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RESUMO

Mastocitomas sdo neoplasias cutdneas frequentes em cées, que apresentam comportamento
bioldgico e progndstico variavel. A partir de avaliagdo clinica, caracteristicas histopatologicas do
tumor e linfonodo é possivel determinar fatores prognosticos relacionados ao comportamento
biologico, direcionando o tratamento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a importancia
prognostica do grau de comprometimento do linfonodo em cdes com mastocitoma cutaneo,
apos a remocao cirurgica do MCT primério e seus linfonodos regionais, analisando as taxas de
sobrevida e os padrdes de recorréncia do tumor. Foram incluidos cdes atendidos no Hospital
Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG (Brasil) e Veterinary Medical Centre, City
University of Hong Kong (China), com mastocitoma cutaneo que foram submetidos a cirurgia
com exérese do tumor e linfadenectomia, que foram ou nao submetidos a quimioterapia adjuvante.
Realizou-se a recuperacdo do prontudrio médico para registro da raga, idade, sexo, peso,
localizacédo das lesGes, tamanho das lesdes, nimero de lesbes, avaliacdo clinica do linfonodo,
historico de mastocitomas prévios, exames diagnosticos, tratamentos realizados e historico de
recorréncia, intervalo livre de doenca e sobrevida. O estadiamento clinico foi realizado
conforme classificacdo TNM preconizada pela Organizagdo Mundial de Salde (OMS).
Posteriormente foram realizados cortes histolégicos e graduacdo histopatoldgica seguindo os
critérios de Patnaik (1984) e Kiupel et al. (2011), avaliando ainda margens cirurgicas, extensdo e
distribuicdo predominante (corddo ou manto), contagem de células multinucleadas e figuras
mitoticas. A avaliacdo dos linfonodos seguiu os critérios propostos por Weishaar et al. (2014).
Um total de 42 cées foram incluidos no estudo, sendo 42,8% (18/42) sem raca definida e 57,2%
(24/42) de racas variadas. Foi observado uma maior ocorréncia dos tumores localizados em
regido de tronco 49% (24/49), membros 44,9% (22/49), seguido de locais com menor incidéncia
6,1% (3/49), como prepucio (n=1), bolsa escrotal (n=1) e pina da orelha (n=1). Os 42 cées foram
divididos em grupos de acordo com a classificagdo de Kiupel em baixo grau 71,4 % (30/42) e alto grau
28,6% (12/42), de acordo com o status nodal 40,5% (17/42) classificados como HNO, 14,3% (6/42)
classificados como HN1, 14,3% (6/42) classificados como HN2 e 30,9% (13/42) classificados
como HN3 e também agrupando o status nodal com a graduacéo histopatolégica do tumor, nos grupos
gue tiveram 5 ou mais casos, como HNO baixo grau 35,7% (15/42), HN1 baixo grau 11,9% (5/42), HN3
baixo grau 14,3% (6/42) e HN3 alto grau 16,7% (7/42). Os resultados indicaram que cées com
mastocitoma cutaneo de alto grau e metéstase no linfonodo HN3 tiveram menor tempo de
sobrevida e intervalo livre de doenca quando comparado com 0s outros grupos. Houve
correlacéo positiva moderada entre a ocorréncia de ébito e graduacéo histopatoldgica do tumor
em alto grau de Kiupel e grau Ill de Patnaik (p=0,0093, rs=0,4455) e correlagéo positiva
moderada também na ocorréncia de Obito com a classificacdo da metastase no linfonodo
(p=0,0094, rs=0,4211). Conclui-se que em cées portadores de mastocitoma cutaneo a avaliagdo
do status metastatico do linfonodo juntamente com a graduacdo histopatolégica do tumor é
importante para determinacdo prognostica, melhor decisdo terapéutica e para melhor controle
da doenca.

Palavras-chave: cdo; neoplasias; linfonodo; metéstase; mastdcitos.



ABSTRACT

Mast cell tumors are common skin neoplasms in dogs that present variable biological behavior
and prognosis. Through clinical evaluation, histopathological characteristics of the tumor, and
lymph node assessment, it is possible to determine prognostic factors related to biological
behavior, driving treatment decisions. The aim of this study was to evaluate the prognostic
importance of lymph node involvement in dogs with cutaneous mast cell tumors, following
surgical removal of the primary MCT and its regional lymph nodes, analyzing survival rates
and tumor recurrence patterns. The study included dogs treated at the Veterinary Hospital of
the School of Veterinary Medicine of UFMG (Brazil) and the Veterinary Medical Centre, City
University of Hong Kong (China), with cutaneous mast cell tumors who underwent tumor
excision surgery and lymphadenectomy, with or without adjuvant chemotherapy. Retrieval of
medical records was performed to record breed, age, sex, weight, lesion location, lesion size,
number of lesions, clinical lymph node evaluation, history of previous mast cell tumors,
diagnostic exams, treatments performed, recurrence history, disease-free interval, and survival.
Clinical staging was performed according to the TNM classification recommended by the
World Health Organization (WHO). Subsequently, histological sections were made and
histopathological classification of the tumor was performed, evaluating surgical margins,
extent, and predominant distribution (cord or mantle), multinucleated cell count, and mitotic
figures. Lymph node evaluation followed the criteria proposed by Weishaar et al. (2014). A
total of 42 dogs were included in the study, with 42.8% (18/42) mixed-breed and 57.2% (24/42)
various breeds. A higher occurrence of tumors was observed in the trunk region 49% (24/49),
limbs 44.9% (22/49), followed by sites with lower incidence 6.1% (3/49), such as prepuce
(n=1), scrotal sac (n=1), and pinna of the ear (n=1). The 42 dogs were divided into groups according
to Kiupel's classification into low grade 71.4% (30/42) and high grade 28.6% (12/42), according to nodal
status 40.5% ( 17/42) classified as HNO, 14.3% (6/42) classified as HN1, 14.3% (6/42) classified as
HN2 and 30.9% (13/42) classified as HN3 and also grouping the nodal status with the histopathological
grade of the tumor, in groups that had 5 or more cases, such as HNO low grade 35.7% (15/42), HN1 low
grade 11.9% (5/42), HN3 low grade 14, 3% (6/42) and high grade HN3 16.7% (7/42). The results
indicated that dogs with high-grade cutaneous mast cell tumors and lymph node metastasis HN3
had shorter survival time and disease-free interval compared to other groups. There was a
moderate positive correlation between mortality and histopathological grading of the tumor in
high-grade Kiupel and grade Il Patnaik (p=0.0093, rs=0.4455) and a moderate positive
correlation also between mortality and lymph node metastasis classification (p=0.0094,
rs=0.4211). It is concluded that in dogs with cutaneous mast cell tumors, assessment of lymph
node metastatic status together with histopathological grading of the tumor is important for
prognostic determination, better therapeutic decision-making, and disease control.

Keywords: dog, neoplasms, lymph node, metastasis, mast cells.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Caracterizacdo histopatoldgica das amostras de tumores dos cées deste estudo, para a
classificacdo dos mastocitomas (MCT), segundo Patnaik.et al., (1984) e Kiupel et al., (2010).
(A) Mastocitoma bem delimitado chegando até a derme profunda, classificado como baixo grau
e grau Il, HE, 100X. (B) Mastocitoma bem diferenciado, células neoplasicas com moderado
pleomorfismo celular, separadas por estroma de colageno classificada como baixo grau e grau
I, HE, 400X. (C) Mastocitoma, com pleomorfismo acentuado e granulos intracitoplasmatico
pouco evidentes, presenca de figuras de mitose (seta) e de célula cariomegalica (ponta de seta)

classificado como alto grau e grau Ill, HE, 400X. (D) Mastocitoma, com pleomorfismo
acentuado e granulos intracitoplasmatico pouco evidentes, presenca de células binucleadas (*),
classificado como alto grau e grau 111, HE, 400X. 35

Figura 2. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de linfonodos deste estudo para a
classificacdo de metéstases de mastocitoma segundo Weishaar et al. (2014). (A) linfonodo
classificado como HNO, parénquima preservado com presenca de linfécitos, HE, 400X. (B)
linfonodo classificado como HNO, onde foram observados raros mastdcitos individualizados
(seta), Giemsa, 400X. (C) linfonodo classificado como HN1, com parénquima preservado com
presenca de linfdcitos, HE, 400X. (D) linfonodo classificado como HN1, com mastdcitos
multifocais distribuidos no parénquima (seta), Giemsa, 400X. 36

Figura 3. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de linfonodos deste estudo para a
classificacdo de metastases de mastocitoma segundo Weishaar et al. (2014. (A) linfonodo
classificado como HN2, com agregados de mastocitos neoplasicos no parénquima, HE, 400X,
(B) linfonodo classificado como HN2, com agregados de mastécitos neoplasicos, Giemsa,
400X. (C) linfonodo classificado como HN3, com agregados de mastdcitos levando a perda da
arquitetura linfonodal, HE, 400X. (D) linfonodo classificado como HN3, com perda da
arquitetura linfonodal pelos agregados de mastdcitos, Giemsa, 400X. 37

Figura 4: Curva de Kaplan-Meier contendo o tempo de sobrevida dos casos classificados baixo
grau (n=30) e alto grau (n=12) com mediana de sobrevida atingida apenas para alto grau com
1292 dias. O tempo de sobrevida foi prolongado em ambos os grupos. Teste de longrank
p<0,0001. 48

Figura 5: Curva de Kaplan-Meier contendo o intervalo livre de doenga dos casos classificados
como baixo grau (n=30) e alto grau (n=12) a mediana do intervalo livre de doenca nao foi
atingida em ambos os grupos. O intervalo livre de doenca foi prolongado em ambos 0s grupos.

48

Figura 6: Curva de Kaplan-Meier contendo o tempo de sobrevida dos casos combinando status
nodal e graduacgao tumoral, para grupos com 5 ou mais casos, sendo HNO baixo grau (n=15),
HN1 baixo grau (n=5), HN3 baixo grau (n= 6) e HN3 alto grau (n=7). A mediana de sobrevida
foi atingida somente para o grupo HN3 alto grau com 117 dias e o tempo de sobrevida foi
prolongado nos demais grupos. Teste de longrank p<0,0001. 49

Figura 7: Curva de Kaplan-Meier contendo o intervalo livre de doenga dos casos combinando
status nodal e graduacao tumoral, para grupos com 5 ou mais casos, sendo HNO baixo grau
(n=15), HN1 baixo grau (n=5), HN3 baixo grau (n= 6) e HN3 alto grau (n=7). A mediana do
intervalo livre de doenca foi atingida somente para o grupo HN3 alto grau com 61 dias e 0



tempo do intervalo livre de doenca foi prolongado nos demais grupos. Teste de longrank
p<0,0001. 49



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Sistema de classificacdo para avaliacdo microscopica de metastase ganglionar em
cdes com mastocitoma. 15

Tabela 2: Correlagéo entre graduacdo histoldgica, aspecto microscopico e sobrevida, segundo
Patnaik et. al, 1984. 16

Tabela 3: Sistema de graduacao proposto por Kiupel et al. (2011), para 0 mastocitoma canino.

16
Tabela 4- Classificacdo TNM preconizada pela Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), para o
mastocitoma em cées (Owen 1980). 27
Tabela 5: Classificagdo da margem histopatolégica tumoral 28

Tabela 6.: Caracteristicas clinicas dos 42 cdes com mastocitoma cutaneo incluidos no estudo.
31

Tabela 7.: Caracteristicas histopatologicas e de tratamento dos cdes com mastocitoma cutaneo
dos grupos de baixo grau e alto grau do estudo. 39

Tabela 8.: Caracteristicas histopatoldgicas e de tratamento dos cdes com mastocitoma cutaneo
do grupo combinando o status nodal e graduacdo HNO baixo e alto grau e HN1 baixo e alto
grau. 44

Tabela 9: Caracteristicas histopatoldgicas e de tratamento dos cdes com mastocitoma cutaneo
do grupo combinando o status nodal e graduacdo HN2 baixo e alto grau e HN3 baixo e alto
grau. 46

Tabela 10 - Estatistica inferencial (correlagdo de Spearman) dos 42 cdes com MCT cutaneo
incluidos no estudo. 50



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AgNOR: Argyrophilic nucleolar organizer regions (regides organizadoras nucleares
argirofilicas).

CEUA: Comissio de Etica no Uso de Animais

HV-UFMG: Hospital veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais

ILD: Intervalo livre de doenca

IM: indice mitotico

IV: Intravenoso

KITr: Receptor KIT ou receptor do fator de células tronco

LN: Linfonodo

LNs: Linfonodos

MCT: Mastocitoma

MCTs: Mastocitomas

MG: Minas Gerais

MULTILAB: Laboratério de unidade multidisciplinar e multiusuaria de pesquisa animal
OMS: Organizacdo Mundial de Saude

%: Percentual

PCNA - Proliferating cell nuclear antigen (antigeno nuclear de proliferacéo celular).
EQT: Eletroguimioterapia

RLN: Linfonodo Regional

RS: correlacdo de Spearmann

RT: Radioterapia

SLN: Linfonodo Sentinela

TNF-a: Fator de necrose tumoral-o

UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais

VCM: Veterinary Medical Centre



1.
2.

oW

Sumario

INTRODUGAD . .....oeitieeeeeeete ettt ettt ettt et et e et et e st e st e te et e ee st ese et e stestessessenseseeeesseneeneares 10
REVISAO DE LITERATURA .....covitieieitete sttt sttt st ae st s b ae s s st s 11
2.1.  ASPECTOS CLINICOS E COMPORTAMENTO BIOLOGICO DO MASTOCITOMA CANINO......... 12
2.2, DIAGNOSTICO ..oovoeeeececeeteieeeeeetete ettt es s ettt s st et s s s e astesesessnsssesesesnesaetesesanans 13
2.3. FATORES PROGNOSTICOS .....cocvvevierereieteretetetetete ettt vttt st s st sese s s s sesenas 17
2.4, TRATAMENTO c.ovieeiececteieeeeeetete ettt ae ettt et s s e s s e s s s sttt es s s saesessanesaetesnanens 20
2.5, STATUS NODAL ...oveieeeeveeeeeeeeetetetesceeee e tesesssaetesesesasassasesesasassesssessssssssssesssassesssessessssesesanens 23
HIPOTESE ....vvvetetetetetete et te ettt ettt et s et e sttt etete s et ete s et esesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesetesesesesesesenes 25
OBJETIVOS ...ttt ettt es e ea et es s st s s sae s et et esasessss et s s sssesesesensnsesesesansnsnsesesnanans 25
A1, GERAIS ...ttt ettt ettt ettt a ettt n ettt n e a et s nanas 25
8.2, ESPECIFICOS ...vvvieieeecveteteeeeete ettt sttt s s a et s s anae s s 25
MATERIAL E METODOS ......cucvveiieeeceeteteeeeseesesesesessesssssssesssasassssssessssssssssessssssesesessssssssssesssssssesnas 26
5.1.  LOCAL E PERIODO DE REALIZAGAO DO EXPERIMENTO ....ovvereeecrererececeee s seneeeans 26
5.2.  CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAQ ....cocvevevetererereteteteveteteietese et et seseaesese e seaeseseaeseaenas 26
5.3.  AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA ......coveeeeceeeeteeeeteteee et en s anaes 27
5.4. ANALISE ESTATISTICA ....eveveeeeeeeeteeetetete ettt ettt et s s s sesese st s st sesesesesesesesesesesenes 28
RESULTADOS......evvveeceeteteteeseete e e sesesae et sesssassesesesasassesesesssassssssesssssassesassssassesssassassssssesssananes 30
DISCUSSAD ...eiuivreteiiteteteteie ettt ettt a ettt e st sebesese s b et essss s e s ebesessesesebessasasesebesnannas 52
CONCLUSAD ...ttt ettt a et et a s et en st et et s nesaesesesasanenaes 61
REFERENCIAS ...ttt ettt a et s st et s sttt b s st s st s s b s 62



1.

10

INTRODUCAO

O mastocitoma (MCT) é uma neoplasia frequente em céaes e de extrema importancia na
oncologia veterinaria. Representa o terceiro subtipo tumoral mais comum, sendo o tumor
maligno de pele mais comum em cdes (De Nardi, et al. 2018). Os mastocitomas (MCTSs)
apresentam-se como massas solitarias ou multiplas, com localizacdo dérmica e/ou infiltracéo
de tecido subcutaneo (Gross, et al. 2005). Sua manifestacdo é extremamente variavel, podendo
se confundir com diversas outras lesGes cutaneas, devendo sempre ser considerado como

diagndstico diferencial (Dobson e Scase, 2007).

O comportamento biolégico do MCT canino é, também, extremamente variado, sendo
importante a interpretacdo de fatores prognoésticos, destacando-se a graduacgdo histopatoldgica

proposta por Patnaik et al. (1984) e a graduacao de Kiupel et al. (2011).

O linfonodo regional (RLN) é, frequentemente, o primeiro sitio metastatico do MCT
canino sendo a ocorréncia de metéastase um fator progndéstico desfavoravel  (Weishaar, et al.
2014). A cirurgia é a principal modalidade terapéutica indicada nos casos de MCT canino,
associada a linfadenectomia para adequado estadiamento e decisdo terapéutica adjuvante. A
presenca de metastase no linfonodo (LN) implicaem  maior risco de disseminacéo a distancia
e a necessidade de quimioterapia adjuvante, independentemente das caracteristicas do tumor
primério, como grau histopatolégico e indices de proliferacdo (HUME, et al., 2011; De Nardi,
et al. 2022).

A definicdo do tratamento dos MCTs cutaneos € baseada na avaliacdo de fatores
progndsticos clinicos, histopatoldgicos, imuno-histoquimicos e genéticos (Horta et al., 2018).
O tratamento cirdrgico é a primeira escolha na maioria dos casos, podendo ser associada a
outras formas de controle local como a radioterapia (RT) ou eletroguimioterapia (EQT)
(London e Thamm 2013; De Nardi et al., 2022). O historico de recorréncia tumoral e o
estadiamento clinico avancado, destacando a ocorréncia de metastase ostensiva em linfonodo,
foram associados a um elevado risco de progressdo da doenca ap6s a cirurgia e Obito
relacionado ao MCT, enquanto, outros fatores, foram associados a um risco intermediario,
incluindo graduacdo histopatologica elevada, elevado indice mitético, organizacdo
microscopica do tumor primario em manto, expressdo elevada de Ki-67 e aberrante do receptor

KIT (KIT 111) e presenca de duplicagdes internas em tandem no exon 11 do gene c-KIT. Na



11

presenca de um risco moderado ou alto de ébito relacionado ao MCT sugere-se a inclusao de
terapias adjuvantes sistémicas na tentativa de evitar ou atrasar a progressao da doenca,
destacando-se o uso isolado ou combinado de agentes quimioterapicos, como vimblastina,
lomustina, ciclofosfamida e chlorambucil, mas também inibidores tirosina-quinase, como o
fosfato de toceranib e mesilato de masitinib, empregados ainda no manejo de mastocitomas

inoperaveis ou metastaticos (London e Thamm, 2013; Warland et al., 2015; Horta et al, 2018).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a importancia prognéstica do grau de
comprometimento do linfonodo em cées com MCT cutéaneo, apds a remocao cirtrgica do MCT
primério e seus RLN, analisando as taxas de sobrevida e os padrdes de recorréncia do tumor.

REVISAO DE LITERATURA

O MCT é uma neoplasia mesenquimal, formada a partir de mastocitos, podendo ocorrer nas
apresentaces cutinea e extracutanea (London e Thamm, 2013). E a neoplasia maligna mais
comum em caes representando até 21% de todos os tumores de pele. A etiologia do MCT néo
foi completamente elucidada, no entanto, sugerem a influéncia da inflamacao crénica na pele,
enguanto a presenca de mutacdes no gene c-KIT tem sido relacionada ao desenvolvimento e
progressao tumoral (De Nardi, et al. 2018; Villamil, et al. 2011). Existem evidéncias também
da existéncia de fatores de risco genético, devido a maior incidéncia dessa patologia em

determinadas ragas (London e Thamm, 2013).

Os mastocitos sdo células relativamente grandes, fusiformes ou esféricas, contendo ndcleo
redondo ou ovdide e citoplasma repleto de granulos de coloragdo vermelha arroxeada, tem
origem a partir de células-tronco hematopoiética pluripotente, CD34, sendo maturados no seu
local de agdo, estando presentes na derme, pulm&o, mucosa gastrica e regido perivascular. Os
mastocitos circulam no sangue e migram para o tecido conjuntivo, onde sofrem maturagéo e
desempenham funcgdes relacionadas ao sistema imunoldgico (Lemarié et. al., 1995; Friederichs
e Young, 2013). Uma quantidade discreta de mastécitos pode ser encontrada, também, na regido
paracortical dos linfonodos (Tomita et. al., 2003). Possuem granulos intracitoplasméticos
compostos por substancias bioativas como heparina, histamina, TNF-a (tumor necrosis factor-

a) e proteases (London & Thamm, 2013).
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2.1. ASPECTOS CLINICOS E COMPORTAMENTO BIOLOGICO DO
MASTOCITOMA CANINO

Clinicamente, os MCTs caninos podem se manifestar como formacGes de diferentes
tamanhos e aspectos (De Nardi, et al. 2018; Villamil, et al. 2011). Fatores relacionados a
apresentacdo clinica, tais como localizagdo, nimero de tumores e presenca de ulceracdo podem
influenciar o prognostico. Os MCTs localizados na regido escrotal e focinho sdo os mais
agressivos e resultam em um tempo de sobrevida mais curto (Hillman, et al. 2010). No estudo
de Smiech et al. (2018) a localizacdo de maior risco para a ocorréncia do MCT cutaneo, foi a
regido escrotal. Para o desenvolvimento do tumor de alto grau a regido escrotal, inguinal e axilar
apresentaram maior risco e por sua vez, o tronco foi considerado a regido com maior risco de

desenvolvimento de tumor de baixo grau.

O MCT cuténeo ocorre com uma distribuicdo de 50-60% no tronco, 25-40% nos membros
e 10-15% na cabeca e pesco¢o, com menor frequéncia em bolsa escrotal, perineo e cauda (Welle
et al., 2008). Macroscopicamente, 0 MCT cutaneo pode mimetizar qualquer lesdo de pele,
incluindo papula, nddulo, tumor, erosdo, ulcera e crosta (Welle et al., 2008; Couto, 2010).
MCTs bem diferenciados comumente se apresentam como nddulos cutadneos unicos, de
crescimento lento e tamanho entre 1 e 4 cm. Podem também se apresentar como tumores no
subcutaneo, muitas vezes sendo confundidos com lipomas (Welle et al., 2008). Ja os MCTs
indiferenciados podem estar associados a caracteristicas como crescimento rapido, ulceragéo,
dor, inflamacé&o local e presenca de nodulos satélite (Daleck, et al. 2017; Welle et al., 2008). A
manipulacdo excessiva de um MCT cutaneo pode levar a degranulacdo das células com
liberacdo de histamina e outras substancias vasoativas, o que resulta em vasodilatagdo, edema
e eritema no tecido circundante ao tumor, caracterizando um fenémeno conhecido como sinal
de Darier (Welle et al., 2008; London e Thamm, 2013).

O comportamento biologico do MCT é variavel, podendo ser de indolente a altamente
invasivo e metastatico. O potencial metastatico do MCT varia de acordo com sua classificagdo
histopatoldgica, entretanto metastase para Orgdos distantes parecem ocorrer apenas apos
metastase em LN (Warland et al., 2014). Os o6rgdos mais frequentemente acometidos por
metéstases sdo os RLN, pele, baco e figado. Geralmente, os MCTs com maior graduacédo
histopatologica, grau Il de Patnaik e de alto grau de Kiupel desenvolvem metastases e tém um

pior prognostico, por outo lado uma pequena porcentagem dos MCTs de baixo grau histoldgico,
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grau | e Il de Patnaik e baixo grau de Kiupel se comportam biologicamente agressivos e
apresentam doenca metastatica ao diagnostico (Patnaik, et al. 1984; Thamm, et al. 2006;
Stefanello, et al. 2015).

Os principais sitios de metastase de MCT sdo principalmente os RLN, podendo
posteriormente afetar o baco, figado, pele e raramente os pulmdes, sendo a via linfatica
responsavel pela disseminacdo tumoral. Raramente é observada ocorréncia de MCT em
outros 6rgdos, como no trato gastrointestinal, na conjuntiva, glandulas salivares, nasofaringe,
cavidade oral, uretra e medula espinhal (Welle et al., 2008; London e Thamm, 2013). A medula
Ossea pode ser afetada caracterizado como uma leucemia mieldide de mastécitos que
corresponde & doenca em seu estadiamento final e quando acontece apresenta um pior
prognostico e menor tempo de sobrevida. O potencial metastatico dos MCTs varia de acordo
com sua classificacdo histopatoldgica, ocorrendo em menos de 10% dos casos de MCTs bem
diferenciados, em 5% a 22% das neoplasias moderadamente diferenciadas e em 55% a 95% dos
casos pouco diferenciados. A forma visceral da doenca ou mastocitose sistémica, é geralmente
precedida por uma lesdo cutanea inicial, com disseminacdo de mastdcitos para os Orgdos
internos, e normalmente tem um comportamento mais agressivo e um pior prognostico (Grano
etal., 2012; London e Thamm, 2013).

A presenca de metastase em LN no momento do diagndstico esté diretamente relacionada
com um maior risco de 6ébito devido a doenca, porém seu efeito sobre o prognéstico ndo esta
bem estabelecido, pois parte dos animais alcancam um longo tempo de sobrevida com
tratamento. Estudos demonstraram que cées diagnosticados com MCT que foram submetidos a
exérese do tumor e linfadenectomia obtiveram um aumento no tempo médio de sobrevida,
comparados a animais que ndo realizaram a linfadenectomia (Marconato et al., 2018; Chalfon
et al., 2022). Recidivas de MCT cutaneo tem efeito negativo significativo no progndéstico, com
ocorréncia de 6bito devido ao tumor chegando a 80% dos casos. Embora esses pacientes ainda
se beneficiem de tratamento envolvendo cirurgia e terapias adjuvantes, o progndstico

permanece desfavoravel (Horta et al., 2018).

2.2. DIAGNOSTICO

Os MCTs sao inicialmente diagnosticados com base na avaliacéo citoldgica, com material

obtido por puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF), identificando células redondas com
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granulos citoplasmaticos abundantes. Uma pequena porcentagem de granulos que nao se coram
facilmente pode gerar uma aparéncia de célula epitelial ou de macréfago tornando-se necessaria
a utilizacdo de coloracGes especiais, como 0 Giemsa ou azul de toluidina que geralmente
revelam os granulos citoplasmaticos (London, et al. 2013). Camus et al. (2016) sugeriu a
classificagdo citologica dos MCTs em baixo e alto grau baseando nas caracteristicas
morfoldgicas das células neoplasicas, incluindo cariomegalia, multinucleacdo, pleomorfismo
nuclear e figuras mitoticas, sendo que o esquema de graduacao citoldgica teve sensibilidade de
88% e especificidade de 94% em relacdo a graduacdo histopatoldgica, no entanto mais MCTs
foram considerados de alto grau por citologia do que por histologia podendo superestimar o
grau. No estudo de Paes et al. (2022), uma nova classificacdo citologica foi sugerida
considerando a concentracao de fibroblastos e/ ou fibrilas de colageno e foram associadas a
maior sobrevida e baixo grau histopatoldgico quando avaliados em conjunto, com outros
critérios, granulacdo citoplasmatica, presenca de figuras mitéticas, multinucleacdo e

cariomegalia.

A caracterizacdo da metastase em linfonodo pode ser dificil considerando a possibilidade
da presenca de mastécitos ndo neoplasicos nos linfonodos (Daleck, et al. 2017). No estudo de
Bookbinder et al. (1992) foi observado de 1 a 16 mastocitos (mediana de 5 mastdcitos) na
aspiracdo de linfonodos em 24% (11/46) dos cdes saudaveis. A avaliagdo citologica dos LN é
desafiadora, apresentando sensibilidade de 68 a 75%, sdo usados critérios para determinar a
probabilidade de metastase, como o ndmero e a morfologia dos mastdcitos, podendo ser
classificado como normal, hiperplasia linfoide reativa, possivel metastase, provavel metastase
e metastase certa (Krick, et al. 2009). Sendo a metéstase certa definida pela presenca de
agregados de mastdcitos pouco diferenciados com pleomorfismo, anisocitose, anisocariose e/ou
granulacdo diminuida ou variavel, entretanto na avaliagéo citoldgica podem ocorrer resultados
falsos-negativos, pois a area puncionada pode ndo ser a area acometida pela metastase,
sugerindo que o exame histopatolégico dos LNs deve sempre ser realizado para o diagnostico
definitivo (Krick, et al. 2009; Ku, et al. 2016).

O padrédo histopatologico da metastase no linfonodo leva em consideracdo o numero e
distribuicdo de mastocitos, bem como qualquer perda de arquitetura baseada em avaliacao
microscépica (Weishaar, et al. 2014). Para avaliacdo histopatoldgica dos linfonodos, é
necessario a realizacdo de cortes seriados do LN, a fim de representar a maior area possivel

sendo possivel avaliar invasdo capsular e extracapsular podendo ser adicionadas técnicas de
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colorag@es especiais e imunohistoquimica para um diagndstico mais eficaz (De Nardi, et al.
2022). O sistema de classificacdo consiste em quatro classes HNO (linfonodo ndo metastatico),
HN1 (linfonodo pré-metastatico), HN2 (metéstase precoce ou inicial), e HN3 (linfonodo
metastatico ou metastase ostensiva), sendo observado a perda de arquitetura do linfonodo
somente na classificagdo HN3. (TABELA 1) (Weishaar, et al. 2014).

Tabela 1: Sistema de classificacdo para avaliacdo microscopica de metastase ganglionar em cdes com
mastocitoma.

Classificacdo Critério histopatologico Interpretacéo

HNO Nenhum ou raros (0e3), mastocitos dispersos, N&o metastatico
individualizados (isolados) nos seios (subcapsular,
paracortical ou medular) e/ou parénguima
do linfonodo por campo 40x, ou ndo atende aos critérios

para qualquer outra classificacdo abaixo.

HN1 Mais de trés mastdcitos individualizados (isolados) nos  Pré-metastatico
seios (subcapsular, paracortical ou medular) e/ou
parénquima do linfonodo por campo 40X, em no minimo

4 campos

HN2 Agregados (clusters) de mastécitos (>3 células) em seios Metastase precoce
(subcapsular, paracortical ou medular) e/ou parénguima,

ou corddes sinusoides de mastocitos

HN3 Rompimento ou perda da arquitetura nodal normal por ~ Metéstase
focos discretos, nddulos, com focos de mastdcitos evidente

organizados em manto ou cordéo.

O exame histopatoldgico €, portanto, padrdo-ouro para a graduacdo do MCT canino e
avaliacdo de metéstase de linfonodo. A graduacdo histopatoldgica do MCT canino foi descrita
por Patnaik, et al. (1984), baseando-se na diferenciagéo celular podendo ser dividido em bem
diferenciado ou grau I, intermediario ou grau Il, e indiferenciado ou grau Ill, enquanto a
descricdo de Kiupel, et al. (2010) considera apenas baixo e alto grau de malignidade baseando-
se em caracteristicas objetivas (TABELA 2 e TABELA 3). Técnicas imuno-histoquimicas tém

sido aplicadas para diferenciacdo de outros tumores de células redondas, nos casos de MCTs
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pouco diferenciados, mas principalmente para investigagdo prognostica (Simoes & Schoning,

1994; Horta, et al. 2018).

Tabela 2: Correlagdo entre graduacao histolégica, aspecto microscépico e sobrevida, segundo Patnaik
et. al, 1984.

Grau Caracteristicas

Células neoplasicas confinadas a derme superficial, arranjadas em manto ou cordao
e separadas por bandas de colageno. O pleomorfismo celular é baixo e pode-se
| visualizar granulos intracitoplasméticos em grande quantidade. Figuras mitéticas
raras ou ausentes.

Células neoplasicas infiltradas na derme profunda e tecido subcutaneo, podendo
invadir a musculatura esquelética, arranjadas em manto ou corddo e separadas por
I estroma colagenoso que pode estar espesso ou hialinizado (colagendlise). O
pleomorfismo celular € moderado e raras células multinucleadas podem estar
presentes. O indice mit6tico varia de 0 a 2 mitoses por campo. Areas de edema e
necrose podem estar presentes.

Células neoplasicas se estendem para o0 subcutaneo e tecidos adjacentes. O
pleomorfismo celular e nuclear é acentuado e os granulos intracitoplasmaticos séo
dificilmente visualizados sem o auxilio de colora¢des histoquimicas (Giemsa ou azul
Il de toluidina), sendo comum a identificacdo de células binucleadas. Figuras mitéticas
frequentes, variando de 3 a 6 por campo. Edema, hemorragia e necrose sdo mais
acentuadas.

Tabela 3: Sistema de graduacgdo proposto por Kiupel et al. (2011), para 0 mastocitoma canino

Caracteristicas Baixo Grau Alto Grau
< 7 figuras mitdticas em 10 campos > 7 figuras mitdticas em 10
Figuras mitoticas (aumento de 400x). campos (aumento de 400x)

< 3 células multinucleadas em 10 > 3 células multinucleadas

Células Multinucleadas campos (aumento de 400x). em 10 cangg )E:);lumento de
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Nucleos bizarros (forma < 3 ndcleos bizarros em 10 campos > 3 nlcleos bizarros em 10
irregular, presenca de (aumento de 400x) campos (aumento de 400x)
edentaces e segmentacdes)

Cariomegalia (nucleos duas < 10% das células neoplasicas > 10% das células
vezes maiores que 0 neoplésicas
esperado)

Técnicas histoquimicas como Giemsa, azul de toluidina sdo importantes no diagndstico do
MCT podendo diferenciar de outras neoplasias de células redondas, através da identificacdo e
afinidade pelos granulos nos tumores pouco diferenciados. No entanto, em alguns casos de
MCT pouco diferenciados podem exigir imuno-histoquimica para confirmagdo diagnostica
(Fernandez et al., 2005; De Nardi et al., 2022).

A imunohistoquimica tem sido utilizada para analisar marcadores que auxiliam no
diagnostico diferencial e na compreensdo do comportamento biolégico do MCT. O ki-67 é um
marcador proliferativo e a determinacgéo de sua expressdo € realizada a partir da imunomarcacao
de nacleos positivos em 5 campos de maior aumento, sendo acima de 23 células positivas
associado com alto risco de recidiva ou ocorréncia de metastase (Webster et al., 2007). O padrao
c-KIT é avaliado a partir da imunomarcacdo do receptor em membrana citoplasmaética, focal ou
de forma difusa em citoplasma, também denominados padréo I, 11 ou 11l (Kiupel et al., 2011).
Os padrdes focal e difuso, ou seja, Il e 11 estiveram associados a progndésticos desfavoraveis,

principalmente padrdo 111 (De Nardi et al., 2018; Thamm et al., 2019).

Outros marcadores prognésticos mais recentemente pesquisados sdo 0s marcadores de
proliferacdo e metabolismo celular, que ajudam a determinar a possibilidade de um MCT
apresentar comportamento agressivo. A marcacgdo para AQNORs, PCNA, Ki67, indice mitético
e a expressao do receptor de membrana KIT, tem mostrado importancia na predicdo do
comportamento de MCTs (London e Thamm, 2013, Warland et al., 2015).

2.3. FATORES PROGNOSTICOS
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Vaérios fatores progndsticos foram propostos e avaliados na tentativa de obter a melhor
decisdo terapéutica para o MCT canino, incluindo caracteristicas clinicas, histopatologicas,
imuno-histoquimicas e genéticas. Dentre as caracteristicas clinicas destacam-se a raca, idade,
historico de recidiva, localizagdo tumoral, presenca de metastase em linfonodo e estadiamento
clinico (Takeuchi, et al. 2013; Daleck, et al. 2017; Horta et al., 2018).

Algumas racas, como Boxer, Buldogue, Labrador, Golden Retriever e Shar-pei, sdo
acometidas com maior frequéncia pelo MCT, por outro lado, o Pastor alem&o, Dachshund,
Poodle e Yorkshire Terrier apresentam menor risco (London, et al. 2013; Villamil, et al. 2011,
Mochizuki et al., 2016). Sobre 0 comportamento biol6gico do MCT estudos recentes buscaram
correlacionar com a predisposi¢do da raca e sugeriram que cdes Pug e Boxer sao mais propensos
a tumores de baixo grau, enquanto o shar-pei, Weimaraner, Rottweiler e Shih Tzu tendem a

desenvolver tumores de alto grau (Mochizuki et al., 2016; Smiech et al., 2018).

Os MCTs podem ocorrer em animais de qualquer faixa etaria, mas acometem
principalmente animais adultos, com a média de nove anos de idade. Um estudo feito por Rigas
et al. (2020) incluiu 16 cdes com MCT com média de 9 meses de idade, onde 13 eram cutaneos
e em trés eram subcutaneos. Dos MCT cuténeos 4 foram descritos como de alto grau e 9 eram
baixo grau e grau Il de Patnaik, trés tiveram indice mit6tico maior que 5 em 10 campos de maior
aumento. Dos trés tumores subcutaneos, dois apresentavam padrao de crescimento infiltrativo.
Dos 10 cdes testados, sete apresentavam mutacdes do c-kit no éxon 11 e em nove céaes a
pontuacdo do Ki-67 estava acima do valor do ponto de corte. Em 12 c&es, os linfonodos
locorregionais foram avaliados por citologia (n = 8) e/ou histopatologia (n = 4). Em todos 0s
casos, os linfonodos eram de tamanho palpavel ou ultrassonograficamente normal. Doenga
metastatica foi identificada em quatro cdes, um pela citologia e trés pela histopatologia. Apds
diversos protocolos de tratamento, todos 0s pacientes estavam vivos e livres da doengca em uma
mediana de 1.115 dias ap0s o diagnostico demonstrando melhor comportamento biologico,
sendo menos agressivo mesmo com o MCT apresentando caracteristicas histopatoldgicas e

moleculares desfavoraveis.

Os MCTs que se desenvolvem na cavidade oral, jun¢cdes mucocutaneas, pina de orelhas,
regido prepucial, escrotal, inguinal, perineal e subungueal tendem a se comportar de maneira
mais agressiva, independentemente do grau histologico e maior chance de metéstases (Dobson

e Scase, 2007). No entanto, diferentes estudos descartaram a associagdo de comportamento
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agressivo com localiza¢Oes na cavidade oral, regido inguinal e perineal (Sfiligoi et al., 2005;
Hillman et al., 2010). Quando os MCTs ocorrem na regido escrotal e nasal sdo mais propensos
a exibirem comportamento mais agressivo e metastases mais precoces (Horta et al., 2018;
Smiech et al., 2018). No estudo de Horta et al. (2018), o histérico de recorréncia tumoral e 0
estadiamento clinico avancado, com metéstase ostensiva em linfonodos, foram os dois

principais fatores de risco para mortalidade relacionada ao MCT.

Dentre os critérios histopatoldgicos destacam-se os sistemas de graduacao propostos por
Patnaik e Kiupel, mas também o indice mitdtico e organiza¢do microscépica do tumor primario,
sendo que no estudo de Horta et al. (2018), na auséncia de fatores relacionados ao alto risco de
6bito pelo MCT (histérico de recorréncia tumoral e metastase ostensiva em linfonodo), foi
demonstrado que tumores de alto grau, com indice mitético (IM) elevado e/ou organizacao em
manto foram associados a um risco intermediario de ébito pelo MCT. Tumores de alto grau
Kiupel ou tumores de grau Il e Il Patnaik apresentam pior prognostico e estdo relacionados ao

menor tempo de sobrevida (London, et al. 2013).

No estudo de Patnaik et al, (1984) 83 cdes com MCT cutaneo foram classificados
morfologicamente em 3 graus, que demonstrou diferenca significativa do tempo de sobrevida
entre os trés grupos. No grupo classificado como grau I, 93% (28/30) dos cées tiveram
sobrevida maior que 1500 dias, no grupo grau Il 47% (16/36) teve sobrevida maior que 1500
dias e no grupo 11 somente 6% (1/17) teve sobrevida de 1500 dias, observando pior prognostico
nos graus Il e 111. Esse sistema proposto por Patnaik et al. (1984) ndo estabelece critérios rigidos
para a classificacdo o que resulta em predominio dos mastocitomas de grau 2 e variagdes entre
observadores, sendo sugerido por Kiupel et al., (2011) classificagdo em baixo e alto grau, onde
95 cdes com MCT cutaneos foram classificados por 28 patologistas diferentes. Os MCTs de
alto grau foram significativamente associados a um menor tempo para a ocorréncia de metastase
ou recorréncia tumoral e menor tempo de sobrevida, sendo inferior a 4 meses para MCT de alto

grau, mas superior a 2 anos para MCT de baixo grau.

Além da graduac&o histopatoldgica outros marcadores prognosticos, como o indice mitotico
(IM), tem sido avaliado como forma de prever o comportamento bioldgico dessa neoplasia,
sugere-se que o IM é um forte preditor de sobrevida global para cdes com MCT (Romansik, et
al. 2007). A contagem mitdtica tem sido descrita como fator progndstico independente de outras

caracteristicas histopatologicas, apresentando indices elevados associados a um pior
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prognostico. O valor de corte proposto por Elston et al. (2009) é de mais de 7 figuras mitéticas,
ja Romansik et al. (2007), encontrou prognaostico e sobrevida piores para MCTs com mais que
5 mitoses em 10 campos (40x) e recentemente Horta et al. (2018) tenham encontrado maior
sensibilidade na determinag&o do prognostico ao adotar um valor de corte de 2 figuras de mitose
em 10 campos (40x).

Na imuno-histoquimica e avaliacdo genética, foram incluidos também como fatores
associados a risco moderado de obito pelo MCT, a expressao elevada de Ki-67 (>23 células
positivas em 5 campos de maior aumento), expressao aberrante do receptor KIT (KIT I11) e/ou
presenca de duplicagdes internas em tandem no exon 11 do gene c-KIT. Terapias adjuvantes
sistémicas devem ser consideradas em pacientes com risco elevado ou intermediario de 6bito
relacionado ao MCT (Horta et al., 2018).

24 TRATAMENTO

A escolha terapéutica é baseada na avaliacdo dos fatores prognosticos e estadiamento
clinico da doenca, podendo ser realizado uma abordagem Unica ou associagdo de técnicas como
excisdo cirargica, RT, EQT, quimioterapia e ITK (Daleck, et al. 2017). A excisao cirurgica
ampla é o tratamento de escolha respeitando margem cirargica de 3cm nas laterais e pelo menos
um plano profundo, podendo variar nos casos de MCTSs de baixo grau e grau intermediario com
margens de apenas 2 cm e um plano profundo ou usar margens proporcionais a dimensao
méaxima do tumor. Além da exérese da massa € importante a realizacdo da exérese de SLN
(Fulcher, et al. 2006; Selmic & Ruple 2020).

Na maioria dos casos de MCTs de baixo grau e intermediario, a intervencdo cirlrgica
isolada, realizada com margens seguras, sem nenhum fator progndstico negativo, tem efeito
resolutivo, ndo sendo observado recidiva ou metastase (London, et al. 2013). Para cdes com
MCTs de alto grau, com ou sem metastase no RLN, as recomendacdes atuais de tratamento
incluem a excisdo cirurgica do tumor primario, com ou sem RT, seguida de quimioterapia

sistémica adjuvante (Daleck, et al. 2017).

Apesar da graduagdo histopatolégica ser considerada o critério mais confiavel de valor
prognostico, outros fatores progndsticos devem ser levados em consideracdo para definir a

necessidade de tratamento sistémico adjuvante, como sugerido por Horta et al. (2018), que
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considera de alto risco os MCTs com historico de recorréncia tumoral e/ou metéstase em LN
ou a distancia e risco intermediario os casos de MCTs sem metastase em linfonodo que
apresente qualquer uma das seguintes caracteristicas: graduacgéo de Patnaik grau 111, Kiupel alto
grau, mais que 2 mitoses em 10 campos, Ki67 maior que 5,6%, expresséo de KITr padréo Il
ou duplicacéo no exon 11 do gene c-KIT.

Vaérios protocolos foram descritos, sendo mais frequente a utilizacdo dos protocolos com
Unico agente quimioterapico associado a prednisona ou prednisolona (De Nardi, et al. 2022).
Os agentes quimioterapicos mais comumente utilizados sdo vimblastina, ciclofosfamida,
lomustina e clorambucil em diferentes protocolos, sendo a vimblastina considerada a

medicacdo de escolha associada ou ndo a prednisona (Thamm, et al, 2006; London, etal. 2013).

A quimioterapia também pode ser usada como terapia neoadjuvante, em MCTSs inoperaveis
como tumores grandes ou localizados em sitios anatémicos de dificil abordagem cirdrgica e em
pacientes com doenca avangada, visando controlar a progressao da doenga no perioperatorio e
diminuicdo do tamanho tumoral, permitindo melhor controle local (Blackwood et al., 2012).
Os corticosteroides inibem a proliferacdo e induz a apoptose de mastocitos in vitro no entanto,
uma resposta anti-tumoral aparente pode decorrer de reducdo do edema e inflamacéo
peritumoral (London e Thamm, 2013). No entanto, sabe-se que a reducdo microscopica pode
ndo acompanhar a reducdo macroscopica do tumor, sendo assim as margens cirurgicas podem
ndo reduzir proporcionalmente. A resposta ao tratamento quimioterapico neoadjuvante tende a
ser temporaria, com duracdo média de 40 a 70 dias, sendo recomendada a intervencéo cirurgica
nesse periodo (De Nardi et al., 2022). A resposta aos GCs pode representar também um
importante fator prognostico para o mastocitoma canino, sendo observado no estudo de Horta
et al. (2018), onde as respostas clinicas mensuraveis foram obtidas principalmente nos
mastocitomas bem diferenciados, de graduacdo intermediaria a baixa, com distribuicao,
predominantemente em corddo, expressdo membranar ou citoplasmatica focal de KITr e

reduzida fracdo de crescimento estimada pelo Ki-67.

Os receptores de tirosina quinase estdo envolvidos nos mecanismos de proliferacéo,
diferenciacdo, migracdo, angiogénese e ativacdo celular. Os TKI séo opcdes de tratamento de
terapias de alvo molecular no MCT, com atuacdo no bloqueio da ligacdo do ATP ao receptor
como inibidores competitivos (reversivel ou ndo) prevenindo a fosforilagdo e consequente

proliferacdo celular e sinalizacdo (London et al., 2013). Medicamentos de terapia alvo, TKI
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como toceranib e masitinib sdo indicados no tratamento do MCT inoperavel, recidivante ou
metastatico (London, et al. 2013; Horta, et al, 2018; De Nardi, et al. 2022). No trabalho de
Horta et al. 2018 foi avaliado a resposta dos MCTs de alto risco tratados com TKIs (toceranibe
e masitinibe) e correlacionaram a resposta ao tratamento com diferentes fatores prognosticos.
O grau histolégico, o indice mitético, o valor Ki-67, o padrdo KITr e até mesmo o estado
mutacional no exon 11 do oncogene c-kit ndo tiveram impacto na sobrevida, o Unico fator
prognostico considerado significativo foi a resposta inicial ao tratamento em cdes com doenca

em estdgio avancado.

A eletroquimioterapia € o processo de quimioterapia potencializada pela eletroporacéo da
membrana citoplasmatica por meio de pulsos elétricos permitindo maior penetracdo localizada
do farmaco. A efetividade depende da concentracdo extracelular do farmaco no momento da
eletroporacdo e da distribuicdo do campo elétrico no tumor, sendo que 0s tumores menores que
3 cm possuem melhor resposta (Daleck et al., 2017). A EQT em MCTSs pode ser usada como
terapia Unica, no transoperatério, ou adjuvante a cirurgia quando as margens estdo
comprometidas. Além dos efeitos citotdxicos diretos, a EQT também tem efeitos antitumorais
indiretos vasculares que levam a vasoconstricdo e destruicdo da vasculatura local, e efeitos
imunoldgicos que levam a sinalizacdo da morte celular imunogénica (Spugnini et al., 2019).
Um possivel efeito colateral relatado ao tratar MCTs com EQT poderia ser degranulagdo das
células tumorais. Kodré et al. (2009) em seu estudo, onde 9 caes apresentando 12 mastocitomas
cutdneos foram submetidos a eletroquimioterapia como tratamento Unico, ndo observou
nenhum efeito adverso, o que pode ser justificado pela vasoconstricdo causada por pulsos
elétricos o que impede a liberacdo de mediadores inflamatorios contidos nos grénulos de
mastdcitos na corrente sanguinea. O tamanho médio dos tumores tratados em seu estudo foi de

2,9 cm, sendo observada maior eficacia em tumores < 2 cm.

A radioterapia em cdes com MCT cutaneo pode ser realizada previamente a cirurgia, no
po6s-operatorio em casos de margens incompletas ou de forma paliativa. A RT mostra-se eficaz
como ferramenta no tratamento adjuvante e controle local dos MCTs cutaneos, principalmente
nos casos em que a terapéutica cirdrgica foi incompleta (De Nardi et al.,2022). Quando usada
de forma paliativa, em tumores inoperaveis de alto grau, tem como principal objetivo melhora
na qualidade de vida do paciente ndo havendo aumento na sobrevida. Efeitos colaterais podem
ocorrer como eritema local, alopecia, hiperpigmentagéo e espessamento da pele, mas sem sinais

graves da degranulacdo de mastocitos (Dobson et al, 2004; Daleck et al.,2017).
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2.5. STATUS NODAL

Os principais sitios de metastase de mastocitoma séo linfonodo, figado, baco e pele sendo
a via linfatica responsavel pela disseminacéo tumoral. Em um estudo realizado por Warland, et
al. (2012), 220 cées com MCT foram submetidos ao estadiamento usando palpacéo e citologia
de RLN, ultrassonografia abdominal e radiografia toracica em busca de metastase, onde foi
observado que 30,9% dos cées apresentavam metastase no RLN e 6,8% apresentaram metastase
a distancia e que nenhum animal com metéstase a distancia deixou de apresentar a metastase
no RLN, com isso sugerindo que a combinacdo de informacdes sobre o tumor priméario e RLN
podem indicar melhores informac@es sobre a extensdo da lesdo e provavel comportamento do
mastocitoma, tornando o estadiamento adicional nesses casos de baixa utilidade.
Posteriormente no estudo de Fejos, et al. (2022) pacientes com mastocitomas foram divididos
em grupos de alto risco quando apresentava pelo menos um dos fatores prognésticos negativos,
sendo eles grau Ill Patnaik, alto grau de Kiupel, metastase no RLN, crescimento répido,
ulceracdo, recorréncia e localizacdo de alto risco, e baixo risco os MCTs sem fatores
prognosticos negativos. 99 cdes com MCT foram incluidos nesse estudo onde 49% foram
classificados de alto risco e 51% de baixo risco, avaliando a taxa de metastase a distancia onde
apenas 7 animais manifestaram metastase a distancia sugerindo que o estadiamento extenso ndo

parece ter beneficio em MCTs sem presenga fatores prognosticos negativos.

Pacientes com MCTs de qualquer grau e com envolvimento de RLN em geral tém pior
prognostico (Murphy et al., 2006; London e Thamm, 2013; Weishaar et al., 2014). Nos MCTs
de qualquer graduacdo é possivel a metastizacdao, ocorrendo em aproximadamente 20% dos
MCTs caninos (London e Thamm, 2013). Entretanto, embora a metstase ocorra em menos de
10-15% dos MCTs bem diferenciados, os tumores de grau 3 que representam 29% a 40% dos
todos os MCTs caninos tem a taxa metastatica relatada de 55% a 96%. No estudo de Hume, et
al. (2011) avaliou 43 cdes com MCT grau Il sendo 21 deles com metastase no LN, observou
que o tamanho do tumor maior que 3cm, o linfonodo com evidéncia metastatica e 0 IM
influenciaram significativamente no intervalo livre de doenca e sobrevida global, ja com relagdo
ao controle local da doenca o tratamento do linfonodo metastatico e o IM foram
significativamente associados com a sobrevida. O que indica que a presenca de metastase no
LN em cées com MCT grau Il é um indicador de prognéstico negativo, gerando impactos na

conducéo clinica e indicag&o terapéutica.
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A analise citologica dos LNs é desafiadora, pois os LNs comumente podem conter um baixo
numero de mastocitos ndo neoplasicos e o préprio MCT e sua inflamacdo associada pode
recrutar mastocitos normais por via linfatica especialmente ap6s manipulacdo e degranulacdo
(KIUPEL e CAMUS, 2019). A sensibilidade varia de 68% a 75%, 0 que pode gerar resultados
conflitantes, sugerindo que o exame histopatoldgico dos linfonodos deve ser realizado (Ku et
al., 2016).

Estudos demonstraram que cdes com MCT que foram submetidos a resseccao cirurgica do
tumor primério e linfadenectomia obtiveram aumento significativo no tempo de sobrevida,
guando comparados a animais que nao realizaram. No estudo de Marconato et al., (2018) o
risco de progressdo tumoral e morte relacionada ao tumor se mostraram 5,47 e 3,61 vezes maior,
respectivamente, em animais que realizaram apenas a andlise citopatologica por punc¢édo e ndo
remocao cirurgica do LN quando comparada a animais que realizaram linfadenectomia com
analise histopatologica. Mendez et al., (2019) observou em seu estudo com 42 cdes com MCTs
de alto grau, um tempo de sobrevida maior para os que foram linfadenectomizados com 1908

dias quando comparado a caes que ndo foram submetidos a linfadenectomia com 284 dias.

Em um estudo retrospectivo conduzido por Ferrari et al., (2018) que foi incluido 93 caes
com MCT cutdneo Unico sem metastase a distdncia submetidos a exérese tumoral e
linfadenectomia de RLN que ndo apresentavam alteracdo de consisténcia e tamanho durante a
palpacdo, estando normais. Os LNs foram submetidos a classificacdo histopatoldgica sugerida
por Weishaar et al., (2014), onde 35,5% (33/93) foram classificados como HNO, 15% (14/93)
foram HN1, 28% (26/93) foram HN2 e 21,5% (20/93) foram HN3. Demonstrando que LNs de
tamanho e consisténcia normais podem abrigar doenga metastatica em até 50% dos casos, e a

sua remocao cirargica permite melhor estadiamento.

Chalfon et al., (2022) avaliou o impacto da linfadenectomia no resultado em caes com
MCTs cuténeos de alto grau e metastase em RLN, 49 cdes incluidos, onde 18 ndo foram
submetidos a linfadenectomia e 31 foram submetidos a linfadenectomia. O intervalo livre de
doenca e sobrevida foi significativamente menor no grupo que ndo realizou a linfadenectomia,
com 150 dias (ILD) e 250 dias (SG), quando comparado ao grupo que realizou a
linfadenectomia com 229 dias (ILD) e 371 dias (SG). A falta da linfadenectomia foi associada
a maior risco de progressao da doenca e maior risco de morte relacionada ao MCT e o tamanho

tumoral foi relacionado ao maior risco de recorréncia local. Demonstrando que mesmo 0s
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pacientes com MCT agressivos de alto grau e estagio Il se beneficiam do tratamento com

linfadenectomia.

O LS € o primeiro linfonodo dentro de uma rede linfatica que drena um tumor primario,
portanto, os primeiros a conter as células tumorais, mas nem sempre serd necessariamente o
linfonodo anatdémico regional (Paz et al.,2001). As neoplasias podem alterar a drenagem pois
induzem a linfangiogénese formando assim novos vasos de drenagem e recrutando um maior
numero de LNs, tornando dificil prever a localizacdo exata do SLN. A linfografia indireta
realizada no pré-operatério com injecdo peritumoral de corantes radiograficos permite a
identificacdo ndo invasiva do SLN (Patsikas et al., 2006). O uso de corantes intraoperatorios
para marcacdo dos ganglios facilita a identificacdo e morbidade pds-operatdria relacionado a
manipulacdo. Os corantes mais empregados em medicina veterinaria séo o azul patente e o azul
de metileno (Gervasoni et al., 2000; Worley, 2012). A literatura mostra que a associagdo de
diferentes técnicas aumenta a sensibilidade na identificacdo do linfonodo sentinela, como por

exemplo a linfografia indireta e a injecdo de corantes vitais (East et al., 2009).

HIPOTESE

Em cdes com MCT a remocdo do RLN/SLN favorece o controle da doenga, estabelecimento
do prognostico e decisdo terapéutica, sendo que a classificacdo HN2-HN3  correlaciona-se
com fatores prognosticos desfavoraveis.
OBJETIVOS
4.1.GERAIS

Esse estudo tem como objetivo avaliar o resultado do tratamento de cdes com MCT cutaneo

de baixo e alto grau de Kiupel e grau I, 11 ou Il de Patnaik submetidos a excisao cirargica do

tumor primario e do RLN/SLN, associada ou nao a terapias adjuvantes sistémicas.

4.2 ESPECIFICOS

Revisar a classificacdo histopatolégica do tumor primario e RLN/SLN de cdes com MCT no

estagio I, 11 e 111 (WHO) submetidos ao tratamento cirargico.
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e Auvaliar a sobrevida especifica de cdes com MCT de baixo ou alto grau de Kiupel, segundo o

status nodal.

e Avaliar a correlacdo entre a graduagdo histopatologica de Patnaik e Kiupel, status nodal.
intervalo livre de doenga e a sobrevida especifica de cdes com MCT, considerando ainda outras
variaveis: aspectos clinicos (idade, raca, sexo, localizacdo, tamanho e ndmero de lesdes,
ocorréncia prévia de mastocitoma, presenca de ulceracdo, avaliacdo clinica do linfonodo,
recidiva local), anatomo-patoldgicos (indice mitético, nimero de células binucleadas e
multinucleadas, disposi¢do em corddo ou em manto, classificacdo histopatoldgica do linfonodo,
margens cirargicas), e tratamentos realizados (EQT transcirdrgica e pés cirdrgica,

quimioterapia adjuvante, uso de TKI, uso de corticdide).
5. MATERIAL E METODOS
5.1.LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob o protocolo de nimero 171/2023,
conforme demonstrado no anexo 01.

O projeto foi executado no Hospital Veterinario (HV) da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG, Belo Horizonte/Brasil) em colaboragédo
com o Veterinary Medical Centre (VCM), City University of Hong Kong (CityU, Hong Kong/
China). A revisdo histopatoldgica foi realizada no laboratério do setor de Patologia da EV-
UFMG.

5.2. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

O prontuario médico foi recuperado para registro da raga, idade, sexo, peso, localizacdo das
lesbes, tamanho das lesGes, nUmero de lesdes, avaliacdo clinica do LN, histérico de MCT
prévios, exames diagnosticos, tratamentos realizados e historico de recorréncia e sobrevida. Os
tutores foram contatados por telefone para obter informacéao de sobrevida e ocorréncia de novas
lesGes nos casos em que o registro méedico foi perdido. Apds levantamento dos dados, obteve-
se 321 casos de cdes com MCTs cutaneos diagnosticados no Hospital Veterinario da EV-

UFMG, no periodo de janeiro de 2012 a maio de 2023 entretanto, ao realizar a anélise dos dados
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e incluindo os critérios de inclusdo foram excluidos os casos em que ndo foram submetidos a
linfadenectomia (n=150), os que ndo foram submetidos a cirurgia (n=96), os que foram
submetidos a tratamento quimioterapico neoadjuvante (n=8) e os que ndo foram possiveis
recuperar o laudo histopatoldgico (n=32). No Centro Médico Veterinario (VCM de Hong Kong)
no periodo de janeiro de 2019 a dezembro de 2022 foram 56 casos diagnosticados com MCTs
cutaneos com exclusdo de 47 casos que nao foram submetidos a cirurgia e/ou linfadenectomia,
1 que foi submetido a quimioterapia neoadjuvante e 1 casos que ndo foram possiveis recuperar
0 bloco de parafina. Foram entdo incluidos 26 casos retrospectivos (19 da UFMG e 7 VCM de
Hong Kong) e 16 casos prospectivamente, foram selecionados cdes com MCT cutéaneo nos
estagios I, Il e 11l (WHO) submetidos ao tratamento cirdrgico com excisdo do tumor primario

e linfonodo regional/sentinela.

O estadiamento clinico foi realizado conforme classificacdo TNM preconizada pela
Organizagdo Mundial de Satude (OMS) descrita na TABELA 4 (Owen, 1980). O estadiamento
clinico foi avaliado a partir da mensuracdo do tumor primario, palpacdo do RLN, e
ultrassonografia abdominal. N&o foi realizada puncéao de figado e bago exceto na identificacao

de alteracdes ultrassonogréaficas.

Tabela 4— Classificagdo TNM preconizada pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS), para o

mastocitoma em cées (Owen 1980).

Estégio Descrigédo

I Tumor Unico, confinado a derme, sem envolvimento de linfonodos
regionais.

I Tumor Unico, confinado a derme, com envolvimento de linfonodos
regionais.

Il Tumores maultiplos ou grandes e infiltrativos, com ou sem
envolvimento de linfonodos regionais

v Qualquer tumor com metastase distante, incluindo invasdo medular
e presenca de mastdcitos no sangue periférico.

5.3.AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Foram resgatados os blocos de parafinas do arquivo do setor de Patologia da EV-UFMG

e as laminas dos casos do Veterinary Medical Centre (VCM) foram escaneadas e enviadas para
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posterior leitura. Nos blocos de parafina recuperados foram posteriormente realizados cortes
histoldgicos com espessura de 4 um, coloracdo em hematoxilina e eosina (HE) e coloracao
especial de Giemsa e posterior avaliacdo consensual das laminas por dois patologistas ao

mesmo tempo com microscopio éptico Leica DM2500.

A avaliacdo microscopica dos tumores primarios incluiu a avaliagdo das margens
cirdrgicas, extensdo e distribuicdo predominante (corddo ou manto), contagem de células
multinucleadas, binucleadas e figuras mitoticas (em 10 campos de maior aumento). A
graduacéo foi realizada de acordo com critérios histomorfoldgicos definidos por dois estudos
distintos: Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al. (2011).

A avaliacdo dos LNs seguiu os critérios propostos por Weishaar et al. (2014), considerando
o0 nivel de comprometimento do LN pelo MCT em quatro categorias: ndo metastatico (HNO),
suspeito (HN1), metéstase inicial (HN2) ou avancada (HN3) (Weishaar, et al. 2014). Sendo

considerado metastases as classificacdes HN2 e HN3.

O indice mitético foi determinado pela contagem do nimero de figuras de mitose, presentes
em dez campos consecutivos, com maior atividade mitdtica no aumento de 400x (De Nardi, et
al. 2022). Além da classificacdo de margem histoldgica avaliada com microscopio éptico
conforme proposto por Meuten et al. (2021) (TABELA 5).

Tabela 5: Classificacdo da margem histopatolégica tumoral

CLASSIFICACAO MARGEM DISTANCIA
M1 Infiltrada/ comprometida (focal Omm
ou difusa)
M2 Proxima <2mm
M3 Limpa 2-5mm
M4 Limpa >5mm

Fonte: Meuten et al. (2021)

5.4. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise estatistica descritiva, todas as informacdes coletadas foram

transferidas para uma planilha de Excell, incluindo raca, idade, sexo, peso, localizacdo das
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lesBes, tamanho das lesdes, nimero de lesBes, presenca de ulceragdo, avaliacdo clinica do LN,
histérico de MCTs prévios, estadiamento clinico, graduacdo histopatologica do tumor,
classificacdo histopatologica do LN, numero de células binucleadas e multinucleadas,
tratamentos adjuvantes, avaliagdo da margem cirdrgica lateral e profunda, nimero de mitoses
em 10hpf, disposicdo em corddo ou em manto, ocorréncia de recidiva ou novas lesdes (“de

novo” MCT), além do registro de obito relacionado ou ndo ao MCT.

O intervalo livre de doenga (ILD) foi definido como o tempo decorrido entre o evento
cirurgico onde se atingiu controle local e a progressao da doenca na forma de recidiva local.
Para a avaliacdo do intervalo livre de doenga (ILD) ndo foi considerado recidiva quando eram
lesGes de baixo grau e distantes do foco primario, sem relacdo e impacto na sobrevida do
paciente. Para avaliacdo de sobrevida e ILD, os dados de graduacao histopatoldgica do tumor
primario e classificacdo histopatoldgica do LN foram agrupados de acordo com a classificacdo
de Kiupel, de acordo com o status nodal e agrupando o status nodal com a graduacgéo

histopatoldgica do tumor.

Todas as inferéncias estatisticas foram realizadas através do software Graph PadPrism

v. 6.02, com indice de significancia de 5%.

A correlagéo de Spearmann foi utilizada, com a finalidade de avaliar a associagéo entre
os fatores clinicos (idade, raca, sexo, localizagdo, tamanho e nimero de lesdes, estadiamento
clinico, ocorréncia prévia de MCT, presenca de ulceracdo, niUmero de lesdes, avaliacdo clinica
do linfonodo, recidiva local), andtomo-patologicos (graduagdes de Patnaik e Kiupel, 1M,
nimero de células binucleadas e multinucleadas, disposicdo em corddo ou em manto,
classificacdo histopatolégica do LN, margens laterais e porfundas), e tratamentos realizados
(eletroguimioterapia transcirargica e pés cirurgica, quimioterapia adjuvante, uso de inibidor de
tirosina kinase, uso de corticoide). Foram consideradas como significativas as associacdes e
concordancias cuja probabilidade de significancia do teste foi p < 0,05. Para o teste de
Spearmann, considerou-se, dentre as correlagdes significativas, a for¢a da correlagdo como

forte, se rs > 0,7, moderada se 0,3 <rs< 0,7 e fracase rs <0,3.

As curvas de sobrevida foram realizadas de acordo com a graduacéo histopatolégica do
tumor e classificacao histopatologica do LN sendo desenvolvidas segundo metodologia descrita

por Kaplan e Meier (1958). A sobrevida especifica foi estimada baseada na tabulacao dos dados
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dos pacientes que foram a ébito devido ao avango da doenga, animais cujos Obitos foram
causados por outros motivos, foram tratados como censurados. As comparacdes das medianas

foram realizadas pelo teste de longrank.

RESULTADOS

Foram incluidos 42 cdes com mastocitoma cutaneo submetidos ao tratamento cirdrgico,
com avaliacdo do linfonodo regional/sentinela, sendo 35 tratados no Hospital Veterinario da
EV-UFMG e 7 tratados no Centro Médico Veterinario (VCM de Hong Kong), sendo 26 casos
retrospectivos (19 da UFMG e 7 de VCM de Hong Kong) e 16 casos prospectivos.

Dos 42 animais do estudo 35,7% (15/42) eram machos e 64,3% (27/42) eram fémeas, a
idade variou entre 2 a 22 anos (9,07 + 4,75 anos) (TABELA 6). Destes cdes, 42,8% (18/42)
ndo apresentaram raca definida, enquanto 57,2% (24/42) foram classificados nas racas Labrador
(n=4), Golden Retrivier (n=4), Pug (n=3), Buldogue Francés (n=2), Rottweiller (n=1), Boxer
(n=1), Cane Corso (n=1), Pastor Alemdo (n=1), Shih Tzu (n=1), Poodle (n=4), Doberman
miniatura (n=1) e Yorkshire Terrier (n=1). Dos 42 cées incluidos no estudo, estavam presentes
no total 49 tumores, sendo que trés dos caes tinham 2 lesdes e outros dois tinham 3 lesdes. Foi
observado uma maior ocorréncia dos tumores localizados em regido de tronco 49% (24/49),
membro 44,9% (22/49), seguido de locais com menor incidéncia 6,1% (3/49) como prepUcio

(n=1), bolsa escrotal (n=1) e pina da orelha (n=1).

O tecido tumoral primario estava disponivel para revisdo em 80% dos casos (34/42) e para
20% dos casos (8/42) em que o tecido tumoral ndo estavam disponiveis para revisdo, a
graduacdo do laudo foi incluida nos dados. Conforme proposto por Patnaik et al. (1984), os
tumores foram graduados em grau I, em 18,4% (9/49), grau Il em 61,2% (30/49) e grau Il em
20,4% (10/49), e, segundo Kiupel et al. (2011), foram classificados como baixo grau em 75,5%
(37/49) e alto grau em 24,5% (12/49) (FIGURA 1).



Tabela 6.: Caracteristicas clinicas dos 42 cdes com mastocitoma cutaneo incluidos no estudo.

AMOSTR SEXO IDADE RACA LOCALIZACAO DA LESAO N° DE PALPACAO DE ESTADIAMENTO
A LES LINFONODOS CLINICO
OE
S
1 F 7 LABRADOR TRONCO 1 ALTERADO 2
2 F 2 SCHI TZU TRONCO 1 NORMAL 1
3 F 7 PUG TRONCO 1 NORMAL 2
4 F 7 SRD TRONCO 1 ALTERADO 1
5 F 9 BULDOGUE MEMBRO 1 NORMAL 1
FRANCES
6 F 12 SRD 1: MEMBRO / 2: TRONCO 2 ALTERADO 1
7 F 7 GOLDEN TRONCO 1 NORMAL 1
RETRIEVER
8 F 5 ROTTWEILLER MEMBRO 1 NORMAL 1
9 M 5 BULDOGUE MEMBRO 1 NORMAL 1
FRANCES
10 F 9 SRD TRONCO 1 NORMAL 2

11 M 12 LABRADOR TRONCO 1 NORMAL 1
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classificacdo dos mastocitomas (MCT), segundo Patnaik.et al., (1984) e Kiupel et al., (2010). (A)
Mastocitoma bem delimitado chegando até a derme profunda, classificado como grau I1/baixo grau, HE,
100X. (B) Mastocitoma bem diferenciado, células neopléasicas com moderado pleomorfismo celular,
separadas por estroma de colageno classificada como grau ll/baixo grau, HE, 400X. (C) Mastocitoma,
com pleomorfismo acentuado e granulos intracitoplasméatico pouco evidentes, presenca de figuras de
mitose (seta) e de célula cariomegalica (ponta de seta) classificado como grau Ill/alto grau, HE, 400X.
(D) Mastocitoma, com pleomorfismo acentuado e granulos intracitoplasmatico pouco evidentes,
presenca de células binucleadas (*), classificado como grau Ill/alto grau, HE, 400X.

Sobre a avaliacéo e classificagdo microscopica do LN, estavam disponiveis 43 LNs dos 42
cdes incluidos no estudo, sendo que em um dos pacientes foram avaliados 2 LNs, sendo
considerado o LN de maior classifica¢do para inclusdo nos dados. O fragmento do LN estava
disponivel para revisdo em 86% dos casos (36/42) e nos 14% dos casos (6/42) em que nédo
estavam disponiveis foi incluido nos dados a classificacdo informada no laudo. Foram
classificados, segundo os critérios propostos por Weishaar et al. (2014), 40,5% (17/42) como
ndo metastatico (HNO) em que nenhum ou raros mastécitos dispersos, individualizados sédo
encontrados nos seios da face e/ou parénquima; 14,3% (6/42) classificados como pré-
metastatico (HN1) em que mais de trés mastocitos individualizados sdo encontrados nos seios
da face e/ou parénquima; 14,3% (6/42) classificados como metéastase precoce (HN2), sendo
encontrados agregados de mastdcitos (=3 células associadas) em seios e/ou parénquima; além

de 30,9% (13/42) classificados como metastatico (HN3) apresentando perda da arquitetura
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nodal normal por focos discretos ou nodulos evidentes compostos por mastocitos. Dos LNs
avaliados 31% (13/42) tinham alteracdes na avaliagdo clinica, 66,6% (28/42) apresentavam -se
normais na palpacéo e 2,4% (1/42) ndo tinha descricdo sobre a avalia¢do clinica do linfonodo
no prontudrio médico (FIGURA 2 e 3). Sobre o estadiamento clinico 52,4% (22/42) foram
classificados como estégio I, 42,8% (18/42) foram classificados como estégio Il e 4,8% (2/42)

foram classificados como estagio Il1.

v : -"‘:"‘( T i o { (3§ S &, SlRE

Figura 2: Fotomicrografias de cortes histoldgicos de linfonodos deste estudo para a classificacdo de
metastases de mastocitoma segundo Weishaar et al. (2014). (A) linfonodo classificado como HNO,
parénquima preservado com presenca de linfocitos, HE, 400X. (B) linfonodo classificado como HNO,
sendo observados raros mastécitos individualizados (seta), Giemsa, 400X. (C) linfonodo classificado
como HN1, com parénquima preservado com presenca de linfocitos, HE, 400X. (D) linfonodo
classificado como HN1, com mast6citos multifocais distribuidos no parénquima (seta), Giemsa, 400X.
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Figura 3- Fotomicrografias de cortes histoldgicos de linfonodos deste estudo para a classifica¢do de
metastases de mastocitoma segundo Weishaar et al. (2014. (A) linfonodo classificado como HN2, com
agregados de mastdcitos neoplasicos no parénquima, HE, 400X. (B) linfonodo classificado como HN2,
com agregados de mastdcitos neoplasicos, Giemsa, 400X. (C) linfonodo classificado como HN3, com
agregados de mastocitos levando a perda da arquitetura linfonodal, HE, 400X. (D) linfonodo
classificado como HN3, com perda da arquitetura linfonodal pelos agregados de mastocitos, Giemsa,

400X.

) -

Para avaliacdo de sobrevida e ILD, os dados de graduacdo histopatoldgica do tumor

primario e classificacdo histopatoldgica do LN foram agrupados. Os grupos foram divididos de
acordo com a classificacdo de Kiupel em baixo 71,4% (30/42) e alto grau 28,6% (12/42), de acordo com
o status nodal e agrupando o status nodal com a graduacgdo histopatoldgica do tumor, nos grupos que
tiveram 5 ou mais casos, como HNO baixo grau 35,7% (15/42), HN1 baixo grau 11,9% (5/42), HN3
baixo grau 14,3% (6/42) e HN3 alto grau 16,7% (7/42).

A Tabela 7 apresenta os cdes com MCT divididos em um grupo de baixo ou alto grau de
Kiupel. Dos 30 cées graduados como baixo grau, 10% (3/30) apresentaram histérico de MCT
prévio em localizacdo distinta. Com base no sistema de classificacdo Patnaik, haviam 36
tumores sendo 22,2 % (8/36) classificados como grau | e 77,8% (28/36) classificados como
grau Il. Neste grupo os linfonodos foram, ainda, classificados como 50% (15/30) HNO, 16,7%
(5/30) HN1, 13,3% (4/30) HN2 e 20% (6/30) HN3. A avaliagdo histopatoldgica revelou

margens laterais classificadas de acordo com Meuten et al. (2021) como M1 em 11,1% (4/36)
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dos casos, M2 em 5,5% (2/36) dos casos, e M3 e M4 52,8% (19/36) e ndo foi possivel avaliar
em 30,6% (11/36). Na avaliacdo de margens profundas 16,7% (6/36) foram classificados como
M1, 8,3% (3/36) como M2, 50% (18/36) como M3 e M4 e néo foi possivel avaliar em 25%
(9/36) dos casos. Sobre a disposi¢do em corddo ou em manto foram observados 52,8% (19/36)
em corddo, 41,7% (15/36) em manto e 5,5% (2/36) ndo foi possivel avaliar. Na contagem de
células binucleadas e multinucleadas 80,6% (29/36) apresentou até 2 células binucleadas, e
nenhum MCT deste grupo apresentou um ndmero maior que 2 células binucleadas embora ndo
tenha sido possivel reavaliar 19,4% dos casos (7/36). Ja as células multinucleadas foram 72,2%
(26/36) até 2 células, nenhum apresentou niUmero maior que 2 células e 27,8% (10/36) néo foi
possivel avaliar. Sobre o indice mitético 58,3% (31/36) apresentando de 0-2 figuras de mitoses,
11,1% (4/36) entre 2-5 figuras de mitose e 2,8% (1/36) ndo foi possivel avaliar. Neste grupo
56,7% (17/30) dos cées receberam algum tipo de tratamento adjuvante a cirurgia, sendo que
36,7% (11/30) receberam vimblastina, clorambucil ou lomustina isoladas ou em combinacao,
6,7% (2/30) dos cées receberam EQT com bleomicina (IV) no transoperatorio e 16,7% (5/30)
receberam no pos-operatorio. Dos 30 cées incluidos neste grupo 56,7% (17/30) estavam vivos
ao término da coleta de dados, 30% (9/30) vieram a &bito, mas néao relacionado ao MCT e
13,3% (4/30) ndo foi possivel obter informagdes sobre a sobrevida. Sobre a ocorréncia de novas

lesdes deste grupo 23,3% (7/30) apresentaram novas lesdes posteriormente ao tratamento

Dos 12 cdes com tumores graduados como alto grau, 25% (3/12) apresentaram histérico de
MCT prévio em outra localizacdo e 16,7% (2/12) apresentavam recidiva local no momento do
diagnostico. Com base no sistema de classificagdo Patnaik, haviam 12 tumores sendo 25%
(3/12) classificados como grau Il e 75% (9/12) classificados como grau I11. Os linfonodos foram
classificados como 16,7% (2/12) HNO, 8,3% (1/12) HN1, 16,7% (2/12) HN2 e 58,3% (7/12)
HN3.A avaliacao histopatoldgica revelou margens laterais classificadas de acordo com Meuten
et al. (2021) como M1 em 15,4% (2/13) dos casos, M2 em 7,7% (1/13) dos casos, e M3 e M4
23% (3/13) e nao foi possivel avaliar em 53,9% (7/13). Na avaliacdo de margens profundas
38,5% (5/13) foram classificados como M1, 7,7% (1/13) como M2, 15,3% (2/13) como M3 e
M4 e ndo foi possivel avaliar em 38,5% (5/13) dos casos. Sobre a disposicdo em corddo ou em
manto foram observados 23% (3/13) em corddo, 76,9% (10/13) em manto. Na contagem de
celulas binucleadas e multinucleadas 53,8% (7/13) de até 2 células binucleadas, 46,2% (6/13)
com contagem maior que 2 células binucleadas. J& as células multinucleadas foram 76,9%
(10/13) até 2 células, 23,1% (3/13) com contagem maior que 2 células. Sobre o indice mitético
61,5% (8/13) apresentou de 0-2 figuras de mitoses, 23% (3/13) entre 5-7 figuras de mitose e
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15,4% (2/13) acima de 7 figuras de mitose. Neste grupo 66,7% (8/12) dos cées receberam algum
tipo de tratamento adjuvante & cirurgia, sendo que 66,7% (8/12) receberam vimblastina,
clorambucil ou lomustina isoladas ou em combinacéo, e 2 deles ainda receberam inibidor de
tirosina-quinase associados. Dos 12 cées incluidos nesse grupo 33,3% (4/12) estavam vivos ao
término da coleta de dados, 16,7% (2/12) vieram a 6bito, mas ndo relacionado ao MCT e 50%
(6/12) vieram a obito relacionado ao MCT. Sobre a ocorréncia de novas lesdes deste grupo
33,3% (4/12) apresentaram novas lesdes posteriormente ao tratamento e 25% (3/12) tiveram

recidiva local da doenca

Em um dos casos do estudo foi observado dois MCT simultaneos, sendo um classificado
como baixo grau e grau | e o outro como alto grau e grau Il, sendo considerado o tumor de

maior graduacéo na computacao dos dados.

Tabela 7.: Caracteristicas histopatoldgicas e de tratamento dos cdes com mastocitoma cutdneo dos
grupos de baixo grau e alto grau do estudo.
VARIAVEL Baixo grau (n = 30 cdes/ Alto grau (n =12 c8es e

36 tumores) 13 tumores)

Ocorréncia prévia de MCT

SIM / LOCAL DIFERENTE 3/30 (10%) 3/12 (25%)
SIM / MESMO LOCAL 0 2/12 (16,7%)
NAO 27/30 (90%) 7/12 (58,3%)

Classificagdo Patnaik

GRAU | 8/36 (22,2%) 1/13 (7,7%)
GRAU II 28/36 (77,8%) 3/13 (23%)
GRAU III 0 9/13 (69,3%)

Status nodal

HNO 15/30 (50%) 2/12 (16,7%)
HN1 5/30 (16,7%) 1/12 (8,3%)
HN2 4/30 (13,3%) 2/12 (16,7%)
HN3 6/30 (20%) 7112 (58,3%)
Margem Lateral
M1 4/36 (11,1%) 2/13 (15,4%)
M2 2/36 (5,5%) 1/13 (7,7%)
M3 e M4 19/36 (52,8%) 3/13 (23%)

Né&o foi possivel avaliar

11/36 (30,6%)

7/13 (53,9%)




Margem Profunda
M1
M2

M3 e M4

N&o foi possivel avaliar

Figuras de mitoses / 2,37mm2
0- 2 FIGURAS
2 - 5FIGURAS
5-7FIGURAS
>7

N&o foi possivel avaliar

Apresentacéo
MANTO
CORDAO
SEM INFORMACAO

NUmero de células / 2,37mm2
BINUCLEADAS
Até 2 células
Mais de 2 células

Nao foi possivel avaliar

NUmero de células / 2,37mm2
MULTINUCLEADAS
Até 2 células
Mais de 2 células

Nao foi possivel avaliar

Quimioterapia Adjuvante
CLORAMBUCIL,
VIMBLASTINA E/OU

LOMUSTINA E/OU ITK

Eletroquimioterapia
TRANSOPERATORIO
POS-OPERATORIO

Recorréncia tumoral

6/36 (16,7%)
3/36 (8,3%)
18/36 (50%)
9/36 (25%)

31/36 (58,3%)
4136 (11,1%)
0
0
1/36 (2,8%)

15/36 (41,7%)
19/36 (52,8%)
2136 (5,5%)

29/36 (80,6%)
0
7136 (19,4%)

26136 (72,2%)
0
10/36 (27,8%)

11/30 (36,7%)

2/30 (6,7%)
5/30 (16,7%)

5/13 (38,5%)
1/13 (7,7%)
2/13 (15,3%)
5/13 (38,5%)

8/13 (61,5%)
0
3/13 (23%)
2/13 (15,4%)
0

10/13 (76,9)
3/13 (23%)
0

7/13 (53,8%)
6/13 (46,2%)
0

10/13 (76,9%)
3/13 (23,1%)
0

8/12 (66,7%)

40
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LOCAL 0 3/12 (25%)
DISTANTE 7130 (23,3%) 4/12 (33,3%)

Sobrevida especifica

Obito relacionado 0 6/12 (50%)
Obito ndo relacionado 9/30 (30%) 2/12 (16,7%)
Acompanhamento perdido 4/30 (13,3%) 0
Vivos 17/30 (56,7%) 4/12 (33,3%)

As tabelas 8 e 9 apresentam as caracteristicas dos cdes agrupados de acordo com o status
nodal e graduacdo histopatoldgica. O grupo HNO baixo grau incluiu 15 cdes e 16 MCTSs,
classificados, segundo Patnaik, em grau | (5/16; 31,3%) e grau Il (11/16; 68,7%). A avaliacédo
histopatoldgica revelou margens laterais classificadas de acordo com Meuten et al. (2021) como
M1 em 18,7% (3/16) dos casos, M3 e M4 em 37,5% (6/16) e ndo foi possivel avaliar em 43,8%
(7/16). Na avaliacdo de margens profundas 25% (4/16) foram classificados como M1, 6,3%
(1/16) como M2, 37,5% (6/16) como M3 e M4 e ndo foi possivel avaliar em 31,2% (5/16) dos
casos. Sobre a disposi¢do em corddo ou em manto foram observados 62,5% (10/16) em cordéo,
25% (4/16) em manto e 12,5% (2/16) ndo foi possivel avaliar. Sobre o indice mitotico 81,3%
(13/16) apresentou contagem de 0-2 figuras de mitoses, 12,5% (2/16) apresentou contagem de
2-5 figuras de mitoses e 6,2% (1/16) ndo foi possivel avaliar. Neste grupo 53,3% (8/15) dos
cdes receberam algum tratamento adjuvante a cirurgia. Sendo 26,7% (4/15) com vimblastina,
clorambucil, lomustina e ou inibidor de tirosina-quinase isoladas ou em combinacgéo, 6,7%
(1/15) dos cées receberam eletroquimioterapia com bleomicina (IV) no trans cirargico e 20%
(3/15) no po6s-operatorio. Dos 15 cées incluidos nesse grupo 66,7% (10/15) estavam vivos ao
término da coleta de dados e 33,3% (5/15) vieram a 6bito, mas néo relacionado ao MCT. Sobre
a ocorréncia de novas lesdes deste grupo 26,7% (4/15) apresentaram novas lesdes distantes do

foco primario posteriormente ao tratamento.

No grupo HN1 baixo grau no sistema de classificacdo Patnaik, haviam 5 cdes com 8 tumores
sendo 25% (2/8) classificados como grau I, 75% (6/8) classificados como grau Il e nenhum
caso classificado como grau Ill. A avaliagdo histopatologica revelou margens laterais
classificadas de acordo com Meuten et al. (2021) como M2 em 12,5% (1/8) dos casos, M3 e
M4 em 75% (6/8) e ndo foi possivel avaliar em 12,5% (1/8). Na avaliacdo de margens profundas

12,5% (1/8) foram classificados como M1, 75% (6/8) como M3 e M4 e ndo foi possivel avaliar
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em 12,5% (1/8) dos casos. Sobre a disposi¢do em corddo ou em manto foram observados 25%
(2/8) em cordéo, 75% (6/8) em manto. Sobre o indice mitotico 100% (8/8) apresentou contagem
de 0-2 figuras de mitoses. Neste grupo 80% (4/5) dos cdes receberam algum tratamento
adjuvante a cirurgia. Sendo 40% (2/5) com vimblastina, clorambucil, lomustina e ou inibidor
de tirosina-quinase isoladas ou em combinagdo, 40% (2/5) dos cdes receberam
eletroquimioterapia com bleomicina (1) no pos-operatorio. Dos 5 cées incluidos nesse grupo
80% (4/5) estavam vivos ao término da coleta de dados e 20% (1/5) vieram a 6bito, mas ndo
relacionado ao MCT. Sobre a ocorréncia de novas lesdes deste grupo 40% (2/5) apresentaram

novas lesdes distantes do foco primario posteriormente ao tratamento.

No grupo HN3 baixo grau no sistema de classificacdo Patnaik, haviam 6 cdes com 8 tumores
sendo 12,5% (1/8) classificados como grau I, 87,5% (7/8) classificados como grau Il e nenhum
caso classificado como grau Ill. A avaliacdo histopatoldgica revelou margens laterais
classificadas de acordo com Meuten et al. (2021) como M1 em 25% (2/8) dos casos, como M2
em 12,5% (1/8) dos casos, M3 e M4 em 50% (4/8) e nao foi possivel avaliar em 12,5% (1/8).
Na avaliacdo de margens profundas 25% (2/8) foram classificados como M1, 12,5% (1/8) como
M2, 37,5% (3/8) como M3 e M4 e néo foi possivel avaliar em 25% (2/8) dos casos. Sobre a
disposicdo em corddo ou em manto foram observados 62,5% (5/8) em cordé&o, 37,5% (3/8) em
manto. Sobre o indice mitético 75% (6/8) apresentou contagem de 0-2 figuras de mitoses e 25%
(2/8) apresentou contagem de 2-5 figuras de mitoses. Neste grupo 100% (6/6) dos cdes
receberam algum tratamento adjuvante a cirurgia. Sendo 83,3% (5/6) com vimblastina,
clorambucil, lomustina e ou inibidor de tirosina-quinase isoladas ou em combinagédo, 16,7%
(1/6) dos cdes receberam eletroquimioterapia com bleomicina (IV) no pés-operatério e o
mesmo animal também recebeu no pos-operatério 16,7% (1/6). Dos 6 cdes incluidos nesse
grupo 16,7% (1/6) estavam vivos ao término da coleta de dados, 33,3% (2/6) vieram a @bito,
mas ndo relacionado ao MCT e 50% (3/6) vieram a Obito relacionado ao MCT. Sobre a
ocorréncia de novas lesdes deste grupo nenhum animal apresentou novas lesdes posteriormente

ao tratamento.

No grupo HN3 alto grau no sistema de classificacdo Patnaik, haviam 7 cdes com 8 tumores
sendo 12,5% (1/8) classificados como grau I, 12,5% (1/8) classificados como grau Il e 75%
(6/8) classificado como grau Ill. A avaliacdo histopatolégica revelou margens laterais
classificadas de acordo com Meuten et al. (2021) como M2 em 12,5% (1/8) dos casos, M3 e

M4 em 25% (2/8) e ndo foi possivel avaliar em 62,5% (5/8). Na avaliacdo de margens profundas
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25% (2/8) foram classificados como M1, 12,5% (1/8) como M2, 12,5% (1/8) como M3 e M4 e
ndo foi possivel avaliar em 50% (4/8) dos casos. Sobre a disposi¢cdo em corddo ou em manto
foram observados 37,5% (3/8) em cordao, 62,5% (5/8) em manto. Sobre o indice mitotico
37,5% (3/8) apresentou contagem de 0-2 figuras de mitoses e 62,5% (5/8) apresentou contagem
maior que 7 figuras de mitoses. Neste grupo 71,4% (5/7) dos cdes receberam tratamento
adjuvante a cirurgia com vimblastina, clorambucil, lomustina e ou inibidor de tirosina-quinase
isoladas ou em combinacdo. Dos 7 cdes incluidos neste grupo 14,3% (1/7) estavam vivos ao
término da coleta de dados, 14,3% (1/7) vieram a 6bito, mas ndo relacionado ao MCT e 71,4%
(5/7) vieram a 6bito relacionado ao MCT. Sobre a ocorréncia de novas les6es deste grupo 28,6%
(2/7) apresentaram novas lesdes distante do foco primario e 42,9% (3/7) apresentaram

recorréncia local posteriormente ao tratamento.



Tabela 8.: Caracteristicas histopatoldgicas e de tratamento dos cdes com mastocitoma cutaneo do grupo combinando o status nodal e graduacdo HNO baixo e alto grau e HN1

baixo e alto grau.

VARIAVEL

Classificacdo Patnaik
GRAU |
GRAU Il
GRAU Il

Margem Lateral
M1
M2
M3 e M4
N&o foi possivel avaliar

Margem Profunda
M1
M2
M3 e M4

N&o foi possivel avaliar

Figuras de mitoses / 2,37mm2

0 - 2 FIGURAS

2 - 5 FIGURAS

5-7FIGURAS
>7

HNO Baixo grau (n= 15

cdes/ 16 tumores)

5/16 (31,3%)
11/16 (68,7%)
0

3/16 (18,7%)
0

6/16 (37,5%)

7/16 (43,8%)

4116 (25%)
1/16 (6,3%)
6/16 (37,5%)
5/16 (31,2%)

13/16 (81,3%)
2/16 (12,5%)
0
0

2 tumores)

0
0
2/2 (100%)

1/2 (50%)
0
0

1/2 (50%)

1/2 (50%)
0
0

1/2 (50%)

2/2 (100%)
0
0
0

HNO Alto grau (n=2 cdes/ HN1 Baixo grau (n=>5 cées/

8 tumores)

2/8 (25%)
6/8 (75%)
0

0
1/8 (12,5%)
6/8 (75%)
1/8 (12,5%)

1/8 (12,5%)
0

6/8 (75%)

1/8 (12,5%)

8/8 (100%)
0
0
0

HN1 Alto grau (n=1

cdo/ 1 tumor)

0
0
1/1 (100%)

0
0
0
1/1 (100%)

0
0
0
1/1 (100%)

1/1 (100%)
0
0
0
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N&o foi possivel avaliar

Apresentacao
MANTO
CORDAO
SEM INFORMACAO

Quimioterapia Adjuvante
CLORAMBUCIL,
VIMBLASTINA E/OU

LOMUSTINA E/OU ITK

Eletroquimioterapia
TRANSOPERATORIO
POS-OPERATORIO

Recorréncia tumoral
LOCAL
DISTANTE

Sobrevida especifica
Obito relacionado
Obito n&o relacionado
Acompanhamento perdido

Vivos

1/16 (6,2%)

4116 (25%)
10/16 (62,5%)
2/16 (12,5%)

415 (26,7%)

1/15 (6,7%)
3/15 (20%)

0
4115 (26,7%)

0

5/15 (33,3%)
0

10/15 (66,7%)

2/2 (100%)
0
0

2/2 (100%)

0
0
0

2/2 (100%)

6/8 (75%)
2/8 (25%)
0

2/5 (40%)

0
2/5 (40%)

0
2/5 (40%)

0

1/5 (20%)
0

4/5 (80%)

1/1 (100%)
0
0

0
1/1 (100%)

1/1 (100%)
0
0
0
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Tabela 9: Caracteristicas histopatoldgicas e de tratamento dos cdes com mastocitoma cutaneo do grupo combinando o status nodal e graduacdo HN2 baixo e alto grau e HN3 baixo

e alto grau.

VARIAVEL

Classificagdo Patnaik
GRAU I
GRAU Il
GRAU Il

Margem Lateral
M1
M2
M3 e M4

Nao foi possivel avaliar

Margem Profunda
M1
M2
M3 e M4

Nao foi possivel avaliar

Figuras de mitoses / 2,37mm?2

0 - 2 FIGURAS

2 -5 FIGURAS

5-7FIGURAS
>7

Nao foi possivel avaliar

Apresentacdo

HN2 Baixo grau (n=4

cdes/ 4 tumores)

0
414 (100%)
0

0
0

3/4 (75%)

1/4 (25%)

0
1/4 (25%)
214 (50%)
1/4. (25%)

414 (100%)
0

0
0
0

2 tumores)

0
1/2 (50%)
1/2 (50%)

1/2 (50%)
0

1/2 (50%)
0

1/2 (50%)
0

1/2 (50%)
0

2/2 (100%)
0

0
0
0

HN2 Alto grau (n=2 cdes/ HN3 Baixo grau (n= 6 cées/

8 tumores)

1/8 (12,5%)
7/8 (87,5%)
0

2/8 (25%)
1/8 (12,5%)
418 (50%)
1/8 (12,5%)

2/8 (25%)
1/8 (12,5%)
3/8 (37,5%)

2/8 (25%)

6/8 (75%)
218 (25%)
0
0
0

HN3 Alto grau (n=7

cées 8 tumores)

1/8 (12,5%)
1/8 (12,5%)
6/8 (75%)

0
1/8 (12,5%)
218 (25%)
5/8 (62,5%)

2/8 (25%)
1/8 (12,5%)
1/8 (12,5%)

4/8 (50%)

3/8 (37,5%)
0
0

5/8 (62,5%)
0




MANTO
CORDAO
SEM INFORMACAO

Quimioterapia Adjuvante
CLORAMBUCIL,
VIMBLASTINA E/OU

LOMUSTINA E/OU ITK

Eletroquimioterapia
TRANSOPERATORIO
POS-OPERATORIO

Recorréncia tumoral
LOCAL
DISTANTE

Sobrevida especifica
Obito relacionado
Obito ndo relacionado
Acompanhamento perdido

Vivos

214 (50%)
214 (50%)
0

1/4 (25%)

0
1/4 (25%)

0
0
2/4 (50%)
2/4 (50%)

2/2 (100%)
0
0

1/2 (50%)

0
1/2 (50%)

0
0
0

2/2 (100%)

3/8 (37,5%)
5/8 (62,5%)
0

5/6 (83,3%)

1/6 (16,7%)
1/6 (16,7%)

0
3/6 (50%)
2/6 (33,3%)
1/6 (16,7%)

5/8 (62,5%)
3/8 (37,5%)
0

5/7 (71,4%)

317 (42,9%)
217 (28,6%)

5/7 (71,4%)
1/7 (14,3%)
0
1/7 (14,3%)
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Quanto a avaliacdo de sobrevida especifica e intervalo livre de doenca de todos 0s animais

do estudo as medianas ndo foram atingidas. Sendo que apenas 14,3% (6/42) pacientes

apresentaram obito relacionado ao MCT e 7,2% (3/42) apresentaram recidivas locais. Na

avaliacdo de sobrevida especifica dos animais classificados como baixo grau 71,4% (30/42) e

alto grau 28,6% (12/42) de Kiupel a mediana foi atingida apenas no alto grau com 1292 dias (p

<0,0001) (FIGURA 4) e na avaliacdo do intervalo livre de doenca a mediana nédo foi atingida

para ambas as classificacbes (FIGURA 5). De acordo com o status nodal, a mediana de

sobrevida e intervalo livre de doenga ndo foram atingidas para nenhum dos grupos.

Figura 4: Curva de Kaplan-Meier contendo o tempo de sobrevida dos casos classificados baixo grau
(n=30) e alto grau (n=12) com mediana de sobrevida atingida apenas para alto grau com 1292 dias. O
tempo de sobrevida foi prolongado em ambos os grupos. Teste de longrank p<0,0001.
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Figura 5: Curva de Kaplan-Meier contendo o intervalo livre de doenca dos casos classificados como
baixo grau (n=30) e alto grau (n=12) a mediana do intervalo livre de doenca ndo foi atingida em ambos
0s grupos. O intervalo livre de doenca foi prolongado em ambos os grupos.
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Nas comparacgdes dos grupos combinando o status nodal e graduacgdo, apenas para grupos
com mais de 5 casos, HNO baixo grau 35,7% (15/42), HN1 baixo grau 11,9% (5/42), HN3 baixo
grau 14,3% (6/42) e HN3 alto grau 16,7% (7/42). As medianas de sobrevida especifica e
intervalo livre de doenca foram atingidas somente para o grupo HN3 alto grau com 117 dias
(p<0,0001) (FIGURA 6) e 61 dias (p<0,0001) (FIGURA 7), respectivamente.

Figura 6: Curva de Kaplan-Meier contendo o tempo de sobrevida dos casos combinando status nodal e
graduacgdo tumoral, para grupos com 5 ou mais casos, sendo HNO baixo grau (n=15), HN1 baixo grau
(n=5), HN3 baixo grau (n=6) e HN3 alto grau (n=7). A mediana de sobrevida foi atingida somente para
0 grupo HN3 alto grau com 117 dias e o tempo de sobrevida nos demais grupos foi prolongado. Teste
de longrank p<0,0001.
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Figura 7: Curva de Kaplan-Meier contendo o intervalo livre de doenga dos casos combinando status
nodal e graduacdo tumoral, para grupos com 5 ou mais casos, sendo HNO baixo grau (n=15), HN1 baixo
grau (n=5), HN3 baixo grau (n= 6) e HN3 alto grau (n=7). A mediana do intervalo livre de doenga foi
atingida somente para o grupo HN3 alto grau com 61 dias e o tempo do intervalo livre de doenga nos
demais grupos foi prolongado. Teste de longrank p<0,0001.
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Quanto as correlagGes observadas neste estudo, foram encontrados somente correlacGes
moderadas e positivas, sendo observadas entre a ocorréncia de 6bito e a idade dos cédes
(p<0,0001, rs=0,6249), ulceragédo do tumor (p=0,0117, rs=0,656), ocorréncia de mastocitoma
prévio quando eram recidivas locais (p=0,0051, rs=0,4444), classificacdo histopatoldgica do
tumor (p=0,0093, rs=0,4455), classificacdo histopatoldgica do LN (p=0,0094, rs=0,4211) e
numero de figuras de mitose (p=0,0064, rs=0,4711). Também observou correlacdo entre a
ocorréncia de recidiva local e a classificacdo histopatolégica do tumor (p=0,0117, rs=0,4101),
classificacdo histopatoldgica do LN (p=0,0240, rs=0,3519) e numero de figuras de mitoses
(p=0,0014, rs=0,5098).

Nos aspectos clinicos foram observadas correlacdes moderadas e positivas entre a presenca
de ulceragdo do tumor e a idade do cdo (p=0,0370, rs=0,4811), classificacdo histopatoldgica
do tumor (p=0,0057, rs=0,5940), ocorréncia de recidiva local (p=0,0000, rs=0, 7934) e nimero
de figuras de mitose (p=0,0177, rs=0,5239). Também entre a ocorréncia de MCT prévio e a
classificacdo histopatoldgica (p=0,0311, rs=0,3548) e ocorréncia de recidiva local (p=0,0083,
rs=0, 4019). A realizacdo de quimioterapia adjuvante se correlacionou ainda com a

classificacéo histopatoldgica do linfonodo (p=0,0464, rs=0,3295).

Acerca dos critérios histopatoldgicos houve correlagdo moderada positiva entre a
classificagdo histopatolégica do tumor e a idade dos animais (p=0,0479, rs=0,3367),
ocorréncia alteracdo clinica do LN (p=0,0001, rs=0,5835) e nimero de células binucleadas
(p=0,0000, rs=0,6805). Houve também correlacdo entre 0 numero de células binucleadas e
namero de figuras de mitose (p=0,0002, rs=0,6253), entre a alteracdo clinica do linfonodo e o
estadiamento clinico (p=0,0000, rs=0,6096) e entre a distribuicdo em corddo ou manto e o
estadiamento clinico (p=0,0351, rs=0,3679) (TABELA 10).

Tabela 10 - Estatistica inferencial (correlacdo de Spearman) dos 42 cdes com MCT cuténeo incluidos
no estudo.

VARIAVEIS CORRELACIONADAS p rs
Obito x Idade <0,0001 0,6249
Obito x ulceracio 0,0117 0,6561
Obito x Mastocitoma prévio 0,0051 0,4444
Obito x Classificacdo Patinaik/ Kiupel 0,0093 0,4455
Obito x Metastase do Linfonodo 0,0094 0,4211
Obito x Figuras de mitose 0,0064 0,4711
Obito x Recidiva 0,0024 0,4765




Recidiva x Classificagdo Patinaik/ Kiupel 0,0117 0,4101

Recidiva x Metastase do Linfonodo 0,0240 0,3519

Recidiva x Figuras de mitose 0,0014 0,5098

Ulceracdo x Idade 0,0370 0,4811

Ulceracdo x Classificacdo Patinaik/ Kiupel 0,0057 0,5940
Ulceracdo x Figuras de mitose 0,0177 0,5239

Ulceragdo x Recidiva <0,0001 0,7934

Quimioterapia x Metéstase do Linfonodo 0,0464 0,3295
Classificagéo Patinaik/ Kiupel x Idade 0,0479 0,3367
Classificagdo Patinaik/ Kiupel x Alteracdo clinica do linfonodo 0,0001 0,5835
Classificacdo Patinaik/ Kiupel x Namero de células Binucleadas <0,0001 0,6805
Alteracdo clinica do linfonodo x Estadiamento clinico 0,0000 0,6096
Figuras de mitoses x Numero de células Binucleadas 0,0002 0,6253
Distribui¢do em corddo ou manto x Estadiamento clinico 0,0351 0,3679
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7. DISCUSSAO

A presenca de metastase linfonodal em cdes com mastocitomas (MCTs) indica tumor
biologicamente agressivo com maior risco de progressao de obito relacionado ao MCT, sendo
relatada como um indicador de progndstico negativo, com impacto na decisdo terapéutica
(Murphy et al., 2006; Weishaar et al., 2014; Horta et al.; 2018). A linfadenectomia eletiva de
LNs melhora o resultado apresentando melhor prognoéstico (Ferrari et al., 2018; Marconato et
al., 2018). O sistema de estadiamento clinico da OMS é baseado na extensdo da doenca e ¢
utilizado para prever o comportamento e sobrevida. De acordo com esse sistema, 0 estagio 11 €
caracterizado por tumores primarios confinados a derme e envolvimento LN regional, no
entanto a caracterizacdo de metastase no linfonodo pode ser um desafio (KRICK et al., 2009;
Ferrari et al., 2018). O SLN é o primeiro linfonodo que recebe drenagem linfatica direta de um
tumor primario. A linfangiogénese induzida pelo tumor aumenta a variabilidade de padrdes de
drenagem linfatica local, dificultando assim a possibilidade de identificagdo do SLN baseando-
se apenas na localizacdo anatdbmica. O mapeamento linfatico por meio de contrastes
radiograficos é indicado para melhor identificagdo do SLN e a identificag&o trans cirurgica pode
ser facilitada pelo uso dos corantes vitais como o azul patente e azul de metileno (Ferrari, et al.,
2020). Aproximadamente 40% dos linfonodos seriam perdidos se apenas o LN anatomicamente
mais proximo fosse considerado na linfadenectomia (Worley, 2012). Apesar disso os estudos
mais recentes basearam na drenagem anatémica regional (RLN) para linfadenectomia em casos
de MCTs apresentando LNs metastaticos e obtiveram beneficio terapéutico com maior tempo
de sobrevida dos pacientes (Marconato et al., 2018; Mendez et al., 2019; Chalfon et al., 2022).
No presente estudo foi realizada a linfadenectomia baseada também na drenagem linfatica
anatdmica, sendo removido o0 RLN mais proximo do tumor, assim € possivel que nem todos o0s
linfonodos sentinelas tenham sido removidos, deixando em alguns animais um reservatorio de
células neoplésicas, no entanto, isso € pouco provavel, pois de uma forma geral observou-se
bom controle da doenca nos grupos. A avaliacdo do SLN é uma area em evolugdo na medicina
veterinaria por isso estudos adicionais sdo necessarios para elucidar a real vantagem deste

procedimento em relacdo a identificagdo do linfonodo anatémico (Ferrari, et al., 2018).

Sabe-se que a palpagdo clinica do LN tem um valor limitado na previsdo de metastase
regional em MCTs da mesma forma, que a citologia tem sido associada a resultados falsos
positivos e negativos (Langenbach, et al. 2001; Ku, et al., 2016). Durante a avaliacéo clinica
dos LNs foram identificadas alteragdes de tamanho e consisténcia em 23,5% (4/17) do grupo
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HNO, 16,7% (1/6) do grupo HNL1, 16,7% (1/6) do grupo HN2 e 53,9% (7/13) do grupo HNS3.
Os MCTs classificados como alto grau e grau 1l tem maior taxa de metastases, sendo 0 LN o
local primario para a ocorréncia, neste estudo 70% (7/10) dos tumores classificados como alto
grau e grau 11 apresentavam LN metastatico (HN2 ou HN3). A relevancia clinica da incidéncia
de metéstase encontrada em LN de aspecto macroscopico normal reforca a importancia do
planejamento cirdrgico incluindo a remoc¢do do mesmo em cdes com MCT. A linfadenectomia
regional, nos casos de LN metastatico, tem potencial terapéutico, com evidéncias de reducédo
da recorréncia local e desenvolvimento de metastases a distancia. A avaliagdo histopatoldgica
para a identificacdo de metastase permanece sendo o padrdo ouro para o diagndstico de
metéstase em LN (Langenbach, et al. 2001; Ku, et al., 2016).

Nos MCTs cutaneos caninos o estadiamento clinico, graduacéo histopatologica do tumor e
0 histérico de recorréncia séo fatores prognosticos importantes (De nardi et al., 2022; Horta et
al., 2018). No presente estudo o grupo HN3 baixo grau teve melhor resultado na sobrevida e
ILD quando comparado ao grupo HN3 alto grau, ambos submetidos ao tratamento multimodal.
Esses grupos classificados no mesmo estagio clinico, mas com graduacGes histologicas
distintas, demonstram a relevacdo progndstica da graduacdo, conforme demonstrado por
Guerra, et al. (2022) em um estudo retrospectivo com 60 cdes, em que 26 possuiam MCT
cutaneo de alto grau e 34 tinham MCT cutaneo de baixo grau e com SLN metastatico que foram
submetidos a excisdo cirdrgica do tumor, linfadenectomia e quimioterapia. O ILD foi
significativamente menor no grupo de alto grau do que no grupo de baixo grau (214 dias versus
nao alcancado), bem como a sobrevida especifica do tumor (545 dias versus nao alcangado) e
na analise multivariada, um alto grau histolégico manteve o significado prognéstico tanto para
a progressao do tumor como para a morte especifica do tumor. Entretanto, no presente estudo
a avaliacdo da combinacdo do status nodal e graduacdo foi superior em comparagdo com 0s
outros grupos, e a associacdo de HN3 com alto grau resultou em pior prognostico quando
comparados as outras classificagdes, com medianas do intervalo livre de doenca e sobrevida
baixas, ja os tumores classificados como alto grau, mas com linfonodos apresentando baixa

classificacdo como HNO, HN1 e HN2 apresentaram bom prognostico.

Na analise de sobrevida a mediana foi atingida para o grupo classificado como alto grau e
para o grupo combinando HN3 e alto grau, j& o intervalo livre de doenca a mediana foi atingida
somente para o grupo HN3 e alto grau. De forma geral os valores de sobrevida e ILD dos demais

grupos foram significativamente prolongados, o que pode ser justificado pela terapia
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multimodal com cirurgia e linfadenectomia em 100% dos cdes, EQT com bleomicina (IV) em
21,2% (7/33) dos cdes, quimioterapia sisttmica em 39,4% (13/33) dos cdes. O linfonodo
regional metastatico pode atuar como reservatorio de mastocitos neoplasicos, podendo entdo,
ocorrer a progressdo da doenca, e a realizacdo da linfadenectomia melhora a sobrevida
removendo a carga adicional do tumor (Marconato et al., 2018). O MCT é uma neoplasia
maligna com comportamento variavel, sendo a cirurgia o tratamento de escolha para controle
local da doenca, mas também é necessario avaliacdo de muitos fatores prognosticos para definir

a necessidade de terapias adicionais (Jark et al. 2013).

No presente estudo 59,5% (25/42) dos caes receberam algum tipo de tratamento adjuvante
como quimioterapia, uso de TKI e EQT com bleomicina (IV). Foi também observado
correlacdo positiva moderada entre a presenca de metastase no linfonodo com a realizacéo de
quimioterapia adjuvante (p=0,0464, rs=0,3295), ja que esse foi um dos critérios para indicacao
de terapias adjuvantes. O status do LN e o grau histolégico do tumor estdo entre os indicadores
prognosticos mais importantes para caes com MCTs cutaneos, e a presenca de metastase no LN
ou um alto grau histolégico é um fator determinante para a recomendacdo de tratamento
sisttmico adjuvante (Blackwood et al., 2012). Devido ao comportamento variavel do MCT, é
importante avaliar o grau histologico juntamente com outros fatores clinicos de relevancia
progndstica, como tamanho do tumor, localizacdo anatdbmica, presenca de metéstases, a
presenca de multiplas lesbes e ulceracdo tumoral para melhor decisdo terapéutica (Stefanello et
al., 2015). Nos grupos classificados como HNO, HN1, HN2 e baixo grau outros fatores
progndsticos podem ter influenciado na decisdo médica para a realizacdo do tratamento
adjuvante, como por exemplo a presenga de margens comprometidas e a contagem de figuras

de mitose.

No presente estudo foi observado que 33% (10/30) dos cdes com o tumor classificado como
baixo grau de Kiupel tiveram os LNs classificados como metastaticos HN2 ou HN3. Apesar de
40% (4/10) desses caes ndo terem realizado tratamento adjuvante a mediana de sobrevida néo
foi atingida para os grupos de baixo grau, HN2 baixo grau e HN3 baixo grau. Em um estudo
semelhante de Marconato, et al. (2018) a mediana de sobrevida para cdes com MCT e metastase
no LN foi de 811 dias, sendo que todos os animais foram submetidos a tratamento
quimioterapico adjuvante. Diante disso, reforca-se que uma proporcao de cdes tera doenca
metastatica, apesar do baixo grau histoldgico, e a importancia da linfadenectomia para melhor

determinacdo prognostica e abordagem terapéutica (Stefanello et al., 2015). Enquanto a
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linfadenectomia de LNs metastaticos, melhora o tempo de sobrevida, o beneficio da terapia
adjuvante nos casos de baixo grau e LN classificados como HN2 € incerto. No estudo de Cino
et al., (2023) 39 cdes com MCTs primarios classificados como baixo grau e grau 2 com
linfonodo HN2 tratados apenas com cirurgia tiveram bom progndstico, e nenhum dos cées
apresentou metastase local, nodal ou a distancia. No estudo de Marconato et al., (2020) 73 cées
com MCT de baixo grau e LN HNZ2, foram submetidos a exérese do tumor primario e
linfadenectomia, sendo que apenas 43 receberam tratamento adjuvante. Os dois grupos
apresentaram beneficio da linfadenectomia com mediana de sobrevida néo atingida, mas os
cées que receberam quimioterapia adjuvante apresentaram maior risco de progressdo tumoral
com menor intervalo livre de doenca, ndo demonstrando ter beneficio o tratamento adjuvante
nesses casos. No presente trabalho 4 casos foram classificados como de baixo grau com LN
HN2, 3 deles ndo foram submetidos a tratamento quimioterapico adjuvante e nenhum deles até
0 presente momento apresentou nova lesdo ou 6bito relacionado ao MCT, com tempo médio de
acompanhamento de 552 dias. O Unico caso submetido a quimioterapia de baixo grau e LN
HN2 apresentou nova lesdo em local distante do foco primario com 202 dias, mas seria
necessario um maior numero de casos com essa classificacdo para melhor comparagdo dos

dados.

Nos cdes avaliados no presente estudo 26,2% (11/42) apresentaram surgimento de novas
lesdes distantes do foco primdrio e ndo foram consideradas recidivas locais e sim “de novo”
MCT, termo utilizado por Davies et al. (2002). O desenvolvimento de “de novo” MCTs parece
ocorrer esporadicamente (11,1%) nos pacientes de risco intermediario, ndo sendo observado
naqueles de baixo risco, entretanto, ndo se encontra associado a um pior prognostico (Davies et
al., 2002). Mdltiplas lesdes podem ocorrer, de forma independente ou com a progressdo da
doenca, sendo dificil a diferenciacdo entre elas (De nardi et al., 2022). No grupo HN3 alto grau
71,4% (5/7) apresentaram novas lesdes, sendo 3 delas recidivas locais. Neste estudo a presenca
de novas lesdes teve maior impacto na sobrevida quando elas eram recidivas locais,

demonstrando pior prognadstico nesses casos.

Foi observada recidiva local em 3 cées do grupo HN3 alto grau, sendo todos alto grau de
Kiupel e grau Ill de Patnaik. Na revisdo histopatologica, ndo foi possivel avaliar o grau de
comprometimento das margens cirdrgicas em 2 dos casos e um deles apresentou margens
profundas comprometidas (M1). Um dos casos em que ndo foi possivel avaliar a margem

cirdrgica, o MCT estava localizado em pina de orelha, regido associada a comportamento mais



56

agressivo, pior prognéstico (Welle et al., 2008; London e Thamm 2013). Os outros dois casos
no momento do diagndstico inicial, ja eram casos recidivantes operados anteriormente em outro
servigo veterinario e, também os dois casos com menor tempo de sobrevida especifica e ILD
do estudo, por esse motivo também podem ter influenciado negativamente na avaliagdo de
sobrevida e ILD. No presente estudo houve correlagdo positiva moderada de recidiva local com
as seguintes varidveis: presenca de metéastase no linfonodo (p=0,0240, rs=0,3519),
classificacdo histopatologica do tumor (p=0,0311, rs=0,3548), contagem de figuras de mitoses
(p=0,0149, rs=0,5098) e Obito relacionado ao MCT (p=0,0024, rs=0,4765). Enquanto é
importante distinguir os pacientes com recidivas locais daqueles com “de novo” MCTs, Horta
et al. (2018) em seu estudo mostrou maior risco de obito relacionado ao MCT em pacientes
com recidivas tumorais confirmadas, no mesmo local ou préximo da cicatriz cirdrgica. Assim,
preconiza-se também a avaliagdo das margens cirdrgicas e emprego de terapias adjuvantes
locais nos casos em que ndo é possivel a remogdo completa da neoplasia. No presente estudo
16,7% (7/42) dos caes foram submetidos a tratamento local com EQT com bleomicina (IV), um
deles recebeu em dois momentos sendo no trans e no poés-operatdrio, dentre eles 82,7% (6/7)
foram submetidos no pos-operatorio e todos eles apresentaram margens comprometidas no
laudo histopatoldgico, 28,5 % (2/7) receberam no transoperatorio apresentando 0s tumores com
didmetro préximo a 4cm (3,5cm um e 3,8cm o outro) em regido de tronco, o que pode ter sido
0 motivo da indicacao, levando em consideracdo que deve ser realizado margens cirargicas de
2cm laterais e 1 plano profundo, o uso da EQT ajudaria no controle local. No estudo de
Donnelly et al. (2013) tumores de alto grau tiveram maior probabilidade de recorréncia do que
tumores de baixo grau (35,9% versus 3,9%), (p < 0,0001). Vinte e nove por cento dos tumores
de baixo grau tinham margens cirdrgica inferior a 3 cm; nenhum apresentou recidiva local.
Tumores de alto grau apresentam risco significativo de recidiva local, independentemente da
margem. Observaram também que a recidiva tumoral teve maior frequéncia em MCTs de alto
grau quando comparados aos tumores de baixo grau, mesmo estes ultimos com margens
exiguas. Assim, podemos considerar a recidiva sendo relacionada ao grau histoldgico e margem
cirargica demonstrando maior risco de obito relacionado ao tumor como analisado no presente

estudo.

A ocorréncia de 6bito relacionado ao MCT foi de 0% (0/30) no grupo classificado como
baixo grau e 50% (6/12) no grupo alto grau, no grupo classificado de acordo com o status nodal
as taxas de Obito relacionado foram 38,5% (5/13) HN3, 16,7% (1/6) HN1 e nos grupos HNO e

HN2 ndo houve nenhum obito relacionado, ja quando associado a graduacdo histopatologica
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do tumor com a classificacdo do status nodal foi observado 6bito relacionado ao MCT de 71,4%
(5/7) no grupo HN3 alto grau. Houve correlacéo positiva moderada entre a ocorréncia de 6bito
e a presenca de metastase no LN (p=0,0094, rs= 0,4211) e a graduacdo histopatolédgica do
tumor (p=0,0093, rs=0,4455). As maiores taxas de Obito relacionadas ao MCT foram
observadas no presente estudo nos grupos que apresentavam metastase no LN e nos tumores de
alto grau. Horta et al., (2018) em um estudo com 149 casos de MCTs caninos, observou que o
maior risco de dbito (62%) relacionado ao MCT foram as recidivas tumorais e a presenca de
metastases no LN e risco intermediario de dbito (14%) relacionado ao MCT foi relacionado a
outros fatores progndsticos como a graduacdo histopatologica do tumor, contagem mitotica,
alta expressdo de Ki 67, KIT padrdo 3 e ITD no exon 11 de KIT. Na auséncia de qualquer um

desses fatores, o risco de morte relacionado ao MCT (4%) foi reduzido.

Dos critérios clinicos gerais observados nos animais do estudo observou-se predominio de
cdes sem raca definida, conforme observado em outros estudos, no entanto, outras racas
encontradas no presente estudo também sdo citadas como predispostas como Labrador, Pug,
Golden Retrivier, Boxer, Buldogues, Schnauzer e Cocker Spaniel e Shar-pei (Welle et. al.,
2008; London e Thamm, 2013; S'miech, et al., 2018). Em termos de predisposi¢do sexual a
literatura ndo demostra associacdo da ocorréncia de MCT com o sexo. A idade foi compativel
com os dados da literatura de que a ocorréncia é mais frequentes em animais adultos a idosos
com média descrita de 8 a 9 anos de idade, mas pode ocorrer em qualquer idade (London e
Thamm, 2013). No estudo de Selmic et al. (2018) na avaliacao de correlacdo entre idade e grau
do MCT revelou que nos cées o risco de desenvolvimento de MCT de alto grau aumentou com
a idade, atingindo o maior grau no grupo de cédes mais velhos, com idades entre 11 e 16 anos.
O que também foi observado neste estudo, foi a correlacdo positiva idade com a classificacao
histopatologica do tumor (p=0,0479, rs=0,3367), presenca de ulceragédo (p=0,0370, rs=0,4811)
e ocorréncia de 6bito (p=0,0000, rs= 0,6249). A maior média de idade (13,8 anos com variacao
de 8 a 18 anos) foi observada, ainda, no grupo de maior grau histopatoldgico e metastase de
linfonodo (HN3 alto grau), além disso 0os animais que vieram a Obito relacionado ao MCT
tiveram média de idade de 14 anos (8 a 22 anos), demonstrando 0 comportamento mais
agressivo em idades mais avancadas, 0 que pode estar relacionado a atraso na busca por
assisténcia veterinaria e progressdo da doenca desde seu aparecimento. A presenca de ulceragdo
tumoral é outro fator que foi previamente associado ao pior grau histopatoldgico, os MCTs de
alto grau ou indiferenciados, apresentam tamanho variavel, mas crescimento rapido e

normalmente, € acompanhado de ulceracao (Welle et al., 2008; London e Thamm, 2013). Os 3
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casos que apresentaram ulceracdo tumoral deste estudo, tinham 8, 17 e 22 anos, esses mesmos
casos foram classificados como alto grau de Kiupel e dois deles tinham metastase no LN (HN3).
Houve correlacdo positiva moderada entre a presenca de ulceracdo e o 6bito relacionado ao
mastocitoma (p=0,0117, rs=0,6561), a maior graduacdo histopatolégica do tumor (p=0,0057,
rs= 0,5940), e ocorréncia de recidiva local (p=0,0127, rs= 0,5461). Os trés pacientes que
manifestaram ulceracdo vieram & dbito relacionado ao MCT, foram graduados como alto grau
e grau Ill e em dois deles ocorreram recidivas locais posteriormente ao tratamento cirurgico.
Apesar de um namero reduzido, esses achados corroboram com a associagdo entre o aspecto
macroscopico do MCT e sua graduacdo ou mesmo progndstico (Welle et al., 2008; London e
Thamm, 2013).

A literatura também descreve os locais de maior ocorréncia sendo os relatados no estudo
como tronco, membros, cabeca e pesco¢o e com menor frequéncia na bolsa escrotal, no perineo
e cauda (Sfiligoi et al., 2005; Welle et al., 2008). Os MCTs que se desenvolvem na cavidade
oral, juncBes mucocutaneas, pina de orelhas, regido prepucial, escrotal, inguinal, perineal e
subungueal tendem a se comportar de maneira mais agressiva, independentemente do grau
histologico e maior chance de metastases (Dobson e Scase, 2007). Quando os MCTs ocorrem
na regido escrotal e nasal sdo mais propensos a exibirem comportamento mais agressivo e
metastases mais precoces (Horta et al., 2018; Smiech et al., 2018). No presente estudo 3 casos
tiveram a localizacdo do tumor em locais considerados de pior comportamento bioldgico, sendo
um deles em regido de pina de orelha que foi classificado como alto grau e LN HN3 este mesmo
apresentou recidiva local e dbito relacionado ao MCT, outro caso apresentou em regido de
prepucio sendo classificado como alto grau com linfonodo HN1 e também apresentou 6bito
relacionado ao MCT e o ultimo caso apresentou em regido de bolsa escrotal classificado como
baixo grau e linfonodo HN3, mas apresentou Obito ndo relacionado ao MCT, apresentando

nesses casos pior comportamento e maior potencial metastatico.

Segundo Souza et al. (2018) em um estudo retrospectivo entre 2005 e 2015 com 105 animais,
0s MCTs cutaneos foram classificados como grau | em 11,8%, grau Il em 73,7% e grau I1l em
14,5% na graduacdo Patnaik. Pela graduacdo Kiupel foram considerados baixo grau 64,8% e
alto grau 35,2%, com valores semelhantes ao presente estudo com maior incidéncia dos tumores
de baixo grau e grau Il. A literatura cita que os MCTs de alto grau e indiferenciados, podem
apresentar tamanho variével, crescimento rapido, ulceracdo, dor, inflamacéo local e presenca

de nodulos satélites (Welle et al., 2008). No presente estudo foi relatado presenca de ulceracdo
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em 6% (3/49) dos tumores, em 46,9% (23/49) dos tumores néo apresentaram ulceragdo e em

46,9% (23/49) dos casos nao tinham informacdes sobre o prontuario médico.

Espera-se que os graus | e 1l de Patnaik ou baixo grau de Kiupel apresentem um baixo
potencial para comportamento bioldgico agressivo (Warland et al., 2012). Entretanto MCTSs de
baixo grau com metastases no LN ou distante no momento do diagnostico, foram
ocasionalmente relatados apresentando comportamento bioldgico de tumores de alto grau
(Baginski et al., 2014; Weishaar et al.,2014; Bae et al., 2020). No presente estudo os tumores
classificados como de baixo grau apresentaram taxa de metastase em RLN (HN2/HN3) de
33,3% (10/30) e em nenhum desses casos apresentou Obito relacionado ao MCT e metéstase a
distancia. Em um estudo conduzido por Bae et al., (2020) uma metanalise, um total de 8 estudos
foram selecionados e dados sobre 121 cdes com MCT de baixo grau, apresentando metastase
no linfonodo regional e/ou metastases a distancia foram incluidos, 69% dos casos foram
submetidos a tratamento com cirurgia e quimioterapia adjuvante, 14% com cirurgia combinada
com radioterapia e quimioterapia, 10% receberam quimioterapia de forma isolada e 6% foram
submetidos somente a cirurgia como tratamento. Observou-se pior prognostico com menor
tempo de sobrevida nos casos com metastase a distancia quando comparado aos que tiveram
metastase no linfonodo regional. O maior risco de 6bito também foi associado a néo realizagdo
de cirurgia como parte do tratamento, demonstrando que a remog&o cirdrgica do tumor mostrou
papel no prolongamento da sobrevida dos MCTs de baixo grau, mesmo que se mostrassem
biologicamente agressivos, e sugeriu que a linfadenectomia possa melhorar ainda mais a

sobrevida nesses casos, 0 que ja foi confirmado em outros estudos (Marconato et al., 2018).

A respeito dos critérios histopatolégicos avaliados, na contagem de células binucleadas e
multinucleadas os valores acima de 2 células em 10 campos de maior aumento, foram
observados somente nos grupos classificados como alto grau. Sendo no grupo alto grau 46,2%
(6/13) dos tumores apresentaram contagem acima de duas células para células binucleadas e
23% (3/13) para células multinucleadas e no grupo HN3 alto grau 50% (4/8) dos tumores
apresentaram contagem maior que duas para as células binucleadas e 12,5% (1/8) dos tumores
apresentaram contagem maior que duas para células multinucleadas. Houve correlacao positiva
moderada entre o nimero de celulas binucleadas com a contagem de figuras de mitose
(p=0,0002, rs= 0,6253), e correlacdo entre o nimero de células binucleadas com a graduacéo
histopatoldgica do tumor (p=0,0000, rs=0,6805) em que a maioria dos casos com contagem

maior que 2 células binucleadas, sao também os casos com maior indice mitético e de alto grau.
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Tumores indiferenciados apresentam maior quantidade de células binucleadas e maior
contagem das figuras de mitoses (Duncan & Prasse, 1979). Na classificacdo histopatoldgica de
Kiupel et al. (2011) a contagem de células multinucleadas classifica como alto grau 0s casos
com mais de 2 células multinucleadas/10 campos de maior aumento, sendo relacionada ao

comportamento mais agressivo do mastocitoma.

Sobre indice mitdtico, neste estudo a média da contagem do grupo baixo grau foi 0 figuras
de mitose/ 10 campos, no grupo alto grau a média foi de 9 figuras de mitoses/ 10 campos ja no
grupo HNS3 alto grau a media foi de 15 figuras de mitose/10 campos, sendo esse também o
grupo com menor tempo de sobrevida especifica. Houve correlacdo positiva moderada entre a
contagem de mitoses e a presenca de ulceracdo do tumor (p=0,0177, rs=0,5239) e a ocorréncia
de dbito (p=0,0064, rs=0,4711), em que 66,7% (2/3) dos tumores que apresentaram ulceragéo,
tinham indice mitético de 7 e 72 figuras/ 10 campos de maior aumento respectivamente e além
disso, dos cées que vieram & 6bito relacionado ao MCT, 71,4% (5/7) foram também o0s casos
que apresentaram maior contagem de mitoses (>5). O IM identifica as células que estdo
passando pela fase M do ciclo celular representando apenas um indicador desta fase. Estudos
demonstraram que pelo menos 20% dos MTCs de alto grau tem um baixo IM (Thompson et al,
2011). Embora um IM acima de 5 em 10 campos de maior aumento estdo associadas a menor
sobrevida, indicando comportamento biol6gico mais agressivo, um IM baixo ndo indica

necessariamente um comportamento benigno (Romansik et al., 2007; Kiupel & Camus, 2019).

Dentre as limitagdes deste estudo destaca-se que o status nodal baseou-se na avaliacdo do
RLN, que pode ndo corresponder, de fato, ao SLN. E possivel que, com técnicas de
identificacdo pré-operatoria do SLN, em alguns pacientes o0 SLN n&o tenha correspondido ao
RLN, havendo, ainda, a possibilidade da atuacdo de mais de um SLN, entretanto, técnicas de
identificacdo pré-operatoria do SLN ndo se encontram bem estabelecidas ou padronizadas na
Medicina Veterinaria. Ainda que 80% dos casos receberam revisdo histopatolégica por um
Unico patologista, 20% das amostras ndo puderam ser revistas, mas provavelmente néo
influenciou nos resultados encontrados. outros linfonodos fossem identificados. O reduzido
numero de casos em cada grupo, impossibilitou uma analise univariada entre alguns grupos e
uma analise multivariada. Destaca-se ainda a heterogeneidade dos casos e dos tratamentos
instituidos, entretanto essas sdo questes frequentes em estudos com o MCT canino

considerando a ampla variagdo em seu comportamento bioldgico.
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8. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, concluimos que é fundamental realizar avaliacdo
histopatolédgica do linfonodo regional, nos casos de MCT cutéaneo. A avaliacdo do status nodal
juntamente com a graduacdo histopatologica do tumor é importante para a determinagédo
progndstica, melhor decisdo terapéutica e para melhor controle da doencga. No presente estudo
os animais classificados como HN3 e alto grau tiveram pior progndstico quando comparado as
outras classificagdes, com tempos de sobrevida e intervalo livre de doenga significativamente
menores, mostrando que essa associacao de status nodal e graduacdo apresenta progndstico

desfavoravel.
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ANEXOS

Anexo 1- Documento Protocolo Comisséo de ética no Uso Animal (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISZA0 DE ETICA NO US0O DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto infitulade "Quimicterapia adjuvante em c3es com mastocitoma estigio Il segundo a
classificagdo histopatoldgica do tumer priméario e linfenodos.”, protecolo do CEUA: 171/2022 sob a responsabilidade
de Rodrigo dos Santos Horta que envolve a produgdo. manutengio elou utiizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n? 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 8.809 de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Macicnal de Ceontrole da Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em
reunido de Z3/10/2023.

Vigéncia da Autorizagio 231002023 a 22M10/2028
Finalidade Pesquisa
*Espéciellinhagem Banco de dades | Varidvel
N® de animais 15
Pasolldade 16kg f 9{anos)

Sexo indiferante

Crigem Cles de tutores
*Especiellinhagem Banco de dados | Variavel
MN® de animais 15

Pasolldade 17kg f 9{anos)

Sexo indifersnte

COrigem Caes de tutores
*Espéciellinhagem Banco de dados /| Variavel
M? de animais 15

Pesolldade 17kg / B{anos)

Sexo indiferente

Origem Cies de tutores
*Espéciellinhagem Banco de dades / Varidvel
M? de animais 15

Pesolldade 17kg / B{anos)

Sexo indiferente

Origem Cies de tutores

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espéciellinhagem Banco de dados | Varidvel
MN® de animais 8o

ldade B{anos)

Sexo indiferente

Origem C3es de tutores

Consideragdes posteriores:

2371042023 Aprovade na reunidgo ordinaria ondine do
2311002023, Validade: 23/1062023 4 221072028

dia

Belo Horizonte, 28/02/2024.
Atenciosamente,

Sistemna Solicite CEUA UFMG
https:{faplicativos.ufmg.br/solicite_ceual

Universidade Federal de Minas Gerais
Awenida Antdnio Carlos, 6827 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 22 Andar, Sala 2005
31270-201 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 340294518
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