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Estudo Retrospetivo Sobre o Papel da Patologia Cutanea como Fator de

Prognéstico em Doentes com Mastocitoma

Resumo
O mastocitoma cutdneo € um dos tumores malignos mais frequentes em canideos.
Apresenta um comportamento biolégico complexo e a sua etiologia ndo é totalmente

compreendida.

O objetivo deste estudo foi investigar se a presenca de doenga dermatoldgica prévia
influencia o progndstico de doentes com mastocitoma, estudando a sua possivel correlagéo

com o grau histologico, a metastizacéo e a sobrevida.

A andlise envolveu 33 cdes com diagnéstico definitivo de mastocitoma cutaneo por
analise histopatoldgica. A amostra foi dividida em 2 grupos de comparagao: canideos com
histéria clinica dermatoldgica (n=16) e sem histdria clinica dermatolégica (n=17). Foi ainda
avaliada a perspetiva dos tutores dos doentes em estudo quanto a sinais sugestivos de
dermatite atdpica, tais como prurido e eritema, através da realizagdo de um inquérito, com

vista a identificagdo de um eventual subgrupo com doenga dermatoldgica por diagnosticar.

Com recurso ao teste exato de Fisher, foi avaliada a associagao entre a historia clinica
dermatoldgica e a idade ao diagndstico de mastocitoma (p=0,362) e o grau de Kiupel
(p=0,699).

Nao foi demonstrada uma associagao estatisticamente significativa entre a histéria
dermatoldégica pregressa e o grau histolégico do mastocitoma (p>0,05). A anadlise da
associagao entre os resultados do inquérito e o grau de Kiupel também nao apresentou

resultados estatisticamente significativos (p>0,05).

Palavras-chave: mastocitoma; inflamagéao cutanea; prognéstico; barreira cutéanea; canideo.



Retrospective Study on the Role of Skin Conditions as a Prognostic Factor in

Patients with Mast Cell Tumours

Abstract
Cutaneous mast cell tumour is one of the most common malignant tumours in dogs. It

has a complex biological behaviour and its aetiology is not fully understood.

The aim of this study was to investigate if the presence of previous skin conditions
influences the prognosis of patients with canine mast cell tumours, studying its possible

correlation with histological grade, metastization and survival.

The study involved 33 dogs with a definitive diagnosis of cutaneous mast cell tumour
diagnosis by histopathological analysis. The sample was divided into 2 comparison groups:
dogs with dermatological medical history (n=16) and without dermatological medical history
(n=17). The perspective of the owners of the patients under study regarding signs suggestive
of atopic dermatitis, such as pruritus and erythema, was also assessed by means of a survey,

with the aim of identifying a possible subgroup with undiagnosed dermatological disease.

Fisher's exact test was used to assess the association between dermatological medical

history and age at diagnosis of mast cell tumour (p=0.362) and Kiupel grade (p=0.699).

There was no statistically significant association between past dermatological history
and the histological grade of mast cell tumour (p>0.05). The analysis of the association
between the results of the survey and the Kiupel grade also showed no statistically significant
results (p>0.05).

Keywords: mast cell tumour; skin inflammation; prognosis; skin barrier; canine.
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Parte I. Atividades de estagio

A presente dissertacao decorre do estagio curricular do 6° ano do Mestrado Integrado
em Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. O
mesmo teve lugar nas clinicas veterinarias do grupo Elsa Pereira, concretamente, na Clinica

Veterinaria Elsa Pereira, em Alfragide, e no Centro Veterinario de Alvalade.

Desde o dia 1 de outubro de 2019 até 16 de margo de 2020, a autora teve a
oportunidade de contactar diretamente com a profissdo, acompanhada e instruida pela
diretora clinica e tutora Dra. Elsa Pereira, bem como pelo restante corpo clinico — Dra. Filipa
Inacio, Dra. Rita Murta, Dr. Miguel Pereira, enfermeira Marta Pinto e auxiliares Patricia

Galhanas e Daniela Palhares.

As atividades realizadas englobaram consultas de medicina preventiva a canideos e
felideos, nas quais foi dada énfase aos protocolos de vacinagdo e desparasitacao,

identificagao eletrénica, preenchimento de boletins de sanidade e passaportes.

No ambito da Medicina Interna, a autora constatou a importancia da anamnese e
técnica de entrevista empregue, participando no exame de estado geral, eventuais
contengdes, colheitas sanguineas, execucao de fluidoterapia e administragdo de farmacos.
Em todos os momentos o enfoque foi o de estimular o espirito critico e a autonomia, discutindo
diagnosticos diferenciais e consultando variadas fontes bibliograficas que suportassem o

diagnostico definitivo e concordante atuacéo.

A escolha e interpretacdo de exames complementares, tais como painéis bioquimicos
e hemogramas, foi outra das tarefas efetuadas. A autora familiarizou-se ainda com a execugéo
de radiografias digitais. Contudo, de entre os diversos meios de diagnédstico, ressalta-se o
servico de ecografia abdominal de referéncia, onde houve o privilégio de treinar
continuamente o entendimento das imagens obtidas. Pontualmente, também assistiu a

ecocardiografias e ecocardiogramas.

No servigo de Cirurgia, a autora participou na admissdo dos animais, confirmando o
cumprimento dos requisitos pré-cirurgicos, na cateterizagdo venosa, na administragédo de pré-
medicacdo seguida de indugdo, na entubacédo endotraqueal e na tricotomia e preparagao
asséptica da area de incisao cirurgica. Teve como principais fungdes a de anestesista e
circulante. Nas cirurgias eletivas, por vezes atuou como ajudante de cirurgido. As intervencdes
mais frequentes foram: ovariohisterectomia, orquiectomia, destartarizagdo e extragéo
dentaria, rinoplastia e palatectomia a laser de CO,, nodulectomia, mastectomia e
esplenectomia. A principal responsabilidade foi a de monitorizar e medicar os doentes no

recobro pés-cirurgico e quaisquer animais em internamento. A aluna praticou igualmente a



comunicacao aos tutores do fim das cirurgias, a escrita e transmissdo de notas de alta e
acompanhou as consultas de seguimento, com reavaliagdo de suturas, pensos e extracédo de

pontos.

A cargo da autora ficou também o acondicionamento de amostras para analise
citolégica e histopatologica, com a respetiva requisicado devidamente preenchida. De entre
elas, surgiram relatdorios histopatoldgicos cujo diagndstico de mastocitoma veio permitir a

inclusdo de doentes no estudo que doravante se apresenta.

De evidenciar a oportunidade de comparecer em varias palestras, nomeadamente no
XVI Congresso Internacional Veterinario Montenegro — um gesto de incentivo a formagao

continua que merece estima.



Introdugao ao tema de tese
Atualmente, 50% dos caes com mais de 10 anos de idade morre de cancro (Smiech

et al. 2019; Estrada et al. 2020) verificando-se 0 mesmo nos gatos (Estrada et al. 2020).

No céo, cerca de 30% do total de tumores tem origem na pele, enquanto que no gato

esse valor decresce para 20% (Estrada et al. 2020).

Os mastocitomas apresentam uma incidéncia relativa de 16,8% (Kiupel and Camus
2019; Hauk and Oblack 2020), no mesmo nivel do registado para o gato, com um valor de
16,49% (Sabattini and Bettini 2019; Hauk and Oblack 2020).

De acordo com Hanahan (2022), as células cancerigenas sao dotadas de 10
caracteristicas adquiridas ao longo do processo de tumorogénese, assente em quatro pilares
— a instabilidade genética, a reprogramacao epigenética ndo mutacional, os microbiomas
polimérficos dos tecidos e o estado inflamatério crénico do individuo: 1) assegurar
autonomamente a proliferacdo celular; 2) escapar a agdo de genes supressores de
crescimento; 3) resistir a morte celular; 4) possuir potencial replicativo ilimitado; 5) induzir a
angiogénese; 6) ativar a invasao tecidual e a metastizacao; 7) reprogramar o metabolismo
energético; 8) contornar a destruicdo imunitaria; 9) dotar-se de capacidade de promogao

tumoral a partir das suas células senescentes e 10) desbloquear a plasticidade fenotipica.

Atualmente é aceite a existéncia de células estaminais do cancro (CSC — Cancer Stem
Cells), conceito que veio derrubar a nogao de que uma neoplasia se limita a um conjunto de
células cancerigenas, homogéneas e independentes do meio envolvente (Hanahan and
Weinberg 2011). Definidas como uma subpopulagdo de células neoplasicas, as CSC
caracterizam-se pelo seu potencial replicativo ilimitado, idéntico as células estaminais do
tecido de origem. E a partir das mesmas que ocorre a diferenciacéo celular, de onde provém
a multiplicidade de células que constitui um tumor (Hanahan and Weinberg 2011), com um

impacto importante na metastizacdo e na manutencéo da doencga (Pang and Argyle 2015).

Porém, o modelo CSC e a teoria classica do modelo estocastico da oncogénese nao
se anulam mutuamente. Antes, eles complementam-se na medida em que a heterogeneidade
genética de qualquer neoplasia é independente da diferenciacdo de CSC, devendo-se as
mutagcdes acumuladas ao longo das sucessivas e rapidas mitoses da progressao tumoral
(Pang and Argyle 2015).

Em oncologia veterinaria, a identificagdo de mutagdes no recetor de fator de células
estaminais (SCFR — Stem Cell Factor Receptor), isto &, no recetor tirosina quinase (c-kit) de

mastocitomas de canideos, veio evidenciar a componente genética da doenca e a sua



implicagdo no progndstico (Hauk and Oblack 2020), como discutido adiante no presente

documento em maior detalhe.

Enquanto interface com o exterior, a pele sofre uma constante renovacéao celular ao
interagir com estimulos mecénicos e quimicos. Uma disfuncdo na barreira cutdnea tem como
consequéncia a penetracdo de alergénios, substancias irritantes ou microrganismos,
passiveis de perturbar a homeostase e desencadear processos inflamatérios (Yang et al.
2020).

Se, por um lado, a inflamacao é considerada uma resposta antitumoral, por outro,
exerce um efeito paradoxal na progressao da doenga, ao recrutar moléculas bioativas até ao
seu microambiente. Exemplo disso € a chamada de fatores de crescimento, facilitadores da

proliferacéo celular (Hanahan and Weinberg 2011).

Esta associacao entre inflamacgao e neoplasia pode ocorrer por uma de duas vias: a
intrinseca ou a extrinseca. A primeira deriva de mutagées em oncogenes e genes supressores
tumorais, as quais originam células cancerigenas que por sua vez produzem mediadores
inflamatdrios, detetados no microambiente tumoral. Neste cenario, ndo existem estados
inflamatérios pré-existentes (Mantovani et al. 2008). Pelo contrario, a segunda tem por base
a presencga inicial de estados inflamatérios ou infeciosos, potenciando o risco de cancro.
Ambas confluem até ao mesmo ponto: a promocao de inflamagdo tumoral persistente
(Mantovani et al. 2008).

Dentro da mesma linha de pensamento, coloca-se a hipétese de a inflamagao cutanea
croénica fomentar o aparecimento ou a recidiva de mastocitomas, a qual da assim o mote para

o presente trabalho desenvolvido como tese de mestrado integrado em medicina veterinaria.

Parte Il. Revisao Bibliografica

1 Mastécitos

Com origem na medula dssea, as células estaminais CD34+ constituem os
precursores hematopoiéticos dos mastocitos (Lin et al. 2006). Ao atingirem a circulagao
sanguinea, os mastocitos imaturos deslocam-se rapidamente para o tecido conjuntivo ou
mucosas, onde sofrem maturagao (Kumar and Sharma 2010; Soberano and Nardi 2020). Com
uma vida util entre semanas a meses (Galli et al. 2011), tém como principais 6rgaos-alvo a
pele, os pulmdes e o trato gastrointestinal, podendo, eventualmente, serem identificados na

regido paracortical dos linfonodos (Soberano and Nardi 2020).



Dentro de um mesmo 6rgao, a distribuicdo de mastdcitos varia. Por exemplo, no caso
da pele saudavel de canideos, verifica-se um maior numero ao nivel do pavilhdo auricular e
da pele interdigital. Em todas as regides analisadas, a contagem ¢ significativamente mais
elevada na derme superficial, quando comparada com a derme profunda (Auxilia and Hill
2000). De acordo com Noviana et al. (2001, 2004), tanto no cao como no gato, a densidade

de mastdcitos cutdneos é superior na derme e na juncao dermoepidérmica.

Comparativamente ao céo, o gato apresenta um numero de mastécitos na derme do
pavilhdo auricular muito superior (Noviana et al. 2001). Em relagéo aos linfonodos, os valores

obtidos sdo equiparaveis entre as espécies (Noviana et al. 2001).

No que respeita a morfologia, os mastécitos sao células redondas, com nucleo esférico
ou ovoide. O seu citoplasma € rico em inUmeros granulos, cuja metacromasia € um trago
distintivo (Soberano and Nardi 2020). Esta deve-se a presencga de protéases e proteoglicanos
no seu interior (Kumar and Sharma 2010). Assim, os granulos assumem uma tonalidade
purpura com a coloragédo rapida de Romanowsky (Albanese 2017a) e roxa com azul de

toluidina (Albanese 2017b), entre outros.

O processo de maturacao caracteriza-se pela presenca constante do Complexo Fator

de células estaminais (SCF - Stem Cell Factor) (Kumar and Sharma 2010).

O complexo SCF representa a ligagao entre o c-kit (também apelidado de CD117) e o
fator de crescimento SCF (Kiupel et al. 2004). Em mastécitos normais, a expressdo da
proteina c-kit ocorre, sobretudo, como recetor membranar a superficie celular (Kiupel et al.
2004). O c-kit é codificado pelo proto-oncogene c-kit (Kiupel and Camus 2019; Brocks et al.
2020). .

Quanto ao SCF, é um fator essencial a sobrevivéncia dos mastécitos, secretado por
diferentes células, nomeadamente fibroblastos, células do estroma e células endoteliais
(Jamur 2011).

Apesar do complexo SCF ser um elemento critico para a proliferagéo e diferenciagéo
celular, existem outros, visto que o fendtipo do mastdcito maduro é influenciado pelo
microambiente onde 0 mesmo se encontra (Jamur 2011). A interleucina (IL — InterLeukin) 3,
IL-4, IL-6 e IL-9 e o fator de crescimento nervoso (NGF — Nerve Growth Factor) tém,
igualmente, um papel regulador (London and Seguin 2003; Jamur 2011). E esta dinAmica no
fendtipo que explica a chamada “heterogeneidade dos mastdcitos” (Noviana et al. 2001),
patente nos seus locais de migragao (Jamur 2011). Assim, faz-se a distingao entre mastécitos
do tecido conjuntivo (CTMC — Connective Tissue Mast Cells) e das mucosas (MMC — Mucosal
Mast Cells) (Jamur 2011).



1.1  Recetores de superficie

Os mastdcitos apresentam a superficie diversos recetores, entre eles como ja referido,
o c-kit, o recetor para o fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR — Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor) (Abraham and st. John 2010), recetores para
neuropéptidos (Lin and London 2010) e um conjunto de recetores de reconhecimento de
padroes (PRR — Pattern Recognition Receptors) (Katsoulis-Dimitriou et al. 2020), onde se
incluem o recetor de alta afinidade para a regido Fc da IgE (FceRI — high-affinity receptor for
the Fc Region of Immunoglobulin E), o recetor de baixa afinidade para a regido Fc da IgE
(FceRII — low-affinity receptor for the Fc Region of Immunoglobulin E) (Lin et al. 2006; Abraham
and St. John 2010), os toll like receptors (TLR) e os recetores de proteinas do complemento,

entre outros (Abraham and st. John 2010; Katsoulis-Dimitriou et al. 2020).

Os FceRl e FceRIl estabelecem ligagdo com a imunoglobulina E (IgE — Immunoglobulin
E) de antigénios ambientais ou parasitarios, aquando da exposi¢ao inicial aos mesmos — Fase
de sensibilizacao (Snyder 2013). Posteriormente, perante uma segunda exposi¢ao, decorre a
ligacdo cruzada de duas ou mais IgEs a superficie dos mastécitos (Snyder 2013), resultando
na ativagao e desgranulacado dos mastocitos, com a libertagdo de mediadores inflamatérios
(Snyder 2013). Existem ainda recetores para a regidao Fc da imunoglobulina G (FcyR —
receptor for the Fc Region of immunoglobulin G; 19G — Immunoglobulin G) (Abraham and st.
John 2010).

A ativagao de mastocitos através dos recetores FceR € apelidada de hipersensibilidade
tipo | (Snyder 2013). Apesar de ser este 0 meio classico de ativagdo, existem outros
mecanismos aptos a estimula-la, tais como anti-inflamatérios nédo esterdides (AINES),
estimulos fisicos (ex: traumatismo), diversos mediadores quimicos (ex: IL-8) (Lin et al. 2006;
Snyder 2013), neuropéptidos (ex: substancia P), bactérias, parasitas e virus (Abraham and st.
John 2010). Dependendo da via de ativagéo, séo libertados padrées distintos de mediadores
(Galli et al. 2011). De forma geral esta implicita a desgranulagéo, contudo, é possivel que

ocorra somente a secregéo de mediadores secundarios (Katsoulis-Dimitriou et al. 2020).

De entre os recetores de superficie estimuladores, destacam-se ainda os TLRs,
capazes de reconhecer agentes infeciosos ou produtos deles derivados, através dos
apelidados padrées moleculares associados a agentes patogénicos (PAMP — Pathogen-
Associated Molecular Patterns) (Katsoulis-Dimitriou et al. 2020). Atuam também na detecao
de produtos enddgenos, como células necrosadas, pelos padrées moleculares associados a
perigo (DAMP — Danger-Associated Molecular Patterns) (Kumar and Sharma 2010; Katsoulis-

Dimitriou et al. 2020). Varios TLRs sao expressos conforme o fenétipo dos mastocitos (Kumar



and Sharma 2010). Se ativados em simultdneo com os recetores FceRl, pode observar-se um

efeito sinérgico na produgao de citoquinas pelos mastécitos (Abraham and st. John 2010).

1.2 Mediadores de inflamacgao

Ainda que divididos em CTMC e MMC (Jamur 2011), os mastécitos s&o identificados
perto de vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos (Abraham and St. John 2010; Snyder
2013). As localizagbes observadas nao sao aleatérias, mas sim um posicionamento
estratégico para a sinalizagdo atempada de infegbes (Abraham and st. John 2010). Através
dos seus mediadores inflamatérios, os mastdcitos interagem com outros elementos do
sistema imunitario, quer os mais proximos como as células dendriticas, quer os mais distantes

nos ganglios linfaticos (Abraham and st. John 2010).

Os mediadores dividem-se em primarios e secundarios. Os primeiros constituem os
pré-formados, armazenados nos granulos citoplasmaticos, libertados em minutos apds a
desgranulagao (Abraham and st. John 2010). Incluem-se a histamina (decorrente da ligagao
cruzada de IgEs) (Lin et al. 2006), a serotonina, a adenosina, fatores quimiotaticos, protéases,

heparina e outros proteoglicanos (Snyder 2013).

No segundo grupo encontram-se as citoquinas (ex: IL-4; fator de necrose tumoral alfa
— TNF-a — Tumor Necrosis Factor Alpha), metabolitos do acido araquidénico produzidos pelas
vias da ciclo-oxigenase ou lipo-oxigenase (isto é, eicosandides, entre eles leucotrienos e
prostaglandinas), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF — Vascular Endothelial
Growth Factor) (Ng 2010) e fatores ativadores de plaquetas (Snyder 2013; Soberano and
Nardi 2020), decorrentes do processo de sintese de novo, que demora minutos a horas
(Abraham and st. John 2010).

Uma vez mais, o conjunto de mediadores produzido ¢é influenciado pelo fenétipo dos
mastdcitos em causa, bem como da sua localizagéo anatémica e microambiente (London and
Seguin 2003). Contudo, de acordo com Abraham e St. John (2010), a resposta dos mastoécitos
€ ainda mais elegante, uma vez que durante uma infegao ativa, modulam em tempo util o seu
fendtipo, alterando a transcricdo dos mediadores primarios. Isto significa que apds a
resolugao, os mastocitos procuram prevenir reinfegdes — como se de células de memoaria se
tratassem. Na realidade, ha um reconhecimento crescente do papel dos mastdcitos na
resposta imunitaria adaptativa por parte de diversos autores (Abraham and St. John 2010;
Kumar and Sharma 2010; Galli et al. 2011; Gri et al. 2012; Katsoulis-Dimitriou et al. 2020).



1.3 Funcgodes bioldgicas

Contrariamente a dos mastocitos de humanos e ratos, a biologia dos mastécitos de
canideos continua em grande medida por clarificar (Lin et al. 2006). Os mastdcitos normais
caninos podem ser reproduzidos em laboratério, com base em mastocitos derivados da
medula 6ssea cultivados in vitro (BMCMC — Bone Marrow-derived Cultured Mast Cells) (Lin
et al. 2006). A possibilidade de recorrer a BMCMC para o estudo destas células € importante,
visto que na maioria das investigagdes a informagao obtida provém de linhas de mastdcitos
tumorais, que nao refletem forgcosamente as fungdées de mastdcitos normais (Lin et al. 2006).
De modo geral, os BMCMC de canideos partilham mais caracteristicas com os de humanos

do que com os de ratos (Lin et al. 2006).

De acordo com Noviana et al. (2004), os mastécitos caninos in vivo apresentam 3
populagcbes, conforme as protéases presentes nos granulos: mastécitos triptase (MCy),
mastoécitos quimase (MCc) e mastdcitos triptase-quimase (MCrc). Estes ultimos encontram-
se, principalmente, na pele (Noviana et al. 2001; Noviana et al. 2004). Os BMCMC obtidos no
trabalho de Lin et al. (2006) foram, na sua maioria, MCtc — de onde se afere que os BMCMC

in vitro se assemelham aos mastocitos cutaneos.

Os mastécitos felinos in vivo englobam de forma idéntica os 3 subtipos mencionados,
com os MCr+c a predominar ao nivel do pavilh&do auricular, baco e lingua (Noviana et al. 2001).
Ja os MCr+c caninos predominam ao nivel do pavilhdo auricular, lingua, figado, bago e pulméao
(Noviana et al. 2004).

As fungoes da triptase e da quimase nao estao totalmente esclarecidas. Reconhece-
se que participam na promog¢ao e modulacao da inflamagao cutédnea (Noviana et al. 2001).
Segundo Ng (2010), ambas colaboram na cicatrizagdo de feridas, estando a triptase em
particular envolvida ao longo de todo o processo. Estimula a proliferagdo de fibroblastos, a
sintese e deposicao de colagénio na matriz extracelular e induz, por fim, a contragao actinica

da ferida. Tanto a quimase como a triptase promovem ainda a angiogénese (Komi et al. 2020).

De facto, os mastdcitos possuem inumeras fungbes, quer inflamatdrias, quer
imunoldgicas. Sao parte integrante da imunidade inata, habitualmente associados a reagbes
alérgicas e infegbes. Sao responsaveis por reforgar a quimiotaxia local de neutrdfilos,
eosindfilos (Galli et al. 2011; Katsoulis-Dimitriou et al. 2020) e células dendriticas, através da

secrecao de TNF-a e IL-1 (Kumar and Sharma 2010).

Nas reacOes inflamatérias, a libertagdo de histamina conduz a vasodilatagao e
aumento da permeabilidade vascular, com consequente edema. As suas agdes sao
intensificadas pelo fluxo de TNF (Katsoulis-Dimitriou et al. 2020), o qual também contribui para

a formagéo e estabilizagcdo de coagulos (Komi et al. 2020).
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Enquanto impulsionadores da resposta imunitaria adaptativa, os mastécitos atuam de
4 formas diferentes. De entre elas, destaca-se a capacidade de influenciar remotamente a
hipertrofia de linfonodos regionais, por meio da histamina e principalmente de TNF (Katsoulis-
Dimitriou et al. 2020). No estudo in vitro de McLachlan et al. (2003), niveis consideraveis de
TNF foram rapidamente registados em linfonodos regionais, apds ativagao mastocitaria a
periferia. O facto do TNF apresentar um tempo de semivida curto in vivo e de existir uma
distancia significativa entre o local de inflamagao e respetivo linfonodo, intriga, ainda hoje, os
investigadores sobre a capacidade do TNF sobreviver a degradacéo (Katsoulis-Dimitriou et
al. 2020). Presume-se que este efeito indireto na linfadenomegalia se deva ao
armazenamento de TNF nos granulos, libertados pelos mastécitos de forma intacta, sem
recurso a desgranulagdo, como observado em varios estudos in vivo (Katsoulis-Dimitriou et
al. 2020).

Outro modo pelo qual os mastdcitos influenciam a imunidade adaptativa é através da
promocao da migragao de células dendriticas, nao s6 ao local de infegdo, como também ao
linfonodo regional no seguimento de ativagdo mediada por IgE (Katsoulis-Dimitriou et al.
2020). De acordo com o estudo in vivo em ratos de Dudeck et al. (2019), durante a inflamacgao
cutanea do pavilhdo auricular e no seguimento da desgranulacdo mastocitaria, as células
dendriticas dérmicas captam granulos intactos. Estes s6 sofrem degradagdo quando ja
transportados até ao linfonodo regional, ainda dentro das células dendriticas dérmicas. Em
resultado, estas ultimas véem a sua migragdo e maturagao facilitadas. Além do mais, a sua

capacidade de iniciar a sintese de células T (T-cell priming) é instigada (Dudeck et al. 2019).

A interacdo com células dendriticas durante a inflamagdo cutidnea também é
vantajosa para os mastoécitos, ja que a partir das primeiras, adquirem o complexo maior de
histocompatibilidade classe Il (MHC-II — Major Histocompatibility Complex class Il) e tornam-
se aptos a ativar linfécitos T helper (Th) (CD4+) por meio de apresentagdo de antigénios
(Dudeck et al. 2017). Dado que as células dendriticas tém de se ausentar do tecido cutédneo
afetado até aos linfonodos drenantes, acredita-se que estas trocas moleculares com os
mastdcitos tenham como intuito prepara-los para manter a linha de defesa e integridade da
barreira cutanea. Note-se que este “contacto célula a célula” ndo é arbitrario e aumenta com

a inflamacgéao cutanea persistente (Dudeck et al. 2017).

Assim, o terceiro modo de acgado prende-se com a ativagado direta de linfécitos T
(Katsoulis-Dimitriou et al. 2020). Pela secre¢do de IL-4, os mastécitos conduzem a uma
resposta imunitaria do tipo Th2 (Mekori and Metcalfe 1999) — aquela a que sdo comumente
associados (Abraham and st. John 2010). Em conjunto com a IL-13, a IL-4 promove a sintese
de IgE pelos linfocitos B (Mekori and Metcalfe 1999).



Em alternativa, a ativagao e proliferagao de linfocitos Th pode ter origem na ligagao do
antigénio associado a funcao leucocitaria 1 (LFA-1 — Lymphocyte Function-associated
Antigen) (Gri et al. 2012) a molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1 — InterCellular Adhesion
Molecule 1), expressa a superficie dos mastécitos (Mekori and Metcalfe 1999). Por

conseguinte, ha desgranulacéo e libertagcao de citoquinas (Mekori and Metcalfe 1999).

Na revisdo de Abraham and St. John (2010), reconhece-se que em paralelo, o sistema
imunitario adaptativo possui um mecanismo de retroalimenta¢ao capaz de regular as fungoes
dos mastdcitos durante um processo inflamatério. Exemplo disso € o aumento da secregao in

vitro de TNF e histamina perante o contacto com células T.

Efetivamente, existe uma interacdo bidirecional entre os mastécitos e as restantes
células presentes no microambiente. Se, por um lado, tal significa que o fendtipo dos
mastdcitos pode ser alterado pelos sinais secundarios recebidos das células vizinhas, por
outro, dai se depreende que os mastdcitos “orquestram a resposta imunoldgica geral” (Gri et
al. 2012; Katsoulis-Dimitriou et al. 2020).

1.4 Papel dos mastocitos no desenvolvimento tumoral

Na literatura cientifica, os mastécitos sdo apontados como auxiliares na iniciagao e
progressao de varios tipos de tumores (Ribatti et al. 2018), gracas aos seus mediadores,
designadamente a heparina, a histamina, a metaloproteinase 9 da matriz (MMP-9 — Matrix
MetalloProteinase-9) e varios fatores de crescimento, como o VEGF. Todos estes favorecem

fendtipos angiogénicos (Coussens and Werb 2001).

Giantin et al. (2012) comprovou, com recurso a imunohistoquimica, que a expressao
de MMP-9 e VEGF-A esta correlacionada com o grau histolégico e a malignidade do

mastocitoma cutaneo em canideos.

Os mastocitomas cuténeos e subcutdneos expressam VEGFR2 (Thompson et al.
2016). Em mastocitomas subcutaneos recidivantes, existe uma correlagdao positiva
significativa entre a expressdo de VEGFR2 e os seus niveis de fosforilacdo (da Silva et al.
2017). Apdés a extirpagdo cirdrgica, os doentes com elevados niveis de VEGFR2
apresentaram intervalos de tempo livre de doenga menores, o que € sugestivo de que a
ativacao de VEGFR2 esta envolvida na fisiopatologia de mastocitomas subcuténeos caninos
(da Silva et al. 2017).

Ranieri et al. (2003) avaliou o papel da angiogénese na progressao do mastocitoma
cutaneo e constatou que existe maior densidade microvascular em mastocitomas de alto grau

de malignidade. A principal conclusao tirada deste estudo foi a de que existe uma correlagao
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significativa entre a densidade de mastdcitos e a densidade microvascular em mastocitomas
indiferenciados, isto é, de grau lll de Patnaik et al. (1984). No entanto, esta correlagdo néo se
verificou nos mastocitomas intermédios (grau Il) e bem diferenciados (grau I). Assim, entende-
se que os mastocitos se acumulam no microambiente tumoral e tém uma participacao ativa

no processo de angiogénese.

1.5 Papel dos mastécitos na patologia cutanea

Nas reacbes de hipersensibilidade, os mastdcitos libertam mediadores pruriginosos. A
histamina é, de longe, o mais reconhecido (Wang et al. 2020). Porém, a luz da evidéncia
cientifica atual, admite-se cada vez mais que o prurido crénico advém de outros mecanismos
efetores dos mastécitos (Wang et al. 2020). Exemplo disso é o uso do composto 48/80 em
inumeros estudos com recurso a ratos de laborat6rio, cuja injecéo intradérmica provoca uma
forte e rapida ativagdo mastocitaria (Wang et al. 2020). Embora este efeito seja ha muito
tempo reconhecido, apenas recentemente se descobriu o seu mecanismo: a ativacao
mediada pelo recetor X2 MAS-relacionado acoplado a proteina G (MRGPRX2 — MAS-Related
G Protein coupled Receptor X2), presente a superficie de mastécitos humanos (Wang et al.
2020) e de mastécitos caninos (Hamamura-Yasuno et al. 2020). Estes ultimos expressam-se
nos CTMC da derme das palpebras, abdémen, bochechas e escroto (Hamamura-Yasuno et
al. 2020).

Nos restantes mediadores pruriginosos, inserem-se a prostaglandina E2 (PGE2), o
leucotrieno B4 (LTB4) e a triptase (Wang et al. 2020).

A investigacao de Gschwandtner et al. (2013) deu como comprovada a existéncia de
ligacdo entre mastocitos e defeitos na barreira cutdnea, tendo a histamina um papel
significativo, ja que conduz a diminuicdo da expressdo de proteinas importantes na

integridade das tight junctions.

A mastocitose cutanea, uma proliferacdo anormal de mastécitos na derme, foi relatada
num cachorro com 3 semanas de idade, da raga Jack Russell Terrier. Todos os multiplos
nédulos de mastdcitos bem diferenciados sofreram regressao espontanea até as 27 semanas
de idade do animal. O caso foi equiparado a urticaria pigmentosa em criangas (Davis et al.
1992). Outro caso de mastocitose cutanea foi diagnosticado num cao, macho, castrado, com
3 anos de idade, arracado de Labrador Retriever. O doente apresentava, no abdémen,
numerosas e pequenas papulas, pruriginosas e ndo pigmentadas que, posteriormente, se
disseminaram para o térax e face anterior da coxa, com prurido persistente. Apés 20 semanas,
as cerca de 100 lesbes permaneciam estaveis, tendo-se confirmado nao existirem mutagdes
no c-kit (Pariser and Gram 2015).
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2 Mastocitoma

2.1 Etiologia

A etiologia do mastocitoma em caes permanece em grande parte uma incognita. No
passado, alguns casos foram associados a inflamacio cutidnea crénica ou a substancias
irritantes aplicadas na pele (Govier 2003; London and Thamm 2020). No entanto, a
epidemiologia do mastocitoma em caes nao sustenta a hipétese de um carcinogénico toépico
(London and Thamm 2020).

Uma etiologia virica foi sugerida a partir de transplantacao de células tumorais em caes
de laboratério (Lombard and Monoley 1959 e Nielson and Cole 1961 citados por London and

Thamm 2020), mas carece de evidéncia inequivoca (London and Thamm 2020).

As causas melhor fundamentadas sdo genéticas e contemplam mutagdes no proto-
oncogene c-kit, detetadas em varios mastocitomas cutaneos (Kiupel et al. 2004). InUmeras
investigagdes procuraram examinar diferentes tipos de mutacbes e exdes, com a prevaléncia
de mutagdes a oscilar largamente entre 8,5% e 72,3% (Brocks et al. 2020). Todavia, € do
consenso cientifico que a mutagdo com duplicagao interna em tandem (ITD — Internal Tandem
Duplication) na regido codificadora da justamembrana (exao 11) € a mais comum (Brocks et
al. 2020) e de notdria importancia, visto que ativa o c-kit, ainda que na auséncia de SCF, o
que leva a desregulagao da transdugao de sinal e pode clarificar a transformacéo neoplasica
dos mastdcitos (Kiupel et al. 2004; Letard et al. 2008).

No estudo de Letard et al. (2008), 26,2% dos cdes com mastocitoma cutdneo possui
mutagdes no c-kit, sendo a maioria delas (64%) no exdo 11 e uma por¢gdo menor mas
significativa (34%) nos exdes 8 e 9. Apenas 1 animal apresentava mutacdes no exao 17 (2%).
Resultados pertinentes, pois contrapdem-se a distribuicdo de mutagdes c-kit em medicina
humana (Letard et al. 2008). Mais recentemente, Kiupel e Camus (2019) afirmam que as

mutacdes nos exdes 8 e 9 representam menos de 5% do total de mutagdes c-kit.

Mutagbes no gene supressor tumoral codificador da proteina 53 (p53 — Protein 53)
foram também identificadas em mastocitomas cutdneos de canideos (Ginn et al. 2000;
Vozdova et al. 2019). Porém, néo foi estabelecida correlagdo com o progndstico (Ginn et al.
2000; Vozdova et al. 2019).

O trabalho de Ohmori et al. (2008) identificou, a partir de uma linha celular de
mastoécitos tumorais, a existéncia de proliferagcao neoplasica independente de mutagdes c-kit,

pelo que existirdo mecanismos alternativos capazes de regular a progressao tumoral.
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2.2 Apresentacgoes clinicas
Os mastocitomas de canideos apresentam comportamentos biolégicos altamente

variaveis (Kiupel et al. 2004).

A apresentacao clinica mais comum consiste nhum ndédulo solitario na derme, cuja
aparéncia macroscopica € extremamente dubia, pois tanto se assemelha a uma massa
elevada sem pélo acompanhada por eritema, como a erupg¢des cutdneas nodulares ou

inchacgo difuso. Com menor frequéncia, o nédulo é subcutaneo (Kiupel and Camus 2019).

O comportamento biolégico varia de benigno, com um nédulo pequeno, possivelmente
presente ha meses e de crescimento lento; a altamente agressivo, verificando-se um
crescimento rapido, com o ndédulo a atingir grandes dimensdes e a tornar-se ulcerado,

provocando inflamacao local (London and Thamm 2020).

Com a manipulagao fisica de um mastocitoma, constata-se a formagao subsequente
de eritema — o conhecido sinal de Darier (Govier 2003). Este fendmeno resulta da
desgranulacdo mastocitaria com libertagdo de substancias vasoativas, como a histamina e

heparina. Podem, também, formar-se papulas nos tecidos circundantes (Govier 2003).

No cdo, a maioria dos mastocitomas €& de localizacdo cutanea. Ainda assim, esta

descrita a forma visceral (Pollack et al. 1991 citado por Govier 2003).

Moirano et al. (2018) concluiram no seu estudo com uma amostra de 40 caes com
mastocitoma na forma visceral que 88% dos casos possuiam um mastocitoma cuténeo
primario. Os restantes 12% tinham um mastocitoma visceral primario. 50% do total de animais
apresentou sinais sistémicos de doenca, sendo eles, por ordem decrescente de prevaléncia,
letargia, anorexia, vomito, diarreia, hematemese, hematoquézia e melena. Todos os caes com
mastocitoma visceral primario apresentaram sinais sistémicos (Moirano et al. 2018),

resultantes da desgranulacéo de mastdcitos (Govier 2003; Moirano et al. 2018).

A forma visceral é rara e contempla o bago, figado e/ou medula 6ssea, com possivel
envolvimento de linfonodos distantes do tumor primario e eventual mastocitémia. O
prognastico é grave, com uma mediana de tempo de sobrevida entre 16-117 dias (Moirano et
al. 2018).

A semelhanca do mastocitoma visceral primério, a doenga do trato respiratério primaria

também é rara (London and Seguin 2003).

E importante referir que, mesmo com um comportamento indolente por varios anos,

qualquer mastocitoma cutédneo pode vir a apresentar uma progressao subita e metastizar,
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pelo que nao deve ser desvalorizado (Soberano and Nardi 2020). A metastizagao ocorre por
via linfatica, atingindo os linfonodos regionais, baco, figado, pele e medula éssea (Soberano
and Nardi 2020).

Os mastocitomas cutdneos apresentam-se como um nodulo solitario ou multiplos
tumores dérmicos (Mullins et al. 2006). A fisiopatologia desta apresentagdo multicéntrica
continua ainda por esclarecer. Enquanto alguns autores colocam a hipotese de se tratar de
tumores distintos, que surgem de modo independente, sem relacao entre si (mastocitomas de
novo) (Mullins et al. 2006), outros defendem que consiste numa metastizagdo atipica. Um
estudo demonstrou, através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR —
Polymerase Chain Reaction), uma origem clonal para dois casos de mastocitomas cutaneos
multiplos, com localizacbes anatomicas diferentes e com desenvolvimentos espacados por
anos (Zavodovskaya et al. 2004). Os ensaios PCR comprovaram a presenga de mutagbes
ITD no exdo 11 do c-kit e a sequenciagdo gendmica revelou a sua natureza idéntica,

abrangendo pares de bases iguais (Zavodovskaya et al. 2004).

Na literatura, o mastocitoma cutaneo multicéntrico representa 11% a 14% dos casos
(Mullins et al. 2006).

2.2.1 Sindromes paraneoplasicas
Diversas sindromes paraneoplasicas estao relacionadas com mastocitomas em caes,

designadamente a ulceragao gastrointestinal (Fox et al. 1990).

Em caes portadores de mastocitoma cuténeo, 35% (Fox et al. 1990) a 83%

apresentavam ulceragao gastrointestinal (Howard et al. 1969).

Com efeito, os mastdcitos tumorais contém 25 a 50 vezes mais histamina do que o
normal (Soberano and Nardi 2020). A sua libertacdo aquando da desgranulagido provoca a
estimulacao dos recetores H2 das células parietais do estdbmago, resultando numa maior
secrecao de acido cloridrico (Ishiguro et al. 2003). Deste modo, a mucosa gastrica torna-se
espessa, podendo desenvolver-se desde uma gastrite cronica, com o doente a apresentar
uma perda de peso e anorexia, € até uma ulceracao gastrointestinal (Soberano and Nardi
2020).

O estudo preliminar de lIshiguro et al. (2003) sugere que a monitorizagdo da
concentragao plasmatica de histamina pode ser uma ferramenta util para vigiar a progressao

tumoral, em especial de mastocitomas de alto grau.

14



Outras sindromes englobam atraso na cicatrizagdo de feridas, deiscéncia de suturas

(Soberano and Nardi 2020), prolongamento dos tempos de coagulagao (O’Keefe et al. 1987),

especialmente aquando da extirpacgao cirurgica, e choque hipotensivo (muito raro) (Ende and
Auditore 1964 citado por Howard et al. 1969).

2.3 Diagnéstico

2.3.1 Estadiamento clinico

Perante um diagnostico de mastocitoma cutaneo canino, é recomendado o médico

veterinario inteirar-se da extensdo da doenca, através do estadiamento proposto pela

organizacao mundial de saude (OMS) (Tabela 1) (London and Thamm 2020). Esta

classificagao é preditiva do progndstico (Horta et al. 2018).

Tabela 1. Estadiamento de mastocitomas segundo a OMS, adaptado de London e Thamm (2020)

Estadio
0

\'

Descrigao

Um tumor excisado incompletamente da derme, identificado
histopatologicamente, sem envolvimento de linfonodo regional

a. Sem sinais sistémicos

b. Com sinais sistémicos

Um tumor confinado a derme, sem envolvimento de linfonodo regional
a. Sem sinais sistémicos

b. Com sinais sistémicos

Um tumor confinado a derme, com envolvimento de linfonodo regional
a. Sem sinais sistémicos

b. Com sinais sistémicos

Multiplos tumores dérmicos; tumores muito infiltrativos com ou sem
envolvimento de linfonodo regional
a. Sem sinais sistémicos

b. Com sinais sistémicos

Qualquer tumor com metastizagédo a distancia, incluindo envolvimento da

medula éssea ou sangue periférico

Contudo, os estadios Il e Ill da OMS geram interroga¢des na comunidade cientifica,

na medida em que o diagndstico de metastizagao linfatica € dificil, para além da indefinicao

em torno da relevancia da apresentacido de multiplos tumores, sobretudo quando o linfonodo
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regional nao se encontra comprometido (Horta et al. 2018). Na realidade, diversos estudos
relatam que tumores multiplos ndo tém pior prognéstico (Mullins et al. 2006), em comparagao

com um tumor unico com o mesmo grau histologico (Murphy et al. 2006).

Embora muito difundido, o estadiamento ndo possui uma interpretacao clara, pois um
mastocitoma multiplo é inicialmente classificado no estadio Ill, mas, se um novo tumor vier a
desenvolver-se, este ultimo deve ser “classificado de forma independente” (Owen 1980 citado
por Murphy et al. 2006), o que pode significar uma nova apreciacéo, por exemplo, no estadio
I (Murphy et al. 2006). Assim, o estadiamento nesta doenga ndo é posto em pratica tal como

projetado de inicio (Murphy et al. 2006).

2.3.2 Histopatologia e grau histolégico

A maioria dos mastocitomas sao identificaveis por PAAF, mas a distincdo entre
cutaneo e subcutaneo requer a analise histopatolégica (Kiupel and Camus 2019). Intitula-se
mastocitoma cutaneo aquele que se localiza em qualquer lugar da derme e que pode
estender-se para a epiderme ou para a subcutis. O termo mastocitoma subcutaneo é
reservado ao tumor que se localiza por inteiro na subcutis e € rodeado por tecido adiposo
(Kiupel and Camus 2019).

Existem 3 sistemas de classificagédo histopatoldgica (Camus et al. 2016), destacando-
se 2: o de Patnaik et al. (1984), amplamente usado até 2011, e o de Kiupel et al. (2011)
(Smiech et al. 2018).

O sistema de Patnaik et al. (1984) diferencia o mastocitoma em 3 graus tumorais,
sendo o grau | o mais benigno. Esta classificagdo apoia-se em caracteristicas
histomorfolégicas, nomeadamente: extensdo do envolvimento; celularidade e morfologia
celular; indice mitético; reagcao estromal (Patnaik et al. 1984). A descrigdo microscépica de

cada grau encontra-se resumida na tabela 2.
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Tabela 2. Classificagdo histopatolégica de mastocitomas em canideos, adaptado de Patnaik et
al. (1984)

Grau de Patnaik Descrigao microscopica

| — Bem diferenciado  Neoplasia confinada a derme e espacos interfoliculares;
Mastocitos bem diferenciados, dispostos em filas ou
pequenos grupos, separados por fibras de colagénio
maduras; células redondas e monomorficas, com
citoplasma abundante; limites citoplasmaticos distintos;
granulos intracitoplasmaticos de tamanho médio;
nucleos redondos com cromatina condensada; figuras
mitéticas ausentes.

Il — Intermédio Neoplasia moderadamente a altamente celular, com
infiltracdo da derme profunda ou subcutis; células
moderadamente pleomorficas, dispostas em grupos,
com estroma fibrovascular fino; mastocitos tumorais
redondos ou ovoides; a maioria possui citoplasma
distinto, com granulos finos; outros possuem citoplasma
indistinto, com granulos de tamanho grande e
hipercromaticos; nucleos redondos a indentados com
cromatina difusa e nucléolos Unicos; raras células
binucleadas; figuras mitéticas raras (0 a 2 por campo);
areas de edema difuso e necrose.

lll — Anaplastico, Neoplasia altamente celular, com invasao da subcutis e
indiferenciado tecidos profundos; mastocitos tumorais redondos,
ovoides ou fusiformes, pleomoérficos e de tamanho
médio, dispostos de modo compacto; citoplasma
indistinto com granulos finos ou pouco 6bvios; nucleos
vesiculados redondos com um ou mais nucléolos
proeminentes; células binucleadas sao comuns; muitas
células gigantes e multinucleadas dispersas; figuras
mitéticas comuns (3 a 6 por campo); edema,

hemorragia e necrose comuns.

A semelhanca do de Patnaik et al. (1984), o sistema de Bostock (1973) determina 3
graus, mas na ordem inversa, sendo menos intuitivo (Bostock 1973 citado por Sledge et al.

2016). De forma sintética, o grau | de (Patnaik et al. 1984) corresponde a um mastocitoma

17



bem diferenciado, com mastdcitos tumorais de nucleo regular, sem figuras mitéticas e com
numerosos granulos metacromaticos. Ja o grau lll de Patnaik et al. (1984) é atribuido a um
tumor altamente indiferenciado, com nucleos disformes, muitas figuras mitéticas e poucos
granulos citoplasmaticos, sendo o mais agressivo. O grau Il de Patnaik et al. (1984) é o

intermédio entre estes dois tipos (Zemke et al. 2002).

A principal fraqueza desta classificacdo é precisamente a predominadncia de
mastocitomas de grau Il, cujo valor prognéstico € ambiguo (Kiupel et al. 2011). Segundo o
estudo original de Patnaik et al. (1984), doentes com mastocitomas de grau Il tém uma
probabilidade de sobrevivéncia até 5 anos de cerca de 50%. Adicionalmente, verificou-se
variabilidade inter-observador (Northrup et al. 2005), com uma concordancia entre
patologistas veterinarios de 75% no diagndstico de grau lll e de menos de 64% no diagndstico
de graus | e ll (Kiupel et al. 2011). Outra critica apontada é referente aos critérios de atribuicao
do grau lll, em especifico, o nimero de figuras mitéticas, que, por ser alto (3 a 6 por campo),

leva a exclusdo de alguns tumores provavelmente agressivos (Kiupel et al. 2011).

Assim, Kiupel et al. (2011) propbés um novo sistema de graduagéo histopatoldgica, com
o intuito ndo sé de aumentar a concordancia inter-observador, como também de prever com
maior exatiddo tumores de comportamento biolégico agressivo (Kiupel and Camus 2019).
Deste modo, os mastocitomas cuténeos de canideos dividem-se em baixo ou alto grau (tabela
3) (Kiupel et al. 2011).
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Tabela 3. Classificagdo histopatolégica de mastocitomas em canideos, segundo Kiupel et al.
(2011). Adaptado de Soberano e Nardi (2020)

Caracteristica

Figuras mitéticas

Células multinucleadas

Nicleos bizarros (forma

Baixo grau
Até 6 figuras mitéticas em 10

campos (ampliagdo de 400x)
Até 2 células multinucleadas
em 10 campos (ampliacao de

400x)

Até 2 nucleos bizarros em 10

Alto grau *
7 ou mais figuras mitéticas
em 10 campos (ampliagéo de
400x)
3 ou mais células
multinucleadas (3 ou mais
nucleos) em 10 campos
(ampliagao de 400x)

3 ou mais nucleos bizarros

irregular, presengca de campos (ampliacdo de 400x) em 10 campos (ampliagao de
indentagoes e 400x)

segmentagoes)

Cariomegalia  (nucleos Menos de 10% das células 10% ou mais das células

duas vezes maiores do neoplasicas neoplasicas

que o esperado)

*Apenas um critério é suficiente para classificar como de alto grau; os diferentes parametros sao avaliados apos

selecdo dos campos com maior atividade mitdtica ou maior grau de anisocariose.

De acordo com o estudo inicial, aproximadamente 90% dos mastocitomas sao de baixo
grau (Kiupel et al. 2011). Quando equiparadas as duas classifica¢gdes, na mesma coorte de
162 caes portadores de mastocitoma, 13,1% foram classificados grau |, 60,6% grau |l e 26,3%
grau lll de Patnaik et al. (1984). Todos os tumores grau | e grau lll foram classificados como
de baixo e alto grau de Kiupel et al. (2011), respetivamente. De entre os mastocitomas de
grau Il, 85,6% eram baixo grau e 14,4% alto grau (Stefanello et al. 2015). Diante destes
resultados, depreende-se que o sistema de Kiupel et al. (2011) é capaz de detetar um

subgrupo de tumores mais agressivo (Stefanello et al. 2015).

Até hoje, nenhum sistema de graduacao histopatolégica apresenta 100% de exatidao
na previsdao de agressividade. Ainda assim, a classificacdo de Kiupel et al. (2011) é a que
possui maior valor prognéstico na previsdo de metastizagdo e mortalidade, sendo superior a
identificar caes que necessitam de terapéutica adicional apds a cirurgia (Stefanello et al. 2015;
Kiupel and Camus 2019). A sua concordancia entre patologistas veterinarios é de 96,8%
(Kiupel et al. 2011) e é, atualmente, o método padrao para a determinag&o do grau histoldgico
(Sledge et al. 2016).
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2.3.3 Citologia e histopatologia de linfonodo drenante

A disseminagcao metastatica tem como via inicial mais comum a drenagem linfatica do
tumor primario (Worley 2014). Nesse sentido, antes da extirpacao cirurgica, a PAAF do
linfonodo drenante para avaliag&o citoldgica é sempre recomendavel. E pertinente recordar
que nem sempre o linfonodo mais préximo do tumor primario € aquele que o drena, isto &, o
linfonodo regional nem sempre corresponde ao linfonodo sentinela, conforme a figura 2
(Kiupel and Camus 2019).

Figura 1. Esquematizagcdo da drenagem linfatica para determinagado do linfonodo sentinela.
Retirado de Kiupel e Camus (2019)

Linfonodos: 1 — parotideo; 2 — submandibular; 3 — retrofaringeo; 4 — pré-escapular; 5 — axilar; 6 —iliaco; 7 — inguinal;
8 — popliteo.

Com efeito, em 42—-63% dos cdes com mastocitoma cutaneo o linfonodo sentinela é
diferente do linfonodo regional (Worley 2014; Ferrari et al. 2020), um dos fatores que permite

concluir que a metastizagéao linfatica & subestimada (Worley 2014).

Na tabela 4, estdo expostos os critérios citolégicos de Krick et al. (2009) para

determinagao de envolvimento metastatico.
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Tabela 4. Critérios citolégicos para determinacdao de metastizacdo de mastocitoma em
linfonodos regionais, adaptado de Krick et al. (2009)

Interpretacao Descrigao microscopica
Normal N&o sao visiveis mastdcitos
Hiperplasia reativa Mais de 50% de pequenos linfécitos com uma populagéo

mista de prolinfécitos, linfoblastos, células plasmaticas
e/ou pouco a moderado numero de macrofagos,
neutrofilos e eosindfilos e/ou raros mastdcitos individuais
Metastizagado possivel Pelo menos uma lamina apresenta dois a trés focos de
mastocitos em agregados de duas a trés células
Metastizacdo provavel Pelo menos uma lamina apresenta mais de trés focos de
mastocitos em agregados de duas a trés células e/ou dois
a cinco focos de mastocitos em agregados de mais de trés
células
Metastizacao certa Pelo menos uma lamina apresenta desvanecimento de
tecido linfoide por mastécitos e/ou presenga de agregados
de mastécitos pouco diferenciados com pleomorfismo,
anisocitose, anisocariose e/ou granulagao diminuida ou
variavel e/ou mais de cinco focos de mastécitos em

agregados de mais de trés células

De acordo com os critérios citolégicos de Krick et al. (2009) para determinagao de
envolvimento metastatico, os linfonodos classificam-se em 5 categorias: linfonodo normal;
linfonodo hiperplasico reativo; metastizacdo possivel; metastizacao provavel; e metastizagao
certa. Classificagdes de metastizagao possivel ou provavel sao areas cinzentas, de pouco
valor prognéstico. A citologia ndo diferencia mastdcitos neoplasicos de nao neoplasicos,
baseando-se, essencialmente, no niumero e na disposicao destas células em agregados
(Kiupel and Camus 2019).

Para uma melhor caracterizagéo, € necessaria a avaliagao histopatolégica (Kiupel and

Camus 2019), seguindo as diretrizes propostas por Weishaar et al. (2014) (tabela 5).

21



Tabela 5. Sistema de classificacdo histopatolégica para avaliagdao de metastizagao linfonodal
em mastocitomas de canideos, adaptado de Weishaar et al. (2014)

Classificagao Critérios histopatolégicos Interpretacao
HNO * Nenhum a raros mastocitos (0-3) dispersos e Nao metastatico
individualizados nos  seios linfaticos

(subcapsular, paracortical ou medular), por
campo (amplificacdo de 400x); ou nao
preenche os critérios para outra classificagao.
HN1 Mais de 3 mastdcitos individualizados nos Pré-metastatico
seios linfaticos (subcapsular, paracortical ou
medula), em um minimo de 4 campos
(ampliagdo de 400x), salvo indicagcao em
contrario.
HN2 Agregados de mastécitos (23 células Metastizacéo inicial
associadas) nos seios linfaticos (subcapsular,
paracortical ou medular) ou camadas
sinusoidais de mastocitos.
HN3 Rutura ou desvanecimento da arquitetura Metastizagao evidente
nodal normal por discretos focos, nodulos,
camadas ou massas evidentes de mastdcitos.

*HN é a sigla para linfonodo (Histologic Node)
Weishaar et al. (2014) classifica o linfonodo em HNO (ndo metastatico), HN1 (pré-
metastatico), HN2 (metastizagdo inicial) ou HN3 (metastizacdo evidente). Apenas a

classificagdo HN3 constitui um indicador de prognéstico importante (Kiupel and Camus 2019).

A citologia de linfonodos para deteg¢do de metastases de mastocitoma apresentou uma
sensibilidade de 68,7-75% (Ku et al. 2017; Fournier et al. 2018). Foi, também, detetada uma
discrepancia superior a 25% entre as conclusdes da citologia e da histopatologia (Ku et al.
2017). Ainda mais preocupante € a constatacao de que a propor¢édo de casos clinicamente

negativos e histopatologicamente positivos varia entre 10% a 50% (Sabattini et al. 2021).

2.4 Fatores de prognéstico

2.41 Localizagao
Como mencionado anteriormente, o mastocitoma na forma visceral apresenta

prognostico grave (Moirano et al. 2018).
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Os mastocitomas cutaneos podem localizar-se em qualquer regidao corporal, sendo
detetados com maior frequéncia no tronco (50-60%), membros (25-40%) e cabecga e pescogo
(10%) (Welle et al. 2008).

Mastocitomas localizados nas areas inguinal/prepucial, escrotal, perineal, subungueal,
focinho e outras jungdes mucocuténeas tém pior progndéstico (Thamm et al. 2006a; Hillman et
al. 2010; Smiech et al. 2018).

Este pior progndstico pode estar relacionado com uma ressegao cirurgica incompleta,
considerando que a execucgdo da cirurgia e obtengcdo de margens limpas podem estar
dificultadas (Smiech et al. 2018).

Segundo Hillman et al. (2010), 59% (26/44) dos cides com mastocitomas localizados
no focinho, nomeadamente na mucosa oral (mucosa bucal; gengiva; lingua; regido
sublingual), na jungdo mucocutanea (labios inferiores; labios superiores; comissura labial) e
na regido perioral do focinho (isto é, localizados perto da margem do labio, mas sem
envolvimento do préprio) apresentavam ja, a data do diagndstico, metastases no linfonodo
submandibular. O tempo de sobrevivéncia médio destes doentes foi de 14 meses, valor

significativamente menor em comparagao com aqueles sem metastases linfonodais.

No cdo, o mastocitoma representa 8% dos tumores malignos que afetam os digitos
(Wobeser et al. 2007).

Embora incomum, os mastocitomas podem localizar-se na conjuntiva, sendo o risco

de recidiva local baixo e o progndstico favoravel (Fife et al. 2011).

A maioria dos mastocitomas subcutédneos ndo sdo agressivos, com taxas de recidiva
local de 8% (24/306 caes) e metastizacao de 4% (13/306 caes) (Thompson et al. 2011).

2.4.2 Aspeto clinico

Os mastocitomas possuem apresentagdes clinicas variaveis. Em 30% dos casos,
tornam-se ulcerados (Nardi et al. 2022), fator este associado a um pior prognéstico (Mullins
et al. 2006).

Relativamente a apresentagcao multicéntrica, a sua influéncia sobre a sobrevida do
doente é alvo de debate (Murphy et al. 2006, Mullins et al. 2006, Kiupel et al. 2005). Com
efeito, o cenario de mastocitoma multiplo é desafiante, havendo casos relatados de
mastocitomas multiplos de baixo grau histopatoldégico, porém com reconhecido
comportamento agressivo, pela metastizagéo ja presente no momento do diagnéstico (de
Nardi et al. 2022).
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2.4.3 I|dade

Nao ha predisposicdo de idade conhecida para o aparecimento de mastocitoma
cutaneo (Kiupel and Camus 2019), variando entre 1 ano e 14 anos, com uma idade média de
7,2 anos (Kiupel et al. 2005), sendo a maioria dos casos diagnosticada entre os 7,5 e 0s 9
anos de idade (Welle et al. 2008; O’Connell and Thomson 2013).

Um estudo apresenta associacao estatistica relevante entre a idade e o grau tumoral
(Smiech et al. 2018). O risco de desenvolvimento de mastocitoma de alto grau aumenta com
a idade, atingindo o seu valor maximo no grupo de caes com idades compreendidas entre 11-
16 anos. Ja o risco de desenvolvimento de mastocitoma de baixo grau é maior em caes com
4-6 anos de idade, diminuindo no grupo mais velho, com idade superior a 11 anos (Smiech et
al. 2018). O mesmo se verificou para o sistema de graduagdo de Patnaik et al. (1984), a
excegao de tumores de grau intermédio, os quais nao foram associados a idade (Mochizuki
et al. 2017).

Nos mastocitomas subcutaneos, o intervalo de idades varia entre 1 ano e 5 meses até
18 anos. A idade média ao diagndstico foi de 8 anos e 2 meses. A mediana correspondeu a

8 anos (Thompson et al. 2011).

244 Raca

Segundo o estudo retrospetivo de Smiech et al. (2019), cuja amostra inclui 550 caes,
as racas mais predispostas ao desenvolvimento de mastocitoma sao as Shar-Pei, Boxer,
American Staffordshire Terrier, Labrador Retriever, Bulldog Francés e Golden Retriever.
Resultados semelhantes foram demonstrados por Warland and Dobson (2013). De entre as
mesmas, a raga Boxer € a que possui maior risco de desenvolver mastocitomas (Welle et al.
2008; Mochizuki et al. 2017).

No que se refere aos mastocitomas multiplos, Boxers, Pugs, Weimaraners, Golden

Retrievers e Shar-Peis sao ragas predispostas (Welle et al. 2008).

Quanto a relacéo entre raga e grau histolégico, Smiech et al. (2019) identificou os Shar-
Peis e American Staffordshire Terriers como as ragas com maior risco de desenvolver
mastocitomas de alto grau. Ja os Boxers, Bulldogs franceses, Labrador Retrievers e Golden

Retrievers apresentaram maior propensao para tumores de baixo grau (Smiech et al. 2019).

De facto, ragcas com relagdo filogenética ao Bulldog tém predisposicdo ao

aparecimento de mastocitoma e em idade mais jovem (Mochizuki et al. 2017). Porém, esta
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predisposicdo genética nao coincide, forcosamente, com o comportamento bioldgico do
mastocitoma, que &, regra geral, mais benigno, comparativamente a outras ragas (Mochizuki
et al. 2017). No Boxer ¢é particularmente evidente a frequente incidéncia de mastocitoma de
baixo grau (Mochizuki et al. 2017; Smiech et al. 2019). Ndo obstante, o Boxer possui um risco
aproximadamente 3 vezes mais elevado de desenvolver mastocitomas de alto grau,

comparativamente a outras racas (Mochizuki et al. 2017).

Embora surjam em caes de raca cruzada (Fife et al. 2011), os mastocitomas tém maior
incidéncia nas ragas acima mencionadas, facto este plausivel, pois o cruzamento seletivo

acarreta um risco genético acrescido de desenvolvimento de cancro (Mochizuki et al. 2017).

245 Sexo

A maioria das investigacdes nao revela a existéncia de predisposi¢cao de sexo para o
desenvolvimento de mastocitoma (Shoop et al. 2015; Kiupel and Camus 2019). No trabalho
de Smiech et al. (2019), nenhuma das seis racas estudadas — Shar-Pei, Boxer, American
Staffordshire Terrier, Labrador Retriever, Bulldog Francés e Golden Retriever — apresentou

predisposi¢céo de género.

Num estudo que analisou 9375 diagnésticos definitivos de mastocitoma cutaneo,
verificou-se que é ligeiramente mais provavel que mastocitomas em caes machos sejam de
alto grau, comparativamente em fémeas. Quando avaliado o estado reprodutivo, esta
tendéncia manteve-se e aferiu-se, ainda, que machos inteiros tém maior risco de possuir

mastocitomas de alto grau (Mochizuki et al. 2017).

Quando submetidos a quimioterapia, os machos apresentam um menor tempo de

sobrevivéncia, comparativamente as fémeas (Gerritsen et al. 1998).

No caso especifico da raga Vizsla, tanto machos como fémeas esterilizados possuem
um risco 2 a mais de 4 vezes maior de desenvolver mastocitoma e em idade mais jovem,

comparativamente a animais inteiros (Zink et al. 2014).

Outro estudo indica que fémeas esterilizadas tém maior risco de desenvolver

mastocitomas cutaneos multiplos (Mullins et al. 2006).

Considerando que nao foram encontrados recetores de estrogénio em mastocitomas
(Larsen e Grier 1982 citados por Smith 2014) e a disparidade de resultados entre estudos, é
requerida mais investigagao acerca do eventual papel das hormonas sexuais no aparecimento
e na malignidade do mastocitoma em caes (Mochizuki et al. 2017). Como notado por Belanger

et al. (2017), um maior risco de mastocitoma associado a esterilizacdo pode apenas refletir a
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correlagdo entre o avangar da idade e a maior prevaléncia de cancro, em virtude da maior

longevidade de animais castrados.

2.4.6 Velocidade de crescimento e dimensao
Historicamente, a velocidade de crescimento é considerada um fator de prognéstico,
na medida em que um tumor presente por um longo periodo, sem alteragdes significativas,

possui melhor prognéstico (Bostock 1973).

A dimenséao do mastocitoma é também um fator relevante. Tumores com mais de 3 cm

de didametro estdo associados a um pior prognadstico (Pizzoni et al. 2018).

2.4.7 Grau histologico

O grau histoldgico continua a ser o fator de prognéstico mais importante (Smiech et al.
2018). O tempo médio de sobrevivéncia para doentes com mastocitoma de baixo grau é
superior a 2 anos. Em cdes com mastocitoma de alto grau, esse valor reduz-se a menos de 4

meses (Kiupel et al. 2011).

Mastocitomas de alto grau de Kiupel et al. (2011) possuem uma associagao
significativa com risco acrescido e mais rapido de recidiva e de metastizagéo e,

consequentemente, aumento de mortalidade.

Seguindo a abordagem histolégica de Patnaik et al. (1984), cdes com mastocitomas
de grau [, Il e lll apresentam taxas de sobrevivéncia até aos 1500 dias (~ 4 anos) de 93%,
44% e 6%, respetivamente (Patnaik et al. 1984). Outro estudo aponta 278 dias (~ 9 meses)
como o tempo de sobrevivéncia médio de portadores de mastocitoma indiferenciado
submetidos a cirurgia (tempo de follow-up médio de 557 dias) (Murphy et al. 2004). Em
doentes com tumor de grau lll é 50 vezes mais provavel a morte associada ao mastocitoma,

comparativamente aqueles com grau | (Mochizuki et al. 2017).

Ainda assim, uma pequena percentagem de mastocitomas de baixo grau apresenta
um comportamento bioldgico agressivo, nao detetavel por nenhuma das duas classificagdes
histologicas (Moirano et al. 2018). Por outras palavras, mastocitomas de baixo grau podem,
ocasionalmente, apresentar metastases nos linfonodos ou a distancia, aquando da instituicao
do tratamento (Bae et al. 2020).

No que respeita aos mastocitomas multiplos, ndo ha uma associagao significativa com
o grau histoldgico (Murphy et al. 2006; Kiupel et al. 2011) e a maioria dos estudos nao aponta

para um pior prognostico (Mullins et al. 2006; Murphy et al. 2006). Diferentemente, dois
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estudos sugerem menor tempo de sobrevivéncia no caso de mastocitoma multiplo,

relativamente a mastocitoma solitario (Kiupel et al. 2005; Preziosi et al. 2007).

2.4.8 Metastizacao
O trabalho de Murphy et al. (2004) indica que 1% dos mastocitomas bem diferenciados,
6% dos mastocitomas intermédios e 19% dos mastocitomas indiferenciados sofre recidiva

local.

Na espécie canina, estima-se que menos de 10% dos mastocitomas bem
diferenciados possam tornar-se agressivos, metastizando para os linfonodos e visceras, ou
sofrendo disseminacao cutanea. Ja 5-22% dos mastocitomas moderadamente diferenciados

tem potencial de metastizar (de Nardi et al. 2022)

A meta-andlise de Bae et al. (2020) revela que caes com mastocitomas de baixo grau
com metastizagao a distancia possuem um tempo de sobrevivéncia menor (mediana de 194
dias), comparativamente aqueles com o mesmo grau histoldégico e metastizacao linfonodal
(mediana de 637 dias). Nestes ultimos, a linfadenectomia é benéfica, pois prolonga o tempo
de sobrevida dos doentes de 247 dias para 637 dias (Bae et al. 2020).

Nos casos de mastocitomas indiferenciados, 55% a 95% sofre metastizagado (de Nardi
et al. 2022).

2.4.9 Marcadores imunohistoquimicos e histoquimicos

Cada marcador descreve diferentes aspetos da proliferagao celular (Kiupel and Camus
2019). A proteina Ki-67 € um marcador da fracdo de crescimento, situada no nucleo das
células, que so esta presente nas células ativas no ciclo, ndo existindo nas células em repouso
(Kiupel and Camus 2019). Scase et al. (2006) ja comprovara que niveis mais elevados de Ki-
67 séo preditivos de menor tempo de sobrevida. Segundo Webster et al. (2007), as contagens
de Ki-67 apresentam correlagdo positiva com as taxas de incidéncia e de recidivas local e

distante, bem como de mortalidade.

As regides organizadoras nucleolares argirdfilas (AgNOR — ArGyrophilic Nucleolar
Organizer Regions) sao os locais de transcricao de acido ribonucleico ribossomal (rRNA —
Ribosomal RiboNucleic Acid) que, pela estreita relagdo com proteinas nucleares, sao
identificaveis em cortes histolégicos com uma coloragéo a base de prata (Bostock et al. 1989).
Quanto maior o niumero e menor o tamanho de AQNOR, maior € o0 aumento na velocidade de

progressao do ciclo. Logo, as AgGNOR sao um marcador de taxa de proliferagao (Kiupel and
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Camus 2019). Contagens elevadas de AgNOR tém uma associagao significativa com o

aumento de recidivas e mortalidade (Scase et al. 2006; Webster et al. 2007).

A avaliacdo combinada de Ki-67 com AgNOR (indice Ag67) é a abordagem mais
precisa para interpretar a taxa de proliferacdo e € um indicador de prognéstico importante nos
mastocitomas cutaneos caninos, conseguindo prever um comportamento biolégico agressivo
(Webster et al. 2007; Sledge et al. 2016).

Ao contrario da Ki-67 e das AgNOR, a contagem mitética ndo necessita de coloracdes
especiais para marcacio, sendo suficiente o recurso a hematoxilina-eosina (Sledge et al.
2016). No entanto, a contagem mitética nao reflete completamente a fragcao de crescimento,
pois apenas deteta as células na fase M do ciclo celular (Kiupel and Camus 2019). Assim,

pode conduzir a uma subestimacao do total da fragdo (Sledge et al. 2016).

Uma contagem mitética alta é indicativa de prognéstico desfavoravel (Kiupel et al.
2011). De acordo com Kiupel et al. (2011), 30% dos mastocitomas de alto grau possuem uma
contagem mitética baixa, pelo que, por si s6, ndo é um indicador de prognostico (Kiupel and
Camus 2019).

2.4.9.1 Padrao de marcagao do c-kit

O c-kit é formado por varios dominios, codificados por um total de 21 exdes: 1 dominio
extracelular, para a conexdo com o ligante, composto por 5 alcas semelhantes a
imunoglobulinas (immunoglobulin-like loops) (exdes 1-9); 1 dominio transmembranar (exao
10); 1 dominio justamembranar (exdo 11); e 1 dominio tirosina quinase intracelular (exdes 12-
21) (Webster et al. 2006; Brocks et al. 2020).

O dominio justamembranar é considerado de regulacao negativa (Webster et al. 2006),
na medida em que, quando o recetor esta inativo, ocorre um contacto inibitério com o dominio
quinase (Brocks et al. 2020). As mutagdes mais prevalentes situam-se, precisamente, no exao
11 e sao ITDs ou delegdes (Webster et al. 2006).

As mutacgdes ITD no exdo 11 estdo associadas a graus histologicos e indices
proliferativos mais elevados (Zemke et al. 2002; Webster et al. 2007), aumentando a recidiva
e morte por mastocitoma (Webster et al. 2006). Em contrapartida, ITDs no exdo 8 estéo
associadas a um grau histoldgico e um indice proliferativo mais baixos e a um maior tempo
de sobrevida. Embora as mutagbes c-kit nao sejam um fator independente de prognéstico, a
andlise do estado mutacional do exdo 8 pode vir a ser recomendada como um teste

prognéstico suplementar (Brocks et al. 2020).
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Anos antes de propor o sistema de classificagado histolégica de dois graus, Kiupel et
al. (2004) procurou identificar molecularmente alteragdes na expressao do c-kit associadas a
mastocitomas moderadamente diferenciados, como nova ferramenta de prognéstico. Deste

modo, trés tipos de padrdo de marcagao imunohistoquimica do c-kit foram estabelecidos.

O padrédo de marcagao do c-kit tipo | equivale a presenca da proteina kit na regiao
perimembranar, como acontece em mastocitos ndo neoplasicos, isto €, inflamatorios (Webster
et al. 2006). E o padréo encontrado em mastocitomas bem diferenciados e n&o esta associado

a comportamento bioldgico agressivo (Kiupel et al. 2004).

Ja no padrao tipo Il, a proteina kit possui localizagao citoplasmatica, com distribuicao
pontilhada ou focal, acompanhada, com frequéncia, por um decréscimo na localizacao

perimembranar (Webster et al. 2006).

Por ultimo, o padrao tipo Ill corresponde a uma localizagdo citoplasmatica difusa.
Ambos os padrdes tipo Il e Il refletem, assim, uma localizagao aberrante (Webster et al. 2006),
associada a um progndstico negativo, com um aumento da taxa de recidiva local e uma
diminui¢cdo do tempo de sobrevida (Kiupel et al. 2004). 77.8% (7/9) dos mastocitomas com
mutacdes ITD detém um destes dois padrdes atipicos (Webster et al. 2006). Por outro lado, a
presenca de padrdo tipo Il ou lll ndo implica a existéncia de mutacdes ativadoras no c-kit
(Webster et al. 2006).

O recurso a classificagao de baixo ou alto grau de Kiupel, com a avaliagdo combinada
de Ki-67 com AgNOR, juntamente com a identificacdo do padrdao de marcacédo do c-kit e
possiveis mutagcoes nos exdes 8 e 11 constituem a melhor estratégia para a obtengdo de um

prognostico detalhado (Kiupel and Camus 2019).

2.5 Tratamento
2.5.1 Cirurgia

A cirurgia tem por objetivo a remogao completa do mastocitoma, a fim de minimizar a
recidiva local (Selmic and Ruple 2020) e conferir vantagem no tempo de sobrevivéncia dos
doentes (Bae et al. 2020). Aquando da mesma, o grau histoldgico é desconhecido, pois uma
biodpsia incisional prévia acarreta o risco de desgranulagao (Selmic and Ruple 2020). Assim,
a biopsia excisional permite a posterior avaliagdo histolégica, designadamente das margens
cirurgicas (Kiupel and Camus 2019), classificadas como limpas, estreitas ou comprometidas
(Horta et al. 2018).

Obedecendo a abordagem métrica de Simpson et al. (2004), para a completa excisao

de mastocitomas caninos cutaneos, o cirurgido deve remover 2 cm de margens laterais em
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mastocitomas de grau | e Il de Patnaik et al. (1984). Como margens profundas, é necessaria
a remocao de um plano de fascia na continuidade com o tumor, mas sem envolvimento no

mesmo, ainda que tal implique uma camada muscular.

Outra abordagem cirurgica consiste na obtencdo de margens laterais proporcionais ao
didmetro maior da neoplasia. Este método alcangou margens limpas em 85% dos tumores,
sendo pouco util no caso de tumores de grande dimensao (Pratschke et al. 2013). O conceito
de margens profundas é igual em ambas as propostas, com a ressec¢éo de 1 plano de fascia
(Simpson et al. 2004; Pratschke et al. 2013). A profundidade do tumor ndo é um fator de

prognoéstico em mastocitomas caninos cutaneos (Kiupel et al. 2005).

Apesar da classificacdo atribuida, o sucesso da extirpagcao cirurgica parece
correlacionar-se mais com os indices proliferativos do que com as margens cirurgicas limpas
(Sledge et al. 2016).

2.5.2 Radioterapia

A radioterapia € util no caso de mastocitomas de grau Il de Patnaik et al. (1984) cuja
excisao seja incompleta (Poirier et al. 2006). Utilizando uma dose total de radiacao de 48 Gray
(Gy), dividida em 15 fragOes diarias de 3,2 Gy, durante 19 dias (radioterapia em dias uteis), é
possivel controlar localmente a progressao tumoral. Com este protocolo, a taxa de recidiva
local é de 6,7% (3/45) (Poirier et al. 2006).

2.5.3 Quimioterapia

Como terapéutica adjuvante sistémica, recorre-se a administracao de agentes unicos
ou de quimioterapia combinada, a fim de prolongar o tempo de sobrevivéncia do doente cujo
mastocitoma é de alto risco — mastocitomas de grau lll de Patnaik et al. (1984), alto grau de
Kiupel et al. (2011), recidivantes, de estadio clinico Il ou superior, com indice mitético alto e/ou
localizagao agressiva (Serra Varela et al. 2016; Horta et al. 2017). Os protocolos mais

utilizados encontram-se resumidos na tabela 6.
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Tabela 6. Protocolos quimioterapicos mais utilizados, adaptado de Soberano e Nardi (2020)

Protocolo 1 — Vimblastina + Prednisolona
Vimblastina: 2 mg/m?1V, q1 semana, 5 sessbes; em seguida, 2 mg/m? IV, q15 dias,
3-4 sessoes;
Prednisolona: 1 mg/kg PO, SID, durante 15 dias; depois 0,5 mg/kg PO, SID, durante
10 semanas.

Protocolo 2 — Lomustina + Vimblastina + Prednisolona

Lomustina: 60-90 mg/m? PO, q3 semanas, até completar 3 sessoes;
Vimblastina: 2 mg/m? IV, q1 semana, até completar 2 sessoes;
Prednisolona: 1 mg/kg PO, SID, durante 15 dias; depois 0,5 mg/kg PO, SID, durante
10 semanas.

Protocolo 3 — Lomustina + Prednisolona
Lomustina: 60-90 mg/m? PO, g3 semanas, 4 sessoes;
Prednisolona: 1 mg/kg PO, SID, durante 15 dias; depois 0,5 mg/kg PO, SID, durante
10 semanas.

Protocolo 4 — Clorambucilo + Prednisolona

Clorambucilo — Pulsado:15-20 mg/m? PO, SID durante 4 dias, q3 semanas;
Clorambucilo — Continuo: 4-6 mg/m? PO, q48 horas; Se remissdo completa,
descontinuar apés 6 meses; Em qualquer outro caso administrar continuamente.
Prednisolona: 1 mg/kg PO, SID, durante 15 dias; depois 0,5 mg/kg PO, SID, durante

10 semanas.

Cao — Area de superficie corporal (m2) = 0,101 x (peso corporal em kg)?3

A associagao de vimblastina e prednisolona é o protocolo de eleicdo para a maioria
dos mastocitomas em cées (Soberano e Nardi 2020), sendo bem tolerada — 26% (16/61)
apresenta efeitos adversos ligeiros apds a primeira sessao e apenas 6,5% (4/61) neutropenia

grave (Thamm et al. 2006).

Perante a progressao da doenga na fase inicial do protocolo habitual de vimblastina e
prednisolona, a lomustina (CCNU — CyclohexylChloroethyINitrosUrea) surge como terapéutica
de resgate (Hayes et al. 2007). A taxa de resposta global ao protocolo de CCNU e vimblastina
€ mais elevada do que a obtida com o uso de CCNU como agente unico — 57% (21/37), e
42% (8/19), respetivamente. A taxa de remissao completa foi, também, superior — 24% (9/37)
versus 5% (1/19) (Rassnick et al. 1999; Cooper et al. 2009).

A equipa de Taylor et al. (2009) avaliou a eficacia do protocolo continuo de
clorambucilo e prednisolona como quimioterapia primaria. 14% (3/21) entrou em remisséo

completa e 24% (5/21) apresentou uma resposta parcial, perfazendo uma taxa de resposta
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global de 38% (9/21). O tempo de sobrevivéncia médio foi de 140 dias. Nao foi relatada
toxicidade, aspeto este caracteristico da quimioterapia metronémica (Mutsaers and Biller
2020).

Para mastocitomas de alto risco, a associacdo sequencial de lomustina com
clorambucilo durante 8 semanas melhorou o intervalo livre de doenga, comparativamente a
lomustina como agente unico — 686 dias e 107 dias, respetivamente (Horta et al. 2017).
Relativamente a associagéo sequencial de vimblastina com clorambucilo, esta ndo se mostrou

mais vantajosa para mastocitomas de risco intermédio (Horta et al. 2017).

A prednisolona pode também ser administrada como terapéutica neoadjuvante, isto é,
antes da cirurgia, com o intuito de diminuir o tamanho da neoplasia (citoreducao) e facilitar a
sua remocgao (Hayes et al. 2007). Pode ainda, ser o unico agente utilizado (Murphy et al.
2004). Contudo, a taxa de resposta global é fraca (20%) (McCaw et al. 1994 citado por Taylor
et al. 2009), pelo que nenhum estudo possui um grupo de controlo a receber somente
prednisolona, cuja eficacia se prende mais com as propriedades anti-inflamatoérias do que a

acao anti tumoral (Taylor et al. 2009).

A comparagao entre estudos é complexa, pois a dosagem e esquema terapéuticos

diferem, bem como o tamanho da amostra.

2.5.4 Inibidores de recetores tirosina quinase

Os inibidores dos recetores tirosina quinase (TKI — Tyrosine Kinase Inhibitors) incluem
o fosfato de toceranib (Palladia) e mesilato de masitinib (Masivet), licenciados para uso em
medicina veterinaria (Arendt et al. 2015). O recurso aos mesmos € indicado perante um PCR

positivo para mutagao do c-kit ou um padrdo de marcagao tipo 2 ou 3 (London et al. 2009).

O ensaio clinico multicéntrico, randomizado, controlado por placebo, duplo cego, de
London et al. (2009), comprovou a eficacia do protocolo continuo de toceranib (3,25 mg/kg,
PO, g48h) em caes com mastocitomas de grau Il ou lll de Patnaik et al. (1984), recidivantes
ou metastaticos. A taxa de resposta geral (ORR — Overall Response Rate) foi de 42,8%
(62/145), com 21 respostas completas e 41 respostas parciais. O tempo médio até a
progressao tumoral foi de 18 semanas. O recurso a este farmaco permitiu, ainda, a

estabilizagdo da doenca em 16 cées (London et al. 2009).

O protocolo combinado de vimblastina, toceranib e prednisolona (tabela 7) é indicado

como terapéutica adjuvante (Olsen et al. 2018).
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Tabela 7. Protocolo combinado de vimblastina, toceranib e prednisolona, segundo Olsen et al.
(2018)

Protocolo — Vimblastina + Toceranib + Prednisolona
Vimblastina: 1,6 mg/m?1V, q15 dias, 8 sessdes (16 semanas);
Toceranib: 2,5 mg/kg PO, g48h, até 12 meses, salvo remissao completa;
Prednisolona: 1 mg/kg PO, SID, durante 15 dias; depois 0,5 mg/kg PO, SID, durante 10

semanas. Administracdo até 12 meses, salvo remissao completa.

3 Relagao entre doenga cutanea e mastocitoma

Segundo a literatura cientifica em canideos, é possivel diferenciar entre pele saudavel
e um mastocitoma cutaneo, atendendo ao perfil microbiano da epiderme e derme (Zamarian
et al. 2020).

No estudo conduzido por Zamarian et al. (2020), aquando da excisao cirurgica de
mastocitomas, procedeu-se a colheita de amostras de microbiota da epiderme por zaragatoa
estéril, previamente a desinfegdo do campo cirdrgico. A esta etapa seguiu-se a extracao e

sequenciagao de acido desoxirribonucleico (ADN).

Zamarian et al. (2020) concluiu que, nas areas sem pélo do tumor, existe perda de
heterogeneidade microbiana, acompanhada de um aumento estatisticamente significativo da
filo Firmicutes e da familia Corynebacteriaceae, comparativamente aos resultados obtidos no
local contralateral saudavel. Um perfil taxonémico semelhante ja teria sido descrito na
dermatite atdpica (DA) canina, apontando para o papel de uma barreira cutanea
comprometida e da resposta imunitaria local nas alteragdes da microbiota (Bradley et al. 2016;
Zamarian et al. 2020).

Na segunda parte do estudo, a equipa focou-se na analise de biépsias de derme,
efetuadas por punch ao centro do mastocitoma, apds a sua extirpagdo. Apesar de nao terem
sido retiradas conclusdes ao nivel da derme, foi detetado ADN bacteriano nesta ultima —

informacao pertinente para investigagdes futuras (Zamarian et al. 2020).

Assim, depreende-se que o aparecimento de mastocitoma provoca mudangas na

composi¢ao microbiana da epiderme (Zamarian et al. 2020).

Sob outra perspetiva, um estudo realizado em ratos de laboratério comprovou que a
microbiota da pele influi sobre a maturagdo dos mastécitos da derme. Para confirmar este
facto, os autores injetaram acido lipoteicdico (LTA — LipoTeichoic Acid) na pele de ratos livres

de germes patogénicos especificos, o que estimulou a produgao de SCF nos queratinécitos,
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levando, assim, a diferenciacdo dos mastocitos. Curiosamente, murinos totalmente livres de

microbiota apenas possuem mastdcitos imaturos na derme (Wang et al. 2017).

Parte Ill. Trabalho experimental

4 Objetivos

O presente estudo retrospetivo foi desenvolvido na amostra de 33 (N=33) animais da

espécie Canis familiaris diagnosticados com mastocitoma e teve como principais objetivos:

Caracterizar a amostra em estudo — canideos com diagndstico definitivo de
mastocitoma para os parametros de sexo, estado reprodutivo, idade, raga, historia

clinica oncoldgica e historia clinica dermatoldgica;

Caracterizar os mastocitomas em funcdo da sua localizagdo, classificagao

histopatoldgica, padrdo de marcagao imunohistoquimica e eventual metastizacao;

Caracterizar a populacdo em estudo quanto ao maneio terapéutico, recidiva e tempo

de sobrevida;

Avaliar a relagado entre a histéria clinica oncoldgica prévia e o grau histolégico do

mastocitoma;

Avaliar a relacdo entre a histéria clinica dermatoldgica prévia e a ocorréncia de
mastocitoma, através da comparagdo de um grupo de animais com historia

dermatoldgica prévia com um grupo de animais sem histéria dermatolégica prévia;

Verificar o efeito da presengca de doenga dermatoldgica prévia no prognéstico de
doentes com mastocitoma, estudando a sua possivel correlagdo com o grau

histolégico, a metastizacao e a sobrevida.

Investigar a eventual existéncia na amostra de um subgrupo de doentes com
mastocitoma com doenga dermatoldgica por diagnosticar a partir dos resultados do
inquérito ao tutor do animal, avaliando eventuais relagdes com o grau histolégico do

mastocitoma.

5 Materiais e métodos

5.1

Amostragem e desenho experimental

Para a colheita de dados considerou-se um periodo de 5 anos transcorrido entre 2015

até 2020. Foram obtidos, a partir do sistema informatico das clinicas veterinarias do grupo

34



Elsa Pereira, dados retrospetivos referentes a casuistica de mastocitoma canino desde 2015
até 2020. Foram também englobados os dados referentes a casos clinicos acompanhados

presencialmente pela autora entre outubro de 2019 e marcgo de 2020.

Os dados recolhidos pertencem quer a animais avaliados em consulta nas clinicas
acima mencionadas, quer a animais referenciados para as mesmas, a fim de serem
submetidos a exérese cirurgica da neoplasia. Invariavelmente, estabeleceu-se como critério
de inclusdo no estudo a existéncia de relatério histopatolégico como prova de diagndstico

definitivo de mastocitoma.

Procedeu-se ao levantamento da ficha clinica de cada doente, colhendo os dados
referentes aos seguintes itens: género; idade; raca; estado reprodutivo; historial oncoldgico e
dermatolégico (ex: referéncias a otites crénicas, alergias e respetivo tratamento médico);
localizagcao do tumor primario; recurso a meios de diagndstico (ex: citologia tumoral, citologia
de linfonodo regional) e de estadiamento (ecografia abdominal e citologia de bago e/ou

figado); analises laboratoriais.

Em todos os casos clinicos diretamente acompanhados pela autora foi avaliado o
comprometimento sistémico da doenca, através de ecografia abdominal e eventual PAF

ecoguiada de bacgo e/ou figado.

A fim de aprimorar a investigagao de histéria dermatoldgica, foi desenvolvido em
simultdneo um inquérito ao tutor do animal (anexo 1). O questionario foi dividido em duas
partes distintas. A primeira, correspondente as perguntas do grupo 1 e 2, procurou identificar
eventuais doengas dermatolégicas diagnosticadas anteriormente ao quadro oncolégico de
mastocitoma e a caracterizagdo do quadro clinico do doente nessa mesma fase. Ja o grupo
3 teve como propdsito inquirir sobre a possivel existéncia de doenga cuténea por diagnosticar,
englobando as seguintes 5 questdes acerca de sinais clinicos sugestivos: «... 0 seu animal
lambia-se com frequéncia?», «... 0 seu animal cogava-se com frequéncia?», «... 0 seu animal
esfregava-se no chéo, tapetes da casa ou outras superficies?», «... o0 seu animal apresentava

zonas de vermelhidao na pele?» e «... o seu animal sofria de otites recorrentes?».

Todos os inquéritos foram preenchidos presencialmente em consulta com o tutor, por

e-mail ou por contacto telefénico.

5.2 Tratamento estatistico
Os dados recolhidos foram registados no software Microsoft Excel e analisados com
recurso ao software IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Statistics 27, a

partir do qual se realizou a estatistica descritiva e inferencial. A caracterizagdo da populagéo
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em estudo quanto ao género, idade ao diagndstico, raga e historia clinica foi efetuada com
base na distribuicao de frequéncia. O nivel de significancia utilizado no estudo foi de 5%
(P<0.05). Utilizaram-se o teste de qui-quadrado de Pearson e subsequente teste exato de
Fisher para o estudo da relacéo entre a histéria clinica oncologica e o grau histolégico do
mastocitoma, o teste t para amostras independentes para avaliar a relagcao entre a histéria
clinica dermatoldgica e a idade ao diagnéstico de mastocitoma e os testes de Pearson € o
teste exato de Fisher para a relagdo entre a historia clinica dermatolégica e as multiplas

variaveis categoricas consideradas.

6 Resultados

6.1 Caracterizagdo da amostra
A estatistica descritiva que permitiu caracterizar a amostra quanto aos diferentes

parametros considerados é apresentada na tabela 8 e na figura 3.
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Tabela 8. Estatistica descritiva da amostra em estudo.

Parametro N % Média | SD | Min | Max
Total Amostra 33 100 - - - -
Sexo Fémeas 15 45 - - - -
Machos 18 55 - - - -
Estado Total Amostra 10 100 - - - -
reprodutivo: Fémeas 10 67 - - - -
esterilizado Machos 0 0 - - - -
Total Amostra 33 100 798 | 277025 | 13
Idade Fémeas 15 | 45 | 780 [174| 5 | 11
Machos 18 55 8,13 | 3,45| 0,25 | 13
Total Amostra 33 100 - - - -
Indeterminada 9 27,3 - - - N
Bulldog Francés 5 15,2 - - - -
Boxer 4 12,1 - - - -
Labrador Retriever 4 12,1 - - - -
Golden Retriever 3 9,1 - - - -
Raga Caniche 2 6,1 - - - -
Beagle 1 3,0 - - - R
Cane Corso 1 3,0 - - - -
Epagneul Breton 1 3,0 - - - -
Pug 1 3,0 - - - -
Serra da Estrela 1 3,0 - - - -
Teckel 1 3,0 - - - -
Total Amostra 33 100 - - - -
Sem histoéria oncolégica 26 | 78,8 - - - -
Histéria Lipoma 3 91 - ' ' .
clinica Carcinoma mamario 1 3,0 - - - -
oncologica Melanoma, melanocitoma,
prévia fibropapiloma, tumor das células 1 3,0 - - - -
intersticiais e sertolinoma
Seminoma difuso e fibropapiloma 1 3,0 - - - -
Adenoma quistico do tecido 1 3,0 - - - -
Total Amostra 33 100 - - - -
Sem historia dermatolégica 17 | 51,5 - - - -
Dermatite atépica (DA) 4 12,1 - - - -
Otite cronica 4 12,1 - - - -
Historia Leishmaniose cutanea 2 6,1 - - - -
clinica DA + Otite cronica 1 3,0 - - - -
gtreg\r:;:tologlca DA + Otite por malassezia 1 3,0 - - - -
Otite por malassezia + 1 3,0 - - - -
Granulomas por lambedura
Dermatites recorrentes 1 3,0 - - - -
Alergias 1 3,0 - - - -
Alergia a picada de pulga + 1 3,0 - - - -

Alergia alimentar + Otite crénica
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Figura 2. Grafico de barras ilustrativo da idade ao diagnéstico (anos) consoante o género.

Com o teste de qui-quadrado nao se verificou associagao entre a idade ao diagndstico
e 0 género (p>0,05).

6.2 Caracterizagao dos tumores

6.2.1 Localizagao

A localizagdo mais comum dos mastocitomas cutdneos diagnosticados foi nos
membros (11/33, 33,3%). A segunda localizacdo mais frequente foi no abdémen (5/33,
15,2%), seguida da mama (3/33, 9,1%) e da regido lombar (3/33, 9,1%). Importa realgar que
apenas 9,1% (3/33) dos casos em estudo corresponderam a mastocitoma primario multiplo
(tabela 9).
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Tabela 9. Caracterizagao clinica dos tumores em estudo segundo a localizagao.

Localizacéo Frequéncia Percentagem (%)
Membro 11 33,3
Abddmen 5 15,2
Mama 3 9,1
Lombar 3 9,1
Multiplo 3 9,1
Peitoral 2 6,1
Perineo 2 6,1
Cervical dorsal 1 3,0
Orelha 1 3,0
Paracostal 1 3,0
Torax 1 3,0
Total 33 100

Verificou-se ainda como localizagao primaria a regido peitoral (2/33, 6,1%), o perineo
(2/33, 6,1%), a cervical dorsal (1/33, 3,0%), a orelha (1/33, 3,0%), a regiao paracostal (1/33,
3,0%) e o torax (1/33, 3,0%).

6.2.2 Grau histologico

No que respeita a classificagdo histopatolégica, 69,7% (23/33) dos mastocitomas
primarios eram de baixo grau de Kiupel, enquanto uma minoria de 27,3% (9/33) foi classificada
como sendo de alto grau de Kiupel (Figura 4). Das 33 amostras, 1 (3,0%) foi classificada

exclusivamente através do sistema de Patnaik como mastocitoma intermédio (grau Il).
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Figura 3. Caracterizagdao dos tumores em estudo segundo a classificagcao histopatolégica de
Kiupel.

Todos os mastocitomas de alto grau de Kiupel eram cutaneos (9/9), a semelhanga do
mastocitoma de grau Il de Patnaik (1/1). Importa referir que os nédulos subcuténeos presentes
na amostra (12,1%; 4/33) foram considerados como se de mastocitomas de baixo grau de
Kiupel se tratassem, representando 17,4% dessa classificagdo (4/23). Relativamente a
relagéo entre o grau histolégico do mastocitoma e a raga do canideo, os resultados sdo

apresentados na tabela 10.

Tabela 10. Distribuigdao do grau histologico de Kiupel em fungao da raga do canideo.

Raca Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Indeterminada 6 2 8
Bulldog Francés 4 1 5
Boxer 3 1 4
Labrador Retriever 2 2 4
Golden Retriever 3* 0 3
Caniche 0 2 2
Beagle 1 0 1
Cane Corso 0 1 1
Epagneul Breton 1 0 1
Pug 1 0 1
Serra da Estrela 1* 0 1
Teckel 1* 0 1
Total 9 23 32
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Nota: O mastocitoma de grau Il de Patnaik foi diagnosticado num canideo de raga indeterminada.

* Em mastocitoma multiplo, foi utilizado o nédulo de grau mais elevado.

6.2.3 Padrao de marcacao imunohistoquimica e indice proliferativo
Dos 33 casos clinicos em estudo, 27 (81,8%) apresentavam na sua histéria clinica
requisicdo de analise imunohistoquimica. Os resultados quanto ao padrdao de marcacéo e

indice proliferativo encontram-se resumidos nas tabelas 11 e 12.

Tabela 11. Distribuicdo do padrao de marcagao imunohistoquimica em fung¢ao do grau
histopatologico de Kiupel.

Padrao de marcagao Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
13 0 13
7 2 9
2* 3 4

Total 22 5 27

* Em mastocitoma mudiltiplo, foi utilizado o padrdo de marcacgéo imunohistoquimica mais elevado.

Tabela 12. Distribui¢ao do indice proliferativo em fung¢ao do grau histopatolégico de Kiupel.

indice proliferativo Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Muito Baixo 2 0 2
Baixo 3 0 3
Baixo a Médio 2 0 2
Médio 1 2 3
Médio a Alto 2 1 3
Alto 1 2 3
Nao aplicavel 11 0 11
Total 22 5 27

6.2.4 Metastizacao

Dos 33 casos clinicos em estudo, 66,7% (22/33) nao sofreu metastizagcédo. Cerca
de 21,2% (7/33) néo apresentava informagao acerca do seguimento do caso clinico. No
universo de mastocitomas com metastizagao (4/33, 12,1%), 50% eram de baixo grau de
Kiupel (2/4) e 50% eram de alto grau de Kiupel (2/4) (tabela 13).
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Tabela 13. Distribuicao da metastizagao em fungao do grau histolégico de Kiupel.

Metastizagao Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Sim 2 2 4
Nao 17 4 21
Sem seguimento 4 3 7
Total 23 9 32

Nota: O mastocitoma de grau Il de Patnaik diagnosticado ndo sofreu metastizagao.

Nos casos com ocorréncia de metastizacao, 75,0% (3/4) apresentava exclusivamente
metastases no linfonodo regional. Apenas 25,0% (1/4) apresentou metastizagao linfonodal e

visceral concomitantes (tabela 14).

Tabela 14. Localizagao da metastizagao na populagao em estudo.

Metastizagao Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Linfonodal 2 1 3
Linfonodal e visceral 0 1 1
Total 2 2 4

6.3 Tratamento

Todos os doentes (33/33, 100%) foram submetidos a cirurgia para remogao do tumor
primario, visto que a premissa para participacao no presente estudo acarretava o diagnostico
por analise histopatologica de mastocitoma. Em 39,4% (13/33) dos casos, a abordagem

cirurgica foi o tratamento de elei¢cdo, sem recurso a quimioterapia (tabela 15).

Tabela 15. Tratamento realizado na populag¢dao em estudo.

Tratamento Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Cirurgia 10 3 13
Cirurgia e quimioterapia*® 13 6 19
Total 23 9 32

Nota: O doente com mastocitoma de grau Il de Patnaik foi sujeito a cirurgia e quimioterapia.

*Por quimioterapia entenda-se o protocolo de associagédo de vimblastina e prednisolona.

Como terapéutica adjuvante, 60,6% (20/33) dos canideos realizaram quimioterapia

apos a excisdo cirurgica, através do protocolo de associagédo de vimblastina e prednisolona.
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6.3.1 Recidiva
Verificou-se a recidiva de mastocitoma em 18,2% (6/33) dos casos clinicos. A

localizagao anatdmica da recidiva encontra-se resumida na tabela 16.

Tabela 16. Localizagao de recidiva na populagao em estudo.

Localizagao Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Axila 0 1 1
Lombar 0 1 1
Membro 0 1 1
Multipla 1 0 1
Pescoco 0 1 1
Sem seguimento 1 0 1
Total 2 4 6

6.3.2 Tempo de sobrevida
Na tabela 17, é apresentado o tempo de sobrevida aos 12 meses e 24 meses em

func&o do grau histolégico.

Tabela 17. Distribui¢gdo do tempo de sobrevida aos 12 e 24 meses em fungao do grau histolégico
de Kiupel.

Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Sobrevida Vivo 21 7 28
12 meses Morto 0 0 0
Sobrevida Vivo 21 5 26
24 meses Morto 0 2 2
Sem seguimento 2 2

Nota: O doente com mastocitoma de grau Il de Patnaik apresentou sobrevida aos 24 meses.

A taxa de sobrevida aos 12 meses foi de 87,9% (29/33), com 12,1% (4/33) dos doentes
sem informacao de seguimento. Ja a taxa de sobrevida aos 24 meses foi de 81,8% (27/33).
Aos 24 meses, 2 dos 33 doentes (6,1%) ja se encontravam mortos e 12,1% (4/33) permanecia

sem seguimento.

Analisando a sobrevida em fungao do grau histoldgico, 91,3% (21/23) dos canideos com
mastocitoma de baixo grau de Kiupel apresentava-se vivo aos 24 meses apoés o diagnéstico,

com 8,7% (2/23) dos casos sem seguimento. Cerca de 55,6% (5/9) dos doentes com
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mastocitoma de alto grau de Kiupel apresentava-se vivo aos 24 meses apos o diagndstico,

enquanto 22,2% (2/9) nao sobreviveu e 22,2% (2/9) ndo apresentava seguimento clinico.

6.4 Avaliagao darelagao entre a histéria clinica oncolégica e o grau histolégico

do mastocitoma
A distribuicdo do grau de Kiupel do mastocitoma em fungao da histéria clinica oncoldgica

encontra-se sumarizada na tabela 18.

Tabela 18. Distribui¢cao do grau histologico de Kiupel em fungao da histéria clinica oncolégica.

Histéria clinica oncolégica Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Néo 19 6 25
Sim 4 3 7
Total 23 9 32

Nota: O canideo com mastocitoma de grau Il de Patnaik ndo apresentava histéria clinica pregressa de neoplasia.

Com o teste exato de Fisher foi possivel concluir que nao existe correlagcédo
estatisticamente significativa entre a histéria clinica oncolégica e o grau histolégico do

mastocitoma (p=0,370).

6.5 Avaliagao da relagao entre a historia clinica dermatolégica prévia e a
idade ao diagnéstico de mastocitoma
Com o intuito de investigar a eventual relagdo entre a histéria clinica dermatoldgica
prévia e o desenvolvimento de mastocitoma, foi comparada a idade ao diagnéstico de
mastocitoma entre o grupo de canideos sem inflamagao cuténea crénica prévia (n=17) e o
grupo de canideos com inflamacéo cutanea crénica prévia na sua histéria clinica (n=16), que

tinha a idade média 8 e 8,5 anos respetivamente.
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Figura 4. Diagramas de extremos e quartis comparativos da idade ao diagnoéstico entre os 2
grupos em estudo.

Observando o intervalo interquartil de cada diagrama, é verificada uma maior dispersao
de idades no grupo de canideos sem histéria clinica dermatoldgica prévia. Contudo, através
do teste t para amostras independentes concluiu-se que nao foram verificadas diferencas

estatisticamente significativas (p=0,362).

6.6 Avaliagao da relagao entre a histéria clinica dermatolégica prévia e o grau
histolégico do mastocitoma
A maioria dos doentes sem histdria clinica dermatoldégica apresentava mastocitoma de
baixo grau de Kiupel (13/17, 76,5%), tal como verificado naqueles com histéria dermatoldgica
(10/15, 66,7%) (tabela 19).

Tabela 19. Distribuicdo do grau histolégico de Kiupel em fungdo da histéria clinica
dermatolégica.

Historia clinica dermatologica Baixo grau de Kiupel Alto grau de Kiupel Total
Néo 13 4 17
Sim 10 5 15
Total 23 9 32

Nota: O canideo com mastocitoma de grau Il de Patnaik apresentava histdria clinica de otite.
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Com o teste exato de Fisher foi possivel concluir que nao existe correlagédo
estatisticamente significativa entre a histdria clinica dermatolégica e o grau histolégico do
tumor (p=0,699).

6.7 Avaliagao da relagcao entre a histéria clinica dermatolégica prévia e a
ocorréncia de metastizacao
Na tabela 20 encontram-se sumarizados os dados relativos a ocorréncia de

metastizacdo em fungao da histdria clinica dermatoldgica.

Tabela 20. Ocorréncia de metastizagcao em fungao da histoéria clinica dermatolégica.

Metastizacao

Sem Total
Nao Sim )
Histoéria clinica dermatolégica seguimento
Nao 11 2 4 17
Sim 11 2 3 16
Total 22 4 7 33

Aproximadamente 64,7% (11/17) dos casos sem historia clinica dermatolégica nao
sofreu metastizacdo. Em cerca de 11,8% (2/17) ocorreu metastizagao e 23,5% (4/17) nao
apresentava seguimento clinico. Resultados semelhantes foram observados no grupo de
doentes com histéria clinica dermatolégica: 68,8% (11/16) ndo apresentou metastizagao;

12,5% (2/16) sofreu metastizagédo e 18,8% (3/16) ndo possuia registo de seguimento.

6.8 Avaliagao da relagao entre a histéria clinica dermatolégica prévia e a
sobrevida

A taxa de sobrevida aos 12 meses foi de 100% em ambos os grupos em estudo (tabela
21).
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Tabela 21. Distribuigao do tempo de sobrevida aos 12 e 24 meses em fungao do grau histolégico
de Kiupel.

Histéria clinica dermatolégica

Total
Nao Sim
Sobrevida Vivo 15 14 29
12 meses Morto 0 0 0
Sobrevida Vivo 13 14 27
24 meses Morto 2 0 2
Sem seguimento 2 2 4

Nao foi investigada a possivel associacdo entre a histéria clinica dermatoldgica e a
sobrevida aos 24 meses, pois nao foi cumprido o pressuposto do teste de Fisher de nenhuma

célula na tabela de contingéncia apresentar uma frequéncia esperada inferior a 1.

6.9 Existéncia de doenga cutanea por diagnosticar e sinais clinicos sugestivos
de dermatite atépica

As tabelas 22 a 24 sumarizam as respostas obtidas as perguntas do grupo 3 do inquérito
realizado ao tutor do doente.

Tabela 22. Distribui¢cao das respostas obtidas no grupo 3 do inquérito realizado.

Lamber Cocar Esfregar Eritema Otites recorrentes
Resposta N % N % N % N % N %
Sim 11 333 11 333 4 121 3 9,1 9 27,3
Nao 15 455 15 455 8 243 23 69,7 17 51,5
Nao aplicavel 7 21,2 7 212 21 636 7 21,2 7 21,2
Total 33 100 33 100 33 100 33 100 33 100
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Tabela 23. Distribuigcao das respostas obtidas no grupo 3 do inquérito realizado em fungao da
historia clinica dermatolégica.

Histéria clinica dermatolégica

Nao Sim Total
Resposta N % N % N %
Sim 6 35,3 5 31,2 11 33,3
Lamber Nao 8 47 1 7 43,8 15 45,5
NA 3 17,6 4 25,0 7 21,2
Sim 4 23,5 7 43,8 11 33,3
Cocar Nao 10 58,8 5 31,2 15 45,5
NA 3 17,6 4 25,0 7 21,2
Sim 2 11,8 2 12,5 4 12,1
Esfregar Nao 7 41,1 1 6,2 8 24,3
NA 8 47 1 13 81,3 21 63,6
Sim 2 11,8 1 6,2 3 9,1
Eritema Nao 12 70,6 11 68,8 23 69,7
NA 3 17,6 4 25,0 7 21,2
Sim 2 11,8 7 43,8 9 27,3
Otites recorrentes Nao 12 70,6 5 31,2 17 51,5
NA 3 17,6 4 25,0 7 21,2
Total 17 100 16 100 33 100

NA: Nao aplicavel
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Tabela 24. Distribuicdo das regides anatomicas assinaladas no grupo 3 do inquérito pelos
tutores dos canideos sem histoéria clinica dermatolégica.

Sem histoéria clinica dermatolégica

Lamber: Sim Cogar: Sim Eritema: Sim
Regides N % N % N %
Cabeca NA NA 0 0 0 0
Orelhas NA NA 0 0 0 0
Pescoco NA NA 0 0 1 50
Membros 4 0 0 0 0 0
Abdoémen 1 0 0 0 1 50
Dorso 0 0 0 0 0 0
Inespecifica 1 0 4 100 0 0
Total 6 100 4 100 2 100

NA: Nao aplicavel

7 Discussao e Conclusao
O presente estudo retrospetivo procurou avaliar a relagao entre a presenca de patologia

cutédnea como fator de prognéstico na influéncia do risco de malignidade de mastocitoma.

A maioria dos dados recolhidos provém de clinicas veterinarias na regido da Grande
Lisboa. A localizagdo geografica € um fator a ter em consideragéo, ja que os resultados
relativos a pardmetros como o género e a raga podem diferir entre estudos retrospetivos
(Soberano e Nardi 2020).

A amostra em estudo apresentou uma distribuicdo uniforme quanto ao género, com 55%
(18/33) de machos e 45% (15/33) de fémeas. Ainda que as hormonas sexuais possam
desempenhar um papel no desenvolvimento de mastocitoma, a literatura cientifica mais atual
nao sustenta a existéncia de predisposicdo de género para o desenvolvimento desta
neoplasia (Shoop et al. 2015; Smiech et al. 2018; Kiupel and Camus 2019), pelo que esta

possivel associagdo nao foi aprofundada no trabalho estatistico.

Em alguns estudos, as fémeas castradas sdo associadas a um risco acrescido de
desenvolvimento de mastocitoma (Shoop et al. 2015). De acordo com os resultados obtidos,
as fémeas esterilizadas apresentam maior preponderancia ao desenvolvimento da doenga
(10/15, 67%), como seria esperado ja que a esterilizagdo é uma cirurgia eletiva comum e bem
aceite. Diferentemente, nenhum macho da amostra era castrado. Este dado ndo é
surpreendente, uma vez que a castragdo de machos é um procedimento sobretudo
recomendado pelos seus beneficios na resolugdo de problemas como agressividade,

comportamento de monta ou ainda marcacgao de territério com urina.
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O estado reprodutivo pode ser considerado uma variavel de confusao, pois os canideos
esterilizados apresentam maior longevidade (Belanger et al. 2017). Com efeito, a evolugéo na
medicina veterinaria preventiva, aliada a um maior cuidado por parte dos tutores, conduziu ao
aumento da esperanca média de vida e a prevaléncia de cancro em canideos (Soberano e
Nardi 2020). No estudo realizado, a idade média ao diagnéstico de mastocitoma foi de 7,98 +
2,77 anos, o que esta em linha com os estudos de Kiupel et al. (2005), Welle et al. (2008) e
O’Connell e Thomson (2013) que concluiram que o mastocitoma afeta maioritariamente caes
adultos com idades entre 7 e 9 anos. Nao obstante, a faixa etaria dos doentes revelou-se
ampla, entre os 3 meses e 0s 13 anos, em concordancia com o intervalo assinalado por Kiupel

e Camus (2019) de 1 ano a 14 anos de idade.

O doente atipico registado no estudo realizado foi um canideo de 3 meses de idade da
raca Serra da Estrela, diagnosticado com mastocitoma de apresentacdo multicéntrica.
Embora classificados como de baixo grau de Kiupel, os 3 nddulos apresentavam padroes de
marcacgao imunohistoquimica do tipo 2 e 3, com Ki-67 de 50% e indice proliferativo alto. Sem
histéria clinica de prurido, o cachorro foi submetido a quimioterapia, bem-sucedida. Este caso
recorda-nos que a etiologia do mastocitoma ainda é maioritariamente desconhecida (Vozdova
et al. 2019), mas a genética é a melhor fundamentada (Kiupel et al. 2004; Letard et al. 2008;
Brocks et al. 2020).

Os mastocitomas multiplos representaram apenas 9,1% (3/33) dos casos em analise,
percentagem esta ligeiramente inferior a de 11-14% relatada por Mullins et al. (2006). Para
além da raga Serra da Estrela (1/3), os animais afetados pertenciam as ragas Teckel (1/3) e
Golden Retriever (1/3). Esta ultima é predisposta a mastocitoma multiplo segundo Welle et al.
(2008).

Aproximadamente 27,3% (9/33) dos canideos participantes no estudo nao tinha raga
definida. As racas mais representativas foram o Bulldog Francés (5/33, 15,2%), o Boxer (4/33,
12,1%) — reforgando a premissa de que ragas com o Bulldog como antepassado tém maior
incidéncia de mastocitoma (Mochizuki et al. 2017; Smiech et al. 2019) —, o Labrador Retriever
(4133, 12,1%) e o Golden Retriever (3/33, 9,1%). De acordo com Smiech et al. (2019), estas
4 racas sao mais propensas a mastocitomas de baixo grau de Kiupel. O presente estudo
sustenta essa hipotese quando analisada a distribui¢do de frequéncias da tabela 11, ainda

que a amostra seja reduzida para uma afirmacao perentéria (16 versus 201 canideos).

Relativamente a histéria clinica dos doentes, 21,2% (7/33) apresentava histéria de
neoplasia anterior ao diagnodstico de mastocitoma, superior aos 17,5% (7/40) descritos no
estudo de Santos (2017). Contudo, a estatistica inferencial nédo corroborou a hipétese da

patogénese do mastocitoma estar associada a neoplasias pré-existentes.
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A esmagadora maioria dos mastocitomas em estudo (69,7%) foram classificados como
de baixo grau de Kiupel, inclusive os mastocitomas subcutineos que, embora ndo obedegcam
a este sistema de classificagdo, foram tratados como tal, visto que habitualmente nao
apresentam um comportamento biolégico agressivo. Apenas em 8,7% dos mastocitomas de
baixo grau de Kiupel do presente estudo houve conhecimento de metastizacao linfonodal, o

que vai ao encontro dos estudos de de Nardi et al. (2022).

Um terco dos mastocitomas em estudo localizava-se nos membros (33,3%), em
consonancia com a principal localizacdo de mastocitomas solitarios relatada por Navega
(2011) (29,9%) e Santos (2017) (22,5%). Segundo a revisdo de Welle et al. (2008), os
membros séo a 22 localizagdo mais frequente (25-40%) de mastocitomas cuténeos. Neste
estudo, a 22 localizagao mais frequente foi o abdomen (5/33, 15,2%), relatada como apenas

a 42 localizagao mais frequente por Navega (2011) (34/271, 12,6%).

De entre os mastocitomas de baixo grau de Kiupel, 56,5% (13/23) apresentavam padrao
de marcagao imunohistoquimica do tipo 1. Aproximadamente 30,4% (7/23) eram do tipo 2.

Cerca de 8,7% eram do tipo 3 e correspondiam a mastocitomas multiplos.

Ainda que o prognostico dependa de uma combinagdo de parametros clinicos,
histopatoldgicos e imunohistoquimicos, € possivel afirmar que uma parte significativa dos
casos clinicos (13/33, 39,4%) apresentava prognostico favoravel. O grau histoldgico é o fator
de progndstico mais consistente e fiavel (London and Thamm 2020). Mais do que um juizo
antecipado, o prognostico deve ser encarado como uma ajuda a decis&o terapéutica. Na
maioria dos casos clinicos (81,8%), o médico veterinario assistente requisitou a analise

imunohistoquimica e em 60,6% foi realizada quimioterapia como terapéutica adjuvante.

A taxa de recidiva foi igual a 18,2%, mas de apenas 8,7% em tumores de baixo grau de
Kiupel. Em mastocitomas de alto grau de Kiupel, a taxa de recidiva foi de 44,4%, revelando-

se superior ao valor de 30,1% relatado por Moore et al. (2020).

A taxa de sobrevida aos 24 meses foi de 91,3% nos canideos com mastocitoma de baixo
grau de Kiupel, com 8,7% sem informagéo de seguimento. Este resultado esta de acordo com
a afirmagéao de Kiupel et al. (2011) de que o tempo médio de sobrevivéncia para doentes com

mastocitoma de baixo grau & superior a 2 anos.

A taxa de sobrevida aos 24 meses em doentes com mastocitoma de alto grau de Kiupel
(55,6%) foi inferior a observada por Moore et al. (2020) (72.9%). Contudo, 22,2% (2/9) nao

apresentava informagao de seguimento, o que podera explicar esta diferencga.

Como previamente referido, com o presente trabalho, procurou-se investigar uma

possivel correlagao entre doengas dermatoldgicas e o aparecimento de mastocitoma canino.
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Na populacdo em estudo, 48,5% dos doentes apresentava historia de doenca
dermatolégica anterior ao diagnéstico de mastocitoma, afastando-se do resultado do estudo

de Navega (2011) com o valor de 23,5%, mas proximo do estudo de Santos (2017) com 55%.

Aproximadamente 24,2% (8/33) possuia historia de otite, resultado idéntico ao estudo de
Santos (2017). Cerca de 18,2% (6/33) apresentava diagndstico de DA, resultado ligeiramente
superior ao de 15% (6/40) apresentado por Santos (2017), mas inferior ao de 27% (17/63)
relatado por O’Connell e Thomson (2013).

No que respeita a idade ao diagndstico, o grupo de canideos com histdria de doenca
dermatologica apresentou uma mediana ligeiramente superior ao grupo de canideos sem
histéria de doenga dermatoldgica (8,5 anos versus 8 anos), o que esta de acordo com o estudo
de Santos (2017), cujos valores foram de 8,1 anos versus 8,5 anos). Santos (2017) relatou
maior dispersao de idades no grupo de canideos com histdria clinica de inflamagao cutinea
croénica do que a obtida com o presente estudo. Em nenhum dos estudos foi comprovada uma
relacdo causal entre a histéria de doenca dermatolégica e a idade ao diagndstico de

mastocitoma.

A maioria dos doentes com historia de doenga dermatoldgica apresentava mastocitoma
de baixo grau de Kiupel (10/15, 66,7%). Este resultado estd em linha com a literatura cientifica
consultada, com varios autores a constatar um menor numero de casos de mastocitoma de
grau lll de Patnaik em animais com doenca dermatolégica (O’Connell e Thomson 2013;
Santos 2017). Ainda assim, se a amostra do presente estudo englobasse um maior numero
de mastocitomas de alto grau de Kiupel, a validade desta premissa seria melhor comprovada,
com maior probabilidade de respeito pelos pressupostos do teste de qui-quadrado e,
consequentemente, uma anadlise estatistica mais fina da possivel associagao entre a histéria
clinica dermatolégica e o grau histolégico do mastocitoma. De acordo com o teste exato de

Fisher, a mesma néao foi demonstrada (p=0,699).

O estudo da correlagdo entre a histdria dermatoldgica pregressa e a ocorréncia de
metastizacgao fica igualmente aquém do desejado, considerando que 50% dos mastocitomas
metastizados eram de baixo grau de Kiupel (2/4) e 50% eram de alto grau de Kiupel (2/4). E
anuido pela comunidade cientifica que menos de 10% dos mastocitomas bem diferenciados
metastizam e 5-22% dos mastocitomas moderadamente diferenciados tem potencial de
metastizacdo (de Nardi et al. 2022). Contudo, Navega (2011) ndo encontrou associagao

estatistica entre as 2 variaveis (p=0,263).

Um estudo de O’Connell e Thomson (2013) avaliou a sobrevivéncia livre de progressao
(progression-free survival), isto &, o periodo de tempo desde o diagnéstico até ao momento

mais precoce de recidiva local/ mastocitoma de novo/metastizacao. Na analise estatistica
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univariada, os autores constataram que a mediana da sobrevivéncia livre de progressao dos
canideos com DA foi significativamente mais longa do que a dos canideos sem DA. Contudo,

esta variavel ndo se revelou significativa na analise multivariada.

A carcinogénese é descrita como um processo de duas fases: inicia-se quando a
sequéncia de ADN das células somaticas sofre mutagdes genéticas, que podem permanecer
ocultas durante anos no tecido saudavel, até que outro estimulo induza a fase de promocao
celular (Korniluk et al. 2017). Apesar de ndo haver prova de correlagdo entre a DA e o
desenvolvimento de mastocitoma cutdneo canino, é reconhecido que a DA é caracterizada
pela acumulacdo angiogénica de mastocitos que, por conseguinte, provoca alteracoes
microestruturais crénicas no tecido afetado (Thamm et al. 1999 citado por O’Connell e
Thomson 2013). Alguns autores suspeitam da existéncia de um subgrupo de canideos com
historia de doenca dermatoldgica com um maior risco acrescido de desenvolver mastocitomas
multiplos de baixo grau de Kiupel (O’Connell e Thomson 2013). E possivel que outros estudos
tenham subestimado a prevaléncia de doenca dermatologica prévia, uma vez que 0s

cuidadores dos doentes ndo foram diretamente inquiridos.

O levantamento de histéria de doenca dermatolégica por diagnosticar através de
questionario a tutores pode sobrestimar a sua ocorréncia, pois alguns sinais clinicos, como
lambedura persistente, podem ter origem psicogénica. A sensibilidade de cada tutor a
frequéncia e gravidade do prurido pode divergir: sem uma escala de critérios precisos nos
quais possa basear a sua decisao, o tutor pode ter tendéncia a sobrestimar este sinal (Hill et
al. 2007). Por outro lado, alguns tutores tendem a subvaloriza-lo. Assim, as respostas obtidas

no inquérito efetuado devem ser analisadas com cautela.

Em suma, o presente estudo ndo apurou uma relacdo causal entre a historia clinica
dermatoldgica prévia e o aparecimento de mastocitoma canino. Nao foi verificada uma
associacao estatisticamente significativa entre a histéria dermatolégica pregressa e o grau
histolégico do mastocitoma (p=0,699). As associagdes estatisticas que se procuraram
estabelecer a partir dos resultados do inquérito entre a presenca de patologia cutédnea e a

malignidade do mastocitoma n&o se revelaram estatisticamente significativas (p>0,05).

8 Limitagoes do estudo

Como em outros estudos retrospetivos, varias sdo as limitagdes que decorrem da
natureza do mesmo. Exemplo disso € o tipo de registo de informagao presente em cada
processo clinico, a subjetividade das respostas presentes e neste caso o numero limitado de

doentes que constituem a amostra em estudo.
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Anexos

Anexo 1. Inquérito aplicado aos cuidadores dos doentes do estudo.
Ex.mo(a) Sr(a),

O meu nome é Eduarda Félix, sou aluna do 62 Ano do curso de Medicina Veterindria e
venho por este meio solicitar a sua colaboragdao no meu trabalho de tese subordinado ao tema
“A Patologia Cutanea como Fator de Progndstico em Doentes com Mastocitoma”, do Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de
Lisboa (FMV-ULisboa). Para tal basta apenas realizar o preenchimento do seguinte questionario.
De acordo com o Regime Geral de Protecao de Dados Pessoais, toda a informacdo aqui obtida
sera utilizada exclusivamente para o presente estudo e de modo privado. Sem mais, agradecendo
desde ja a sua participagdo, apresento os melhores cumprimentos,

Eduarda Félix

Nome do Cuidador ‘

Nome do Animal ‘

Idade Espécie Sexo | F | M | Raga Esterilizado | S | N

QUESTOES

1 | Anteriormente ao diagndstico de mastocitoma, o seu animal tinha histéria de S| N | NS

patologia cutanea/problemas de pele?

Se respondeu sim a pergunta 1, passe a pergunta 2

Se respondeu ndo ou ndo sabe a pergunta 1, passe a pergunta 3

2 | Qual a patologia cutanea/problema de pele previamente diagnosticado? (assinale vaérias se

necessario)

Alergia a picada de pulga

Alergia alimentar com manifestagGes cutaneas

Alergia ambiental com manifestacdes cutdneas

Atopia / Dermatite atépica

Dermatite de contacto / Dermatite causada por substancia irritante

Demodecose generalizada/Sarna por proliferacdo de dcaro Demodex

Otite crénica

Outra. Qual ?

2.1 | Com que idade Ihe foi diagnosticado o problema de pele?

2.2 | O seu animal foi tratado para esse problema de pele? S|N

‘ Se sim, sabe qual o tratamento realizado?

2.3 | Qual a duracdo do tratamento? ‘

2.4 | Anteriormente ao diagndstico de mastocitoma, o seu animal foi diagnosticado S |N
com outro(s) tumor(es)?

Se sim, qual o tumor?

3 Previamente ao diagndstico de mastocitoma, o seu animal lambia-se com S | N

frequéncia?

Se sim, em que regides do corpo? (assinale varias se necessario)

65



Membros / M3os / Pés

Abdémen / Barriga

Dorso
QOutra. Qual?
3.1 | Previamente ao diagndéstico de mastocitoma, o seu animal cogava-se com
frequéncia?
Se sim, em que regides do corpo? (assinale vérias se necessario)
Cabeca
Orelhas
Membros / M3os / Pés
Abddémen / Barriga
Dorso
Outra. Qual?
3.2 | Previamente ao diagndéstico de mastocitoma, o seu animal esfregava-se no chéo,
tapetes da casa ou outras superficies?
3.3 | Previamente ao diagndstico de mastocitoma, o seu animal apresentava zonas de
vermelhiddo na pele?
Se sim, em que regides do corpo? (assinale varias se necessario)
Cabeca
Orelhas
Membros / M3os / Pés
Abdémen / Barriga
Dorso
Outra. Qual?
3.4 | Previamente ao diagndstico de mastocitoma, o seu animal sofria de otites
recorrentes?
3.5 | Anteriormente ao diagndstico de mastocitoma, o seu animal foi diagnosticado

com outro(s) tumor(es)?

Se sim, qual o tumor?
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