo, foram selecionados 20 animais para
este estudo. As fémeas representaram 55% e os machos 45% do total de animais, 0 que
corrobora, dentro desta selecdo, com a descrigdo da literatura de que ndo ha predilecdo sexual
no desenvolvimento desta neoplasia (WELLE et al., 2008; LONDON; SEGUIN, 2003) .

As ragas mais prevalentes foram a Boxer e a Golden Retriever, cada uma
representando 25% (5/20) do total de animais, seguidas pelos SRD com 20% (10/20) e do
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Labrador Retriever com 15% (3/20). Da mesma forma, podemos estabelecer que ha
concordéancia com a literatura, que descreve o aparecimento desta formacdo em diversas
racas, e inclui a raca Boxer como a de maior risco relativo para o aparecimento da doenca
(BRODEY, 1970). Ainda, podem-se citar diversos estudos em que as racas Boxer e Retrievers
aparecem como a de maior prevaléncia (SIMOES et al., 1994; WEBSTER et al., 2007;
STREFEZZ] et al., 2010). A proporgéo de 20% (4/20) animas sem raga definida, embora ndo
descrita em literatura estrangeira, pode ser observada em proporcGes similares dentro da
casuistica nacional (COSTA-CASAGRANDE et al., 2008; MELO et al., 2012).

A idade media dos animais deste estudo foi de 8,2 anos. A literatura internacional
aponta como idade média de apresentacdo de 7,5 a 9 anos (BRODEY, 1970; GOVIER, 2003),
e estudo realizado na mesma area geografica deste indica idade média de 8,43 anos (COSTA-
CASAGRANDE et al., 2013 no prelo)*? mostrando também uma intima associacéo de outros
estudos com 0s nossos resultados.

As localizagbes das formacbes foram bastante variaveis: 40% (8/20) foram
evidenciadas em membro pélvico; seguidas das localizacdes em cabeca e cervical - 15%
(3/20) e regido abdominal -15% (3/20); lateral de torax - 10% (2/20) e membro toracico - 10%
(2/20), cauda - 5% (1/20) e regido de bolsa escrotal - 5% (1/20). Trabalhos indicam maior
prevaléncia desta neoplasia em regido de tronco e perineo, seguidos de extremidade e entdo de
cabeca e pescoco (ROTHWELL et al., 1987; O'KEEFE, 1990). Frente a essa nhdo
concordancia dos locais observados, cabe ressaltar que nossa selecdo de casos incluia animais
passiveis de excisdo cirdrgica em primeira instancia. Sendo assim, algumas localiza¢6es
podem ter sido selecionadas com maior frequéncia do que outras por facilidade de exciséo
cirargica sem necessidade de quimioterapia citorredutora, e ndo devem refletir as localizac6es
presentes na casuistica local.

Com relacdo ao estadiamento, a 65% (13/20) foi classificada como I-a, 20% (4/20)
foram classificados como 1l-a; 10% (2/20) como Ill-a e apenas 5% (1/20) como IV-a. Quanto
a classificacdo proposta pela presenca de fatores prognosticos negativos; 45% (9/20)
apresentou classificagdo 0/13, seguida de 35% (7/20) apresentando classificacdo 1/13 e 5%
(1/20) para cada classificacdo a seguir: 2/13, 3/13, 4/13, 6/13. Estatisticamente pudemos
demonstrar uma correlagcdo positiva significativa entre a classificacdo proposta determinada

pela presenca dos fatores prognosticos e o estadiamento proposto pela WHO, o que demonstra

2 COSTA-CASAGRANDE, T. A.; DE OLIVEIRA BARROS, L. M.; FUKUMASU, H.; COGLIATI, B.;
CHAIBLE, L. M.; DAGLI, M. L. Z.; MATERA, J. M. The value of molecular expression. Of KIT and KIT
ligand analysed using real-time polymerase chain reaction and immunohistochemistry as a prognostic indicator
for canine cutaneous mast cell tumors. Veterinary Comparative Oncology, 2013. doi: 10.1111/vc0.12010.
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a importéncia da determinacdo e andlise dos fatores progndésticos para direcionamento do
tratamento; especialmente quando o estadiamento completo (como por exemplo,

determinacéo de comprometimento ou ndo linfonodos regionais) nao for possivel.

O tempo médio de acompanhamento dos animais foi de 16 meses (variando entre 6 a
24 meses). Dois animais tiveram acompanhamento por menos de 9 meses e cinco por menos
de 12 meses. A literatura sugere que o periodo de seguimento dos casos seja a partir de 12
meses (KIUPEL, 2005; THAMM et al., 2006; PREZIOSI et al., 2007), mas por conta da
nossa selecdo de casos e necessidade de exclusdo de muitos animais ao longo do estudo,
optamos por diminuir tempo de acompanhamento de alguns animais, afim de inclui-los neste
estudo.

Animais que vieram a 6bito no decorrer do estudo representaram 20% (4/20), sendo
que apenas metade - 10% (2/20) teve Obito relacionado ao mastocitoma (recidiva e
metastase). A mesma proporcao de animais - 20% (4/20) apresentou o surgimento de novo
nodulo, diagnosticado por histologia como mastocitoma, em regido diferente da inicial no
decorrer do acompanhamento clinico, num periodo médio de 11,5 meses (entre 6 a 19 meses);
e apenas 10% apresentaram recidiva da formacéo inicial, num periodo médio de 7,5 meses
(entre 7 e 8 meses). 15% dos cdes (3/20) apresentaram metastase em linfonodo local, sendo
10% (2/20) apresentando metéstase tardia, juntamente com recidiva; e apenas 5% (1/20) dos
casos apresentavam metastase no momento do diagndstico.

N&o foi observada correlacdo estatistica entre tempo livre de doenca (6bito, novas
formac0es, recidiva ou metastase) e o estadiamento ou fatores prognosticos. Pode-se apenas
sugerir por meio das analises graficas das funcdes de Kaplan-Meier que, a avaliacdo de um
nimero maior de animais ou um seguimento clinico por periodo maior poderia indicar

associagdes positivas entre tempo livre de doenca e fatores prognosticos.

6. 2 Estudo Histopatologico

95% (19/20) dos animais tiveram suas formacdes classificadas como Grau I, segundo
a classificacdo histologica padrdo (PATNAIK et al., 1984) e 5% (1/20) classificagdo Grau I.
Todos os animais (20/20) tiveram suas formacdes classificadas como Baixo Grau, de acordo

com a classificacéo proposta por Kiupell (2011).
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A literatura descreve que a recidiva apds a excisao cirargica é potencialmente comum
nos tumores de grau Il e, mais ainda, nos de grau Ill, e a metastase e os piores progndsticos
estdo fortemente associados aos tumores grau Il (PATNAIK et al., 1984; SIMOES et al.,
1994; HENDRICK; GOLDSCHMIDT, 2002; WEBSTER et al., 2007). Em nosso estudo nao
houve associagdo estatistica entre tempo livre de doenca e a graduacdo histoldgica, bem como
ndo houve associacdo estatistica entre nenhum dos fatores aqui analisados e a classificacdo
histologica. Atribuimos isso ao fato de que tivemos a quase totalidade das formacdes
classificadas como Grau I, baixo grau.

Pode-se sugerir que a necessidade de exclusdo de casos onde ndo era possivel a
excisdo cirdrgica em primeiro momento, sem o uso de quimioterapia neoadjuvante, pode ter
levado a selecdo de tumores menos agressivos, e isso ter refletido na graduagdo dos tumores
apresentada.

Ainda assim, cabe expor que o fato de termos tido certa homogeneidade de
classificacdo histologica em nosso estudo, mesmo com evolugBes clinicas e varidveis
imunohistoquimicas diferentes, apenas corrobora com a literatura atual (SIMOES et al., 1994;
KIUPEL et al., 2004; WEBSTER et al., 2007; OHMORI et al., 2008; GIANTIN et al., 2012)
onde determina-se que a classificacdo histolégica ndo mais pode ser usada isoladamente como
método de definicdo progndstica e decisdes terapéuticas.

Dois animais - 10% (2/20), tiveram suas formacdes classificadas como mastocitomas
subcutaneos. Em literatura, os mastocitomas subcutaneos sdo descritos pelas mesmas
graduac6es histologicas do cutaneo, e a maior parte deles acaba sendo classificado como grau
Il (PATNAIK et al., 1984; GROSS et al., 2005, THOMPSON et al., 2011a). Entretanto, estes
mastocitomas especificos vém sendo amplamente estudados por alguns autores como sendo
formacdes de classificacdo distinta e comportamento também distinto (NEWMAN et al.,
2007; THOMPSON et al., 2011a, b). Como formacdes classificadas como grau Il tem
prognostico altamente variavel, estudos indicam que é necessario melhorar a caracterizacéo
dos mastocitomas subcutaneos, com fins prognésticos (GROSS et al., 2005; THOMPSON et
al., 2011a). Dessa forma, optamos por ressaltar esta classificagdo em nosso estudo.

Dos nossos casos de mastocitoma subcutaneo, 50% (1/2) deles apresentaram evolucao
clinica favoravel (auséncia de metastase, recidiva ou 6bito no periodo estudado) e 50% (1/2)
apresentou evolucéo clinica ruim - apesar de excisdo cirurgica com margens livres e uso de
guimioterapia adjuvante - levando a recidiva, metastase e 6bito em decorréncia do tumor. Os
resultados do estudo mais recente (THOMPSON et al., 2011a) indicam que a maioria dos

mastocitomas subcutaneos tem um prognostico mais favoravel, com tempo de sobrevida
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maiores e baixos indices de recorréncia e metéastase, o0 que ndo corrobora com os dados aqui
apresentados. O numero baixo de animais com esta classificagdo ndo nos permitiu
correlacionar estatisticamente esses dados, mas cabe ressaltar que acreditamos ser necessaria
a individualizacdo destes tumores nos estudos relacionados ao mastocitoma, e que uma
analise comparativa e com maior nimero de casos podem nos levar a resultados diferentes do
sugerido em literatura atual (GROSS et al., 2005; THOMPSON et al., 2011a).

6.3 Estudo imunohistoquimico - Quantificacdo de PCNA, VEGF, AgNOR e classificacdo
pela localizacdo de KIT

A avaliacdo do padrdo KIT foi passivel de analise em 18 animais do estudo, tendo sido
observadas as seguintes variacdes na classificagdo: 5,6% (1/18) dos animais foi considerada
KIT - |, 44,4% (8/18) padrdo KIT - Il e 50% (9/18) padrdo KIT - Ill. N&o foi observada
correlacdo estatistica entre o padrdo KIT e tempo livre de doenca ou graduacdo histoldgica
neste estudo. Embora autores tenham reportado como positiva a associacdo da localizacéo
aberrante de KIT a um menor intervalo livre de doenga e menor sobrevida em cdes com
mastocitoma cutaneo (KIUPEL et al., 2004; WEBSTER et al., 2006; WEBSTER et al., 2007);
outros estudos tiveram resultados similares aos nossos e também ndo encontraram associacao
da classificacdo do padrdo KIT com a sobrevida e grau histopatologico (NEWMAN et al.,
2007; STREFEZZI et al., 2007; COSTA-CASAGRANDE, 2010). Sendo assim, podemos
estar frente a uma dificuldade de padronizacdo desta avaliagdo, visto que as analises sdo semi-
quantitativas e representam o maior padrao presente em 100 mastdcitos aleatorios.

Ainda, ndo houve associacdo estatistica do padrdo KIT a nenhum dos outros
marcadores (PCNA, AgNOR e VEGF). Webster et al. (2007) demostraram que localiza¢Ges
aberrantes de KIT foram associados com formagbes de maior proliferacdo celular,
representadas pelas maiores expressoes de Ki67 e das AGNORs.

Nossos resultados sugerem que, associados a outros estudos (NEWMAN et al., 2007;
STREFEZZI et al., 2007; COSTA-CASAGRANDE, 2010, ; COSTA-CASAGRANDE, 2013
no prelo™) que também no encontraram as mesmas correlacdes apresentadas por certos
autores (KIUPEL et al., 2004; WEBSTER et al., 2006; WEBSTER et al., 2007), a marcacgéo

3 COSTA-CASAGRANDE, T. A.; DE OLIVEIRA BARROS, L. M.; FUKUMASU, H.; COGLIATI, B.;
CHAIBLE, L. M.; DAGLI, M. L. Z.; MATERA, J. M. The value of molecular expression. Of KIT and KIT
ligand analysed using real-time polymerase chain reaction and immunohistochemistry as a prognostic indicator
for canine cutaneous mast cell tumors. Veterinary Comparative Oncology, 2013. doi: 10.1111/vc0.12010.

MELO, S.R.



78

da localizacdo de KIT ndo deve ser usada isoladamente como padrdo de avaliagdo do
prognostico e comportamento bioldgico do mastocitoma, e, mesmo associado a outros
marcadores, deve ser levado em consideracdo a dificuldade de sua reprodutibilidade. Ainda
assim, cabe ressaltar que o marcador para KIT é muito atil para a diferenciacdo
imunohistoquimica do mastocitoma entre outras neoplasias de células redondas.

A marcacdo para o VEGF foi observada em 14 animais, tendo sido apresentados como
variando de 13 a 82% de positividade, e uma média de 36% de positividade. Embora nédo
tenhamos obtido significancia estatistica entre a marcacéo para VEGF e o grau histoldgico,
como Amorim et al. (2010) demonstraram em seu estudo; atribuimos isso ao fato de que
nossa classificacdo histologica foi extremamente homogénea. Em contraposicéo ao estudo de
Amorim, Giantin et al. (2012) relataram que a expressdo do VEGF-A, esta relacionada com o
grau histolégico e sugere estes marcadores como possiveis indicadores de malignidade e
prognostico do mastocitoma canino.

Nossa analise estatistica demonstra que o VEGF foi o Gnico marcador a demonstrar
relacdo significativa com o tempo livre de doenca (p = 0,004). Dessa forma, os dados obtidos
estdo compativeis com literatura, onde o0 aumento da expressao do VEGF e de seus receptores
tem sido associado a progressdo, metastatizacdo e pior prognéstico em diversos tumores
malignos (CAPP et al., 2009;). Estudos recentes consideram a marca¢do do VEGF como
possivel fator progndstico negativo a ser investigado em mastocitomas (MEDERLE et al.,
2010; GIANTIN et al., 2012) e nossos resultados comprovam os dados de literatura e podem
reforcar a inclusdo do VEGF dentro dos marcadores a serem analisados para definicdo do
perfil prognostico dos mastocitomas.

Cabe ainda ressaltar que a andlise estatistica multivariada dos marcadores aqui
apresentados evidenciou que ha uma correlacdo direta estatisticamente significativa entre os
marcadores VEGF e PCNA (r=0,626 e p=0,017), assim como héa entre os fatores prognosticos
e estadiamento. Desse modo, podemos reforcar a importancia da analise da marcacdo para
VEFG — ainda ndo rotineira - no estudo da proliferacdo tumoral dos mastocitomas, visto sua
associagédo direta com um marcador de significativa representatividade na divisao celular.

A mensuragdo da atividade proliferativa pode acrescentar informagdes importantes
para a formulacdo de um prognostico mais confiavel identificando, por meio de marcac6es
histo e imuno-histoquimicas (ABADIE et al., 1999). Entre esses métodos, merecem destaque
a contagem de células em mitose (ROMANSIK et al., 2007), a determinacdo da frequéncia de
Regides Organizadoras Nucleolares com afinidade pela prata (AgNOR) (BOSTOCK et al.,
1989, SIMOES et al., 1994, KRAVIS et al., 1996) e a contagem de células positivas para o
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Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) (SIMOES et al., 1994; ABADIE et al.,
1999).

Neste estudo, a marcagdo para PCNA foi analisada em todos os animais, e foi positiva,
em média, em 45% dos casos, com uma variacdo de 15 a 88%. A contagem de nucléolos
positivos para coloragcdo AgNOR em 100 mastdcitos também foi realizada em todos os
animais do estudo, tendo demonstrado média de contagem de 161 nucléolos, com minimo de
107 e méximo de 195.

Vaérios estudos demonstram que altas contagens de AgNOR em mastocitomas estao
relacionados a aumento de mortalidade, recorréncia local e metastase (SIMOES et al., 1994;
KRAVIS et al., 1996; MORINI et al., 2004; WELLE et al., 2008). O indice de PCNA foi
maior nos cdes que morreram em funcdo do mastocitoma do que nos que sobreviveram, mas,
apesar disso, ndo foi demonstrada diferenca estatisticamente significante entre os graus
histopatologicos (ABADIE et al., 1999; SCASE et al., 2006). A contagem de células positivas
para PCNA foi considerada um indicador de sobrevida confiavel por Simoes et al. (1994),
porém nado apresentou valor prognostico nos estudos realizados por Scase et al. (2006) e
Webster et al. (2007). Graus histologicos, AQNORs e PCNA representaram significativa
diferenca entre tumores recorrentes e nao-recorrentes. (SIMOES et al., 1994; WEBSTER et
al., 2007).

Apesar de ndo significativo estatisticamente, em nosso estudo, observa-se menor
tempo de sobrevida livre de doenca nos animais com PCNA e AgNOR acima das medianas (p
=0,089 e p = 0,080, respectivamente). Assim, pode-se sugerir por meio das projecoes
estatisticas graficas e numéricas que, possivelmente, ao aumentarmos o humero de animais do
estudo, encontrariamos correlacGes positivas entre evolugcdo da doenca e os marcadores

estudados (PCNA e AgNOR), conforme sugere a literatura apresentada.

6.4 Estudo termogréafico

As analises termograficas foram realizadas em 15 dos animais deste estudo, e
seguiram as especificacOes sugeridas em literatura (BRIOSCHI et al., 2003). Assim sendo, as
imagens foram obtidas em ambiente proprio (sem incidéncia de luz solar, sem presenca de
correntes de ar e com iluminagdo por lampadas frias), a temperatura e umidade foram

mensuradas a cada imagem obtida, por meio de um termémetro digital, e depois inseridas em
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software Quick Report®. O paciente permaneceu a0 menos 15 minutos na sala antes da
realizacdo das imagens, de forma a permitir equilibrio térmico entre a pele e a sala.

Em relacdo a tricotomia também foram seguidas as especificacdes da escassa literatura
veterinaria, que relata métodos de uso de termografia em cdes (LOUGHIN; MARINO, 2007)
e sugere aguardar ao menos 15 minutos apds a tricotomia de animais de pelame longo para
captura das imagens infravermelhas, garantindo a manutengdo do padréo térmico.

A média de temperatura do ponto central das formacbes (SpT) foi de 33,18°C
(variando entre 28,70 e 36,5°C) e a média de temperatura do ponto ndo-tumoral distante da
formacdo (SpNT) foi de 33,39°C (variando entre 28,50°C e 36,30°C). Ainda, foi realizada a
mensuracdo de temperatura média dentro de &rea tumoral (AT) - 33,27°C (variando entre
29,30°C e 36,10°C) e de temperatura média dentro de area nao tumoral (ANT) - 33,95°C
(variando entre 31,10 e 36,00°C). A diferenca entre os pontos mensurados foi em média -
0,21°C (variando entre -5,60°C e +4,4°C).

As anélises estatisticas demonstram que as diferencas de temperatura obtidas por meio
das imagens infravermelhas entre a regido tumoral e a ndo tumoral sdo em média
estatisticamente diferentes, tanto na avaliacdo de um Unico ponto como na avalia¢do da area
ao redor do tumor (p < 0,001). Isso mostra que a termografia na regido tumoral é
estatisticamente diferente da regido ndo tumoral. Assim, com base nos dados aqui
apresentados podemos inferir que ha uma diferenca térmica entre pele sadia e pele
comprometida pelo mastocitoma, mesmo que, conforme descrito em literatura, com o uso da
técnica semioldgica da palpacdo ndo seja possivel evidenciar algumas dessas diferencas de
temperatura (BRIOSHCI et al., 2003). Também foi descrito por Yahara et al. (2003) que
anormalidades de temperatura mensuradas diretamente (por meio de agulhas termossensiveis)

foram refletidas por meio das imagens termograficas.

Estudos inferem que uma imagem infravermelha tipica de um tumor da mama in vivo
revela 1-3 °C de elevacao da temperatura da pele na periferia do tumor (GAUTHERIE et al.,
1980). Yahara et al. (2003) demonstraram que a temperatura de tumores mamarios de
mulheres foi significativamente maior do que a do tecido ao redor e sugeriu uma relagdo entre
a temperatura tumoral e o prognéstico do tumor de mama. Estudos com o uso de
xenoenxertos para pesquisa do carcinoma em mulheres (SONG et al., 2007; POLJAK-BLAZI
et al., 2009) descrevem a variacdo de temperatura entre a pele e o tumor como sendo negativa,
e estabelecem que embora seja evidenciada a elevacao da temperatura da superficie da pele na

periferia imediata do tumor, a massa tumoral em si, em alguns momentos de sua evolucao,
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mostra reducdo da temperatura em relacdo a pele sadia. A causa destas mudangas de
temperatura ndo é totalmente compreendida mas sugere-se que seja associada a
neoangiogénese local (XIE et al., 2004).

Nos dados por nds apresentados pudemos observar que a diferenca entre 0s pontos
térmicos mensurados foi em média -0,21°C (variando entre -5,60°C e +4,4°C). Esta diferenca
foi negativa em 7 casos (47%) — formacGes mais frias que a pele distante; e positiva em 8
casos (53%) — formacgbes mais quentes que a pele distante. Isso nos mostra que, ao contrario
do que demonstram o0s estudos com carcinomas mamarios, mastocitomas ndo sdo
necessariamente mais quentes que a pele distante e que a variacdo de temperatura encontrada
(seja ela positiva ou negativa) pode ser maior ou menor do que a descrita em literatura.

Por conta do que sugere a literatura supracitada, em nosso estudo buscavamos uma
correlacdo entre a neoangiogénese (por meio da marcacdo para VEGF) ou o grau de
crescimento do mastocitoma (por meio das marcagdes AgNOR, PCNA e KIT) e as alteracoes
de temperatura na superficie tumoral. Pelos dados coletados aqui ainda ndo foi possivel
correlacionar estatisticamente essas alteracGes de temperatura com a presenca dos marcadores

estudados.

6.5 Consideragdes Finais

A realizacdo deste trabalho buscou descrever o uso da termografia como método
diagnoéstico complementar em mastocitomas caninos, e o0 uso de marcadores
imunohistoquimicos — 0s ja consagrados em literatura e 0 VEGF, que encontra-se descrito
apenas em trabalhos mais recentes — associados a fatores progndsticos, estadiamento e
evolucéo da doenca.

Embora o nimero de animais da pesquisa ndo seja elevado e possa ter interferido nos
resultados da andlise estatistica, ela reforca pontos considerados importantes dos
mastocitomas caninos. A relativa homogeneidade de nosso perfil histopatolégico (19/20 dos
tumores classificados como grau Il, baixo grau) comparado a grande variagcdo das marcacoes
imunohistoquimicas reforca o fato de que a graduacgéo histopatologica por si sé ndo deve mais
ser considerada como Unica fonte de informacgdes sobre os mastocitomas. Isso valido
especialmente para a graduacdo intermediaria — Grau Il; que mesmo com a associagdo da

classificacdo de Kiupell — baixo grau, ndo se mostrou pareavel a nenhum dos marcadores, € a
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propria evolucdo clinica da doenca. Ainda, os mastocitomas subcutdneos podem e devem
receber maior atencdo de nossas pesquisas pois ainda consideramos bem controverso o seu
comportamento relatado em literatura como mais “benigno”.

Com relacdo aos marcadores de proliferacdo, sugerimos a manutencdo do uso do
PCNA e do AgNOR, que devem ser associados ao Ki67 para um possivel melhor perfil
prognostico. Apesar de ndo significativo estatisticamente, em nosso estudo, pudemos sugerir
por meio das projecOes estatisticas graficas e numéricas que, possivelmente, ao aumentarmos
0 numero de animais, encontrariamos as correlacfes positivas entre evolucdo da doenca e
estes marcadores estudados.

Embora as marcagdes para 0 KIT ndo tenham evidenciado nenhuma associagdo com
prognostico ou com outros marcadores, pode-se ainda considera-lo Gtil para diferenciacdo do
mastocitoma com outros tumores de células redondas. Embora tenhamos um baixo numero de
animais, neste estudo a marcagdo da localizagdo do KIT foi bem heterogénea e néo
representou nenhuma importancia prognostica nos casos estudados.

Um dos dados mais importantes foi a correlacdo estatistica obtida com o VEGF, que
embora ndo seja usado como técnica de rotina dentro da determinacdo do perfil
imunohistoquimico dos mastocitomas, foi o inico marcador a demonstrar relacdo significativa
com o tempo livre de doenga neste estudo. Ainda, apresentou correlacdo positiva com a
marcacdo do PCNA, que é mais bem descrita. Com base nessas evidéncias, acreditamos que
deva-se incluir o VEGF-A na anélise dos mastocitomas; bem como estudos futuros poderdo
incluir a expressdo génica do VEGF para melhores correlagdes.

Embora o uso da termografia neste estudo ja tenha evidenciado diferengas entre a pele
comprometida pelo mastocitoma e a pele sadia, ndo houve associagdo estatistica entre 0s
dados obtidos por meio desta técnica e todas as demais variaveis deste estudo; como tempo
livre de doenca, estadiamento, fatores prognosticos e os marcadores para PCNA, VEGF,
AgNOR e KIT.

Possivelmente, o aumento do nimero de animais ou a variagdo de marcadores possa
gerar alguma correlacdo com a termografia em estudos futuros. Refor¢camos que o fato de néo
haver nenhuma referéncia em literatura ou padronizacdo de técnica de andlise destas
formagdes em animais e em seres humanos torna a analise das imagens termograficas
extremamente quantitativas e ainda pouco reprodutivel como rotina. De qualquer forma,
muitos estudos reforcam a expressividade da termografia no diagnostico de tumores de mama
em mulheres (ARORA et al., 2008; WISHART et al., 2010; WANG et al., 2011) e confiamos

que a busca de novos métodos de analise destas imagens e novos estudos correlacionando a
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termografia de mastocitomas com variaveis clinicas e histoldgicas possam nos levar ao
encontro de uma nova ferramenta diagnostica para a deteccdo e possivelmente avaliacdo
prognostica destas formacoes.

Dessa maneira, cremos que 0 uso das técnicas de captura e andlise das imagens
infravermelhas de mastocitomas, podera ser ferramenta importante no estabelecimento de
diagndstico correto e na determinacdo mais precisa do prognostico do paciente, desde que
correlacionados com uma historia clinica completa, um exame fisico bem realizado e outros

estudos diagndsticos, quando indicados.
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7 CONCLUSAO

Frente aos nossos resultados pudemos concluir que:

[1] h& uma associacdo positiva entre a presenca de fatores progndsticos aqui descritos e 0

estadiamento proposto pela WHO;
[2] a graduacdo histologica de Patnaik, mesmo quando associada a classificacdo de
Kiupell, ndo se mostrou correlacionada a nenhuma das variaveis aqui apresentadas,

incluindo tempo livre de doenca e marcadores imunohistoguimicos;

[3] o VEGF foi o unico marcador a demonstrar relacéo significativa com o tempo livre de

doenca neste estudo;

[4] os padrdes de KIT ndo puderam ser correlacionados com nenhuma das variaveis

analisadas, bem como com fatores progndsticos e tempo livre de doenca;

[5] as andlises das imagens termogréaficas evidenciaram diferencas significativas entre a

temperatura da pele sadia e da pele comprometida pelo mastocitoma.
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