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RESUMO

Os mastocitomas séo das neoplasias cutaneas mais comuns em cées, sendo maioritariamente
diagnosticados através do exame citoldgico. No entanto, a presenca de heterogeneidade tanto
na apresentacdo clinica como no comportamento bioldgico, torna-os desafiadores na prética
clinica.

Ao longo dos anos, muitos estudos tém sido realizados de forma a desenvolver melhores
marcadores de prognoéstico e alvos terapéuticos. Muitos investigadores tém demonstrado um
interesso no recetor KIT. Este recetor tem um papel importante na oncogénese dos
mastocitomas, sendo a presenca de alteracdo do padrdo de expressdo do recetor KIT ou de
mutacdes no seu gene codificador (c-KIT) indicadores negativos de progndstico.

A possibilidade de determinar fatores de prognéstico, como o c¢-KIT, na citologia seria muito util,
permitindo selecionar o método terapéutico mais apropriado, incluindo a abordagem cirdrgica,
gquando exequivel.

Desta forma, esta dissertacdo baseia-se numa revisdo bibliografica sobre os mastocitomas
caninos e num estudo preliminar, com oito casos, da imunomarcagéo do c-KIT em citologia e
histopatologia. Nas amostras obtidas foram realizadas diferentes técnicas de fixacao
previamente ao estudo imunocitoquimico do marcador c-KIT e posteriormente a comparagao
com o padrao obtido na imunohistoquimica. Adicionalmente, foi verificado o grau histoldgico pelo
sistema de Patnaik e Kiupel e o grau citoldgico pelo sistema de Camus.

A imunomarcacdo com c-KIT foi possivel na citologia, embora a correlagdo entre o poder de
marcar em citologia e histopatologia tenha sido baixa. De todos os métodos, foi nas amostras
previamente coradas que se observou melhor concordancia entre a citologia e histopatologia.
Dado o pequeno tamanho da amostra, serdo necessarios mais casos para aferir estes

resultados.
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rKIT T Recetor KIT

RTK T Recetor de tirosina quinase (do inglés receptor tyrosine kinase)

SCF i Fator das células estaminais (do inglés stem cell factor)

SPSS i Pacote Estatistico para as Ciéncias Sociais (do inglés statistical package for the social

sciences)



1 Ui tau
1 TIMP-17 Inibidores teciduais das metaloproteinases do tipo 1 (do inglés tissue inhibitor of

matrix metalloproteinases 1)
VEGFR2 i Recetor do fator de crescimento endotelial vascular 2 (do inglés vascular

endothelial growth factor receptor 2)

{ vsi versus

1 UP T Universidade do Porto

UTCVM 1 Universidade do Tennessee (do inglés University of Tennessee, College of
Veterinary Medicine)
WT c-KIT i c-KIT do tipo selvagem (do inglés wild type c-KIT)
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DESCRICAO DO ESTAGIO CURRICULAR

A presente dissertac@o apresenta uma revisao bibliografica dos mastocitomas caninos e o estudo
da imunomarcacédo do c-KIT em citologia e histologia. Na prética clinica veterinaria a citologia é
uma das técnicas de diagndstico mais comumente utilizadas. Desta forma, o estagio curricular
incidiu num periodo inicial de oito semanas na University of Tennessee, College of Veterinary
Medicine (UTCVM), seguido de uma semana no Laboratorio de Histologia e Embriologia ICBAS-
UP e, por fim, nove semanas no servico de Citologia de Medicina Veterinaria do Laboratério
DiVetLab, na Universita degli Studi di Milano.

Nas primeiras oito semanas integrei os servicos de Dermatologia, Emergéncias, Oncologia,
Neurologia e Reabilitacdo da UTCVM, sendo responsavel pelo acompanhamento clinico
completo dos pacientes, através da rece¢do dos mesmos, execucdo da anamnese e exame
fisico, apresentagdo de diagndsticos diferenciais e exames complementares, e debate com o
corpo clinico da melhor abordagem terapéutica e de acompanhamento. Sempre que possivel
acompanhei a realizagdo e avaliagdo das andlises citologicas, tendo sido executado em
aproximadamente 74% dos casos (83/112), com o intuito de diagnéstico de lesbes primarias,
acompanhamentos da evolugéo de lesdes/neoplasias ou como meio complementar as analises
hematoldgicas ou urinarias (Gréfico 1 do Anexo |). Foi nas rotagfes de dermatologia e oncologia
que se verificou uma maior utilizacdo da citologia como técnica de diagnostico.

No laboratério de Histologia e Embriologia ICBAS-UP acompanhei a preparacéo e avaliacao dos
casos citolégicos de rotina e trabalhei no tratamento e analise dos dados relativamente aos casos
do estudo inserido nesta dissertacao.

Nas restantes nove semanas, no laboratério DiVetLab, participei na rececdo, identificacao,
aquisicao, coloragao e interpretacao de amostras citolégicas de rotina. Adicionalmente, também
foram avaliados casos arquivados, e sempre que possivel, acompanhei as atividades de
necrépsia e histopatologia, assim como as aulas praticas de diagnéstico citolégico dos
estudantes do curso de Medicina Veterinaria da Universita degli Studi di Milano. Durante este
periodo foi efetuado o registo dos diferentes casos citolégicos observados, perfazendo um total
de 687. Os mesmos foram categorizados mediante o tipo de lesdo apresentada (Tabela 1 do
Anexo |), localizacdo da leséo (Tabela 2 do Anexo 1) e por espécies avaliadas (Gréfico 1 do
Anexo ). Como parte deste trabalho incide sobre mastocitomas caninos, também foi realizado a
andlise da casuistica citoldgica cutanea canina, com um total de 220 casos (Tabela 3 do Anexo
), em que do total de neoplasias, tanto benignas como malignas, os mastocitomas
contemplavam aproximadamente 22,6% (21/93) dos casos observados, estando este valor muito
préximo do referenciado pela bibliografia.®?

Concluindo, os objetivos estipulados neste periodo curricular foram cumpridos, oferecendo uma
base inicial de conhecimentos tedricos e praticos determinantes para a continua formag¢ao como

médica veterinaria.



) PARTE I: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1) INTRODUCAO

Os mastocitomas cutaneos sdo uma das neoplasias cutdneas mais comuns em cdes, com uma
prevaléncia de 0.27% no total da populacdo canina e representando entre 16 a 21% dos tumores
da pe|e_36,46,65

A etiologia molecular dos mastocitomas caninos permanece praticamente desconhecida.346:62
Contudo, conhece-se a importancia do recetor KIT (rKIT) na sobrevivéncia, proliferagéao,
diferenciacdo e migracdo dos mastocitos.®? Varios estudos verificaram que a presenca de
mutacdes no c-KIT, principalmente no exao 11, ou expressdes aberrantes da proteina KIT tém
um papel importante no desenvolvimento de mastocitomas cutaneos, tendo sido considerados
como indicadores negativos de progndstico, por se associarem a um comportamento clinico da
neoplasia mais agressivo.233246

O comportamento clinico dos mastocitomas varia desde tumores benignos (maioria dos casos)
necessitando apenas de remoc¢ao cirirgica, a tumores altamente malignos, que exibem um
comportamento biolégico agressivo e altas taxas de metastizacdo, mesmo em cées tratados com
diferentes modalidades terapéuticas: cirurgia, radioterapia e quimioterapia.3%414665 Desta forma,
um diagndstico preciso torna-se essencial para as decisdes clinicas e definicdo do progndstico
e terapéutica.*®%

O diagnéstico é faciimente obtido com base na andlise citolégica ou histolégica.”® A citologia
aspirativa por agulha fina (CAAF) é o método preferido para o diagnéstico inicial de mastocitomas
cutaneos caninos e, em comparagao com a biopsia cirargica tem como vantagens o facto de ser
relativamente ndo invasiva, inécua, ndo necessitar de recurso a anestesia, ter um menor custo
associado e maior rapidez na obtencéo de resultados.2°58:60.65

Todavia, 0 maior desafio no maneio clinico dos mastocitomas incide na definicdo precisa do
progndstico.®% Embora a graduacgéo histolégica seja, de momento, o método padrédo para a
tomada de decisdes relativamente ao progndstico e terapéutica, um estudo revelou que 15% dos
cdes com baixo grau histolégico apresentavam metastases no momento do diagndstico,
sugerindo que a graduacdo histologica sozinha ndo permita a precisa identificacdo do
comportamento biolégico.*¢% Apesar das investigacdes em numerosos biomarcadores e da
proposta de véarios esquemas de classificagdo, nenhum marcador ou sistema de classificagdo
pode prever com precisdo o comportamento de um mastocitoma canino.?* Portanto, permanece
primordial a necessidade do desenvolvimento de testes de prognostico confiaveis e néo
invasivos.*® Ultimamente, muitos patologistas ja comecam a utilizar os sistemas de graduacédo
histolégicos juntamente com a imunohistoquimica (IHQ) e analise da mutac¢édo do c-KIT, como
forma de aumentar o valor prognéstico do resultado e, conscientizar os colegas, na pratica

clinica, das novas implicagbes prognoésticas.’



No entanto, a determinac&o precoce do comportamento biolégico do tumor seria Util na tomada
de decisdes clinicas e na abordagem ao proprietario.?>?’ Visto que a citologia por puncéo por
agulha fina (PAF) é habitualmente a primeira técnica diagnostica aplicada nos mastocitomas
caninos, a existéncia de um método de avaliagéo citolégico com valor de prognostico seria uma
mais-valia na abordagem terapéutica (cirdirgica e/ou farmacoldgica) aos mastocitomas.?>% Em
2016, Camus et al propds um sistema de grau citolégico, com base no sistema de grau
histolégico de Kiupel.®®* Contudo, este esquema proposto apresenta algumas falhas e um valor
preditivo baixo na identificacdo precisa de mastocitomas de alto grau.’®**° Desta forma o
acréscimo de novos indicadores de progndstico poderia ser uma mais-valia.***°

Conhecido o valor de prognéstico do padrdo de expressao do c-KIT, a existéncia de um método
de avaliacao citologico (imunocitoquimica i 1CQ), seria de elevada utilidade, pois permitiria um
planeamento cirlrgico e/ou terapéutico direcionado para o tipo de comportamento biolégico do

tumor.

|.2) CARACTERISTICAS CLINICAS

Os mastocitomas cutaneos caninos, neoplasia com origem nos mastécitos do tipo
mesenguimatoso, sdo comumente encontrados na pratica clinica de pequenos animais.*%” Os
mastocitos séo células que contém granulos secretdrios citoplasmaticos que abrigam um grande
namero de constituintes bioativos, como a histamina e a heparina, envolvidos em processos de
hipersensibilidade, alergia e inflamacg&o.®*

Estes tumores tem uma aparéncia muito variavel, por vezes relacionaveis com o comportamento
biol6gico.16:253641.4565 podem assemelhar-se a nédulos ou placas eritematosas, alopécicas,
hiperpigmentadas ou edematosas, com poucos milimetros a massas de grandes dimensdes,
com consisténcia branda, gelatinosa ou firme.''® Os tumores de maiores dimensfes ou
crescimento rapido sao usualmente malignos, podendo ulcerar ou podem apresentar pequenos
nédulos satélite.’*3¢ Contudo, os nédulos de aspeto bem diferenciado ndo devem ser assumidos
como benignos.®? Os mastocitomas sdo geralmente tumores solitarios, porém uma proporgao
significante de cédes (10-30% dos casos), apresentam tumores multiplos, de ocorréncia
sincronica ou sequencial e de localizacdo cutdnea ou subcutanea.l!l366265 Estj
maioritariamente acordado que os mdultiplos n6dulos em locais distantes sejam reconhecidos
como novas neoplasias no entanto, é também possivel, que correspondam a metastases
cutaneas.’

Os mastocitomas caninos subcutédneos devem ser distinguidos dos cutaneos porque estédo
associados a um comportamento biolégico menos agressivo.®? Esta forma é menos frequente
que a cutanea e a palpacao ndo é bem circunscrita, o que dificulta a determinacdo acurada das
margens cirrgicas.®? Para além disso, apresenta uma consisténcia branda e firme sendo, por

vezes, erroneamente diagnosticada clinicamente como lipomas.323¢



Os cées adultos ou sénior sdo os mais comummente afetados (média de 9 anos de idade),
contudo, os animais jovens também podem ser atingidos, embora raramente, estando descrita
uma faixa etéria que varia desde as 3 semanas até aos 19 anos de idade. 1:11:36:53:56.66 \/grifica-se
a existéncia de predisposicado racial, mas ndo sexual.»*®% As racas mais afetadas sédo o Boxer,
Sharpei, Labrador e Golden retriever, Boston terrier, Bulldogs, Weimareners, Cocker spaniel,
Ledo da Rodésia, Dachshund, Cao pastor australiano, Pug e Schnauzers, todavia também se
verifica uma grande ocorréncia em cédes sem raca definida.l%6415356.66 Qs Boxers, Pugs e
possivelmente outras racas braquicefalicas, tendem a desenvolver mastocitomas biologicamente
menos agressivos, enquanto os Sharpei, devido a elevada quantidade de mucina na derme, tém
maior propensdo para mastocitomas com comportamento mais agressivo, apresentando-se
frequentemente como edemas de margens indefinidas, e em idades mais precoces.!:21:36:41

A literatura refere que embora os mastocitomas possam localizar-se em qualquer parte do corpo,
os locais mais frequentes sdo o tronco (48-65%), as extremidades (25-47%) e a cabeca e
pescoco (10-13%), com maior predisposicdo para a regido posterior corporal.6°66266 Embora
raramente, mastocitomas primarios extracutaneos podem-se desenvolver no trato
gastrointestinal, cavidade oral, glandula salivar, conjuntiva, nasofaringe, laringe, coluna vertebral
(localizacdo extradural), medula dssea, uretra, figado, baco e pulm&o. 3236454862

Muitos mastocitomas cutaneos estéo predispostos a recorréncia local e metastizacao linfatica.*®
Os mastocitomas metastizam mais frequentemente para os géanglios linfaticos regionais, baco e
figado.®® Num estudo retrospetivo com 220 cées, todos 0s animais que apresentavam
metastizacdo a distancia também tinham envolvimento dos géanglios linfaticos regionais,
sugerindo a disseminac&o tumoral inicial por via linfatica.>° A presenca de mastocitomas viscerais
ou em multiplos tecidos, embora seja incomum em caes, provavelmente representam
metastases de lesfes cutaneas primarias, sendo nomeado como mastocitose sistémica.®>3¢ As
possiveis alteracdes observadas, nestes casos, incluem linfadenopatia, esplenomegalia e
hepatomegalia e, mais raramente, envolvimento da medula éssea e do sangue periférico.*?
Sinais paraneoplasicos locais ou sistémicos estdo relacionados com a desgranulacdo dos
mastdcitos e libertacdo de histamina, heparina e aminas vasoativas.}*?3¢62 Um aumento
transitério no tamanho do nddulo, ap6s manipulacdo mecéanica ou realizacdo de PAF, e/ou
presenca de eritema difuso, conhecido como sinal de Darier, sdo caracteristicas comumente
descritas pelos proprietarios ou observadas na pratica clinica.>323662 A ulceracéo gastrointestinal
€ outra potencial complicagdo, portanto sinais como vomitos (possivelmente com sangue),
anorexia, melena, anemia ferropénica ou dor abdominal, podem ser ocasionalmente
observados.**%? Embora raramente, uma libertacdo massiva de histamina em cdes com
mastocitomas disseminados ou de grandes dimensdes pode levar ao aparecimento de uma

reagdo anafilatica aguda.*?



1.3) CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

[.3.1) CITOLOGIA

Citologicamente, os mastocitomas sdo constituidos por células redondas, com um nucleo
redondo localizado centralmente e rodeado por uma moderada quantidade de citoplasma.®*® O
detalhe nuclear e citoplasmético encontra-se frequentemente obscurecido pela elevada
quantidade de pequenos granulos redondos de cor purpura, que sdo tipicos destas células.5°
Os mastocitomas cutaneos variam no grau de granulacéo e na atipia nuclear.*® A classificacédo
citolégica mais comummente usada envolve trés graus de diferenciacdo, semelhante ao
esquema histolégico de Patnaik, previamente aceite.*® Os mastocitomas caninos que contém
numerosos distintos granulos de coloragdo metacromatica com um pequeno nucleo uniforme séo
considerados bem diferenciados.®® Nos mastocitomas moderadamente diferenciados os
mastdcitos contém menos granulos e o nucleo pode variar em tamanho e forma.> Nos casos
pouco diferenciados, 0os mastdcitos contém poucos a nenhuns granulos citoplasmaticos e o
citoplasma pode conter multiplos microvacuolos, o nlcleo apresentar sinais de atipia, tais como,
anisocariose, formas bizarras, nucléolos multiplos e proeminentes, cromatina grosseira e figuras
de mitose.>*® Os bordos citoplasmaéticos neste grau sdo frequentemente indistintos e também
sdo comummente encontradas células multinucleadas ou binucleadas.®®

Em 2016, Camus et al propbs um sistema de grau citolégico, baseado no sistema de grau
histolégico de Kiupel, em que os mastocitomas séo considerados de alto grau se apresentarem
baixa granulacdo ou 2 das 4 caracteristicas seguintes: presenca de figuras de mitose,
pleomorfismo nuclear, binucleacdo ou multinucleacdo ou anisocariose marcada (>50% de
variagdo no tamanho do nucleo).}*® Contudo, existem muitas limitacdes na graduacéo citolégica
entre as quais, o baixo nimero de células que conseguem ser avaliadas por 10 campos de
grande ampliacao (high power field - HPF) comparado com a histologia, mesmo em amostras de
elevada celularidade, e a distribuicdo desigual de figuras mitéticas, células multinucleadas e
ndcleos bizarros dentro do tumor, levando a erros de amostragem aleatéria mais elevados na
citologia do que na histologia.?® Para além disso, os parametros citoldgicos a serem analisados
séo, muitas vezes, de dificil visualizagéo, seja pela presenca de granulos, que ndo permitem a
correta avaliacdo da silhueta nuclear ou pela preparagdo inadequada da lamina que leva ao
aparecimento de células rasgadas.'®%% Um estudo realizado por Hergt et al em 2016 verificou
que a caracteristica mais frequentemente reportada, nos mastocitomas de alto grau classificados
pelo sistema de graduagéo citologico de Camus, era a cariomegalia e seguidamente a presenca
de células multinucleadas e nucleos bizarros, com uma presenca de 82,9%, 47,3% e 31,6%,
respetivamente. A melhor concordancia entre citologia e histologia foi alcancada pelo critério da
cariomegalia, ndo se tendo observado relacéo relativamente a presenca de nucleos bizarros.?®

Este estudo mostrou que este sistema de grau citoldgico nao apresenta melhorias relativamente



ao desempenho geral na classificacdo, pois apesar de se ter obtido uma sensibilidade de 88% e
especificidade de 94% quando comparado com o sistema de graduacédo de Kiupel, o valor
preditivo positivo para a identificacdo, com precisdo, dos mastocitomas de alto grau por PAF for
de 68,2%.25625 De referir contudo, que na maioria dos casos o grau citolégico podera fornecer
informagdes Uteis para auxiliar nas decisdes clinicas.?>¢2% Qutros estudos verificaram uma taxa
mais elevada de falsos positivos na citologia comparativamente com a histologia, o que pode
resultar numa abordagem cirdrgica mais agressiva que o necessario, e também uma falha na
detecéo de 4% dos casos de mastocitomas de alto grau.®02

Em citologia, é frequente a presenca de um numero variavel de eosindfilos, consequéncia das
substancias eosinofilotaticas dos granulos dos mastocitos, sendo esta por vezes uma
caracteristica auxiliar na identificacdo de mastocitomas pouco diferenciados.l®4!
Ocasionalmente, a quantidade de eosindfilos € maior comparativamente ao nimero de células
neoplésicas e, nestes casos, antes de formular um diagnostico de inflamagéo eosinofilica, a
repeticéo da citologia ou a realizacdo de um exame histopatolégico da leséo séo aconselhaveis.?
Para além disso, comummente verifica-se também a presenca de fibroblastos reativos, corddes
de colagendlise (matriz extracelular eosinofilica) e de hemodiluicdo e, muito raramente, podem-
se observar mastdcitos com eritrécitos fagocitados.®11195¢ Os fibroblastos reativos presentes nas
amostras citolégicas de mastocitomas podem exibir anormalidades citolégicas tais como
anisocariose, células binucleadas e nucléolo proeminente o que pode levar ao incorreto
diagnoéstico de neoplasia mesenquimatosa, especialmente em citologistas inexperientes. O
pano de fundo é usualmente preenchido com granulos de cor violeta, resultantes da rotura dos
mastécitos aquando da realizacdo do esfregaco.***® A presenca de desgranulacédo pode estar
associada com hemorragia, necrose vascular, edema e colagendlise.>®

Em toda a literatura relacionada com os mastocitomas caninos € reportada, constantemente, a
possibilidade de algumas coloracdes rapidas do tipo Romanowsky ndo corarem bem os granulos
dos mastécitos.! Na pratica este fenémeno ocorre muito raramente e, na maioria dos casos, uma
observacao cuidadosa das amostras e um aumento no tempo de fixagdo na primeira solugéo
para 1 minuto, na coloracdo com o HemacolorN/Diff-Quik, permite a detecdo de granulos
citoplasmaéticos em algumas células.**! Contudo, nos casos em que os granulos sdo poucos
ou de dificil visualizacao, é possivel destaca-los com coloragdes especiais como sejam o azul de
toluidina e o Giemsa, que permitem obter uma reacdo metacromatica, tipica dos granulos dos
mastdcitos. 6253241

Os mastocitomas bem diferenciados sdo de diagnéstico facil e imediato, especialmente quando
se obtém uma amostra adequada, sendo usualmente de elevada celularidade e em 92-96% dos
casos permite a realizacdo do diagnéstico citoldgico.1?°3285 Estudos previamente realizados
demonstraram que a citologia tem como vantagens sobre a histopatologia a avaliacdo do detalhe

celular e nuclear devido ao espalhar das células na lamina, eliminando desta forma a perda do
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detalhe citoplasmatico da histopatologia.®

Embora a avaliagéo citol6gica da morfologia celular possa fornecer algumas indicagdes sobre o
grau de diferenciagcdo dos mastocitomas, a definicdo do grau permanece de pertinéncia exclusiva
para a histopatologia.*! O esquema de grau para estes tumores necessita de caracteristicas de
avaliagdo que ndo sdo evidentes em citologia, como por exemplo a infiltragdo do tecido

subcutaneo.*®

1.3.2) HISTOLOGIA

Historicamente, os sistemas de grau histolégico mais comummente usados, descritos por
Bostock em 1973 e Patnaik em 1984, classificam mastocitomas em trés graus: tumores bem
diferenciados, tumores de diferenciacéo intermédia e tumores pouco diferenciados.?®> Embora
ambos os sistemas tenham sido correlacionados com resultados progndsticos, a aplicagéo
destes sistemas tem-se mostrado inconsistente na préatica.®® O sistema de graduacdo de
Bostock, apresenta uma elevada semelhanca com o sistema de classificacdo de Patnaik,
contudo os graus foram aplicados de forma inversa, tornando o sistema menos intuitivo e, para
além disso, ndo utiliza a profundidade do tumor e foca-se mais no detalhe morfolégico das
células.32%°

De acordo com o sistema de grau de Patnaik os mastocitomas de grau | estdo confinados a
derme superficial, localizados em espacos interfoliculares, separados por feixes de colagénio, e
sdo compostos uma populacdo monomorfica de mastdcitos neoplasicos redondos, com nucleo
redondo e sem nucléolo.®?%° A presenca de figuras mitéticas é nula ou <2mitoses/10 HPF e ha
auséncia ou uma quantidade minima de edema e/ou necrose.3*% Os mastocitomas de grau |l
sao localizados na derme superficial e/ou profunda, podem infiltrar o tecido subcutaneo e o
musculo-esquelético adjacente e sdo mais celulares que o grau 1.32%° As células neste grau sdo
frequentemente pleomoérficas, menos basofilicas que os mastécitos normais e podem possuir
nlcleos indentados com um Gnico nucléolo.32% E comum a presenca de edema difuso e necrose,
contudo as mitoses sdo pouco frequentes (0-2/HPF).3285 Os mastocitomas de grau lll sdo mais
celulares do que os graus anteriores, e s&o compostos por populagdes compactadas de células
pleomoérficas que tém nlcleos de formato irregular e multiplos nucléolos.’® Células
multinucleadas e bizarras sdo comuns, e figuras mitéticas sdo frequentes (3-6/HPF).%° A incluséo
inconsistente da profundidade do tumor na classificacéo histopatolégica levou a um aumento na
variagao inter-observador na avaliagdo dos mastocitomas de grau 1 e 2 e, para além disso, um
estudo verificou que essa caracteristica ndo apresentava significado prognéstico.?*2"32 Qutra
limitac@o neste sistema é a frequéncia com que 0s mastocitomas séo diagnosticados como grau
11 (53,23%), ndo contribuindo para o prognastico, pois tanto se comportam como benignos como
malignos.2427:66

Para diminuir a variacéo inter-observador e a ambiguidade do comportamento biol6gico grau |l



do sistema de Patnaik, foi proposto por Kiupel et al em 2011, um sistema de classificagdo
histolégico com 2 graus, baixo grau e alto grau.l”?4626568 Este sistema € considerado,
atualmente, o método padréo de avaliagdo histol6gica dos mastocitomas por se associar a menor
variacdo inter-observador (concordancia de 96-98% entre patologistas), e por fornecer fortes
correlagGes com a sobrevida global, mortalidade associada e risco de metastases.'332:62.65 Neste
sistema, o diagndstico de alto grau é baseado na presenca de qualquer um dos seguintes
critérios: minimo de 7 figuras mitéticas em 10 HPF; pelo menos 3 células multinucleadas (3 ou
mais nucleos) em 10 HPF; 3 ou mais nucleos bizarros em 10 HPF; e cariomegalia e anisocariose,
definida pela variacao de pelo menos duas vezes o tamanho do didmetro nuclear no minimo em
10% da populagdo neoplasica.’®*32° Os campos com maior atividade mitética ou maior grau de
anisocariose sdo selecionados para a avaliacdo destes diferentes critérios.®® O baixo grau é
baseado na auséncia das caracteristicas acima referidas.®

Embora a classificacdo por graus ndo seja utilizada nos mastocitomas subcutaneos é importante
distinguir estes dos cutaneos, visto que, a maioria dos tumores subcutaneos (acima de 90%) sao
benignos (baixo grau), e estdo subjacentes a derme e epiderme e circundados por tecido
adiposo.326370 Contudo, alguns mastocitomas subcutaneos mostram recorréncia local e
metastizacdo e, de momento, ndo ha um critério Unico para identificar esse subconjunto de
mastocitomas agressivos.?%2 No entanto, as seguintes caracteristicas sugerem um
comportamento agressivo: contagem mitética > 4 em 10 HPF; um indice Ki67 acima de 21,8, e
uma pontuagdo combinada AgNOR x Ki67 acima de 55; marcacéo difusa do rKIT; multinucleacdo
(mais de 1 nucleo e pelo menos 1 célula multinucleada em 10 HPF); crescimento infiltrativo;
auséncia de granulacdo intracitoplasmatica e idade mais avancada no momento do
diagnostico.??

Técnicas imunohistoquimicas tém sido aplicadas na tentativa de distinguir os mastocitomas
indiferenciados de outros tumores das células redondas anaplasicos.® Esta neoplasia marca
positivamente para a vimentina, CD117 (rKIT) e, na maioria, para a alfa-1 antitripsina.®

As amostras histolégicas de mastocitomas sdo obtidas por técnicas de biépsia incisional, onde
€ excisada uma pequena amostra tecidual com o intuito de diagnostico, graduagdo e
planeamento terapéutico, ou biopsia excisional, que corresponde a remoc¢ao completa do nédulo

para avaliacdo histopatolégica.®

|.4) RECETOR KIT

O KIT (CD117) é um recetor de tirosina quinase (RTK) transmembranar do tipo Il para o fator de
células estaminais (SCF), codificado pelo proto-oncogene c-KIT, e que desempenha um papel
importante na sobrevivéncia, proliferacéo, diferenciacdo e migracédo dos mastécitos.314:21:32.:33,54,58
Este recetor € composto por dominios de ligacdo-ligante extracelular (codificados pelos exdes 1

a 9 do c-KIT), um segmento Unico transmembranar (exao 10), um dominio justamembranar



(exBes 11 e 12) e um dominio citoplasmatico tirosina quinase que é dividido por uma insercéo
nos lébulos de ligacdo a ATP (exao 13) e fosfotransferase (ex&o 17).293554.68

Em células ndo neoplasicas, os RTK séo ativados através da ligacao do ligante (SCF), resultando
na dimerizacao do recetor, fosforilacdo dos residuos de tirosina quinase e ativagdo das vias
intracelulares a jusante, culminando com a transcricdo de numerosos genes, incluindo os
responsaveis pelo crescimento, sobrevivéncia e mobilidade.?356921

A ativacdo do rKIT em mastocitomas esta relacionada com a presenca de mutagdes no c-KIT,
que levam ao aparecimento de alteracBes conformacionais no dominio justamembranar do
recetor e a autofosforilacdo do dominio de tirosina quinase, independentemente da presenca do
ligando SCF.22%16® Tem sido identificado um grande numero de mutacdes no c-KIT dos
mastocitomas caninos, estando a maioria localizados no exdo 11 e ocasionalmente nos exdes
8,9 e 17.2132 A mutacgédo do exdo 11 consiste usualmente em duplicacéo interna em tandem (ITD)
e tem sido associada a mastocitomas de alto grau, com aumento de recorréncia local ou
sistémica e morte.*"?132 Mutagdes no exdo 8 e 9 ocorrem em menos de 5% dos mastocitomas
cutaneos e nenhuma dessas mutacdes foi associada com o prognéstico.3?

A detecdo do KIT ativado sem mutacdes no exao 11 sugere a existéncia de outros mecanismos
responsaveis por esta alteracéo.%® Esses mecanismos podem ser outras mutacdes c-KIT, como
foi relatado para alguns mastocitomas caninos, ou entao, outras possiveis alternativas, tais
como, a producdo autécrina ou paracrina de SCF (sobreexpressao do ligante),
heterodimerizagdo com outros RTK, perda da funcdo da fosfatase ou falha nos processos de
degradacéo, como a ubiquitinagéo.>1":21:2459 A sinalizacéo aberrante do RTK pode ser também
causada pela sobrexpressdo do recetor, 0 que causa um aumento na resposta das células
neoplasicas aos fatores de crescimento ou indugédo da dimerizacdo do recetor na auséncia da
ativacao de ligantes (homodimerizacao espontanea do recetor), também conhecido como c-KIT
do tipo selvagem (WT c-KIT).210.2

Uma vez ativado, os RTK sdo rapidamente internalizados e reciclados da membrana
citoplasmatica.** A ativacdo constitutiva do KIT devido a mutagcbes no c-KIT e,
consequentemente a rapida internalizacdo do recetor € provavelmente a razdo para a perda de
marcagdo membranar e aumento de expressao citoplasmatica em mastocitomas biologicamente
agressivos.?*%° A |ocalizacdo intracelular (ndo membranar), do rKIT mutante é responsavel pela
sinalizacdo oncoldgica a jusante.?*

Desta forma, estdo descritos trés padrfes distintos de expressdo do c-KIT em mastocitomas,
sendo esses: marcagdo membranar (padréo 1); marcagao citoplasmatica focal ou pontilhada,
com diminuicdo membranar (padrdo 2); e marcacdo citoplasmaética difusa (padrdo 3).323%36 O
padrao foi atribuido com base no padrédo de expresséo mais alto (padrao | vs padréo Il vs padréao
[lI) presente em pelo menos 10% da populacdo de células neoplasicas ou em grandes

aglomerados, dentro do tumor.?’3® Um estudo verificou que o aumento da marcagdo
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citoplasmética do c-KIT estava associado a mastocitomas de alto grau, ndo se verificando
diferencas significativas entre o padrdo focal ou difuso.®? Estas alteracGes de padrdo séo
frequentemente independentes da presenca de mutacdes ativadoras no c-KIT.%2% Um estudo
realizado por Giantin et al, em 2012 sugeriu que 0 MRNA do c-KIT possa estar sobrexpresso nos
mastocitomas caninos embora os niveis de expresséo do gene, a localizagdo da proteina KIT e
mutagGes do c-KIT sejam considerados eventos independentes.?! Na verdade, apenas 20% dos
pacientes com expressdes aberrantes do rKIT apresentam concomitantemente mutacdes no
exdo 11 do c-KIT.?’

Estudos demonstram que 15 a 40% dos cdes com mastocitomas apresentam mutacao no c-KIT,
tendo uma maior prevaléncia em mastocitomas de grau lll, com uma incidéncia de 17-35%,
guando comparado com aproximadamente 8% nos mastocitomas de baixo grau.*” 6165675 De
igual importancia, as mutacdes ou WT c-KIT identificadas nos mastocitomas primarios
correspondem com as mutagfes encontradas nas suas respetivas metéstases, sugerindo a
possibilidade de realizagdo de exames do estado mutacional do c-KIT em ambos e, do

tratamento de mastocitomas disseminados com os inibidores de RTK.17:3°

1.5) ESTADIAMENTO

O estadiamento é considerado a ferramenta progndstica mais importante nos mastocitomas
cutaneos caninos e é realizado por oncologistas utilizando critérios clinicos, histopatolégicos e
citoldgicos.?#%° Uma vez que o diagndstico de mastocitoma tenha sido estabelecido, devido a
capacidade de metastizacao destes tumores, todos os caes devem de ser avaliados com o intuito
de averiguar a presenca de disseminacéo local ou sistémica.®?°

O sistema de estadiamento clinico da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para os
mastocitomas reconhece quatro estadios de doenga tumoral.® O estadio 1 e 2 sdo caracterizados
pela presenca de nédulos solitarios que estao confinados a derme, sendo que no primeiro nao
h& presenca de metastizacdo de ganglios linfaticos ou 6rgdos internos e, no segundo ha
envolvimento ganglionar regional.32%° No estadio 3 identificam-se multiplos tumores dérmicos ou
grandes tumores infiltrativos com ou sem envolvimento ganglionar regional e, por fim, o estadio
4, baseia-se na detecdo de metastases a distancia.??%® Contudo, varios estudos tém reportado
defeitos neste sistema corrente de estadiamento, sendo que, a verdadeira influéncia dos estagios
Il e 11l é dificil de definir.2’32 Este sistema de classificagdo tem sido tema de debate entre muitos
autores, tendo sido recomendada a troca de critérios entre o estadio 2 e 3, uma vez que a
disseminacdo de ganglios linfaticos tem um pior prognostico do que a simples dete¢édo de
mastocitomas multiplos cutaneos.?’*? Estudos corroboraram esta afirmacdo através da
verificacdo de auséncia de diferencas significativas nos intervalos livres de doenca (ILD) entre o
estadio 1 e 3 e menores tempos de sobrevida para os casos em estadio 2 e, para além disso,

tempos de sobrevida completamente dispares entre o estadio 1 e 2, sendo eles de 6,2 e 0,8
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anos, respetivamente. 26

N&o é necessario um estadiamento completo em todos os cdes com mastocitomas.*? Na maioria
dos mastocitomas de baixo grau, uma avaliagdo basica € suficiente, devendo incluir a realizacéo
de um exame fisico completo, com especial atencdo a presenca de novas lesdes cuténeas e aos
ganglios linfaticos, a avaliacdo citologica/histolégica dos mesmos e a realizagdo de uma
ecografia abdominal.®?”*2 Contudo, em mastocitomas de alto grau, com evidéncias de
metastizacdo ou caso esteja a ser considerada a administracdo de terapia adicional, um
estadiamento completo é recomendavel.®2% Nestes casos é requerida, para determinar a melhor
abordagem terapéutica, para além dos exames anteriormente referidos, a realizacdo de
radiografias toracicas, e PAF de figado, baco e medula 6ssea.?”32535 A avaliacdo do esfregaco
da camada flogistica (buffy-coat), ndo faz parte dos pardmetros essenciais no processo de
estadiamento, devido ao ser valor limitado no diagnéstico de mastocitose sistémica.®325°

Os métodos de interpretacdo das avaliagfes citologicas ou histologicas dos ganglios linfaticos,
ou dos 6rgéos internos ndo estéo livres de controvérsias.®® A identificacdo de mastocitos, por si
s0, nestes exames ndo permite a realizacado de um diagnostico de disseminag&o neoplésica pois
0s mastdcitos podem ocasionalmente ser observados em ganglios linfaticos de cées saudaveis
ou em situacBes de processos inflamatérios e, sdo também residentes normais do figado e
baQ0.5’9’32'38’42'65

N&o existem critérios citolégicos estabelecidos, contudo encontra-se relatado, que no exame
citolégico, a evidéncia de metastase, seja em ganglios linfaticos ou outro 6rgdo de interesse,
inclui: a presenca de aglomerados ou grupos de mastdcitos; um grande nimero de mastécitos
bem diferenciados; ou mastdcitos atipicos (pleomodrficos e pouco granulados).59:3842505365
Relativamente a medula éssea, esta é considerada infiltrada se a populacdo de mastécitos
normais ou atipicos for superior a 10% ou 5% de todas as células nucleadas, respetivamente.>?
A avaliacao cuidadosa dos ganglios linfaticos € um dos componentes chave no estadiamento de
mastocitomas cutaneos, visto ser considerado o primeiro local de disseminag¢édo oferecendo,
desta forma, informacdes clinicas valiosas sobre o estado de progressdo da doenca.3234%371 O
exame fisico, por si s6, ndo € um método fiavel na determinagédo de metastizagéo regional pois,
num estudo com 20 cdes com mastocitomas cuténeos, 19% (3/16) apresentavam géanglios
linfaticos normais a palpacdo que foram posteriormente classificados como metastaticos no
exame citolégico.*® Para além disso, o ganglio linfatico disseminado por vezes difere do ganglio
linfatico que drena para a localizacdo anatémica mais proxima, dificultando a sua
identificacd0.%>" A biopsia excisional do ganglio linfatico completo permanece o método padréo
para confirmacgéo de invaséo linfatica, e estes sdo considerados metastaticos na presenca de

agregados de mastocitos nos seios (subcapsular, paracortical ou medular) ou parénquima.®®>3

1.6) PROGNOSTICO
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O fornecimento de um progndstico o mais acurado possivel € muito importante nos mastocitomas
caninos devido a sua elevada prevaléncia e a variabilidade de comportamento biolégico, e por
forma a proporcionar o maximo de informacao ao proprietério das possibilidades de evolugéo e
medidas terapéuticas nesta patologia.*

Independentemente dos avangos na analise molecular, o grau histolégico e o estadiamento
clinico sdo os parametros de progndstico de mastocitomas mais utilizados e reconhecidos
internacionalmente.?1244547.65 Empora a classificacdo do grau histolégico prediga o correto
comportamento biolégico em 90 a 95% dos mastocitomas caninos, nenhum esquema €
completamente preciso e o estadiamento continua a ser o melhor fator de prognostico para
mastocitomas cutaneos.®>*® Fatores adicionais, tais como, caracteristicas clinicas, taxa de
proliferac&o celular (indice mitotico), estado de mutacéo do c-KIT e localizag&o do rKIT , e outros
marcadores proliferativos, tém sido sede de varios estudos, com o intuito de identificar esses
subconjuntos de mastocitomas agressivos e melhorar a informacéo prognéstica.?124:27:33:43,50.63,68
No entanto, ndo h& um unico parametro ou sistema de graduacgéo que forneca 100% de certeza

do comportamento biolégico.?”43

1.6.1) CARACTERISTICAS CLINICAS

As caracteristicas clinicas com influéncia no progndstico séo as seguintes:

- Taxa de crescimento e tamanho do nddulo, em que tumores de maiores dimensdes (> 3 cm)
ou com alteragOes significativas no crescimento ao longo do tempo, estdo associados a pior
progndstico mesmo apds remocgao cirdrgica e/ou radioterapia;®®-°2

- Localizagéo: os mastocitomas localizados na regido prepucial, perineal, inguinal, subungual,
facial, oral ou outras membranas mucosas apresentam maior probabilidade de recorréncia,
metastizacdo e associacdo a tumores de alto grau;?%:27:36:45.66

- Idade, sendo que um estudo verificou que os cdes mais velhos, entre 11 a 16 anos, tém maior
risco de desenvolvimento de mastocitomas de alto grau (sistema de Kiupel) ou grau /11l (sistema
de Patnaik) e, que os cdes mais jovens (2-6 anos) de baixo grau ou grau |;%¢

- Disseminag&@o metastatica, em que caes com apenas envolvimento ganglionar tém um tempo
de sobrevivéncia maior relativamente aos animais com disseminacdo hematica ou metastases
em mais do que dois locais e, em caso de envolvimento visceral ou da medula 6ssea o
prognostico é grave, com um tempo de sobrevivéncia de 16 a 110 dias;?"32:36:4547.53

- Presenca de sinais sistémicos, como anorexia, vomito, melena, edema e ulceragéo
gastrointestinal, estd comummente associado a envolvimento visceral e, como tal, garante um
prognostico mais reservado, com uma média de sobrevivéncia de 90 dias.***’ A presenca de
ulceracao local, eritema ou prurido também tem sido associada a pior prognéstico em alguns
estudos;*

- Margens cirargicas e recorréncia local, em que as taxas de recorréncia em mastocitomas com
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margens incompletas ou inferiores a 2 mm séo de 6-30% em tumores de baixo ou intermédio
grau e de 85-90% em alto grau, estando este reaparecimento associado a um pior prognéstico,
por aumento do risco de metastases e diminuicdo dos tempos de sobrevivéncia, com taxas de
mortalidade que atingem dramaticamente entre 86% a 100% dos casos.®?":3436.65 A percentagem
de recorréncia dos mastocitomas completamente excisados é de 4% e 36%, para baixo e alto

grau, respetivamente.*?

1.6.2) GRADUACAO HISTOLOGICA

O sistema de grau de Kiupel € uma ferramenta Util no prognostico de mastocitomas caninos, com
predicdo na sobrevida global e intervalo livre de doenca.®® Neste sistema, estudos demonstraram
gque os mastocitomas de baixo e alto grau tém, respetivamente: um tempo médio de
sobrevivéncia de aproximadamente 2 anos vs 180 dias, uma probabilidade de sobrevivéncias
aos 12 meses de 95% vs 24%; disseminacao linfatica determinada por PAF em 15% vs 30% dos
casos; e metastizacdo a distancia em 2% vs 11% dos casos.**% Aproximadamente 90% dos
mastocitomas dérmicos sdo de baixo grau, sendo que 5% dos mesmos apresentam
comportamento agressivo e 20% desenvolvem mastocitomas adicionais.32436°

Relativamente ao sistema de Patnaik, um estudo reportou a auséncia de associa¢ao prognostica
em relacdo a profundidade do tumor, como anteriormente referido.>” O prognédstico para o grau
Il é muito variavel, sendo que a vasta maioria dos caes pode ser curado e ter um longo periodo
de sobrevivéncia ap6s exciséo cirlrgica completa.?® No entanto, 17-56% desses casos falecerdo

por patologias relacionadas com o mastocitoma.®

1.6.3) EXPRESSAO E MUTACOES C-KIT

A presenca de altera¢des no c-KIT tem um papel no desenvolvimento de mastocitomas cutaneos
e a ocorréncia de mutacdes do tipo ITD no exdo 11 do c-KIT e/ou expressdes aberrantes da
proteina KIT nos mastécitos neoplasicos sdo indicadores negativos de progndstico.3?%° A
detecao de mutacéo do tipo ITD no exdo 11 aparenta ser Gtil como preditor de intervalo livre de
doenca e esta também esta associada a: um alto grau histologico, uma significativa diminui¢céo
dos tempos de sobrevivéncia, um aumento da incidéncia de recorréncia local e da mortalidade
relacionada com os mastocitomas, e a duplicacdo da probabilidade de metastizagcdo quando
comparado com os mastocitomas sem esta mutagdo.”?1326568 para além disso, esta reportado
que cdes com mutacdes no c-KIT tém um tempo de sobrevivéncia menor quando comparados a
cdes com WT c-KIT.3946

Um estudo detetou a associacdo da fosforilagdo do KIT com um pior prognéstico clinico tanto
em mastocitomas com o c¢-KIT mutado como ndo mutado.®®

A expressdo aberrante do c-KIT (padréo 2 e 3) tem sido associada a um pior prognéstico em
mastocitomas cutaneos, estando também altamente associado a aumento do risco de

recorréncia local e diminuicdo dos tempos de sobrevivéncia.432:33:34.65
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Para além dos critérios referidos acima, um estudo reportou a associa¢ao de um pior progndéstico
clinico, tanto em mastocitomas com o c-KIT mutado como ndo mutado, em cdes com a presenca
de fosforilagéo do rKIT (pKIT).%°

[.6.4) MARCADORES PROLIFERATIVOS/OUTROS MARCADORES MOLECULARES

A proliferacdo celular € um reflexo do nimero de células no ciclo celular (fracdo de crescimento)
e a taxa na qual as células progridem através do ciclo celular (taxa de proliferagéo).®®> Nenhum
indice isolado analisa mutuamente a fracéo de crescimento e a taxa de proliferacdo, o que implica
a necessidade da utilizacdo de multiplos marcadores de proliferacédo para avaliar completamente
a proliferacédo celular.%®

A proteina Ki-67 é considerada um indice de frag&o de crescimento pois identifica as células em
todas as fases ativas do ciclo celular, mas ndo sugere a taxa de progressao.3+%°© O AgNOR séo
subunidades nucleolares envolvidas na transcricdo do RNA ribossomal e, por conseguinte, o
nimero de AgNOR por célula estd associado com a taxa de proliferacdo celular.34%7° A
pontuagdo do AgNOR e do indice do Ki-67 estdo diretamente associados com o risco de
recorréncia (local ou sistémica), metastizacdo e mortalidade relacionada com os mastocitomas.®*
A avaliagé@o conjunta do produto dos mesmos (Ki67 x ANOR) representa o indice proliferativo
com maior associacdo ao prognéstico, pois combina a medi¢ao da fracdo de crescimento com a
taxa de proliferagdo.3+®

O indice mitético é o estimador de proliferacao celular mais utilizado e é um critério importante
para graduacdo histoldgica, no entanto nao reflete a fracdo de crescimento total.®*% Uma
contagem mitética elevada esta associada a um mau prognéstico, tendo sido publicados
diferentes valores por dois estudos diferentes® Um estudo associou
mitoses/10HPF com a diminuicdo dos tempos de sobrevivéncia e um outro estudo reportou que
0 tempo médio de sobrevivéncia nos mastocitomas com O5 tosés/10HPF era de
aproximadamente 70 meses comparativamente com 5 meses se >5 mitoses/10HPF.%
Atualmente néo ha concordéancia sobre o valor de referéncia a estabelecer por forma a diferenciar
entre mastocitomas com baixo ou alto risco de metastiza¢ao e recorréncia local, e com os tempos
de sobrevivéncia.?* Todavia, um indice mitético com o valor especifico (cut-off) de 7 tem sido
proposto como parte do novo sistema de graduacéo de mastocitomas cutaneos caninos.®*
Neste ano, Horta et al, reportou a existéncia de correlagdo entre o indice mitético e a expressao
do Ki-67, como esperado, mas também com o numero de células binucleadas e com a
presenca/intensidade de necrose intramural, avaliadas na andlise histopatoldgica.?” A presenca
de mutacdes no c-KIT também estd positivamente correlacionada com o estadio clinico,
recorréncia tumoral, ambos os sistemas de graduacao histoldgica, indice mit6tico e expresséo
do Ki-67.%"

Nos seguintes marcadores, ndo tdo profundamente estudados, foi verificado algum grau de
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correlagdo com o progndstico, sendo eles:

-Tumores aneuploides, associados a estadios mais avancados e a menores tempos de
sobrevivéncia;**

-Aumento da densidade da microvasculatura, correlacionado com tumores de alto grau, maior
grau de invaséo e pior prognostico;?-3

-Expressdo da proteina pl6, pertencente aos inibidores dependentes da ciclina quinase e
responsavel pelo controlo da passagem de células do intervalo G1 para a fase S, esta associada
a um alto grau histolégico;?®

-Detecao por imunohistoquimica da expressdo elevada do BAX, proteina pré-apoptética, esta
associada a uma alta taxa de mortalidade e menores tempos de sobrevivéncia;” "

-Inibidores teciduais das metaloproteinases do tipo 1 (TIMP-1) contribuem para uma menor
progressdo dos mastocitomas;>®

-Hipometilagcéo global do DNA, predomina em tumores de alto grau;*°

-Elevada expressdao estromal de proteina ativadora dos fibroblastos (FAP), encontra-se
positivamente correlacionada com ambos os sistemas de grau histolégico (Patnaik e Kiupel),
indice mitético e expresséo do Ki67, podendo ser um potencial fator de prognéstico negativo.??
Para além dos marcadores anteriormente referidos, muitos mais tém sido investigados pelo seu
possivel valor no prognostico dos mastocitomas cutdneos caninos, tais como: expressao do p53,
expressdo do MDM2, expressdo do recetor da serotonina e da serotonina, expressdo da
prostaglandina E;, concentracdes de histamina no plasma e, até certo ponto, expressao do p21
e p27.32% Embora tenham sido identificadas associacGes entre esses marcadores e o grau
histologico, estadio ou sobrevida, nenhum destes marcadores demonstrou fornecer informacdes
prognosticas além dos parédmetros discutidos anteriormente ou utilizados atualmente em
diagnosticos de rotina.®?

Muitos outros estudos que envolvem a expressao de genes, tais como, SLC38A8 e UGT2A1, ou
de outros marcadores tais como antigénio Ki-1 ou CD30, também tém sido realizados, contudo,

até ao momento, ainda ndo se conseguiu provar o seu real valor no prognéstico clinico.®™

1.6.5) MASTOCITOMAS SUBCUTANEOS

Acima de 90% dos mastocitomas subcutaneos séo benignos, porém 10% dos caes morrem com
patologias relacionadas com o mastocitoma, 11% desenvolvem mastocitomas subcutaneos
adicionais, distantes dos primarios, 8% recorrem e 5% metastizam.3

A maioria dos mastocitomas subcutaneos ndo abriga mutacdes no exdo 11 do c-KIT, mas
similarmente aos mastocitomas cutaneos, a presenca dos diferentes padrdes de expressédo do
c-KIT estdo associados a metastizacéo e recorréncia local.2:349

O prognostico dos mastocitomas subcutaneos pode ser determinado usando os seguintes

parametros histopatoldgicos: indice mitético, Ki67, pontuacdo do AQNOR e padrao de expresséo
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imunohistoquimica do KIT.2#8370 O padrdo de crescimento nestes tumores parece ter significado
prognéstico.®’

Céaes com mastocitomas subcutaneos com padrao de expressdo ndo membranar (padréo 2 e 3)
tém maior risco de recorréncia local (21/24; 88%) e metastizacédo (11/12; 92%).% Verificou-se
uma maior sensibilidade no padréo de expressdo do c-KIT relativamente a contagem mitética
superior a 4, na predi¢éo de recorréncia local e metastizacéo, sendo neste ultimo de 50% (12/24)
e 58% (7/12), respetivamente.®

[.7) TRATAMENTO

A abordagem terapéutica nos mastocitomas é baseada nas caracteristicas clinicas, estadio
clinico, grau histolégico e presenca ou auséncia de fatores de progndstico negativos.®3236 A
excisao cirdrgica e a radioterapia sao até a data, as op¢des de tratamento com maior taxa de
sucesso.%® Desafios terapéuticos, no entanto, surgem com mastocitomas de alto grau, grandes

ou infiltrativos, com metastizacdo ou ndo excisaveis.?

[.7.1) CIRURGIA

A cirurgia é o tratamento de escolha em mastocitomas nédo disseminados, localizados (solitarios
ou multiplos) e passiveis de serem excisados com as margens recomendadas.®36:53
Historicamente, as margens recomendadas na excisao cirlrgica eram de 3 cm a volta do nédulo,
contudo recentemente, evidéncias indicam que 2 cm de margens laterais e a remo¢édo de um
plano fascial em profundidade podem ser suficientes para a excisdo completa da maioria dos
mastocitomas.®¢°".74 A margem profunda deve incluir o paniculo muscular (se presente), a fascia
subjacente ou, na sua auséncia, a camada superficial da musculatura.®3¢5"74 Todavia, estas
recomendacdes recentes ndo foram avaliadas em tumores com didmetro superior a 4 cm e, ndo
devem de ser aplicadas a mastocitomas de alto grau por serem localmente mais invasivos.®
Neste Ultimo caso, as margens laterais devem de ser superiores a 3 cm com inclusao do plano
fascial profundo e, devido ao elevado risco de recorréncia e metastizacao, deve optar-se por um
tratamento multimodal.®

Nos tumores localizados em locais com baixa viabilidade de uma excisdo ampla, como nas
extremidades distais, face ou zonas articulares, por vezes é necessario optar por técnicas
reconstrutivas, terapia neoadjuvante (quimioterapia ou corticoterapia), para diminuir o tamanho
do nédulo e/ou terapia adjuvante (radioterapia), em nédulos incompletamente excisados.® Nestes
casos, 0 grau histolégico deve de ser avaliado por biépsia incisional para melhor abordagem
terapéutica.®

Todas as margens cirurgicas devem ser avaliadas histologicamente sendo classificadas como:
margens limpas (auséncia de células tumorais, num espaco de 2 mm das margens), margens
estreitas (presenca de mastocitos dentro de 2 mm das margens cirdrgicas) e margens positivas

(mastdécitos presentes nas margens cirrgicas).'®3¢ Esta avaliacéo é, por vezes, complexa, sendo
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que a presenca de mastécitos em monocamada, agrupamentos ou com sinais de atipia sdo
considerados mastécitos neoplasicos.®” Contudo quando estes estdo dispersos a distingcdo
entre mastdcitos neoplasicos e normais (que possam ter sido atraidos por quimiotaxia) € dificil.
316574 Nestes casos é recomendada a avaliacdo do padréo de marcacéo do ¢-KIT ou a utilizacéo
de marcadores de proliferacdo, como o Ki-67 ou AgNOR, por forma a aumentar a precisao da
discriminacéo entre mastdcitos residentes/de origem inflamatéria e neoplasicos.’

Um estudo verificou que a maioria dos casos (84%) que sdo novamente operados, para
alargamento de margens apés recessao incompleta, posteriormente na andlise histopatolégica
ndo apresentam sinais de doenca residual tumoral.” Para além disso, outra investigacdo
reportou também a auséncia de recorréncias em muitos mastocitomas com remocao incompleta
sem a administracdo de tratamentos adicionais.’

Em 2016, Milovancev et al, estudou a possibilidade de avaliacdo de margens cirargicas em
amostras citologicas obtidas por impresséo das margens, durante a resse¢cdo do mastocitoma,
contudo a concordancia da avaliagéo citolégica com a histopatologia de seccéo radial foi baixa.*
No periodo peri-operatorio, devido ao risco de desgranulacdo durante manipulagdo cirdrgica,
recomenda-se a administracdo de bloqueadores anti-histaminicos H1 e H2 por forma a reduzir o

risco de sinais locais e sistémicos.®

1.7.2) RADIOTERAPIA SOZINHA OU EM COMBINACAO COM OUTRAS MODALIDADES

A radioterapia deve estar restrita a casos em que 0s mastocitomas nédo sdo plausiveis de excisao
cirargica ou no pos-operatério de nddulos removidos com ressec¢éo incompleta e impossibilitados
de alargamento de margens.® Também pode ser usada para tratamento de metastizagées de
ganglios linfaticos regionais.®

Concomitantemente, no periodo pré, peri e pés-radioterapia sdo administrados prednisolona e
bloqueadores anti-histaminicos H1 e H2 para reduzir a severidade dos sinais clinicos provocados
pela desgranulacdo dos mastécitos induzida pela radiacéo.®

A combinagdo de hipertermia (aquecimento do tecido tumoral até aos 40-45°C) com a

radioterapia ndo demonstrou beneficios adicionais comparativamente a radioterapia sozinha.®

1.7.3) QUIMIOTERAPIA

A guimioterapia pode ser utilizada de trés formas diferentes: tratamento, atraso ou prevencgéo da
metastizacdo em tumores de alto grau ou comportamento bioldégico agressivo; terapia
neoadjuvante, previamente a cirurgia ou radioterapia, para diminuir o tamanho da massa, ndo
havendo, no entanto, estudos a comprovar a eficicia deste método; e tratamento de doenca
residual microscépica que ndo é passivel de tratamento por cirurgia ou radioterapia.®’?> Nos
mastocitomas em que a excisdo completa € impossivel esta recomendado a ressec¢ao marginal
ou citoreducgédo seguido de radioterapia.®

O tratamento de primeira linha mais comummente usado é a combinagdo de vimblastina com
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prednisolona e, como segunda linha lomustina.®*? No entanto, a combinacdo de vimblastina e
lomustina também é usualmente usada.®3? Contudo, o protocolo de quimioterapia ideal para
mastocitomas de alto grau permanece desconhecido.’

A prednisolona tem atividade contra mastocitomas caninos porém, quando usada sozinha, a taxa
de resposta é baixa com apenas 20% dos pacientes a alcancar remissdo completa ou parcial.®
No entanto, pode ser util na reducdo do tamanho da neoplasia, tornando-a passivel de
abordagem cirdrgica.®? Ainda assim, ndo existem estudos a referir a influéncia da sua
administracdo na graduacao histolégica ou na determinacéo das margens.*?

Os principais efeitos secundarios dos protocolos quimioterdpicos sao similares aos sinais de
toxicidade induzidos pelos mesmos, tal como a potencial mielosupressao e irritacao perivascular
com a vinblastina ou a hepatotoxicidade, severa mielosupressao e trombocitopenia severa
idiossincratica com a lomustina.® Aconselha-se a coadministracdo de hepatoprotetores nos
tratamentos com lomustina.®

Nos mastocitomas com uma elevada pontuagdo no parametro AgNOR x Ki67, mas sem
mutagdes no exdo 11 ou expressdes aberrantes do c-KIT, verifica-se uma melhor resposta a
combinacédo de prednisolona e vinblastina relativamente ao tratamento com inibidores de RTK.®®
Contudo, quando apresentam mutacdo do tipo ITD no exdo 11, este mesmo protocolo ndo
demonstrou beneficios terapéuticos.*

Estudos revelaram que cdes com mastocitomas disseminados que recebem tratamento local
(cirurgia e/ou radioterapia) combinado com terapia sistémica (quimioterapia e/ou inibidores de
RTK) tém um melhor resultado, com aumentos nos tempos de sobrevivéncia, relativamente aos
gue recebem apenas quimioterapia sem controlo do local primario.>3

Adicionalmente, artigos recentes reportam resultados promissores com 0 uso de paclitaxel,
guimioterapico da familia dos taxanos, contudo este farmaco ndo esta atualmente disponivel

para uso veterinario.*’

1.7.4) TERAPIA ALVO: INIBIDORES DA TIROSINA QUINASE

O rKIT ativado representa um alvo terapéutico viavel no tratamento dos mastocitomas caninos.?*
Desta forma, os inibidores de RTK tém sido desenvolvidos para o tratamento de mastocitomas
recorrentes ou ndo excisaveis, tendo sido demonstrada eficacia clinica, particularmente em
tumores que apresentam mutagées no c-KIT.2447

O mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo da fosforilacdo do RTK impedindo a sinalizacdo a
jusante, o que leva a reducéo da proliferagdo e migracao, e estimula a apoptose dos mastocitos
neoplasicos.'’*? Enquanto alguns fArmacos sdo relativamente especificos para o rKIT, outros
tém como alvo diferentes RTK, que frequentemente resulta numa maior eficacia e, ao mesmo
tempo num espectro mais amplo de toxicidades, o que pode limitar a sua aplicagdo.!’ O toceranib

(Palladia®), primeiro medicamento oncolégico licenciado para cdes, tem como alvo o rKIT, mas
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também o VEGFR2 e o PDGFR. O masitinib (Masivet®), posteriormente licenciado para o
tratamento de mastocitomas cutaneos, tem como alvo apenas o rKIT.1"22

Estudos demonstram que o tratamento com toceranib e masitinib resulta num maior tempo livre
de doenca e aumento da sobrevida global, em cdes que expressavam a forma mutante do c-KIT,
sendo esta resposta duas vezes superior em cdes com mutacdes ativadoras no c-KIT (69%)
comparativamente a cdes com mastocitomas com WT c-KIT (37%), com a administracdo de
toceranib.17324789 |nteressantemente, aproximadamente 50% dos mastocitomas, incluindo
tumores sem mutacdes no c-KIT, apresentam sensibilidade ao masitinib e, 42,8% dos
mastocitomas, sem mutacfes no dominio justamembranar, alcancaram remissdo com a
administracdo de toceranib.*

Em 2017, Moirano et al, reportou que o uso de imatinib, um inibidor do cKIT humano, resultou
em remissdo completa em 3 cdes com mastocitomas com infiltragdo medular.*”! Contudo, este
farmaco ndo tem indicagéo oficial para uso em veterinaria e 0 seu custo € proibitivo, o que
dificulta a administracdo na prética clinica.0!

A formulacéo oral desta classe de fArmacos tem como vantagem a facilidade de administracéo.®
No entanto, os pacientes em tratamento com inibidores de RTK devem ser monitorizados devido
ao possivel aparecimento de efeitos toxicos colaterais, sendo, na grande maioria, semelhantes
aos sinais de mastocitose sistémica.®’” Estes consistem, mais vulgarmente, em diarreia, vomitos,
anorexia, letargia, claudicacéo e perda de peso para o toceranib e, edema, neutropenia e, menos
frequentemente, nefropatia com perda de proteinas e anemia hemolitica com o masitinib.2-3267

N&o obstante, este sucesso das terapias alvo é amplamente atenuado pelo inevitavel
desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos, tornando-as um verdadeiro desafio clinico.?*
A sobreexpressao do rKIT é, em parte, responsavel pela resisténcia aos inibidores de RTK
contudo outros mecanismos, tais como: aquisicdo de muta¢des secundarias; envolvimento de
vias alternativas ou de desvio de sinalizacdo ou ampliacao genémica do gene alvo, também tém
sido propostos.? Torna-se essencial a identificacdo de biomarcadores validos que monitorizem
a eficacia da resposta ao tratamento e, mais importante, identificar casos que nao irdo
responder.?* A identificacdo precoce da falha terapéutica é critica para o ajuste do plano de
tratamento, podendo estes animais beneficiar de inibidores de tirosina quinase de 2° geracéo ou
terapias alternativas.?* Estudos indicam que a detecdo por imunohistoquimica da pKIT pode
servir como indicador da agressividade tumoral bem como um biomarcador farmacodindmico

rapido para avaliar a eficAcia da terapéutica com inibidores de RTK.?*

[.7.5) TERAPIA DE SUPORTE
Recomenda-se, por vezes, a administragdo de terapia auxiliar para diminuir os sinais sistémicos
dos mastocitomas associados a desgranulacdo, tal como, bloqueadores dos recetores de

histamina H1 e H2 e inibidores da bomba de protdes.®>*® Em casos de evidente ulceragdo
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gastrointestinal € aconselhavel a adicdo de sucralfato e ocasionalmente misoprostol.3®

[.7.6) OUTROS TRATAMENTOS

Varias terapias adicionais tém sido sugeridas como tratamento isolado ou adjuvante na
abordagem aos mastocitomas caninos, sendo elas:

-Administracé@o de glucocorticoides (triamcinolona) intralesionais, em tumores nédo excisaveis ou
que falharam com outras terapéuticas, tendo sido demonstrada alguma eficacia, sendo que um
estudo revela a possibilidade de administracdo segura como agente Unico ou em combinagéo
com outras terapias (sistémicas ou radioterapia);®*®

-Terapia fotodindmica, baseada na aplicacéo local de luz de certos comprimentos de onda para
ativar drogas administradas sistemicamente, € indicada para pequenas lesdes superficiais, muito
provavelmente passiveis de cirurgia, tendo sido aplicada com eficacia nos mastocitomas,
contudo pode levar a desgranulacéo do nédulo;®

-Criocirurgia ou crioterapia, adequada para mastocitomas com menos de 1 cm localizados em
areas de dificil completa excisdo cirurgica, todavia pode também levar a desgranulacdo do
tumor;®

-Eletroquimioterapia, técnica que combina a administracdo de baixas doses de quimioterapicos
(cisplatina ou bleomicina) com a aplicacdo de pulsos elétricos nos tumores sélidos, durante
microssegundos, com o intuito de estimular a captagéo local do quimioterapico, através da
permeabilizacdo temporaria e aumento da porosidade das membranas das células
tumorais.®%375 Tem sido reportada resposta de remissao parcial ou completa e sugerida como
alternativa a radioterapia adjuvante em mastocitomas com margens positivas.® Os efeitos
secundarios relatados sdo minimos, ligeira possibilidade de desgranulacdo do mastocitoma, e
estdo reportados efeitos benéficos adicionais como a estimulacdo da infiltracdo por células
imunitarias de resposta inata e adaptativa nos dias seguintes a realizacédo do procedimento;3’
-Terapia genética, baseada na eletrotransferéncia de DNA plasmodial, tem demonstrado
eficacia.'®® Dois estudos realizados reportaram um sinergismo na utilizacdo das técnicas de
eletroguimioterapia e de eletrotransferéncia genética de IL-12, demonstrando uma significativa
resposta antitumoral, com resultados na prevencéo de recorréncia local e dissemina¢do, como
também foi considerada segura e viavel no tratamento de mastocitomas caninos.6%°

-Instilagdo de agua desionizada no local do tumor primério, como terapia adjuvante, apés a
recessao incompleta porém, estudos recentes demonstraram que este tratamento ndo diminui a
recorréncia local nem aumenta os tempos de sobrevivéncia em mastocitomas solitarios
incompletamente excisados.®®?

Para além das técnicas anteriormente referidas, novas abordagens e alvos terapéuticos estdo
constantemente a ser estudados, sendo alguns deles: inibidores do PI3K; inibidores da via

JAK2/STATS5; anticorpos monoclonais anti-KIT (KTNO158) e outras vias a jusante ativadas pelo
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KIT 7.3

1.7.7) RECOMENDACOES DE TERAPEUTICA MEDIANTE GRADUACAO HISTOLOGICA E
ESTADIO CLINICO

A combinacgdo do estadiamento, avaliagdo das margens, indice mit6tico e graduacao histolégica
(sistema de Kiupel) permite aferir as seguintes recomendacdes de abordagem terapéutica:
-Mastocitoma cutédneo de baixo grau, no estadio 1, com margens limpas e um indice mitotico
baixo: reavaliagBes periddicas para a avaliacdo de recorréncia local. A adicdo de um painel de
indicador de prognéstico pode ser considerado, visto entre que 5 a 15% dos mastocitomas de
baixo grau se poderem comportar de forma mais agressiva, devendo ser discutida a relacdo
custos/beneficios com os clientes;3%:36

- Mastocitoma cutaneo de baixo grau, no estadio 1, com margens estreitas ou positivas e um
indice mit6tico baixo: realizagéo de um painel de indicador de prognostico, com determinacao do
indice de proliferacdo através do Ki67 e AGNOR, pois estes permitem predizer a probabilidade
de recidiva local, independentemente da completude da exciséo cirdrgica. Contudo, apesar da
baixa probabilidade de recorréncia local em mastocitomas com baixos indices proliferativos,
muitos autores recomendam a re-excisdo com 2 cm de margens a volta da cicatriz ou
radioterapia. Nos mastocitomas com um alto indice de proliferacdo, a recorréncia local é
altamente provavel e a determinacédo do padréo do KIT e a detecéo de mutacdes c-KIT ajudardo
a prever a resposta terapéutica aos inibidores de RTK;32:3¢

- Mastocitoma de alto grau ou elevado indice mit6tico, no estadio 1, com margens limpas ou
positivas: realizacdo de um painel de indicador de prognéstico, devido ao elevado risco de
desenvolvimento de metastases para selecdo da melhor opgéo terapéutica e, nas margens
positivas, re-excisdo com 2 cm de distancia a volta da cicatriz ou radioterapia; 326

- Qualquer cao com disseminacao regional ou a distancia (estadio 2 ou 4), independentemente
do grau histolégico e indice mitético: recomenda-se uma combinacéo de técnicas cirtrgicas, com
incluséo da remog¢éo do ganglio linfatico afetado, radioterapia e terapia sistémica. A realizacao
de um painel de indicador de progndstico é também indicada com o intuito de selecionar a terapia
sistémica mais indicada.3?3¢

As reavaliagbes periddicas devem ser realizadas inicialmente um més apds a terapia definitiva,
depois a cada 3 meses durante um ano e meio e, doravante a cada 6 meses, devendo incluir a
realizacdo de um exame fisico completo com especial atenc¢éo ao local de excisdo do nddulo,

avaliacdo do ganglio linfatico regional e PAF de qualquer novo nédulo cutaneo.36:53

) PARTE Il: ESTUDO COMPARATIVO DA CORRELACAO CITOLOGICA E HISTOLOGICA NO
MARCADOR C-KIT

1.1) INTRODUCAO
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O rKIT é atualmente o maior foco de pesquisa relativamente aos mastocitomas caninos, por
desempenhar um papel importante na biopatologia dos mesmos.!’ A presenca de alteracées
neste recetor, mutacdes ou padrdes de expressdo aberrantes, para além de serem um indicador
negativo preditivo do prognostico também representam um alvo terapéutico (atraves da utilizagao
de inibidores de RTK) nos pacientes com mastocitomas agressivos.7:6°

A possibilidade de avaliar fatores de progndéstico nas amostras citolégicas de mastocitomas
caninos seria Util pois permitia a obtencao de informacgdes sobre o comportamento bioldgico
previamente a excisdo cirdrgica, podendo optar-se, em tumores mais agressivos, por uma
abordagem mais ampla relativamente as margens ou, em casos de tumores nao excisaveis,
eleger como terapéutica uma quimioterapia sistémica com possibilidade de recurso aos
inibidores de RTK.13

Em 2014, um estudo realizado por Sailasuta et al, verificou a existéncia dos 3 padrées de
marcagao do c-KIT em amostras citologicas fixadas com acetona fria, em laminas adesivadas, e
estudou a possibilidade de correlagdo com o sistema de grau histolégico de Kiupel e com a
presenca de mutacdo no exdo 11 do c-KIT.*® Contudo, mediante o nosso conhecimento, a
verificagcdo da existéncia de correlagdo entre o padrdo de marcagdo do c-KIT em
imunocitoquimica e imunohistoquimica (método padréo) ainda nédo foi estudada. Dado que a
importancia do padrdo de expressao do c-KIT como indicador de progndstico e preditivo de
mastocitomas caninos, o objetivo deste estudo é verificar a possibilidade de realizacdo de
imunomarcacédo do c-KIT (CD117) em amostras citolégicas e, se funcional, comparar o padréo
de imunomarcacdo em ICQ com o padrao de marcacdo na biopsia histolégica de mastocitomas
caninos. Simultaneamente, pretende-se avaliar o resultado da imunomarcagdo nas amostras
citolégicas sujeitas a diferentes métodos de fixacao.

Neste estudo, devido a pequena amostragem, os mastocitomas nao foram divididos em cutaneos
e subcutaneos, tendo sido todos tratados como cutaneos.

Para além disso, também foi verificada a relacdo entre o grau histolégico de Kiupel e o grau

citolégico de Camus.

1.2) MATERIAL E METODOS

11.2.1) SELECAO DE CASOS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Oito amostras de mastocitomas caninos, previamente diagnosticados por citologia e sujeitos a
excisdo cirargica, foram incluidos neste estudo. A cirurgia foi realizada em Centros de
Atendimento Médico Veterindrios (CAMV) da regido Norte de Portugal, desde setembro a
dezembro de 2017. O protocolo deste estudo foi aprovado pela comisséo de ética institucional
ORBEA-UP (Projeto n° 237/2017). De todos os casos incluidos neste estudo foram obtidos
consentimentos informados dos proprietarios.

Dos casos foram recolhidas diversas amostras citologicas da peca cirurgica a fresco, através da
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técnica de raspagem. Desde a remocgéo cirdrgica até a obtencao das amostras citolégicas, nunca
foi ultrapassado um intervalo de tempo superior a 90 minutos. Em cada caso realizaram-se,
sempre que possivel, cinco laminas para diferentes técnicas de fixagdo, sendo elas: fixagdo
hamida (acetona e alcool) e fixacdo seca (seco ao ar). Nesta ultima, realizaram-se trés métodos
diferentes de processamento das laminas, sendo uma delas simplesmente seca ao ar, ao que
se nominou direto, e nas outras efetuou-se uma coloragao do tipo Romanowsky (Hemacolor®)
previamente ao estudo da imunomarcacao. Nestas uUltimas amostras, numa néo se procedeu a
recuperacao antigénica (AR) durante a técnica de ICQ, enquanto na outra este passo foi
realizado. Imediatamente apds obtencéo das amostras citoldgicas, a peca cirdrgica foi fixada em
formol tamponado a 10%, para processamento de rotina e posterior avaliacao histopatoldgica.
Nas amostras citologicas e nas preparagdes histopatologicas, foram avaliados os seguintes
parametros:

-Padrdo de imunomarcagédo, sendo classificado em, 0= ndo avaliavel (preparagéo acelular), 1=
marcagdo membranar, 2= marcacao citoplasmatica focal, 3= marcacao citoplasmatica difusa. O
padrdo de imunomarcacéao identificado correspondeu ao padréo predominante na amostra;
-Percentagem de mastécitos imunomarcados, sendo dividida em 1= <10%, 2= 10-25%, 3= 25-
50%, 4= 50-75%, 5= >75%;

-Intensidade, sendo classificada como 0= sem marcacao; 1= fraca; 2= moderada; 3= forte;
-Marcagéo inespecifica de fundo, sendo igualmente classificada em 0= sem marcagéo; 1= fraca;
2= moderada; 3= forte.

11.2.2) CITOPATOLOGIA E IMUNOCITOQUIMICA do CD117

A determinacdo do grau citolégico de Camus e do padrdo de expressdo do c-KIT foram
realizadas por dois observadores.

O processamento da ICQ iniciou-se pela AR das laminas fixadas pelas diferentes técnicas
(humida e seca), tendo sido realizada em micro-ondas (600W, 10 minutos) com solucao de tris-
EDTA. Uma das laminas fixadas ao ar e previamente corada ndo passou por este passo.
Seguidamente, apds arrefecimento a temperatura ambiente, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena, e posteriormente, o bloqueio das proteinas ndo especificas (protein
block). No passo seguinte incubaram-se as laminas com o anticorpo primario (Polyclonal Rabbit
Anti-Human CD117, c-KIT; Dako®) diluido mediante as recomendacdes do fabricante (1:600),
durante um periodo de 3 horas. ApOs 0 processo de incubagdo com o anticorpo primario, foi
realizada a incubagéo primeiramente com o ativador da penetracdo do polimero (post primary
block) e seguidamente com o polimero (Novolink Polymer; Novocastra®). Por fim, para a
revelacdo foi utilizado o cromogéneo 3,3'-diaminobenzidine (DAB) e para a coloracdo nuclear

usou-se hematoxilina.

11.2.3) HISTOPATOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA do CD117
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Os nodulos cirurgicamente excisados foram avaliados por consenso de dois patologistas
veterinarios tendo sido reportado no relatdrio final os dois sistemas de grau histolégico (Patnaik
e Kiupel).

A imunohistoquimica foi realizadaemcortesde 5 em, desparafinadas
alcool, respetivamente. O processamento de IHQ foi semelhante ao referido anteriormente para
alCQ, passandopelaARe com a variante deovereghtdosi da 8 mj
de incubacdo com o anticorpo superior a 10h.

11.2.4) ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica da correlacédo entre o padrdo de imunomarcacdo do c-KIT na IHQ com as
diferentes técnicas de ICQ utilizadas foi realizado no programa SPSS Statistics 25, através do

calculo do coeficiente kappa.

[1.3) RESULTADOS

A aplicacdo da técnica de ICQ e IHC decorreu com sucesso (Anexo Il e Figura 1 do Anexo lI).
As amostras dos casos de IHQ obtiveram uma marcagéo de mais de 75% dos mastécitos (sendo
aproximadamente 100% em praticamente todas as laminas), com intensidade na maioria dos
casos forte (75%), tendo sido fraca a moderada (12,5%) ou moderada (12,5%) em apenas dois
casos e ndo se verificou a presenca de marcacao inespecifica de fundo significativa.

Nas amostras de ICQ por fixagdo hamida (acetona e alcool), na generalidade verificou-se uma
alterac@o na qualidade e quantidade celular da amostra, ou seja, durante o processo de fixacéo
houve uma grande perda de material celular e, uma alteracdo na morfologia das células
(diminuicdo do tamanho celular) (Figura 1-C2 do Anexo lll). A percentagem de marcacédo de
mastaocitos era variavel e os padrdes de imunomarcacao alternavam entre o citoplasmético focal
e difuso (padrédo Il e Ill). No entanto, a intensidade de marcacdo destas amostras era, ha maioria
moderada a intensa, e ndo apresentava marcacao em pano de fundo.

Relativamente as amostras por fixacdo seca, a percentagem de marcagcdo dos mastécitos era
variavel, principalmente nas amostras diretas e previamente coradas com HemacolorN, sem
passagem pelo processo de AR. Nas amostras previamente coradas que foram sujeitas a AR,
87,5% (7/8) dos casos tinham mais de 75% dos mastécitos marcados. A intensidade de
marcagcao foi varidvel nos trés métodos de fixagdo seca, contudo as amostras onde se obtiveram
melhores resultados foram as previamente coradas com HemacolorN e sujeitas a AR. A
marcacgao de fundo variava de ausente a moderada, tendo sido no método direto que se verificou
uma menor marcacdo. A marcagdo membranar foi observada apenas nos casos previamente
corados com HemacolorN sem passagem pela AR.

Em nenhum dos casos se observou marcacdo de outros elementos celulares (fibroblastos,
eosindfilos e eritrocitos) que ndo os mastocitos.

Quanto a avaliacdo do grau histolégico, 50% dos casos foram classificados com grau Il no
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sistema de Patnaik. Todos estes casos foram avaliados como baixo grau pelo sistema de Kiupel.
Em 25% dos casos, o grau era | no sistema de Patnaik e baixo no sistema de Kiupel. Nos
restantes 25% dos casos foi atribuido alto grau e grau Il no sistema de Kiupel e Patnaik,
respetivamente.

Relativamente a comparagdo dos sistemas de grau histolégico de Kiupel e grau citolégico de
Camus, 87,5% (7/8) dos casos obtiveram a mesma classificagdo, tendo sido verificado apenas
um falso positivo na avaliacao citolégica comparativamente com o método padréo.

Neste estudo, verificou-se que dos dois casos classificados como grau Il ou alto grau (Patnaik
ou Kiupel) um destes expressa um padrao aberrante do c-KIT na histopatologia (padréo Ill).
Ainda, nos casos avaliados como grau I/ll ou baixo grau, um deles apresentava um padrao de
expressao citoplasmatico difuso (padrdo Ill), tendo sido esse caso o mesmo referido
anteriormente, como o falso positivo na avalia¢éo citologica de Camus comparativamente com a
histologica de Kiupel.

Na andlise estatistica entre o padrédo de marcacgéo do c-KIT em IHQ e ICQ, o grupo de amostras
com maior correlacéo foi o de ICQ em laminas previamente coradas com Hemacolor® mas sem
a passagem pelo processo de AR, com um valor de 0,46 (Tabela 1). No entanto, o poder amostral
€ muito baixo, devido ao baixo nimero de casos e, do ponto de vista estatistico ndo existe uma
correlagéo significativa, pois para um intervalo de confianca de 95%, a significancia deveria ser
inferior a 0,05.

Padrao de ICQ

Padrao de ICQ

Padrao de ICQ

Padrao de ICQ

Padréo de ICQ

- acetona - alcool - direto -DQ sem - DQ com
recuperacgdo | recuperagdo
MedldaAde_ -,053 _087 043 462 " 067
. concordancia
Padréo de [ gignificancia (valor NS NS NS NS "
IHQ de p)
N 5 5 7 7 8

Tabela 1: Coeficiente kappa entre o padrao de IHQ e os diferentes métodos de ICQ. N= nimero de amostras; DQ=
Diff-Quik/Hemacolor®; NS= néo significativo.

1.4) DISCUSSAO

O comportamento dos mastocitomas caninos € particularmente dependente da sinalizacéo
aberrante de certas proteinas, que nao conseguem ser detetadas pela avaliacédo histopatoldgica
de rotina.?* Mutages ativadoras nos dominios do RTK e alteragdes no padrdo de expressdo do
c-KIT tém sido associadas a um comportamento tumoral mais agressivo.?*

O padréo de marcacéao do c-KIT na IHQ é considerado um dos parametros de prognéstico mais
atil em mastocitomas caninos, cutaneos ou subcutaneos.?:%° Acredita-se que a localizacdo nédo
membranar do c-KIT seja consequéncia do trafego ou degradacéo de recetores aberrantes.® Os
mastocitomas que exibem um comportamento biolégico benigno tendem a expressar um padréo
do c-KIT membranar (padréo I), enquanto os mais agressivos sdo mais propensos a demonstrar

uma redistribuicdo citoplasmatica deste receptor (padréo Il ou Il1).%
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Relativamente as diferencas no padrdo de expressao de ICQ, como referido anteriormente,
verificou-se uma alteracdo na qualidade e quantidade celular, nas amostras por fixacdo humida
(&lcool e acetona) e a auséncia da expresséo do c-KIT com o padrdo membranar (padrdo I).
Estes resultados provavelmente devem-se ao encolhimento dos mastdcitos, na presenca do
fixador humido, que consequentemente impede o reconhecimento dos diferentes tipos de padrao
de marcacgéo, devido a presenca de dobras na membrana citoplasmaética, levando o avaliador a
interpretar como padréo de marcacao citoplasmatica. Parte deste problema possivelmente
podera ser resolvidos se forem utilizadas laminas adesivadas na preparacdo da amostra
citoldgica. Para além disso, a perda de material celular durante o processo de fixacao pode
resultar numa amostra constituida por uma populacdo celular ndo representativa da obtida
previamente a técnica de fixacdo. Nos métodos de fixagdo seca, apenas se verificou a presenca
de marcagdo membranar nas amostras que ndo passaram pelo processo de AR. Este processo
foi realizado com o intuito de reproduzir o mesmo protocolo usado na histopatologia e, para além
disso, esta descrito que a AR induzida pelo calor ndo é restrita a amostras fixadas em formol,
pois facilita a detecé@o eficaz de todos os antigénios nucleares e de alguns citoplasmaticos e
membranares, mesmo em amostras que utilizam fixadores coagulantes (p.e., alcool).'® No nosso
estudo, a passagem pela AR aumentou a percentagem de células marcadas relativamente as
amostras sem AR, no entanto o padrdo de expressdo nem sempre era concordante dentro destas
duas variaveis. Para além disso, dentro de todas as variantes utilizadas de ICQ, as amostras
sem AR foram as que obtiveram resultados mais proximos comparativamente com a IHQ,
contudo o numero relativamente pequeno de casos podera ter influenciado a analise estatistica.
A baixa concordancia entre a IHQ e a ICQ pode dever-se a dificuldade de detecdo do correto
padrdo na amostra citolégica, pois contrariamente a histologia em que a célula é observada em
corte seccional, estando a membrana citoplasmética localizada apenas na periferia, na citologia
a mesma recobre toda a célula, estando sobreposta com o citoplasma no mesmo campo
observacional.?’ Desta forma, o avaliador pode ter dificuldades na interpretacdo/distingdo do
padrdo de expressdo membranar do citoplasmatico e classificar amostras como contendo
padrdes aberrantes erroneamente.?°

Quanto a presenca de marcacao inespecifica de fundo, verificou-se uma maior marcagdo nos
casos em que se realizou a coloracdo de rotina previamente a avaliagdo ICQ. Esta marcagéo
pode ser consequéncia de residuos de corantes que interfram com o processo de
imunomarcagao.

No que diz respeito aos resultados obtidos na graduacéo histologica de Patnaik, estes estéo
concordantes com a bibliografia, que refere que cerca de 53,23% dos mastocitomas caninos séo
diagnosticados como grau I, tendo sido reportado neste estudo uma percentagem de 50%.%
Quanto a comparacdo entre os sistemas de grau histolégico de Kiupel e grau citolégico de

Camus, verificou-se concordancia em todos os casos exceto num, que foi classificado como
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baixo e alto grau pelos dois sistemas acima mencionados, respetivamente. Interessantemente,
neste caso, embora na avaliacdo citolégica se tenha obtido um falso positivo, acontecimento
referenciado pela literatura como um dos entraves a utilizacao do sistema de grau citolégico de
Camus, pois consequentemente pode levar a uma abordagem terapéutica mais agressiva, 0
padrdo de expressdo do c-KIT foi classificado como citoplasmético difuso (padréo Ill), o que
sugere um pior prognostico, com aumento do risco de recorréncia local e diminuigdo dos tempos
de sobrevivéncia.4323350346265 De facto, embora nédo fosse intuito deste estudo comparar as
caracteristicas clinicas dos casos, o nédulo removido correspondente a uma recidiva local e, a
realizacdo de uma abordagem mais radical poderia ndo ser prejudicial, pois possivelmente
estaremos perante um caso com comportamento biolégico mais agressivo.

Em conclusao, a capacidade de estabelecer o grau e estudar biomarcadores tumorais no periodo
pré-operatério e, portanto nas amostras citolégicas seriam ferramentas muito Uteis para a tomada
de decisdes terapéuticas, como sejam uma abordagem cirargica mais agressiva e/ou a
introducdo precoce de uma terapéutica sistémica apropriada.®? A existéncia de um sistema de
grau citologico associado a uma predicao prognostica acurada seria uma mais-valia, dado que a
maioria dos mastocitomas cutdneos serem diagnosticados através desta técnica.

Para além disso, a possibilidade de estudar o biomarcador c-KIT em citologia seria vantajoso
ndo s6 para o diagnostico/prognostico do tumor primario, como também no estadiamento,
podendo permitir por exemplo a diferenciagdo de mastdcitos neoplasicos, que apresentem
padrdo de expressao aberrante (padréo Il ou Ill) de mastdcitos inflamatérios em amostras
ganglionares ou de 6rgaos. Dada a existéncia de correspondéncia entre as mutac¢des ou WT c-
KIT identificadas nos mastocitomas primarios e nas suas respetivas metastases e o facto do
padrdo aberrante de expressdo do c-KIT estar provavelmente associado a constante ativacdo
constitutiva do recetor e rapida internalizacdo para crescimento e proliferacdo tumoral, existe a
possibilidade de correlagdo entre os padrdes de expressao do tumor primario e dos 6rgaos
metastizados.”243%%° Todavia é necessaria a realizacdo de mais estudos de forma a confirmar
a existéncia dos diferentes padrées de expressao nos 6rgdos avaliados no estadiamento e da
correlagdo com o tumor primario. Neste estudo preliminar, verificamos que a imunomarcacao do
c-KIT pode ser aplicada a amostras citoldgicas incluidos aquelas previamente coradas com a
coloracao citoldgica de rotina. De todas as técnicas de fixacéo avaliadas, os melhores resultados
foram obtidos nessas amostras previamente coradas em Hemacolor® e, portanto sujeitas a
fixacdo com metanol (incluida nos passos da coloracdo de rotina). As fixagdes humidas com
acetona e é&lcool foram as que produziram resultados menos promissores. Relativamente a
comparagdo ICQ e IHQ, foi também nas amostras citolégicas previamente coradas que se
verificou maior concordancia no padrao de marcacao. Estes resultados podem estar associados
ao facto de estas amostras terem sofrido dois processos de fixacdo, sendo eles primariamente

ao ar e posteriormente com o metanol, incluido na coloragdo Hemacolor®. A fixacdo ao ar seco
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é referida, por muitos autores, por aumentar a adesao das células a lamina, evitando desta forma
posteriores perdas celulares.®? Para além disso, o metanol, um dos fixadores de ICQ mais usados
em medicina humana, é considerado juntamente com misturas equivalentes de alcoois absolutos
o melhor fixador de ICQ para marcadores ndo-hematopoiéticos e pode fornecer niveis mais
elevados de imunomarcacao juntamente com baixa marcacéo inespecifica de fundo.?6:64

Dado o pequeno numero de casos incluidos neste estudo preliminar, os resultados deverao ser

encarados com cuidado.

[1.5) PERSPETIVAS FUTURAS

1 Incluir prospetivamente mais casos, por forma a aumentar o significado estatistico.

9 Performance da ICQ em amostras por fixacdo humida (acetona e &lcool) em laminas
adesivadas, com o intuito da diminui¢do da perda de material celular, conforme referido pela
bibliografia, e comparacéo dos resultados com os obtidos em laminas normais.

1 Alargamento do estudo a casos de arquivo dado os melhores resultados em amostras
citologicas previamente coradas com Hemacolor® e comparagédo com o padrdo de marcagéo
em IHQ. Se os resultados obtidos permanecerem adequados e relacionados com a IHQ, esta
abordagem seria uma mais-valia pois permitiria a realizacdo de estudos restrospetivos e, para
além disso, permitiria 0 estudo da ICQ do c¢c-KIT nas mesmas laminas, apdés a emissédo do
diagndstico citolégico, evitando a necessidade de novas colheitas ou de reservar laminas para
posteriores estudos de imunomarcagao.

1 Dado que a coloragéo HemacolorN/ Diff Quik usa metanol, como método de fixacdo, a
obtenc&o de melhores resultados comparativamente com a IHQ pode estar relacionado com
0 uso deste fixador. Desta forma, poder-se-a testar esta hipétese acrescentando mais uma
variavel de fixacao, neste caso o metanol.

1 Introducdo de uma nova técnica no estudo, sendo esta a realizagdo de cell blocks (pela
técnica de citotubo) através do lavado da agulha ap6s a PAF dos mastocitomas cutaneos.*°
Esta nova variante tem como objetivo diminuir a dificuldade de distingdo observada entre os

padr6es membranar e citoplasmaticos neste estudo.
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ANEXO |: GRAFICOS E TABELAS

Casuistica do UTCVM e analises citologicas
realizadas por rotacao

Dermatologia [T
Emergéncias I .
Oncologia [INEEEEGEG ”
Neurclogia [INEEEEEv NGNS
[ R

Reabilitacdo

mSim mNdo

Grafico 1: Casuistica do University of Tennessee, College of Veterinary Medicine (UTCVM). A barra azul (Sim)
corresponde ao numero de analises citolégicas realizadas por rotagéo.

Quistos 14

Lesdo benigna de conteddo queratinico/origem folicular 35
Lesdo benigna Outros (hiperplasia, displasi’a, normal, negativo para 162

met §stases, &)

Fibroadenomatose mamaéria 1

Paniculite 10

Piogranulomatosa 29

Neutrofilica 49

Tipos Granulomatosa 13

Eosinofilica 5

Mista 26

Cocos

Bacilos

Actinomyces/Nocardia

Simonsiella

Mycobacterium

Clostridium

Cryptococcus

Histoplasma capsulatum
Sporothrix schenckii
Blastomyces dermatitidis

Trichophyton
Inflamacéo Pneumocystis
Malassezia
Agent_es Cyniclomyces guttulatus
etiolégicos y yees g

Rhinosporidium seeberi

Micoses (agente indeterminado)
Neospora caninum/Toxoplasma gondii
Leishmania

Hepatozoon

Microfilaria (D. immitis)
Aelurostrongylus abstrusus
Crenosoma vulpis

Eimeria steedi

Kudoa thyrsites

Babesia canis

Morbillivirus (virus da esgana canina)
Herpesvirus

Qutros Reaccao CE a queratina

Tabela 1: Casuistica dos casos citologicos analisados no Laboratorio DiVetLab da Universita degli studi di Milano
categorizados por tipos de lesdo categorizados por tipos de lesdo. CE= Corpo estranho.
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Tumor das glandulas perianais 3
Benigna
Tumor das células basais 1
Hiperplasia/Adenoma sebaceo 3
Epitelioma sebaceo 1
Tumor das glandulas apécrinas 2
Tumor com origem no foliculo piloso 1
Maligna
Epitelial Carcinoma 14

Carcinoma das células escamosas 12
Carcinoma das células de transicao 1
Adenocarcinoma 2
Adenocarcinoma das glandulas apdécrinas dos sacos anais 2
Hepatocarcinoma 2
Tumor epitelial indiferenciado 21
Tumor epitelial indiferenciado com componente 4
mesenquimatosa
Benigna
Lipoma 18

Neoplasia Mie[olipoma 1
Maligna

. Tumor da parede perivascular
Mesenquimatosa

Osteosarcoma

Hemangiosarcoma
Tumor das células intersticiais (Leydig)
Sarcoma anaplasico das células gigantes
Sarcoma indiferenciado
Mastocitoma
Histiocitoma
Tumor venéreo transmissivel
Células redondas | Plasmocitoma
Linfoma
Leucemia (linfoide/mieloide)
Tumor indiferenciado
Melanoma melanético
Melanoma amelanético
Hiperplasia/Adenoma da tir6ide
Tumor maligno da tiréide
Mesotelioma
Tumor anaplasico/indiferenciado
Inconclusivo 103
Total: 687
Tabela 1: (Continuagdo) Casuistica dos casos citolégicos analisados no Laboratério DiVetLab da Universita degli studi
di Milano categorizados por tipos de leséo.

Melanoma

Neuroendécrina
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Casuistica da citologia por espécies
3% 1%

= Canina
= Felina
Exéticos

Producgdo/Equinos

Gréfico 2: Casuistica da citologia do laboratério DiVetLab da Universita degli studi di Milano por espécies



Tabela 2: Casuistica dos casos citoldgicos analisados
no Laboratério DiVetLab da Universita degli studi di
Milano categorizados por localizagdo da lesdo. Gl.=
Lavagem broncoalveolar;

Géanglio; BAL=

Liguido cefalorraquidiano.

Tecido cutaneo/subcutaneo 260
Tecido subcutaneo | Glandula maméria 21
glandular Tiroide 3
Gl. linfatico 77
Sistema Bago 44
hemolinfatico / Timo 1
hematopoietico Sangue periférico 24
Medula 6ssea 8
Coracado 1
] Cavidade nasal 10
_Slstema - Laringe 2
cardiorrespiratorio
Pulméo 14
BAL 13
Abdominal/Peritoneal | 21
Fluidos da cavidade| Toréacica/Pleural 26
corporal Pericardica 4
Liquido sinovial 6
Cavidade oral 21
Fgringg 1
(oro/rinofaringe)
Gl. salivar 2
Cavidade oral, trato Estdémago 1
gastrointestinal e Intestino 3
estruturas =
associadas Recto/Anus 3
Figado 39
Pancreas 2
Neoforma(;_élo 10
endoabdominal
Bexiga 1
. L Escovagem uretral 1
Sistema urinario -
Rins 3
Sedimento urinario 3
Prostata 3
Testiculos 2
Escroto 1
Sistema Prepucio 3
reprodutivo Pénis 4
Vulva 1
Vagina 3
Utero 7
Olhos e estruturas associadas 6
Canal externo do ouvido 21
Sistema musculosquelético 8
Sistema nervoso central (LCR) 1

LCR=

Inconclusivo/Normal 46
Inflamatério/Paniculite 46
Lesdo benigna 35
Neoplasia benigna 24
Epitelial + Tumor das 8
glandulas perianais
Mesenquimatosa 15
Mastocitoma | 21
Histiocitoma 8
Neoplasia Céls VT 1
maligna redondas Linfoma 3
Plasmocitoma | 1
TCR 6
indiferenciado
Melanoma 4
Anaplésico/Indiferenciado 2
Total: | 220

Tabela 3: Casuistica dos casos citologicos das lesdes
cutaneas caninas analisados no Laboratério DiVetLab
da Universita degli studi di Milano categorizados por tipo
de lesdo. TVT= Tumor venéreo transmissivel; TCR=
tumor das células redondas.



ANEXO II: TABELA DOS PARAMETROS OBTIDOS NA IMUNOHISTOQUIMICA E NAS

DIFERENTES CASOS

VARIANTES

DE IMUNOCITOQUIMICA, NOS

Casos GH GH GC IHQ ICQi ICQi ICQi ICQT DQ ICQT DQ
Patnaik Kiupel Camus Acetona Alcool Direto s/recuperacao | c/recuperacao
1 Il Baixo Baixo PI: 1 PI: 3 PI: O PI: 3 PI: 1 PI: 3
%M: 5 %M: 3 %M: 0 %M: 4 %M: 5 %M: 5
I: 3 I: 2 I:0 11 I: 2-3 I: 2-3
MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 1 MF: 1
2 Il Baixo Baixo Pl: 1 PI: 3 PI: 2 PI: 2 Pl: 1 PI: 2
%M: 5 %M: 4 %M: 5 %M: 5 %M: 4 %M: 5
I3 I: 2-3 I: 2-3 I: 2-3 I: 2-3 I:3
MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 1 ME: 2-3 MF: 0
3 Il Baixo Alto PI: 3 PI: 3 PI: 2 PI: 2 PI: 3 PI: 2
%M: 5 %M: 5 %M: 5 %M: 5 %M: 1 %M: 5
I: 2 I: 2-3 I: 2-3 I: 2 11 I:3
MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 1 MF: 1
4 I} Alto Alto PI: 1 PI: 0 PI: 2 PI: 2 PI: 3 PI: 2
%M: 5 %M: 0 %M: 5 %M: 3 %M: 2 %M: 5
l1a?2 I:0 I:1-2 I:1-2 11 I: 2
MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 1 MF: 1
5 | Baixo Baixo PI: 1 PI: 2 PI: 3 PI: 2 PI: 3 PI: 2
%M: 5 %M: 2 %M: 3 %M: 2 %M: 4 %M: 4
I: 3 I: 2 I: 2-3 I: 2 I: 2 I:2-3
MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 1 MF: 2
6 I} Alto Alto PI: 3 PI: 2 PI: 2 PI: 2 PI: 3 PI: 2
%M: 5 %M: 4 %M: 5 %M: 3 %M: 3 %M: 5
I: 3 I:1-2 I: 2 11 I: 2-3 I:2-3
MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 1 MF: 0
7 1] Baixo Baixo Pl: 1 PI: 0 PI: 0 PI: 0 PI: 0 Pl: 2
%M: 5 %M: 0 %M: 0 %M: 0 %M: 0 %M: 5
I: 3 I:0 I:0 I:0 I:0 I:2-3
MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: 1
8 | Baixo Baixo Pl 1 PI: 0 PI: 0 Pl: 2 Pl: 1 PI: 3
%M: 5 %M: 0 %M: 0 %M: 1 %M: 2 %M: 5
I: 3 I:0 1.0 ;1 .2 I: 2-3
MF: 0 MF: 0 MF: 0 MF: O MF: 2 MF: 2

Tabela 1: GH= Grau histolégico; GC= Grau citolégico; DQ= Diff-Quik/Hemacolor®; Pl= Padrdo de Imunomarcacéo, sendo classificado em, 0= ndo avaliavel (preparagdo acelular),
1= marcagdo membranar, 2= marcagao citoplasmatica focal, 3= marcagao citoplasmatica difusa; %M= Percentagem de mastécitos imunomarcados, sendo dividida em 1= <10%,
2=10-25%, 3= 25-50%, 4= 50-75%, 5= >75%; I= Intensidade, sendo classificada como 0= sem marcacao; 1= fraca; 2= moderada; 3= forte; MF= Marcacao inespecifica de fundo,
sendo igualmente classificada em 0= sem marcacéo; 1= fraca; 2= moderada; 3= forte



ANEXO IlI: FOTOS
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