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Resumo

O diagnostico citolégico de mastocitoma cutédneo canino (MCC) é relativamente
facil. No entanto, para a determinacdo do progndstico é fundamental conhecer o grau da
lesdo, classicamente obtido através do exame histopatologico. A graduacdo histolégica
criada recentemente por Kiupel classifica os mastocitomas de baixo ou alto grau, baseando-
se essencialmente nas caracteristicas nucleares dos mastocitos.

Os objectivos deste trabalho sdo: avaliar a acuidade diagndstica da citologia na
graduacgéo de MCC; e identificar quais os par@metros mais relevantes para este fim.

Foi realizado um estudo retrospectivo de todas as citologias aspirativas cutaneas
observadas no laboratério CEDIVET entre Outubro de 2014 e Abril de 2016 com o
diagndstico citoldgico de mastocitoma (n=173). Foram incluidas apenas as neoplasias que
possuiam uma graduacdo histopatologica de Kiupel, sendo excluidos os mastocitomas
subcutaneos e as citologias com escassa celularidade. Todos os casos (n=35) foram
revistos por um citologista cego ao diagnéstico histologico, e classificados segundo uma
série de parametros derivados da classificacdo de kiupel, a qual se acrescentou a
guantidade de granulacao citoplasmatica.

Histologicamente, 25 (71,4%) e 10 (28,5%) casos foram classificados como baixo e
alto grau, respectivamente. A citologia apresentou apenas 1 falso-positivo, obtendo-se uma
sensibilidade de 100% e especificidade de 96%, relativamente ao diagnéstico
histopatoldgico.

Parametros como a presenca de mitoses, células binucleadas, anisocariose,
cariomegdlia e baixa granulagdo citoplasmatica foram os mais fortemente associados a
MCC de alto grau (p<0,001).

Os nossos dados concluem que a citologia tem uma acuidade de 97% para a
graduacdo de MCC, podendo constituir uma previsao fiavel do progndstico, util na rapida

decisé@o do plano terapéutico.

Palavras-chave: cdo, mastocitoma, citologia, graduacéo, histologia
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Abstract

The cytological diagnosis of canine cutaneous mast cell tumors (MCTs) is
straightforward. However, the tumor grade is essential for prognostic assessment, which is
classically performed with an histopathological exam. The recent Kiupel's grading scheme
classifies MCTs in low-grade and high-grade, depending essentially on their nuclear
characteristics.

The aims of this paper are: evaluate the diagnostic accuracy of the cytologic grading
of MCT; and identify the most relevant parameters to do so.

This was a retrospective study of all skin aspiration cytologys observed at CEDIVET
between October 2014 and April 2016, diagnosed as MCT, (n=173). Only MCTs with
histopathological Kiupel’'s grading were included. All the subcutaneous mast cell tumors were
excluded, as well as low cellularity cytology samples. All the cases (n=35) were reviewed by
a cytologist blind to the histological diagnosis .MCTs were classified using parameters
derived from Kiupel's MCT grading, plus the amount of cytoplasmic granules.

Histologically, 25 (71,4%) and 10 (28,5%) cases were classified as low and high-
grade, respectively. Cytology had only one false-positive, resulting in a 100% sensibility and
96% specificity for the grading of MCTs. The presence of mitosis, binucleation,
anisokaryosis, karyomegaly and poor granular cells were strongly associated with high-grade
MCTs (p<0,001).

It can be concluded that the cytological grading of MCTs has an overall accuracy of
97%, when compared with histopathology. This data suggests that cytology can be a reliable
predictor of prognosis for MCTs, useful for the quicker establishment of the therapeutic plan.

Keywords: dog, mast cell tumor, cytology, grading, histology
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1. Descricdo do estégio curricular

O estagio curricular efectuado no ambito do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria pela Universidade Lusd6fona de Humanidades e Tecnologias foi realizado no
Laboratério de Andlises Clinicas e Histopatologia (LACH) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias (FMV-ULHT) que se
localiza em Lisboa. Este teve a duragdo de 5 meses, tendo decorrido durante o periodo de
Fevereiro a Julho de 2015.

O LACH serve de apoio ao Hospital Escolar Veterindrio da FMV-ULHT. Deste
modo, para além de me ser possivel fazer parte do funcionamento normal do laboratério tive
também a oportunidade em alguns momentos, acompanhar os trabalhos desenvolvidos no
hospital. Como estagiaria o facto de o laboratério ser parte integrante do hospital foi uma
mais-valia uma vez que para além de poder desenvolver a componente laboratorial foi-me
possivel melhorar também o raciocinio clinico.

As principais funcdes que me foram designadas passaram pela realizagéo,
observacao e elaboracéo de relatérios de exames laboratoriais na &rea da Patologia Clinica
sendo estes: hemogramas completos, diversas bioquimicas sanguineas, observacdo de
esfregacos sanguineos (Figura 1), citologia diagnostica (Fig. 2), uriandlises (Fig. 3),
ionogramas, testes endocrinoldgicos, analises bacterioldgicas, microbiologia, pesquisa de
parasitas e serologias. Foi também possivel a elaboragédo de algumas analises de caracter
molecular como a imunofluorescéncia.

Um dos beneficios que encontrei ao estagiar num laboratério enquadrado num
Hospital Veterinario foi a proximidade que tive com os casos clinicos. Para além de realizar
as andlises laboratoriais tinha também, na maioria dos casos, a possibilidade de dialogar
com o clinico e fazer a ponte entre a sintomatologia do paciente, os exames
complementares requisitados, os resultados e saber qual o tratamento realizado. Nao s6 me
era possivel acompanhar o processo de diagnostico mas também tinha a hipétese de fazer
0 seguimento do paciente através do contacto com os clinicos ou verificando as fichas no

programa informatico do Hospital.
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Figura 1- Esfregago de sangue periférico, onde é possivel observar a presenga de um gametdcito de
Hepatozoon canis no interior de um neutréfilo. Giemsa x 1000

Figura 2- PAAF de linfonodo, onde é possivel observar uma populacdo de células linfoides imaturas
de grande dimensdo com moderada quantidade de citoplasma de cor baséfila. E possivel observar
também varias figuras de mitose. A presente imagem é compativel com linfoma. Giemsa x400

Figura 3- Amostra de urina ap0s centrifugacao, é possivel observar a presenca de sedimento.
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2. Reviséo bibliografica

2.1. A Citologia como meio de diagnostico

Em medicina veterinaria, a citologia € considerada um dos exames complementares
de diagnostico mais versatil. E acessivel, de facil execucdo e de baixo custo, com uma
excelente relacédo qualidade-preco (Pedraza et al., 2011; Sabattini et al., 2014). E um exame
pouco invasivo e oferece um rapido diagnostico. Uma boa andlise citolégica permite
encontrar uma lista de diagndsticos diferenciais ou até mesmo obter o diagnéstico final
podendo evitar assim a necessidade de realizacdo de biopsia cirargica e todos 0s riscos
associados (Marcos & Santos, 2011; Meyer, 2016).

Apesar de poder ser um exame acessivel a qualquer clinico com formacgéo basica
em citologia, antes da avaliacdo do progndstico e delineamento do plano terapéutico, as
amostras devem ser sempre analisadas por um patologista veterinario (Couto, 2006).

Para uma avaliagdo citolégica mais precisa é fundamental que a amostra seja
representativa da lesdo, a técnica de esfregaco deve ser bem executada com uma
coloracao adequada e a observacdo deve ser feita utilizando um microscopio de alta
qualidade. Contudo, apesar da fiabilidade do diagndstico estar intimamente relacionada com
a qualidade da amostra, a comunicacao clinico-patologista também n&o deve ser descurada.
Informacgdes como: duracdo da lesdo, ritmo de crescimento e resposta a tratamentos prévios
podem ser relevantes. A caracterizagdo macroscopica € também de extrema importancia.
Aquando da avaliagdo citologica, o patologista deve estar informado da localizagdo
anatomica do nédulo, dimenséo, aparéncia, consisténcia, bordos e mobilidade. Também é
importante o patologista ser informado que material espera observar, de que tipo de leséo,
que técnicas foram utilizadas, dados e estado clinico do animal (Peleteiro, 2011, Meyer,
2016).

Comparando o exame citolégico com a histopatologia compreende-se que a
Citologia tem algumas limitagdes como a impossibilidade de avaliar a arquitectura dos
tecidos e a sua relacdo com as estruturas, a possibilidade de a amostra ser de baixa
celularidade e os falsos negativos e positivos. Idealmente tanto a citologia como a
histopatologia devem estar ao dispor do clinico, para este poder escolher qual o exame a

aplicar consoante o tecido e a lesdo em causa (Sharkey et al., 2007).
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2.2. Mastécito: origem, morfologia e fungéo

Os mastocitos pertencem ao grupo das células do sistema imunitario. Tém origem
nas células precursoras hematopoiéticas na medula éssea, onde se encontram em estado
imaturo até se diferenciarem nos tecidos vascularizados como o tecido conjuntivo e
mucosas (Cardoso, 2007). A sua diferenciagédo € influenciada por dois mecanismos: um
dependente do factor de crescimento derivado dos fibroblastos, stem factor (SCF) e outro
dependente de interleucinas (IL) que sédo produzidas pelos linfocitos T e pelo factor de
crescimento nervoso (NGF) (Theoharides & Cochrane, 2004, Lin & London, 2006).

De um modo geral, estas células fazem parte de todos os tecidos do corpo. No
entanto, no cdo sdo particularmente abundantes na pele, trato digestivo e respiratério (Dean,
1988; O’Keefe, 1990; Juqueira & Carneiro, 2013).

Morfologicamente o mastocito bem diferenciado caracteriza-se como sendo uma
célula de 10 a 20um de didmetro, o seu nucleo pode variar de redondo a ligeiramente oval
com cromatina agregada e sem nucléolo evidente. O citoplasma das células esti
maioritariamente preenchido por granulos metacromaticos e com vacuolos citoplasmaticos
frequentemente presentes, mas normalmente encontram-se obscurecidos pelos granulos. O
nucleo pode-se apresentar pouco corado e de dificil observacdo devido a sobreposi¢céo dos
granulos (Duncan & Prasse, 1979) (Fig. 4).

Ja as células pouco diferenciadas podem ser maiores medindo entre 12 a 35um de
didametro, podendo apresentar binucleacdo e mitoses. Nestes mastocitos os granulos
citoplasmaticos sdo em menor quantidade podendo mesmo em alguns casos estarem
ausentes (Duncan & Prasse, 1979).

Sendo os mastécitos células do sistema imunitério, estes atuam como sentinela dos
processos inflamatdrios, resposta imunoldgica inata, adquirida e nas reaccdes auto-imunes
(Misdorp, 2004; Withrow et al., 2013, Juqueira & Carneiro, 2013). Ap6s a sua diferenciacao,
uma das principais caracteristicas do mastdcito é a presenca de granulos citoplasmaticos de
cor magenta. Esses granulos contém uma pandplia de substancias bioactivas como a
heparina, histamina, TNF-a, fator activador plaquetario, fator quimiotatico de eosindfilos,
vérias proteases e leucotrienos. A origem e composi¢ao dos granulos sao influenciadas pelo
ambiente em que os mastoécitos se diferenciam e é a partir da libertacdo destes granulos
que é desencadeada uma resposta imunoldgica e inflamatéria (Cardoso, 2007; Hedlund,
2008; Misdorp, 2004; Withrow et al., 2013).

Estas células, apesar da sua capacidade efectora nas respostas alérgicas também

sdo muito importantes para a imunidade inata. Sao capazes de fagocitar microrganismos
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invasores e produzir grandes quantidades de mediadores inflamatérios que tém um papel
fundamental no recrutamento de leucdcitos para o centro inflamatério.(Cardoso, 2007)

Na sua membrana externa, os mastécitos contém receptores de elevada afinidade
para a imunoglobina E (IgE) e G (lgG), receptores Toll-like 1-9 (TLR), proteinas do
complemento, neuropéptidos e opidides e c-kit. (Cardoso, 2007)

A IgE constitui o principal mecanismo de desgranulacdo, sendo responsavel pela
libertacdo de histamina e outras aminas vasoactivas que ddo origem a uma reac¢ao

alérgica. (Cardoso, 2007)

Figura 4- PAAF de ndodulo cutaneo: é possivel observar mastocitos neoplasicos bem diferenciados
apresentado baixo grau de pleomorfismo. Sao visiveis também fibras de colagénio, comuns neste tipo
de neoplasia. A imagem é compativel com o diagndstico de mastocitoma de baixo grau, Giemsa 400x
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2.3. Mastocitoma

Os tumores originarios nos mastécitos sdo maioritariamente provenientes da derme
(Misdorp, 2004). Todavia, podem também ter origem subcutanea ou visceral e podem ser
encontrados em qualquer localizagdo anatémica sendo que as areas mais afectadas séo os
membros, tronco, zona perineal e prepucio (Misdorp, 2004; Takahashi et al., 2000; Raskin,
2016).

2.3.1. Cutaneo

2.3.1.1. Etiologia

Ao longo dos anos tém sido realizados varios estudos para tentar compreender qual
a etiologia do mastocitoma canino que no entanto, ainda ndo esta totalmente esclarecida
(Macy, 1986; Withrow et al., 2013).

Tém sido propostas varias teorias sendo uma delas a hipétese de uma etiologia
virica contudo ndo foram encontradas evidéncias nessa linha (Madewell et al., 1984;
Withrow et al., 2013). Porém ainda existe quem defenda esta teoria tendo como base a
presencga ocasional de particulas viricas durante o exame ultra-estrutural dos mastocitos.
Outra das teorias para uma possivel etiologia é a presenca de uma mutacdo genética ao
nivel do gene que expressa o receptor membranar c-kit (Madewell et al., 1984; London et
al.,1996; Kiupel et al., 2004;). A mutacdo de maior relevancia encontrada foi a duplicacdo
que causa fosforilagdo constitutiva do receptor, sem a necessidade da ligagdo com SCF.
Desta forma justificando o crescimento descontrolado dos tumores e a relacdo positiva das
duplicacdes com a malignidade dos mastocitomas (Zemke et al., 2002). Teoriza-se também
gue o Boxer e o0 Boston Terrier possuam oncogenes transmitidos a descendéncia, oncogene
este que pode levar a uma maior incidéncia de mastocitomas nessas ragas (Miller et al.,
2013).

Para além das mutacdes genéticas, alguns autores tém sugerido que inflamacdes
cutaneas cronicas podem ter um papel no desenvolvimento do mastocitoma canino, ainda
gue tenham sido reportados poucos casos de mastocitomas associados a locais de
dermatites crénicas, cicatrizes de queimaduras ou agentes irritantes da pele (Hottendorf &
Nielsen, 1966; Couto, 2006; Marcos et al., 2011).
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2.3.1.2. Epidemiologia

O MCT esta descrito como sendo o tumor cutdneo mais comum em cées e o
segundo em gatos. Estima-se que 7 — 14% (Bostock, 1973), 7-21% (Kiupel et al., 2011), 7-
25% (Misdorp, 2004) dos tumores de pele em canideos sejam mastocitomas. Apesar de ser
muito comum nestas duas espécies, mais raramente pode ocorrer em bovinos, cavalos,
porcos, ovelhas, furbes e também em humanos (Goldschmidt & Hendrick, 2002; He et al.,
2009; Withrow et al., 2013).

Sabe-se que algumas racas como o Labrador Retriever, Golden Retriver, Boxer,
Pug, Boston Terrier, Bulldog Inglés e Weimaraner, tendem a apresentar esta neoplasia com
mais frequéncia (Meuten, 2002; Nelson & Couto, 2006; Peleteiro et al., 2011; Withrow et al.,
2013). Ragas descendentes do Bulldog, como por exemplo o Pug, tém-se mostrado mais
susceptiveis ao aparecimento de mastocitomas. Curiosamente, é nestas ragas também que
se verifica uma maior taxa de tumores que se comportam de forma benigna (Goldschmidt &
Hendrick, 2002). Os cées da raca Shar-Pei apresentam uma particularidade, pois nestes
animais este tumor pode tornar-se muito agressivo e disseminar-se cutaneamente (Miller,
1995; Peleteiro et al., 2011; Withrow et al., 2013).

O aumento da incidéncia em determinadas racas aponta para a possibilidade da
existéncia de um factor genético subjacente. (Goldschmidt & Hendrick, 2002) A idade néo é
um factor tendencioso para o aparecimento de mastocitomas, podendo manifestar-se tanto
em animais jovens como em idosos. (Raskin, 2016) No entanto, animais de meia-idade com
aproximadamente oito anos apresentam uma maior predisposicdo, sendo que, com 0
avancar da idade aumentam também os riscos do desenvolvimento desta neoplasia.
(Misdorp, 2004; Couto, 2006; Strefezzi et al., 2010) Os caes da raga Shar-Pei sdo mais uma
vez excepcao sendo que a idade média nestes animais desce para os 4 anos de idade.
(Miller, 1995; Misdorp, 2004; Couto, 2006; Strefezzi et al., 2010)

Em 1994, Simdes refere que pode existir um ligeiro aumento da ocorréncia em
cadelas. (Simoes e al., 1994) No entanto, a maioria dos trabalhos consultados para esta
pesquisa ou ndo fazem qualquer referéncia a este factor ou, como no caso de Hottendorf em
1966, Patnaik em 1984 e Strefezzi em 2010, nos seus trabalhos referem ndo ter sido
encontrada qualquer associacdo com o sexo do animal. (Hottendorf & Nielsen, 1966;
Patnaik, Ehler, & MacEwen, 1984; Strefezzi et al., 2010)
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2.3.1.3. Caracteristicas clinicas

Os mastocitomas cutaneos caninos podem surgir na derme ou no tecido
subcutaneo em qualquer localizagcdo anatomica. No entanto, o tronco e os membros (Fig. 5
e 6) sdo as regidbes mais afectadas. Podem ser encontrados em zonas de inflamacéo
cronica como cicatrizes ou queimaduras (Couto, 2006; Hedlund, 2008; Strefezzi et al.,
2010).

Estas neoplasias ndo tém um aspecto morfolégico tipico, sendo bastante
conhecidas pelo seu comportamento imprevisivel. Macroscopicamente podem apresentar-se
como lesdes alopécicas e eritematosas, solitarios ou multiplos, de tamanho variavel entre
poucos milimetros a varios centimetros, e com variavel capacidade infiltrativa (Gross et al.,
2005; Couto, 2006; Hedlund, 2008).

Um aspecto clinico que pode colaborar com o diagndstico de mastocitomas é o
facto de aquando da puncéo se verificar um aumento significativo do tamanho da leséo, este
fendmeno denomina-se por sinal de Darrier (Couto, 2006; Withrow, Vail, & Page, 2013). O
facto de ndo possuirem uma aparéncia tipica dificulta ou pode mesmo impossibilitar fazer
uma especulagéo clinica acerca de um possivel diagnostico (Couto, 2006; Strefezzi et al.,
2010).

Figura 5- Mastocitoma cutaneo num membro posterior de um céo. (Raskin, 2016)
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2.3.1.4. Abordagem ao Diagnostico

Em qualquer situagdo clinica, um exame fisico completo é sempre de extrema
importancia. Contudo, uma vez que os mastocitomas sdo de facil metastizacdo, é crucial
uma cuidada avaliacdo de todo o animal, quantificacdo das massas e ter especial atencdo
aos linfonodos, principalmente os que drenam a regido do nédulo (Cian & Freeman, 2007).

De um modo geral em qualquer animal que seja suspeito de ser portador de uma
neoplasia € recomendada a realizacdo de um perfil completo de analises hematoldgicas e
bioquimicas. No caso dos mastocitomas estes caes podem apresentar anemia devido a uma
ulceragdo gastrointestinal e pode também detectar-se eosinofilia devido aos factores
guimiotacticos e IL-5 produzidos pelos mastdcitos (Couto, 2006; Cheryl A. London & Seguin,
2003; Hedlund, 2008; Withrow et al., 2013). A avaliagdo destes parametros pode ser util
uma vez que pode ser detectada a existéncia de envolvimento hepatico ou renal, o que pode
comprometer o tratamento do animal (Couto, 2006).

E de salientar que a manipulacdo destas massas pode acarretar alguns riscos para
o animal. Caso exista uma desgranulacdo dos mastocitos, a histamina existente no interior
dos granulos é libertada, o que pode provocar hipotensdo ou choque (Cian & Freeman,
2007). A nivel local, pode observar-se eritema e um aumento consideravel do tamanho do
nédulo. Este fenOmeno estd relacionado com a libertacdo das substancias bioactivas
intragranulares, que pode levar a formagdo de edema. Assim, a administracdo prévia de

anti-histaminicos é recomendada (Hedlund, 2008).

Figura 6- Mastocitoma cutédneo de conformacédo pouco habitual dispondo-se sob a forma de banda
ou manga, em torno do membro. (Peleteiro, et al., 2011)
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2.3.1.5. Sinais clinicos

Na sua maioria 0s mastocitomas podem ser assintomaticos e o que leva o cuidador
a levar o animal ao veterinério é a presenca de nédulos. No entanto, devido a libertacao de
histamina, a ulceragdo gastrointestinal esta presente em mais de 80% dos cées (Hedlund,
2008) Por conseguinte, a presenca de vémitos, anorexia, diarreia ou melena sao sintomas
sistémicos que podem estar igualmente associados. (Ozaki et al., 2002; Hedlund, 2008;).

Quando os nodulos sdo acompanhados de sintomatologia sistémica, normalmente,
estao associados a estadios clinicos mais avancados da doencga, ou seja, a uma esperanca
média de vida menor (O’Keefe, 1990; Mullins et al., 2006).

2.3.1.6. Corantes

Devido a elevada concentracdo de radicais &cidos presentes nos glicosaminoglicanos no
interior dos granulos, estes sdo metacromaticos. O que significa que tém a capacidade de
apresentar uma cor diferente do corante que o corou, como por exemplo a coloracdo
utilizada na histopatologia purpura/vermelha que é dada pelo corante azul de toluidina
(Marcos & Santos, 2011; Juqueira & Carneiro, 2013).

As amostras citolégicas suspeitas de mastocitoma devem ser preferencialmente coradas
com Giemsa ou May-Grunwald Giemsa, deste modo os granulos caracteristicos destas
neoplasias sédo evidenciados (Meuten, 2002). No entanto por vezes a quantidade de
granulos pode dificultar a observacdo dos critérios nucleares. Sendo nestes casos a
coloracdo mais adequada a HE (Ressel & Finotello, 2017).

Em clinica a coloracdo mais utilizada é o Diff-Quik. Neste tipo de coloracdo os granulos
podem n&o ser corados, o que dificulta a identificagdo correcta da célula, podendo ser
confundida com outra neoplasia de células redondas como: linfoma, plasmocitoma ou
histiocitoma. No entanto, esta situacdo pode ser ultrapassada aumentando o tempo de

fixacdo para 1 minuto (Meuten, 2002; Valenciano & Cowell, 2013; Withrow et al., 2013).
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2.3.1.7. Diagnostico citolégico

Citologicamente, os mastocitomas séo tumores de células redondas geralmente
muito esfoliativos, dando normalmente origem a amostras de moderada a elevada
celularidade (Valenciano & Cowell, 2013). E possivel observar um nimero elevado de
mastocitos com quantidades moderadas de citoplasma contendo grénulos magenta. A
quantidade de granulos pode variar consoante o grau de diferenciacdo tumoral (Fig. 7)
(Marcos et al., 2011).

Presentes no esfregaco estdo também fibras de colagénio e eosindfilos, sendo que
estes Ultimos podem até ultrapassar o numero de mastécitos. O pano de fundo pode
apresentar granulos livres, provenientes do rompimento dos mastocitos (Marcos et al., 2011;
Valenciano & Cowell, 2013; Withrow et al., 2013; Raskin, 2016).

O ndmero e o tipo de granulos que se encontram nos mastocitomas estao
associados ao grau de diferenciacdo celular destas neoplasias. Os tumores bem
diferenciados contém granulos citoplasmaticos mais ricos em heparina. Por sua vez, 0s
menos os menos diferenciados, ou indiferenciados, tém mais histamina nas suas

granulacdes (Hedlund, 2008).

Figura 7- PAAF de noOdulo cutaneo: podem ser observados mastocitos neoplasicos bem
diferenciados com baixo grau de pleomorfismo. Ocasionais fibras de colagénio. A imagem é
compativel com o diagnéstico de mastocitoma. Giemsa 400x
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2.3.1.7.1. Graduacao citoldgica

Em medicina veterinéria, a citologia por agulha fina (PAAF) é o método mais
utilizado para a obtencdo do diagnéstico de mastocitomas (Pedraza, Grandi, & Rocha,
2011). A elaboracado de um sdlido plano de graduacéo, actualmente efectuado apenas com
histopatologia, teria um enorme interesse clinico se pudesse ser efectuada através da
citologia pois no momento do diagnéstico o médico veterinério poderia também ter uma ideia
do progndstico (Scarpa et al.,2016).

Tanto o sistema de Patnaik como o de Kiupel foram desenhados para serem
aplicados a histologia, no entanto o novo sistema de graduac&o histologico proposto por
Kiupel é mais objectivo e facil de utilizar, baseando-se essencialmente em critérios celulares
possiveis de serem avaliados em citologia (Patnaik et al., 1984; Kiupel et al., 2011; Scarpa
et al., 2016). Os critérios utilizados por Kiupel incluem: avaliacdo da presenca de
cariomegalia, IM, presenca de células multinucleadas, binucleadas e com nudcleos bizarros
(Kiupel et al., 2011).

Muito recentemente foram publicados trés artigos que descrevem a implementacao
de um protocolo de graduacao citologica com base no sistema de Kiupel, tendo sido obtidas
conclus@es discordantes (Scarpa et al., 2014; Camus et al., 2016; Hergt et al., 2016).

Em 2014, Scarpa procurou avaliar a aplicabilidade do sistema de graduacdo de
Kiupel na citologia de mastocitomas cutdneos caninos e a sua correlacdo com o grau
histolégico. Dessa forma, verificou-se que de facto a graduacao citolégica tendo como base
os parametros de Kiupel € fazivel (Scarpa et al., 2014).

Entretanto no ano de 2016 foram publicados outros dois trabalhos dentro do género
(Camus et al., 2016; Hergt et al., 2016).

Segundo Camus, como é possivel observar na Figura 8, estas neoplasias devem
ser consideradas como sendo de alto grau sempre que forem pouco granulares ou que
apresentem no minimo dois dos quatro critérios de atipia, sendo eles: figuras de mitose,
pleomorfismo nuclear, células binucleadas ou multinucleadas e >50% de anisocariose
(Camus et al., 2016).

J& no estudo realizado por Hergt as amostras foram citologicamente avaliadas de
duas formas. Numa primeira abordagem foram aplicados exactamente os critérios de Kiupel,
ou seja, £ 7 mitoses em 10 campos de observacao (HPF- 400x), + 3 células multinucleadas
em 10 HPF’s, = 3 ndcleos bizarros presentes em 10 HPF’'s e presenga ou auséncia de
cariomegalia. A cariomegalia foi considerada presente quando as células neoplésicas na
sua maioria apresentam um nucleo 2 vezes maior do que seria considerado o normal. Num
segundo momento, 0s autores avaliaram a presenca de critérios singulares, ou seja, bastava
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ser observada uma figura de mitose para ser considerado como presente, e assim adiante.
A avaliacdo da citologia nestas duas perspectivas mostrou-se Util na medida em que néo
foram verificadas grandes discrepancias de resultados (Hergt, von Bomhard, Kent, &
Hirschberger, 2016).

~

At Least Two Of:

* Mitotic Figures No

* Nuclear Pleomorphism
* Binucleation or Multinucleation

* >50% Anisokaryosis

Figura 8- Algoritmo para ser aplicado na graduacao citolégica de MCC. (Camus et al., 2016)

2.3.1.8. Diagndstico histopatoldgico

Apesar do exame citolégico ser suficiente para chegar a um diagnéstico de
mastocitoma, a sua confirmacdo e respectiva graduacdo ainda depende da realizacdo da
andlise histopatolégica (Misdorp, 2004).

A graduacéo histolégica foi a primeira ferramenta que os patologistas tiveram para
prever qual o comportamento destes tumores em caes e neste momento € a forma mais
fidedigna de delinear um plano terapéutico adequado (Northrup et al., 2005; Kiupel et al.,
2011; Scarpa et al., 2014). O fato do histopatologista graduar um tumor, oferece ao clinico a
percepcédo de que a avaliacao histopatoldgica é objectiva e absoluta (Northrup et al., 2005).

Na tentativa de obtencdo de um prognéstico mais fidedigno, ao longo dos ultimos
50 anos, varios sistemas de graduacao tém sido elaborados, melhorados e alterados. No
entanto, a existéncia de diferentes estudos publicados, a heterogeneidade da amostra e a
subjectividade da aplicagdo dos métodos de graduacdo, levam a que exista numa grande
variabilidade na aplicagdo dos sistemas de graduacdo destes tumores (Northrup et al.,
2005).
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2.3.1.8.1. Graduacao histoldgica

O primeiro sistema de classificacdo foi publicado em 1966 por Hottendorf & Nielsen
(Hottendorf & Nielsen, 1966). Este sistema tinha como critérios de diferenciacédo: existéncia
de mitoses, nucleos bizarros, pleomorfismo celular e quantidade de granulos citoplasméticos
presentes. Segundo Hottendorf, tumores com células uniformemente bem diferenciadas,
com auséncia de mitoses e com muitos granulos eram classificados como maturos. J& os
tumores que se apresentavam como sendo pouco granulares, com frequentes mitoses e
formas celulares estranhas seriam denominados como sendo tumores anaplasicos. Todos
0S outros, que ndo se enquadravam nhuma classificacdo ou noutra eram dados como
intermédios (Hottendorf & Nielsen, 1966) (Tabela 1).

Pouco tempo depois, muito semelhante ao sistema pioneiro, Bostock et al., em
1973, e Patnaik et al., em 1984 desenvolveram os principais sistemas de classificagdo
(Bostock, 1973; Patnaik et al., 1984). Em ambos 0s sistemas 0s mastocitomas sao
classificados em 3 graus, no entanto, Bostock considerava que os tumores de grau |
correspondiam a neoplasias indiferenciadas, e contrariamente, Patnaik atribuia este grau a
tumores bem diferenciados. Por sua vez, no que dizia respeito a atribuicdo do grau
intermédio, os autores estavam em concordancia (Bostock, 1973; Patnaik et al., 1984).

Tanto no sistema de Bostock como no de Patnaik, as neoplasias consideradas
pouco diferenciadas sdo associadas a uma taxa de sobrevivéncia mais baixa (Bostock,
1973; Patnaik et al., 1984). Em 1973, Bostock verificou que o0s cdes em que eram
diagnosticados tumores de grau | tinham uma taxa de sobrevivéncia 6 vezes maior que 0s
gue tinham tumores de Grau Il e 2 vezes maior que os de Grau lll. Dos critérios histolégicos
utilizados por Bostock fazem parte: racio nucleo:citoplasma, IM, pleomorfismo celular e
metacromasia dos granulos (Bostock, 1973).

Por sua vez, segundo Patnaik, os mastocitomas classificados como grau |
correspondem a neoplasias bem diferenciadas, com excelente progndstico e em que a
excisdo cirirgica da massa e avaliacdo das respectivas margens € suficiente para o
tratamento; Grau lll a tumores pouco diferenciados, mais agressivos, invasivos e em que
para além da excisdo da massa também a terapia adjuvante € aconselhada (Patnaik et
al.,1984; Schultheiss et al., 2011; Scarpa et al., 2014). Patnaik, avalia critérios como:
celularidade, morfologia celular, indice mitético, invaséo tecidual, reac¢cdo do estroma e
necrose (Tabela 1) (Patnaik et al., 1984).

Até ha poucos anos, o sistema de graduagdo mais utilizado pela comunidade
cientifica era o de Patnaik (Misdorp, 2004). Contudo, a utilizacdo de varios sistemas e
respectivas modificagbes por parte dos patologistas e instituicbes levou a que o valor do
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prognéstico histologico fosse questionavel (Kiupel et al., 2011). Tem-se verificado que a
aplicacdo do grau intermédio, grau Il de Patnaik, tem baixo valor progndstico, sendo dificil
prever o tempo de sobrevivéncia. Adicionalmente, o fato de Patnaik se basear em critérios
subjetivos e ndo quantitativos no seu método de graduacdo histolégica promove alguma

discordancia entre os patologistas (Northrup et al., 2005; Kiupel et al., 2011).

Tabela 1- Tabela representativa dos varios sistemas de graduacdo histolégicos mais utilizados,
Adaptado de Hottendorf & Nielsen 1967; Painaik et al., 1984; Kiupel et al., 2011.

Hottendorf & Nielsen 1967

Maturos Auséncia de mitoses = Muitos granulos

Anaplasicos | presenca de: mitoses, pleoformismo celular, nicleos bizarros e poucos granulos

Patnaik et al., 1984

Grau | Mastdcitos bem diferenciados = Dispostos em grupos

Mastocitos ligeiramente pleomoérficos = Moderada invaséo tecidual
Grau Il Raras células binucleadas = Possiveis nucléolos visiveis
Raras mitoses = Possivel edema e necrose

Mastécitos pleomaérficos dispostos em tapetes = Elevada invasao tecidual Células
Grau Il com um ou mais nucléolos = Mitoses frequenteis = Células multinucleadas = Edema,
hemorragia e necrose frequentes

Kiupel et al., 2011

< 7 Figuras de mitose < 3 Células multinucleadas < 3 Nucleos bizarros
Presenca de cariomegélia

Grau Baixo

Grau Alto > 7 figuras de mitose = 3 células multinucleadas = 3 ndcleos bizarros
Presenca de cariomegélia

Assim, Kiupel em 2011 propés um novo método de graduacdo histolégica. Nesta
nova graduacdo sédo considerados apenas dois graus: grau | (baixo) e grau Il (alto), sendo
gue os MCT de baixo grau bem diferenciados, e os de alto grau pouco diferenciados, com
melhor e pior prognéstico, respectivamente. Segundo Kiupel, os mastocitomas graduados
como sendo de alto grau apresentam uma evolu¢cdo mais rapida no que diz respeito ao
aparecimento de metastases ou ao surgimento de novas massas, logo, menor tempo de
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vida, sendo este de aproximadamente 4 meses (Kiupel et al., 2011). J& os classificados
como sendo de baixo grau apresentam uma maior especa média de vida, aproximadamente
2 anos. Um total de 90% dos caes diagnosticados com MCC de alto grau morre de causas
relacionadas com esta doenca, sendo que 70% tendem a desenvolver metastases. Por sua
vez, 0s de baixo grau apresentam uma mortalidade de apenas 5%, tendo 20% dos animais
tendéncia a desenvolver novas massas (Kiupel et al., 2011).

Com esta nova escala de graduacdo sao considerados tumores de alto grau
gquando apos a avaliacdo de 10 campos se observam pelo menos 7 figuras de mitose, 3
células multinucleadas, 3 nucleos bizarros e cariomegdlia (Tabelal).

Comparativamente ao modelo de Patnaik, ndo s6 a aplicacédo da classificagdo em 2
graus tem-se mostrado mais consistente como também no que diz respeito a mortalidade e
aparecimento de metéastases tém sido obtidos prognosticos mais assertivos (Kiupel et al.,
2011; Sabattini, Scarpa, Berlato, & Bettini, 2014; Sledge, Webster, & Kiupel, 2016)

2.3.1.9. Estadiamento

Para a elaboracdo de um plano terapéutico correto e adequado € fundamental
classificar / determinar qual a extenséo e gravidade da doenca (Manuila et al., 2000; Couto,
2006).

Uma vez que os MCC séao de facil metastizacdo, é de extrema importancia verificar a
presenca ou auséncia de células neoplasicas noutras localizagbes distantes como resultado
de disseminag&o do tumor primario. E também muito importante avaliar o estado geral do
animal, assim, pode-se afirmar que o estadiamento esta assente em 3 pontos:

1. Obtencao de um diagndstico definitivo da leséo

2. Documentacao da presenca ou auséncia de metastases

3. Avaliacdo do estado geral do paciente (incluindo despiste de doenca
paraneoplasica (Rogers, 1996).

Para a avaliacdo do estado clinico do animal é também aconselhavel a realizacdo de um
painel bioguimico geral, hemograma completo, analise de urina, ecografia ou radiografia dos
possiveis locais de metastizacdo e claro, avaliacdo citoldgica dos linfonodos regionais e de

eventuais organomegalias (Cian & Freeman, 2007; Stefanello et al., 2009).
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Tabela 2- Estadiamento clinico para cdes com mastocitomas cutaneo (Adaptado de Couto, 2006
pp.1111)

Estadio Descricéo

Tumor restrito a derme sem envolvimento do linfonodo regional
| 2.4, Sem sinais sistémicos

2.5. Com sinais sistémicos

Tumor restrito a derme com envolvimento do linfonodo regional
Il a. Sem sinais sistémicos

b. Com sinais sistémicos

Tumores dérmicos multiplos ou tumor grande infiltrativo com ou sem envolvimento
" do linfonodo regional
a. Sem sinais sistémicos

b. Com sinais sistémicos

Qualquer tumor com metasteses distantes ou recidivas com metastases
v a. Sem sinais sistémicos

b. Com sinais sistémicos

2.3.1.10 Prognostico

Uma vez que o comportamento biolégico dos MCC ¢é muito varidvel, o seu
prognéstico é inconstante. Contudo, existem alguns factores que podem ajudar os clinicos a
elaborar uma previsdo. Actualmente, o método mais assertivo € o grau atribuido pela
avaliacdo histopatoldgica da leséo (Kiupel et al., 2011; Scarpa, Sabattini, & Bettini, 2014).
Varios autores referem a discrepancia da esperanca média de vida atribuida ao animal
consoante o grau da lesdo. Segundo Camus, 0s cdes que apresentam um mastocitoma de
grau alto tém 38 vezes mais probabilidade de morrer que animais em que foi diagnosticado
uma neoplasia de baixo grau (Camus et al., 2016). Numa publicacdo recente, Kiupel refere
que o tempo médio de vida de um paciente com MCC de alto grau € inferior a 4 meses, ja
nos casos de baixo grau esse tempo pode ser superior a 2 anos (Sledge et al., 2016).

Outro factor que pode ser associado a um melhor progndstico passa por um
cuidado controlo da regido do nédulo. Teoriza-se também que tumores com diametro inferior
a 3cm podem estar relacionados a um melhor progndéstico. Sendo que, a auséncia de
infiltracdo no linfonodo regional e indice mitético inferior ou igual a cinco sédo igualmente

factores indicatorios de uma maior esperanca média de vida do animal (Mullins et al., 2006).
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No caso dos MCC a localizagédo da lesao também pode ser um dado indicativo de
malignidade. Neoplasias situadas na regido do prepucio, inguinal e perineal estdo descritas

como sendo tendencialmente mais malignas (Hedlund, 2008).

2.3.1.11. Outros marcadores de progndstico

A escala de graduagcdo de Kiupel tem-se mostrado um método seguro para o
delineamento do plano terapéutico e cirargico do animal. Contudo, apesar de existir uma
forte correlagdo citoldgica e histolégica tanto Scarpa et al 2014, como Camus et al., 2016
nos seus trabalhos reportam casos em que MCT de alto grau foram classificados como
sendo de baixo (Scarpa et al., 2014; Camus et al., 2016).

Apesar dos avancos cientificos, a classificagdo histologica ndo deve ser
considerada como exacta. A avaliagdo histolégica por si s6 ndo é capaz de prever o
comportamento de cada mastocitoma especificamente, recomendando-se assim a
elaboragdo de outros exames laboratoriais. Como tal, métodos adicionais para prever a
evolugdo da doenca e resposta a quimioterapia tém sido estudados (Strefezzi et al., 2010;
Gil da Costa, 2015).

Vérios indices de proliferagdo celular tém sido associados ao tempo de sobrevida
(Simoes et al., 1994; Webster et al.,, 2007; Strefezzi et al., 2010). O IM tem sido desde
sempre um dos critérios mais utilizado pelos patologistas para estimar a progressao das
neoplasias e é um importante critério de classificacdo histolégica dos MCT sendo parte
integrante dos sistemas de classificacao histol6gica mais utilizados (Bostock, 1973; Patnaik
et al.,1984; Strefezzi et al., 2010, Kiupel et al., 2011; Sledge et al., 2016). Porém, o valor do
IM revela apenas que existem células na fase M do ciclo de crescimento celular (Strefezzi et
al., 2010, Sledge et al., 2016).

O PCNA ¢é uma proteina que actua na sintese e reparacao do DNA como tal, esta
proteina pode ser detectada nas fases G1, S, G2 e M. Ja na fase GO do ciclo, esta proteina
esta ausente. Por outro lado, uma vez que esta proteina tem um tempo de semi-vida longo,
as fraccbes proliferativas muitas vezes podem ser sobre-estimadas (Madewell, 2001;
Hedlund, 2008; Strefezzi et al., 2010; Natividade et al., 2014).

A marcacgdo imuno-histoquimica de Ki- 67 é actualmente o método mais utilizado
para avaliar a actividade proliferativa de uma populacdo celular. Teoriza-se que este
antigénio esta relacionado com o RNA nucleolar, assim, tal como o PCNA esté presente em
todas as fases do ciclo. Porém, o Ki-67 tem uma meia-vida curta, cerca de 1h p6s mitose, o
que permite que mesmo com uma marcacdo leve possam ser consideradas positivas.
(Madewell, 2001) Em 2001, Strefezzi pubicou um estudo onde conclui que a avaliacdo da
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actividade proliferativa tumoral pela detec¢édo imuno-histoquimica de Ki-67 pode incrementar
a previsdo da mortalidade e periodo de sobrevida po6s cirirgico dado pela graduacao
histopatologica de MCC (Strefezzi et al., 2010).

A combinacdo dos resultados obtidos pela avaliacdo do Ki-67 e do PCNA sédo
considerados como método de progndstico para recidiva local (Webster et al., 2007)

Outro método que tem sido aplicado para prevenir a evolucdo da doenca € a
contagem das AgNORs. Através da avaliacdo destas zonas € possivel saber se existe
proliferacdo celular. Segundo alguns estudos, verificou.se que as neoplasias com contagens
mais elevadas de AgNORs sdo menos diferenciadas (Simoes et al.,, 1994; Sledge et al.,
2016). Paralelamente, contagens menores sdo associadas a neoplasias menos agressivas,
com uma esperanca média de vida maior (Blackwood et al., 2012). O valor prognostico da
contagem de AgNORs n&o é independente do grau histologico, porém pode contribuir para a
decisdo da abordagem terapéutica (Blackwood et al., 2012). Enquanto que o estudo dos
AgNORs indica a taxa de proliferacdo, o Ki-67 diz-nos quais células estdo de facto a
progredir no ciclo. Assim, considera-se que o indice AgNOr x Ki-67 é o melhor método de
avaliar o comportamento tumoral (Webster et al., 2007; Sledge et al., 2016).

No que diz respeito a oncogénese dos MCT, a proteina c-kit tem-se mostrado uma
ferramenta bastante Gtil ndo sé como meio de diagnéstico mas também como marcador
terapéutico (Gil da Costa, 2015). As mutagBes do ckit s&o mais comuns no exdo que codifica
a regulamentacéo da justamembrana do ckit, o0 exdo 11. Segundo Downing em 2002 as
suas mutag¢des sdo mais frequentes nos MCT de alto grau (30-50%) (Downing et al., 2002).
Sendo que estas mutacdes foram identificadas tanto nos tumores primarios como nas
metastases (Giantin et al.,, 2014). Tanto Zemke em 2002, como Webster em 2006
encontraram uma forte correlacéo entre as mutagfes do ckit no exdo 11 e um fendétipo mais
agressivo do mastocitomas (Zemke et al., 2002; Webster et al., 2006). As mutacdes do gene
ckit levam a expressédo de uma proteina activa. Esta proteina vai acumular-se no citoplasma
dos mastdcitos modificando o seu padrdo de expresséao e essa alteracao pode ser detectada
através de técnicas imuno- histoquimicas (Kiupel et al., 2004; Gil da Costa, 2015; Sledge et
al., 2016). Aplicando a imunohistoquimica sao considerados 3 padrbes de marcacao:
membranar (1), peri-nuclear focal (Il) e citoplasmatico difuso (ll). Sendo que os padrdes Il e
[l estdo fortemente associados a uma diminui¢cdo da esperanca média de vida do paciente,

ou seja, a uma neoplasia mais agressiva (Webster et al., 2006; Poggiani, 2012).
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2.3.1.12. Sindrome paraneoplasica

Muitas vezes a sindrome paraneoplésica pode estar associada ao MCT. As
substancias bioactivas presentes nos granulos citoplasméaticos dos mastécitos, podem
libertar-se na corrente sanguinea e provocar os mais variados sintomas podendo, nos casos
mais graves, conduzir & morte do animal (Macy, 1986; Dean, 1988; Misdorp, 2004).
Recorrentemente descrita nos casos destes tumores € a ulceracdo gastrointestinal. Sinais
clinicos como: anorexia, vomitos, hematoquézia, melena, anemia, dor abdominal, podem
estar presentes (Hedlund, 2008; Withrow et al., 2013). A perfuracdo gastrointestinal e
peritonite também n&o estdo descartadas. Normalmente estas ocorréncias estao associadas
a MCT mais agressivos, de alto grau (Thamm et al., 2006; Dobson & Scase, 2007; Hedlund,
2008).

Outro aspecto que se verifica também com alguma frequéncia é a eosindfilia,
esta alteracdo tendencialmente € mais comum em casos disseminados, e que pode estar
relacionada a uma resposta inflamatéria (Cardoso, 2007; Withrow, Vail, & Page, 2013).

Apo6s a manipulagcdo do tumor, sendo por meio da realizacdo da PAAF ou
durante a cirurgia aguando da sua remocao podem ser ocorrer hemorragias locais e atrasos
na cicatrizagdo. Isto deve-se a libertacdo da histamina e a sua capacidade de bloquear os
receptores dos macréfagos, o que ira induzir a libertacdo do factor supressor dos
fibroblastos levando a uma diminuicdo da sintese de colagénio provocando assim um atraso
na cicatrizagédo (Thamm et al., 2006).

Outro fendmeno que pode ocorrer € o aumento do tempo de coagulacao, alteracéo

relacionada com a libertacdo da heparina contida no interior dos granulos (Hedlund, 2008).

2.3.1.13. Tratamento

Uma vez que as opcdes terapéuticas diferem consoante a agressividade da
neoplasia, para a elaboragdo de um plano terapéutico mais eficaz € fundamental o clinico ter
um correto diagnostico e respectiva graduacao (Couto, 2006).

No caso de se tratar de um mastocitoma bem diferenciado a excisdo cirtrgica da
massa é suficiente. Contudo, caso se trate de uma massa pouco diferenciada o tratamento
cirurgico pode ter que ser complementado com radioterapia, corticoesteroides,
quimioterapia, ou uma combinacdo destes, consoante o estado clinico do paciente (Misdorp,
2004; Northrup et al., 2005; Couto, 2006; Cian & Freeman, 2007). Durante a manipulagéo da
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neoplasia pode haver libertacdo de heparina e enzimas proteoliticas, o que pode levar a um
aumento do tempo de coagulacdo e retardar a cicatrizacdo da ferida cirdrgica (Hedlund,
2008).

Independentemente do seu grau de malignidade, aquando da sua remocéo cirdrgica
devem ser deixadas amplas margens de seguranca. Segundo alguns trabalhos publicados,
as neoplasias deveriam ser excisadas com margens de 3cm (O’Keefe, 1990; Misdorp,
2004). Todavia, trabalhos mais actuais sugerem que neoplasias de baixo grau podem ser
removidas lateralmente com 2 cm de margem e pelo menos uma camada de tecido
muscular em profundidade (Fulcher et al., 2006).

Apés excisdo, as margens devem ser analisadas por histopatologia, para
determinar se estdo efectivamente livres de células tumorais (Camus et al., 2016; Hedlund,
2008; Sledge et al., 2016).

Os MCT que ndo possam ser retirados na totalidade ou que ndo tenham margens
seguras devem ser remetidos para a radioterapia e ou quimioterapia conforme o grau do
tumor (Hedlund, 2008).
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2.3.2. Mastocitoma subcutaneo

Na sua maioria, 0s mastocitomas tém origem cutanea, podendo estender-se até ao
tecido subcutaneo. No entanto, apesar de raros, existem mastocitomas cuja origem primaria
ocorre no tecido subcutédneo (Thompson et al., 2011). Thompson refere que apesar da
graduacdo ndo se aplicar aos mastocitomas subcutaneos, é nestas neoplasias que se tem
verificado uma maior ocorréncia de tumores que se comportam de forma menos agressiva,
ou seja, o animal tem uma esperanca média de vida maior (Thompson et al., 2011). No
mesmo estudo, Thompson relata a possibilidade de por vezes as neoplasias originarias nos
mastécitos serem erradamente classificadas como subcutaneas, visto que em alguns casos
basta realizar uma seccao obliqua nas amostras para que estas percam a sua componente
cutanea, fazendo parecer assim uma massa exclusivamente subcutanea (Ozaki et al., 2002;
Kiupel et al., 2004; Thompson et al., 2011). A escala de graduacéao histol6gica elaborada por
Patnaik em 1984 ndo abrange este tipo de mastocitoma, todavia, dada a localizacdo
subcutanea das lesfes, alguns patologistas classificam estas neoplasias como sendo de
Grau ll, considerando uma suposta invasao cuténea (Patnaik et al., 1984; Kiupel et al., 2004;
Thompson et al., 2011).

Dado o comportamento biolégico dos mastocitomas subcutaneos, na maioria das
vezes a excisdo cirdrgica da massa é suficiente para o tratamento do animal (Thompson et
al., 2011).

N&o é conhecida qualquer predisposicdo para o aparecimento destas neoplasias,
contudo, verificou-se que animais da raca Labrador Retrevier e Boxer podem ser mais

afectados (Thompson et al., 2011).
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2.3.3. Mastocitoma visceral

O mastocitoma visceral € mais comum em gatos. Quando ocorre em caes, apesar
de raros, sdo mais comuns na cavidade torécica e abdominal, sendo que, o trato digestivo
superior parece ser o mais afectado (Patnaik et al., 1980; Patnaik et al., 1984; Takahashi et
al., 2000; Ozaki et al., 2002; Grano et al.,, 2012). Em cées, as racas miniatura como o
Maltés, Yorkshire Terrier, Chiuaua, e Spitz Ando estdo mais predispostas (Takahashi et al.,
2000 Ozaki et al., 2002).

O seu comportamento biolégico pode ser diferente dos de origem cuténea
(Takahashi et al., 2000). Normalmente os animais chegam a consulta com queixas de
vomitos, diarreia, dor abdominal, letargia e anemia o que leva a que inicialmente os
pacientes sejam medicados para problemas de ulceracdo gastrointestinal (Ozaki et al.,
2002; Takahashi et al., 2000; Grano et al., 2012).

A auséncia de sintomatologia especifica pode dificultar a obtengcdo de um
diagnostico rapido e preciso e a rapida progressdo da doenga contribui para uma curta
esperanga meédia de vida (Takahashi et al., 2000).

Geralmente, a identificacdo destas neoplasias acontece através da realizacdo de
uma laparotomia exploratéria, mas o Rx e a ecografia também tém mostrado alguns
resultados (Patnaik et al., 1980; Takahashi et al., 2000).

No estudo publicado por Ozaki em 2002, verificou-se que a graduacao
histopatologica existente para a classificacdo dos mastocitomas cutaneos nédo € extensivel
aos viscerais. No mesmo trabalho n&o foi encontrada relacéo entre o pleomorfismo celular e
0 progndstico bem como também nao foi encontrada qualquer relacao entre o pleomorfismo

celular e a expressao do C-kit (Ozaki et al., 2002).
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3. Objectivo do estudo

Os mastocitomas cutaneos caninos tém sido assunto em indmeras publicacoes.
Classicamente, a graduacdo dos MCT é apenas feita por histopatologia. Tendo em conta o
novo sistema de graduacdo histolégica de Kiupel e o facto deste se basear nos critérios
citomorfologicos, tém sido realizados estudos onde sdo propostos alguns métodos de
classificagdo dos mastocitomas cutaneos através da citologia, e até entdo tém sido obtidos
resultados discordantes. (Scarpa et al., 2014; Camus et al., 2016; Hergt et al., 2016)

Deste modo, com este trabalho pretende-se avaliar a acuidade da citologia na
graduacdo de MCC tendo como gold standard a graduacédo histopatolégica de Kiupel.

Pretendeu-se também identificar os par@metros mais Uteis para este fim.

4. Materiais e Métodos

A realizacdo deste estudo deu-se em sete fases. (Tabela 3)

12 Fase — Inicialmente foi realizado o levantamento de todos os mastocitomas
diagnosticados através da andlise citolégica no Laboratério CEDIVET no periodo
compreendido entre Outubro de 2014 e Abril de 2016, recolhendo assim 173 casos.
Todavia, enquanto estagiaria do Laborat6rio de Analises Clinicas e Histopatologia (LACH)
tive acesso a outras 4 amostras citolégicas perfazendo assim um total de 177 amostras
neoplasicas recolhidas.

22 Fase — Nesta etapa do processo foi efectuada uma selec¢éo das amostras onde
foram incluidas apenas as neoplasias que possuiam uma graduagéo histopatologica de
Kiupel, sendo excluidos os mastocitomas subcutaneos e as citologias com escassa
celularidade e/ou qualidade ficando assim para estudo 33 neoplasias provenientes do
laboratério CEDIVET e 2 do LACH, fazendo assim um total de 35 neoplasias para o
desenvolvimento deste trabalho.

Neste mesmo periodo, foi desenvolvida uma base de dados onde constam todos 0s
dados disponibilizados nos formularios de analise dos respectivos laboratérios dos animais
presentes no estudo. Nesta base de dados é possivel aceder ao nimero e ano da analise,
sexo, idade, raca, caracteristicas e local da lesdo, nome do animal, do seu tutor e do centro
veterinario de onde provem a amostra.

32 Fase — Para a determinacéo de quais os parametros a avaliar foi tido como base
a graduacao histologica de Kiupel, contudo, ap6s um periodo de pesquisa e reflexdo
verificou-se que poderiam existir outras caracteristicas citolégicas que poderiam ou néo vir a
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ser relevantes para a graduacdo citolégica destas neoplasias. Posto isto, as 35 citologias
onde foram classificadas/quantificadas as seguintes caracteristicas: colagendlise
(ausente/presente), eosindéfilos (Poucos/Muitos), células fusiformes (ausentes/presentes),
Necrose (ausente/presente), macrocariose (ausente/presente), anisocariose e anisocitose
(ligeira/marcada se >50% de variagdo de tamanho), mitoses, células multinucleadas,
binucleadas e nucleos bizarros foram classificadas como (ausente/presente), cariomegalia
(ausente/presente aquando aumento >2x), células com poucos granulos e células com
muitos granulos (poucas/muitas), variacdo do tamanho dos gréanulos (ndo varia/varia),
posicdo dos granulos no citoplasma (dispersos/periféricos/mistos) sendo que mistos
englobavam  dispersos e  periféricos), presenca de granulos polarizados
(ausentes/presentes). Durante este processo de estudo das laminas, todos os 35 casos
foram avaliados sempre pelo mesmo patologista, cego ao diagnéstico histoldgico (Apéndice
1)

42 Fase — Foram avaliados quais destes parametros se mostraram estatisticamente
mais significativos para a graduacdao citologica, aproveitou-se para verificar se existe algum
grupo de parametros que sejam indicativos de se tratar de um MCT de baixo ou alto grau e
também se utilizou este trabalho para descartar a utilidade de outras caracteristicas
celulares.

52 Fase - Todos os casos foram classificadas como alto grau se tivessem pelo
menos dois dos parametros previamente identificados como estatisticamente significativos
para a graduacao citolégica dos MCT.

62 Fase — Nesta fase do trabalho foi realizada a andlise estatistica onde foram
calculados os graus de concordancia entre os resultados obtidos através da citologia e a
histopatologia utilizando o método de Kappa, o teste exacto de Fisher (Chi-quadrado) e
todos os testes que promovem a validade do estudo.

72 Fase - A Ultima etapa do desenvolvimento desta obra passou pela realizagdo do
seguimento dos animais estudados. Esta fase foi desenvolvida em Abril de 2017, logo foi
obtido o follow up dos animais com pelo menos 1 ano. O seguimento foi realizado através do
contacto telefébnico com o0s respectivos centros médico-veterinarios responsaveis pela
obtencdo das amostras. Foram colocadas algumas questdes como: estado geral do

paciente, presenca de novas neoplasias ou recidiva e formas de tratamento efetuadas.

39

Natélia Silva, 2017 | Graduacdo citoldgica de mastocitomas cutaneos caninos



Tabela 3- Tabela representativa das fases de estudo aplicadas neste trabalho.

*Recolha de todos os mastocitomas diagnosticados através da analise
citoldgica

*Triagem das amostras
*Elaboracado da base de dados

*Avaliacdo das amostras

veR=mrys| <Andlise estatistica dos parametros

*Graduacao citolégica

*Analise estatistica: Citologia X Histologia
62 Fase

C€E€E€«€«C

*Follow up

4.1. Tratamento das amostras

Todas as amostras foram colhidas por PAF durante o exame clinico. Ainda no
Centro Médico Veterinario foi feito o esfregago em laminas de vidro, secagem ao ar e
identificacdo das respectivas do material aspirado. As amostras foram enviadas para o
laboratério devidamente acondicionadas, onde foram coradas com Diff-Quick.

Contudo, uma vez que esta coloracdo estd descrita como ndo sendo a mais
indicada para o estudo dos granulos citoplasmaticos presentes nos mastécitos, duas

amostras foram também com May-Griinwald Giemsa.
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4.2. Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com recurso ao programa Microsoft Office Excel
2007 e ao software estatistico Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS, versao
22). Inicialmente foi realizada uma abordagem de estatistica descritiva com a analise de
frequéncias, para a caracterizacao da amostra em estudo quanto as varias variaveis.

Com recurso ao teste exacto de Fisher e qui-quadrado, foi avaliada qual a
significancia de cada paradmetro bem como procurou-se verificar a existéncia de eventuais
relagdes entre os critérios estudados e o grau de malignidade da neoplasia.

A correlacdo entre a citologia e a histologia foi calculada utilizando o Chi-quadrado
e coeficiente de Kappa.
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5. Resultados
5.1. Caracterizagdo da amostra

Foram incluidas no estudo um total de 35 citologias de MCT pertencentes a 31
animais, ou seja, a unidade estatistica é a neoplasia e ndo o animal.

De acordo com a andlise histopatoldgica 26 (74,3%) e 9 (25,7%) dos casos foram
classificados como sendo de baixo e alto grau, por sua vez pelo método citolégico foram
contabilizadas 25 (71,4%) e 10 (28,5%), respectivamente. Assim, verificou-se a existéncia
de uma relacao significativa entre a classificacdo citolégica e a histolégica, bem como uma
forte correlacéo entre ambas (chi-quadrado (1, N=35) = 30,288, p = 0,000; R?>= 0,930, p=
0,000) (K= 0,928) (Tabela 4).

Tabela 4- Tabela de contigéncia 2x2 representativa dos resultados obtidos utilizando a nossa
proposta de graduacéo citolégica de MCC e comparando com o diagnéstico obtido pela histopatologia
usando a escala de Kiupel.

Grau Citolégico

9 Baixo Alto Total
5 :
© O Baixo 25 1 26
GR=

()

T Alto 0 9 9

25 10 35
Total

A colagendlise esteve ausente em 18 (51.4%) e presente em 17 (48,6%) dos casos,
os eosinofilos foram contabilizados como poucos em 27 (77,1%) e como muitos em 8
(22,9%) dos casos, células fusiformes foram consideradas ausentes 5 (14,3%) poucas 26
(74,3%) e muitas 4 (11,4%) vezes,a necrose esteve ausente em 34 (97,1%) e presente em 1
(2,9%) das citologias, macrocitose ausente em 24 (68,6%) e presente 11 (31,4%) vezes,
anisocariose ausente 24 (68,6%) e presente 11 (31,4%), anisocitose ligeira 30 (85,7%) e
marcada 5 (14,3%), mitoses ausentes 30 (85,7%) e presentes 5 (14,3%), células
multinucleadas estiveram presentes 32 (91,4%) e ausentes 3 (8,6%), células binucleadas 22
(62,9%) e ausentes 13 (37,1%), células com nucleos bizarros ausentes 32 (91,4%) e
presentes 3 (8,6%), cariomegalia presente 30 (85,7%) e ausente 5 (14,3%), células com
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pouca granulacdo ausentes 22 (62,9%) e presentes 13 (37,1%) células com elevada
granulacéo citoplasmética foram contabilizadas ausentes em 12 (34,3) e presentes em 23
(65,7%) dos casos, a variacdo dos granulos citoplasmaticos esteve ausente 27 (77,1) e
presente em 8 (22,9%) das amostras, a posicdo dos granulos foi classificada como
dispersos 20 (57,1%) e misto (disperso e periférico) em 15 (42,9) dos casos e por fim a
presenca de granulos polarizados esteve ausente 24 (77,1) e presente 8 (22,9%) das
amostras.

Conforme é possivel observar na tabela 5, a colagendlise foi classificada como
presente 13x em mastocitomas de baixo grau e 4x nos de alto, os eosindfilos foram
classificados como presentes 5x em mastocitomas de baixo grau e 3x nos de alto, as células
fusiformes foram classificadas como presentes 23x em baixo grau e 7x em alto, a necrose
foi classificada como presente em 0 casos de baixo grau e 1x em alto, a macrocitose foi
classificada como presente 4x em baixo grau e 7x em alto, a anisocariose foi classificada
como presente 2x em baixo grau e 9x em alto, anisocitose foi classificada como presente 2x
em baixo e 3x em alto, as mitoses foram classificadas como presentes em 0 casos de baixo
grau e presentes 5x em alto, as células multinucleadas foram consideradas presentes em 0
caos de baixo grau e presentes 3x em alto, a presenca de células binucleadas foram
classificadas como presentes 5x nos mastocitomas de baixo grau e 8x em alto, 0os ndcleos
bizarros foram classificados em 0 mastocitomas de baixo grau e 3 de alto, a cariomegalia foi
classificada como presente Ox nos casos de baixo grau e 5x nos de alto, a baixa granulagéo
citoplasmética foi classificada 4x em baixo grau e 9x em alto, a elevada granulagcéo
citoplasmaética foi classificada como presente 23x nos mastocitomas de baixo grau e Ox em
alto, a variacdo do tamanho dos granulos esteve presente 5x nos casos de baixo grau e 3x
nos de alto, os granulos polarizados foram classificados como presentes 7x aquando de

grau baixo e 1x em grau alto (Grafico 1) (Tabela 5).
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Grafico 1- Representacdo dos resultados. Relagdo dos critérios citolégicos observados com a
graduacéo histopatologica atribuida.
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Tabela 5- Representacdo dos resultados, distribuicdo dos critérios citolégicos observados em relacao

a graduacdo histopatoldgica atribuida.

Parametro Baixo Alto N total
Colagendlise 13 (76.47%) 4 (23.53%) 17
Eosinofilos 5 (62.5%) 3(37.55)
Células fusiformes 2 (50%) 2 (50%)
Necrose 0 1 (100%)
Macrocitose 4 (36%) 7 (64%) 11
Anisocariose 2 (18%) 9 (82%) 11
Anisocitose 2 (40%) 3 (60%)
Mitoses 0 5 (100%)
Multinucleadas 0 3 (100%) 3
Binucleadas 5 (38%) 8 (62%) 13
Ndcleos bizarros 0 3 (100%) 3
Cariomegalia 0 5 (100%) 5
Baixa granulagéo citoplasmatica 4 (31%) 9 (69%) 13
Elevada granulagéo citoplasmatica 23 (100%) 0 23
Variagdo do tamanho dos granulos 5 (62,5%) 3 (37,5%) 8
Posicdo dos granulos 12 (80%) 3 (20%) 15
Gréanulos polarizados 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8
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Fazendo uma correlagdo com a graduacédo dada pela histopatologia os parametros
avaliados que se mostraram estatisticamente mais significativos para a graduacéo citolégica
foram: anisocariose (p<0,001), mitoses (p<0,001), células binucleadas (p<0,001),
cariomegalia (p<0,001) e células com pouca granulagéo citoplasmatica (p<0,001) .

Os critérios que se mostraram moderadamente significativos foram: macrocitose
(p=0,001), células multinucleadas (p=0,002) e nucleos bizarros (p=0,002).

Outros parametros que apesar de ndo apresentarem uma correlagdo significativa
mas que mesmo assim ainda podem sugerir estarem relacionados com a classificagcdo de
MCC: necrose (p=0,085), e anisocitose (p=0,058).

Por ultimo os que ndo se mostraram de todo significantes para a graduacgéo foram:
colagendlise, eosindfilos, células fusiformes, tamanho e posi¢éo dos granulos.

Assim sendo, neste estudo a graduacéo citolégica de todos os casos foi efectuada
com base nos seguintes parametros: mitoses, células binucleadas, cariomegalia,
anisocariose ou pouca granulacdo citoplasmética. Sendo que para uma amostra ser
classificada como de alto grau € necessaria a observacao de mais de dois destes critérios.
(Fig.9-11)

Figura 9- PAAF de nddulo cutaneo: Amostra citologica bastante celular com frequentes mastdcitos
muito granulares e minima anisocitose. Mastocitoma de baixo grau. Giemsa 400x
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Figura 10- PAAF de nddulo cuténeo: Frequentes mastdcitos pouco granulares, varias mitoses e
granulos em posi¢éo polarizada. Mastocitoma de alto grau. Giemsa 400x

Figura 11- PAAF de nodulo cutaneo: As células neoplasicas apresentam fraca granulagdo
citoplasmatica. Note-se a presenca de uma célula binucleada. Mastocitoma de alto grau. Giemsa 400x
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Tal como reportado no estudo de Camus, no nosso trabalho também foram
observadas duas amostras que apresentavam duas populacdes de mastocitos: uma
populacdo de mastocitos com muitos e outra com poucos granulos (Fig. 12) (Camus et al.,
2016). Nestes dois casos, como nao apresentavam outros sinais de atipia, as amostras

foram graduadas como sendo de baixo grau. Esta graduagdo foi confirmada pela
histopatologia.

Figura 12- Imagem citolégica de MCC: séo visiveis dois grupos distintos de mastdcitos: um grupo
com elevada granulacgao e outro pobre em granulos citoplasméaticos. Giemsa 400x
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5.2. Validade do teste

Os resultados dos célculos da sensibilidade, especificidade, acuidade, valor

preditivo positivo e negativo sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6- Tabela de contingéncia 2x2 com os resultados da validacéo do teste utilizando o método
sugerido neste trabalho para a graduacado citolégica de mastocitomas cutaneos caninos tendo a
graduacdo histoldgica de Kiupel como gold standard.

Sensibilidade 100%
Especificidade 96%
Acuidade 97%

Valor Preditivo Positivo 90%
Valor Preditivo Negativo 100%

5.3.  Acompanhamento pdés-cirargico

Das 35 neoplasias avaliadas neste estudo foi possivel obter o seguimento de 32.

Destes 32 casos, 9 faleceram ou foram eutanasiados devido a causas relacionadas
com 0 mastocitoma e 0s restantes 23 até a data encontram-se vivos e sem sinais de
recidiva e/ou metastases. Dos 9 animais que morreram, 8 tinham sido diagnosticados tanto

na citologia como na histologia com MCT de alto grau (tabela 7).

Tabela 7- Tabela representativa dos resultados obtidos do cruzamento de dados entre o Follow Up e
0 grau histopatoldgico.

Baixo Alto N Total
Vivo 23 0 23
Morto 1 8 9
N Total 24 8 32
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0. Discussao

Este estudo, apesar de incidir sobre um numero limitado de casos, apoia os dados
recentemente publicados onde se afirma que a citologia pode e deve ser utilizada ndo so
como meio de diagnéstico mas também como método de graduacdo dos mastocitomas
cutaneos caninos (Camus et al., 2016; Scarpa et al., 2014).

No inicio deste trabalho existia apenas um artigo publicado referente ao tema
(Scarpa et al., 2014). Em 2014 Scarpa elaborou um estudo onde se pbéde concluir que os
critérios utlizados por Kiupel na sua escala de graduacgéo histolégica poderiam vir a ser
aplicaveis a citologia. Porém, seria necessario realizar mais estudos com mais dados e
maior follow-up (Kiupel et al.,, 2011; Scarpa et al., 2014). Scarpa, avaliou apenas os
parametros de Kiupel, deixando de fora um dos pardmetros desde sempre utilizado pelos
patologistas para identificar um mastocitoma mais agressivo: a quantidade de granulos
citoplasméticos. Para a elaboragdo desta dissertagcdo, foram avaliados ndo s6 os
parametros de Kiupel: figuras de mitose, células multinucleadas, nucleos bizarros, presenca
e cariomegalia; como também outros parametros que se pensou serem também relevantes,
adicionando assim informacdo ao Unico artigo publicado até entdo como: colagendlise,
eosinodfilos, células fusiformes, necrose, macrocitose, anisocariose, anisocitose, células
binucleadas, granulacdo citoplasmatica, tamanho e posi¢cdo dos granulos citoplasmaticos
(Kiupel et al., 2011; Scarpa, Sabattini, & Bettini, 2014) (Tabela 8).

No decorrer do ano de 2016 surgiram duas novas publicacbes sobre este tema. O
trabalho de Camus, tal como a presente dissertacdo, ndo avaliou apenas os parametros de
Kiupel mas também outros critérios que 0s autores pensaram ser pertinentes, como a
granulacdo citoplasmatica, colagenodlise, macrocitose e anisocariose (tabela 8) (Camus et
al., 2016).

Neste trabalho, os autores afirmam que de facto a graduacao citolégica pode ser
um método bastante util tanto no delineamento do plano terapéutico como no prognéstico.
Estabeleceram assim um algoritmo para ser aplicado na classificacdo dos mastocitomas
cutaneos em cées, permitindo a classificagdo dos tumores em alto ou baixo grau. Segundo
estes autores, para um tumor ser classificado como alto grau basta apresentar poucos
granulos citoplasmaticos, porém, se a amostra for muito granular, pode ser igualmente
classificada como alto grau se apresentar pelo menos dois dos seguintes critérios: figuras de
mitose, pleomorfismo nuclear, binucleacdo ou multinucleacdo e presenca de pelo menos

50% de anisocariose (Camus et al., 2016).
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A presente obra assemelha-se ao trabalho de Camus em muitos pontos. Contudo,

para este estudo tivemos como critério de comparacdo o resultado da histolopatologia,

enquanto Camus comparou 0s seus resultados quer com a histopatologia, quer com o

tempo de sobrevida do animal (Tabela 8).

Tabela 8- Tabela comparativa dos diferentes métodos de graduagéo citolégica de MCC. (Camus et
al., 2016; Hergt et al., 2016; Scarpa et al., 2014)
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Neste trabalhado foram classificados como alto grau os mastocitomas que

apresentavam 2 ou mais critérios de atipia, sendo eles: mitoses, cariomegalia, anisocariose

ou pouca granulacdo citoplasmética (Fig.13). Este sistema de classificacdo citoldgica

mostrou uma boa acuidade diagnéstica (97%), sendo de salientar o elevado VPN (100%).

Isto significa que a probabilidade deste método graduar citolégicamente uma amostra como

sendo de baixo grau e este resultado ser confirmado pela histopatologia é elevadissima.
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Outro valor que nos mostra que este método pode ser aplicado é o facto da correlacédo
citologia- histologia ser quase perfeita, apresentando um valor de K= 0,928 (tabela 6).

Das 35 amostras presentes no estudo, 26 foram histopatologicamente
diagnosticadas como tratando-se de uma neoplasia de baixo grau e 9 de alto. Por outro
lado, a citologia identificou 25 dos casos como sendo de baixo e 10 de alto, ou seja,
aplicando o método de graduacédo citoldégica encontrada neste trabalho obteve-se 1 falso
positivo (tabela 4). Este caso tinha menos granulos citoplasmaticos e moderada anisocitose,
0 que nos levou a considera-lo como de alto grau. A histopatologia, contudo, ndo confirmou
esta classificacéo.

Para a elaboragcdo desta dissertacdo de mestrado, foram avaliados no total 15
parametros citologicos. Relativamente a presencga de mitoses, células com ndcleos bizarros,
binucleacdo e multinucleagdo bastava a observacdo de uma célula com caracteristicas
atipicas para um desses parametros ser considerado como presente. No estudo elaborado
por Hergt ndo foram encontradas diferencas consideraveis aplicando rigorosamente 0s
critérios de Kiupel ou considerando como presente quando a observacdo de uma célula
atipica (Hergt, von Bomhard, Kent, & Hirschberger, 2016). ApGs a analise estatistica, tal
como o esperado, nem todos os parametros estudados se mostraram significativos para a
classificacdo destas neoplasias. Entre estes ultimos temos a observacdo de colagendlise,
eosindfilos, células fusiformes, tamanho e posicdo dos granulos citoplasméticos dos
mastocitos. Todos estes parametros referidos apresentaram valores incompativeis com uma
correlagdo cito—histopatologia. Apesar destes critérios ndo se terem mostrado Uteis para
esta graduacéo, a nivel académico o seu estudo foi relevante na medida que que ja se sabe
que nao estdo correlacionados. Camus no seu estudo, procurou também estabelecer uma
ligagdo entre a colagendlise e o grau tumoral no entanto, tal como no nosso trabalho a
correlagéo foi baixa (Camus et al., 2016).

No presente trabalho existem critérios que podem sugerir tratar-se de um
mastocitoma de alto grau, contudo, os resultados estatisticos ndo séo suficientemente fortes
para o afirmar. Entre eles esta a presenca de necrose e anisocitose. A necrose apenas foi
observada em 1 caso e esse caso tratava-se de um tumor de alto grau. Nenhum dos outros
estudos consultados para a elaboracéo deste trabalho avaliou estes parametros (tabela 8).

A presenca de macrocitose, células multinucleadas e nucleos bizarros mostrou-se
altamente significativa para a classificacao destes tumores, porém a sua observacao isolada
nao € suficiente para fazer um diagndéstico. No algoritmo de Camus pode ler-se que é
necessaria uma combinacao de pelo menos 2 critérios para as amostras serem classificadas

como sendo de alto grau (Camus et al., 2016).
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No grupo dos parametros que se mostraram estatisticamente mais significantivos
para a graduacdo citolégica encontram-se: anisocariose, figuras de mitose, células
binucleadas, cariomegalia, e quantidade de granulacéo citoplasmatica. Assim, tendo como
base estes resultados estatisticos dos parametros individuais, procedeu-se a criagdo de um
critério de classificacdo citolégica: o MCC é graduado como sendo de alto grau quando
estdo presentes mais de 2 critérios entre 0s seguintes: mitoses, células binucleadas,

cariomegalia, anisocariose ou pouca granulagéo citoplasmatica (Fig. 13).

[ Alto Grau

Binucleadas Cariomegalia
> 2
Presentes

Anisocariose

Mitoses

Poucos
granulos

Figura 13- Método de graduacdo citolégica de mastocitomas cutdneos caninos criado e aplicado na
presente dissertacao.

Um aspecto bastante relevante que foi possivel observar com este trabalho foi a
existéncia de alguns parametros que tém uma especificidade muito elevada para neoplasias
de alto grau, apesar de ndo estarem presentes em todos os casos. De facto, verificou-se
gue a necrose, mitoses, nucleos bizarros e cariomegdlia s6 foram observados em casos de
alto grau.

Com o intuito de complementar este trabalho, foi feito um seguimento de no minimo
1 ano dos casos presentes no estudo. Assim, com o follow up dos animais foi-nos possivel
saber que 10 animais morreram, porém, destes 10 apenas 9 apresentavam tumores de alto
grau sendo que 1 deles tinha sido diagnosticado histopatologicamente como baixo grau. Ao
rever as laminas, observou-se que nesse caso 0S mastocitos apresentavam poucos

granulos citoplasméticos sem quaisquer outros sinais de atipia. Segundo Camus, o facto de
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um mastocitoma ser pouco granular é suficiente para ser considerado de alto grau. Logo,
seguindo o algoritmo de Camus, este caso teria sido graduado como alto grau (Camus et al.,
2016). Por outro lado, se este caso tivesse sido classificado como sendo de alto iriamos ter
uma incompatibilidade com a histopatologia.

Em citologia, a coloracdo mais recomendada para uma correta observacdo dos
mastocitos é o May-Griinwald Giemsa (Meuten, 2002; Peleteiro et al.,, 2011). Porém, na
altura da recolha dos casos a coloracdo utilizada no laboratério era o Diff-Quik, Para
confirmar que este corante nao influenciou a deteccdo dos granulos citoplasmaticos, alguns
casos foram corados duplamente com DIff-Quik e com May Grunwald Giemsa, tendo-se
verificado que ndo existiam diferengas na coloragdo dos granulos com ambos os corantes

Por vezes o estudo dos critérios nucleares e granulares é dificultado ou mesmo
impossibilitado devido a quantidade de granulos sobrepostos ao nucleo. Nestes casos, €
recomendavel descorar a lamina e voltar a cora-la com azul de toluidina. Contrariamente ao
gue acontece com o Diff-Quik, esta coloragdo realga a metacromasia dos granulos deste
tipo de células. Assim, os granulos dos mastécitos coram de vermelho purpura, tanto mais
intenso quanto mais préximos e maiores forem os granulos, sendo diferenciar o nucleo
(Ressel & Finotello, 2017).

Outro aspecto deste estudo que deve ser referido esta relacionado com o método
utilizado para proceder a caracterizagdo das laminas. Todas as amostras foram avaliadas
por um Unico patologista especialista cego ao diagndstico histopatolégico. Desta forma foi
garantida a imparcialidade durante o desenvolvimento do trabalho, contudo néo foi possivel
avaliar a variabilidade inter-observador. Pode-se salientar também que apesar de nao ter
sido aplicada qualquer analise estatistica nem ter sido um trabalho realizado
intencionalmente, durante a observacdo das laminas a variabilidade intraobservador foi
avaliada. Apos o estudo de todas as laminas, foram dadas ao patologista amostras
repetidas, de forma aleatoria, que este as voltou a graduar sem ter conhecimento de que ja
o tinha feito. Desta forma, foi possivel verificar a existéncia de consisténcia na

caracterizacdo das amostras.
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7. Conclusao

O mastocitoma cutaneo estd descrito como sendo uma das neoplasias malignas
mais frequentes no céo (Bostock, 1973; Kiupel et al., 2011; Misdorp, 2004). Tendo como
base os procedimentos padrdo, ap6s o diagnostico de mastocitoma é recomendada a
excisdo cirurgica da neoplasia e respectiva avaliagdo histopatologica para a atribuicdo do
grau e verificacdo das margens de seguranca, ficando a conhecer qual o progndstico do
animal (Kiupel et al., 2011; Scarpa, Sabattini, & Bettini, 2014).

O facto de ser possivel determinar o grau do tumor atempadamente, através de uma
simples analise citologica, pode ser uma ferramenta bastante Util e atempada para a
discussdo do prognéstico e possiveis tratamentos com o proprietario do animal (Hergt, von
Bomhard, Kent, & Hirschberger, 2016). Apesar da amostragem deste estudo ser bastante
reduzida para se poder afirmar que os mastocitomas cutdneos em caes podem ser
graduados através da realizagdo de uma citologia, a verdade é que os resultados
encontrados parecem apoiar essa possibilidade.

Os resultados deste estudo revelam que a presenca de mais de 2 critérios de atipia -
mitoses, cariomegalia, anisocariose, células binucleadas ou pouca granulagéo
citoplasmaética - € um indicador de MCC de alto grau.

Com a aplicagéo deste método, verificou-se a auséncia de falsos negativos. Deste
modo, é possivel afirmar que se a citologia classifica uma amostra como sendo de baixo
grau a probabilidade de ser de facto de baixo grau € muito elevada. Os erros falsos positivos
sdo potencialmente mais histopatologia graves, pois podem levar a aplicacdo de uma
terapia mais agressiva ou no pior dos casos, pode levar a eutanasia do animal. Por outro
lado, a presenca de falsos negativos pode levar a que uma neoplasia mais agressiva ndo
seja correctamente tratada (Camus et al., 2016). Em todo o modo, seguindo-se o normal
protocolo, um caso falso negativo seria posteriormente diagnosticado com o exame
histopatoldgico.

Comparativamente a histologia uma das varias limitacbes na graduacao citoldgica é
0 numero de células avaliado, que ndo é equiparavel ao exame histolégico. Como tal, na
citologia para uma melhor precisdo recomenda-se que a quantidade de campos a observar
sejam em maior numero (Hergt et al., 2016). Para trabalhos futuros seria interessante aplicar
o mesmo método de classificagdo com outros observadores, avaliando assim a variabilidade
interobservador bem como expandir o estudo e avaliar simultaneamente outros métodos
como a expressdo de c-kit, pesquisa de AgNORs e avaliacdo de Ki67 de modo a

complementar o diagnéstico dado pela citologia e histopatologia.
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Apéndices

Tabela 1- Classificagdo aplicada na avaliagdo dos parametros avaliados para a graduacgéo citologica
de MCC nesta dissertagéo.

Parametro Classificacao
Colagendlise Ausente / Presente
Eosindfilos Poucos / Muitos
Células fusiformes Poucas / Muitas
Necrose Ausente / Presente
Macrocitose Ausente / Presente
Anisocariose Ligeira / Moderada
Anisocitose Ligeira / Moderada
Mitoses Ausentes / Presentes
Células multinucleadas Ausentes / Presentes
Células binucleadas Ausentes / Presentes
Nucleos bizarros Ausentes / Presentes
Cariomegalia Ausente / Presente
Quantidade de granulos Poucos / Muitos
Tamanho dos granulos Variavel / Nao variavel
Posicéo dos granulos Dispersos/ Periféricos/ Mistos
Gréanulos polarizados Ausentes / Presentes
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