UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

FREQUENCIA E INTENSIDADE DE LESOES GASTRODUODENAIS EM CAES
COM MASTOCITOMA CUTANEO

Gabriela Reis Ledur

PORTO ALEGRE

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

FREQUENCIA E INTENSIDADE DE LESOES GASTRODUODENAIS EM CAES
COM MASTOCITOMA CUTANEO

Autor: Gabriela Reis Ledur
Dissertacao apresentada como
requisito parcial para obtencéo do grau
de mestre em ciéncias veterinarias na
area de Morfologia, Cirurgia e
Patologia Animal

Orientador: ~ Prof.  Dr.  Daniel
Guimarées Gerardi

Coorientador: Prof. Dr. Saulo Petinatti

Pavarini

Porto Alegre

2015



CIP - Catalogacéo na Publicacéo

Ledur, Gabriela Reis

Frequéncia e intensidade de lesdes
gastroduodenals em cdes com mastocitoma cuténeo /
Gabriela Reis Ledur. -- 2015.

79 £.

Orientador: Daniel Guimaries Gerardi.
Coorientador: Saulo Petinatti Pavarini.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria,
Programa de P&s-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias,
Porto Alegre, BR-RS, 2015.

1. Sindrome paraneoplasica. 2. Neoplasia. 3.
Gastrite. 4. Ulcera gastrica. 5. Duodenc. I. Gerardi,
Daniel Guimardes, orient. II. Pavarini, Saulo
Petinatti, coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Gabriela Reis Ledur

FREQUENCIA E INTENSIDADE DE LESOES GASTRODUODENAIS EM CAES
COM MASTOCITOMA CUTANEO.

Aprovada em 31 de margo 2015

APROVADO POR:

Prof. Dr. Daniel Guimaraes Gerardi

Orientador e Presidente da Comissao

Prof. Dr. Carlos Afonso de Castro Beck

Membro da Comissao

Prof. Dr. Cristiano Gomes

Membro da Comissao

Prof. Dr. David Driemeier

Membro da Comissao



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradecgo a grande amiga Anelise Bonilla por toda a paciéncia,
carinho e dedicacdo durante todo o desenvolvimento do experimento e da dissertacdo. A
ela, minha “momy”, agradeco por todos 0s momentos compartilhados e por ser, sem

sombra de duvidas, um grande motivo de admiragao.

Agradeco ao meu orientador e amigo, Prof. Dr. Daniel Guimaraes Gerardi por me
acompanhar desde a graduacédo estando sempre disponivel para me auxiliar tanto no lado
profissional como no lado pessoal. A ele todo meu carinho, respeito e admiracdo pela

pessoa e profissional que é.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Saulo Pavarini por toda a ajuda, disponibilidade e

atencdo em todos 0s momentos em que 0 procurei.

A direcio do Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS, Prof. Dr. Carlos
Afonso de Castro Beck e a Prof. Fernanda Amorim, pela compreensdo e apoio durante

todas as fases de desenvolvimento da pesquisa.

Ao professor Itabajara Vaz e toda a equipe do Laboratério de Imunologia da
UFRGS, em especial a Professora Mariana Coutinho, por todos os ensinamentos sobre
ELISA, por toda disponibilidade e paciéncia.

Ao laboratério de Virologia e ao Prof. Claudio Canal.

A todos meus colegas de trabalho, por toda a compreensdo nos momentos em que
precisei me ausentar da rotina para desenvolvimento do experimento. Em especial, meu
agradecimento as colegas de profissdo e amigas Daiane, Fabiola, Aline e Luciana Merini

por toda ajuda e carinho comigo nos momentos de impaciéncia e desespero.

A toda a equipe do ONCOVET e do LacVet, especialmente as médicas
veterinarias Luciane Vieira e Luciana Oliveira, Prof. Stela Valle e as residentes Natalia e

Juliana por estarem sempre dispostas a ajudar.

Ao colega Marcelo Mucillo, pela disponibilidade em anestesiar os pacientes

sempre que precisei.



A todos os residentes do HCV, especialmente a residente Niesca Goulart e o
residente Jose Herrera por se disponibilizarem sempre que foi preciso.

Aos meus queridos estagiarios Yuri e Lucia por encararem esse trabalho junto

comigo.

A amiga Monalisa por todo carinho e disponibilidade para me ajudar sempre que

foi necessario

A minha familia e a minha irma por serem sempre meu porto seguro. Ao meu
namorado Guilherme por estar sempre comigo me dando todo o apoio emocional que eu

precisei.

Por fim, agradeco, especialmente, a minha mde e ao meu pai pelo amor
incondicional, por estarem sempre ao meu lado e porque sem eles nada disso seria

possivel.



RESUMO

A sindrome paraneopléasica € definida como um conjunto de sinais e sintomas que
acontecem distantes do tumor primario e de suas metastases. Nos mastocitomas, 0s
sinais sisttmicos mais comuns s&o 0s sinais gastrintestinais secundarios a liberagao
de histamina, heparina e outras substancias bioativas contidas no interior dos
mastocitos neoplasicos. Em decorréncia da acdo sistémica destas substancias, a
ulceragdo gastrintestinal é a principal sindrome paraneoplasica descrita. Assim, 0
presente trabalho avalia a ocorréncia de lesGes gastroduodenais em cées com
mastocitoma cutaneo no momento do diagndstico, correlacionando seu aparecimento
com a apresentacdo clinica da doenca, aparéncia macroscopica do tumor, diferentes
marcadores prognosticos pré-estabelecidos pela literatura e valores plasmaticos de
histamina. Para tal, foram utilizados 41 c&es da rotina clinico/oncolégica do Hospital
de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-
UFRGS) com diagndstico confirmado de mastocitoma cutaneo. Os animais foram
avaliados clinicamente e, posteriormente, foram submetidos a cirurgia para exerese
do tumor e exame endoscépico para avaliacdo do esdfago, estbmago e porcdo
proximal do duodeno. Todos os cées foram avaliados quanto a presenga e a gravidade
dos sinais clinicos, velocidade de crescimento tumoral, nimero e localizacdo dos
nodulos, tamanho tumoral, caracteristicas macroscopicas do tumor, presenca de
metastase em linfonodo regional, classificacdo histopatolégica, indice mitético e
valor de histamina plasmatica, buscando-se estabelecer uma relagdo com o
surgimento e a gravidade das lesbes gastricas e duodenais. A analise macro e
microscopica da mucosa gastrica e duodenal, ndo evidenciou lesdes compativeis com
Ulceragdo grave em nenhum dos cées avaliados. A ocorréncia de sinais clinicos
gastrintestinais foi observada em 41,5% dos casos e padrdes inflamatdrios, sugestivos
de gastrite, foram evidenciados tanto no exame endoscépico quanto no exame
histopatoldgico. Sendo assim, na populacdo estudada, as lesdes gastroduodenais
observadas foram consideradas leves no momento do diagnostico e ndo apresentaram
relacdo estatistica com as varidveis estudadas, sugerindo que a heterogenicidade da
populacdo possa ter contribuido para os resultados, ou ainda que outros fatores
possam influenciar a degranulacdo dos mastocitos neoplésicos.

Palavras-Chaves: Sindrome paraneoplasica; neoplasia; gastrite; Glcera gastrica;

duodeno.



ABSTRACT

Paraneoplastic syndrome is defined as a set of signs and symptoms that are not related
to the local effect of the primary tumor or its metastases. Gastrointestinal ulceration is
the most common sign attributed to mast cell tumor’s paraneoplastic syndrome in dogs.
In mastocytoma, release of histamine, heparin, and other bioactive substances by the
neoplastic mast cells can lead to increased systemic action of these substances and induce
gastrointestinal disturbances. This study aimed to evaluate the occurrence of
gastroduodenal lesions in dogs with cutaneous mast cell tumor at the time of diagnosis
and correlate them to the clinical presentation of the disease, tumor’s macroscopic
aspects, neoplasic prognostic markers, and plasmatic histamine values. We evaluated 41
dogs with cutaneous mast cell tumor diagnosed at the oncology service of the Veterinary
Hospital of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS-HCV). After clinical
examination, as the animals underwent surgery to remove the tumor and endoscopy to
evaluate the esophagus, stomach and proximal duodenum was performed Presence and
severity of clinical signs, neoplasms macroscopic characteristics, tumor size, number and
location of neoplasic masses, tumor growth rate, presence of regional lymph node
metastasis, histopathological classification, mitotic index, and plasmatic histamine
concentration were determined and correlated with gastrodueodenal endoscopic
findings. The macro and microscopic analyses of the gastric and duodenal mucosa
showed no lesions compatible with ulceration in any of the pacients. The occurrence of
gastrointestinal clinical signs was observed in 41.5% of cases and inflammatory patterns,
suggestive of gastritis were evidenced in both endoscopic and histopathological
examination; however, its correlation with the presence of mast cell tumor could not be
established. Therefore, in this population, gastroduodenal lesions observed were
considered mild at diagnosis and had no relation with the variables analyzed, suggesting
that the heterogeneity of the population may have contributed to the results or that other
factors may influence the degranulation of mast cells neoplastic.

Key Words: paraneoplastic syndrome; neoplasia; gastritis; stomach ulcer; duodenum.
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1 INTRODUCAO

A pele é um 6rgdo amplo com inumeras funcGes, entre elas a de prote¢do do
organismo. Por ser um orgao de facil visualizacéo e observacéo, as neoplasias de pele séo
as mais diagnosticadas em cées e gatos, representando aproximadamente 30% e 20% dos
tumores, respectivamente (RODASKI & WERNER, 2009). Nos cées, 0 mastocitoma é o
tumor de pele mais diagnosticado, correspondendo entre 16 e 21% de todas as neoplasias
cutaneas (LONDON & THAMM, 2013).

Os sinais clinicos decorrentes da presenca do mastocitoma podem estar
diretamente relacionados aos granulos citoplasmaticos secretdrios, presentes no
citoplasma dos mastocitos neoplésicos, que contém substancias biologicamente ativas,
tais como a histamina, heparina e outras enzimas proteoliticas (ROGERS et al., 1996). A
degranulacdo e liberacdo do contetido destes granulos pode ser desencadeada por eventos
imunologicos, quimicos, neuroldgicos ou fisicos (VAN GELDEREN et al., 2011), sendo
esta liberacdo responsavel por sintomas como ulceracdo e/ou perfuracdo gastroduodenal,
choque hipotensivo, anormalidades na coagulacdo, cicatrizacdo retardada de feridas,
ulceracdo, hiperemia e edema no local da lesdo cutanea (FOX et al., 1990; ISHIGURO,
2003).

A ulceracdo gastroduodenal ¢ uma complicacdo importante nos mastocitomas e
tem sido relatada em diversas espécies, sendo mais frequentemente diagnosticadas no
estdmago e com menor frequéncia no duodeno. Geralmente se apresentam como lesdes
multiplas que podem variar desde erosdes puntiformes até amplas perfuracdes. Em estudo
post mortem, observou-se elevada incidéncia (83%) de ulceracdo gastroduodenal em
regido fundica, piloro e segmentos anteriores do duodeno em cdes com mastocitoma. Em

15% dos casos essas Ulceras estavam perfuradas (HOWARD et al., 1969).

Sabe-se que o mecanismo de ulceracdo gastrointestinal esta relacionado a
degranulagdo dos mastocitos neoplésicos e, consequente aumento dos niveis sanguineos
de histamina (FOX et al., 1990; DALECK et al., 2009). A concentragéo de histamina no
mastocitoma cutaneo canino varia consideravelmente depedendo da celularidade e do
grau de anaplasia celular (HOWARD et al., 1969). Segundo Ishiguro et al. (2003), o nivel
de histamina plasmatica ndo € maior em cdes portadores de mastocitoma quando

comparados a cdes saudaveis, contudo, tal concentragdo tende a aumentar



16

significativamente com o avancar da doenca, contribuindo entdo para o aparecimento

dessas lesdes e, consequentemente, para um pior progndstico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a frequéncia e a intensidade de lesGes gastroduodenais em cdes com

mastocitoma cutaneo no momento do diagnostico.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se existe relacdo entre a presenca e a gravidade dos sinais clinicos e lesdes
gastroduodenais com a velocidade de crescimento tumoral, estadiamento clinico, nimero
e localizagdo dos nddulos, tamanho tumoral, caracteristicas macroscopicas do tumor,
presenca de metastase em linfonodo regional, classificacdo histoldgica segundo proposto
por Patnaik et al. (1984) e Kiupel et al. (2011), indice mitotico e valor de histamina

plasmatica em caninos com mastocitoma cutaneo no momento do diagnostico.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3. 1 Mastocito

Os mastocitos sdo células de origem hematopoiética de longa vida que mantém a
capacidade de proliferar apds a maturacdo (ZAPPULLA et al., 2002). Séo derivados de
progenitores hematopoiéticos CD34+ na medula 6ssea e iniciam sua diferenciacdo sob
influéncia do fator de células tronco (SCF- stem cells factor) e da interleucina 3 (IL-3).
Da medula dssea, migram para os tecidos periféricos, onde se diferenciam in situ, ndo
sendo geralmente encontrados na circulacdo (ROBBIE-RYAN & BROWN, 2002;
CRUVINEL et al., 2010). O crescimento e a matura¢do dos mastécitos dependem de
diversos fatores, dentre eles: origem do tecido, uso de células mononucleares ou CD34+
como populacéo inicial ou uso de SCF combinado a outras citocinas (KIRSHENBAUM,
2000).

Os precursores dos mastdcitos sdo, particularmente, abundantes em &reas de
contato com o meio externo. Frequentemente, migram da circulagdo para tecidos
periféricos, onde se distribuem junto aos vasos sanguineos, nervos e sob o epitélio da pele
e das mucosas, (KAWAKAMI & GALLI, 2002; CRUVINEL et al., 2010). Os mastocitos

sdo residentes normais de muitos tecidos, incluindo medula éssea, linfonodos e a pele. A
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pele normal do cdo contém 4 a 12 mastdcitos por campo de maior aumento (BENIGNO
etal., 2000). S&o mais numerosos no pavilhdo auricular e no focinho (AUXILIA & HILL,
2000), localizando-se, principalmente, na derme e na juncdo dermo-epidérmica
(NOVIANA et al.,, 2004). Em aspirados de linfonodos de caes saudaveis foram
encontrados 1 a 16 mastdcitos por lamina (POHLMAN, 2010).

O mastdcito maduro é uma célula relativamente grande, fusiforme, poligonal ou
oval, sendo sua morfologia dependente da sua localizacdo (YONG, 1997). S&o células
mononucleadas de 8 a 20 um de diametro e nucleo redondo centralizado ou ligeiramente
descentrado (AROK, 2004). Seu citoplasma levemente eosinofilico tem a composicao
normal em organelas, mas a sua caracteristica mais evidente é a presenca de granulos
citoplasmaticos que contém numerosos mediadores inflamatorios que séo liberados
quando estimulados (THARP & LONGLEY, 2001). Os granulos usualmente ocupam 50
a 55% do seu citoplasma (YONG, 1997) e no interior de cada granulo estdo contidas
substancias biologicamente ativas como histamina, heparina, dopamina, prostaglandinas
e diferentes interleucinas (POHLMAN, 2010). Diferencas na resposta, na morfologia e
nos tamanhos dos granulos ocorrem em mastocitos da mesma subpopulacdo
(ZAPPULLA et al., 2002) e, diferencas na quantidade de triptase e quimase Sao
observadas nos mastocitos de diversos locais do organismo de animais domeésticos
(SHIMIZU et al., 2001).

Os mastdcitos intervém nos mecanismos de defesa, em particular nas reacdes
inflamatérias (POHLMAN, 2010). Apresentam em sua superficie, receptores de alta
afinidade, denominados FceRI, ligados a moléculas de IgE. No entanto, estimulos como
produtos da ativacdo do complemento, substancias basicas (como alguns venenos), certos
neuropeptidios, diversos agentes fisicos (trauma mecanico, calor e frio), podem ativar 0s
mastécitos independentemente da ligacdo a IgE. Apds estimulo, ocorre degranulacao e
liberacdo de mediadores pré-formados, como aminas vasoativas, proteases, heparina, IL-
4, TNF-a e GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) seguida da
liberacdo de mediadores neoformados, incluindo fator ativador de plaquetas, derivados
do acido araquiddnico e citocinas (LONDON & SEGUIN, 2003; CRUVINEL et al.,
2010). A liberagdo desses mediadores induz a migracdo de células inflamatorias
(neutrofilos e macrofagos), aumento da permeabilidade vascular, secrecdo de muco,
aumento da motilidade gastrintestinal e broncoconstricdo, constituindo sintomas de
alergia e anafilaxia (METCALFE, 2008).
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3.2 Mastocitoma cutaneo canino
3.2.1 Aspectos Epidemiolégicos

O mastocitoma é a neoplasia de pele mais comum em cdes. Sua incidéncia varia
entre 16 e 21% de todos 0s tumores cutaneos nesta espécie (BOSTOCK, 1986; GROSS,
1992; LONDON & THAMM, 2013). Em geral sdo encontrados em cées idosos com idade
aproximada de oito a nove anos e ndo apresenta predilecdo sexual (GIERGER et al., 2003;
MISDOREP et al., 2004, DALECK et al., 2009).

A maioria dos nodulos ocorre em caninos sem raca definida (LONDON &
THAMM, 2013), entretanto, varias ragas parecem apresentar uma maior predisposicao ao
desenvolvimento desta neoplasia, incluindo: Boxer, Boston Terrier, English Bulldog,
Labrador e Golden Retrievers, Cocker Spaniel, Schanuzer, Teckel e Shar-pei chinés
(GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002; BAKER-GABB et al., 2003).

3.2.2 Etiopatogénia
A etiologia do mastocitoma e a razdo para sua elevada incidéncia ainda sdo

desconhecidas. Entretanto, assim como para a maioria das neoplasias, sua etiologia €
provavelmente multifatorial (LONDON, 2004; WELLE et al., 2008).

Historicamente, sugere-se uma associa¢do entre 0s mastocitomas e inflamacéo
crénica ou aplicacdo de substancias irritantes a pele (GOVIER, 2003; LONDON &
THAMM, 2013). A maior incidéncia do mastocitoma canino em certas racas sugere
possivel causa de base genética. Acredita-se que a transmissao hereditéaria dos genes que
predispde a essa neoplasia possa ocorrer em certas racas, porém o desenvolvimento do
tumor propriamente dito esta relacionado a outros fatores, como agentes carcinogénicos
e infecgdes virais (DALECK et al., 2009).

As mudancas genéticas que predispde ao desenvolvimento do mastocitoma sdo
pouco compreendidas. AlteracBes na via supressora do tumor p53 e nas proteinas p21 e
p27 foram identificadas em alguns mastocitomas (WU et al., 2004). Receptores para
estrogeno e progesterona também foram identificados no citossol de células neoplasicas,
todavia seu papel na etiopatogénia ainda é pouco compreendido (MACY, 1986). Alguns
estudos sugerem uma possivel causa viral, entretanto ndo ha evidéncia epidemioldgica
gue indique uma transmissédo horizontal (ROGERS, 1996; LONDON & THAMM, 2013).
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Atualmente, sugere-se que anomalias no sistema c-kit/SCF (stem cells factor)
podem estar relacionadas as proliferacfes mastocitdrias em humanos e animais
(KITAYAMA et al., 1996). O fator de células-tronco (SCF) é um importante fator de
crescimento para os mastdcitos. O receptor para o SCF, codificado pelo proto-oncogene
c-kit, é denominado KIT (DALECK et al., 2009). O receptor c- kit € uma proteina
transmembranar constituida por um dominio extracelular, contendo 5 pontes semelhantes
a imunoglobulina (que se liga a0 SCF), um dominio transmembranar, um dominio
justamembranar regulador e um dominio citoplasmatico dependente da atividade da

tirosina kinase (Figura 1) (WEBSTER et al, 2006a, WEBSTER et al., 2006b,
LENNARTSSON et al., 2005).

Dominio Extracelular
{Tipo imunoglobulina

1-5)
Dominio =
+ Jeproretnar
Transmenbianar, L WREIT SRR
Dominio
Justamenkranar

Dominio Tirosina
Kinass parte 1
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Kinass L

Dominio Tirosina
Kin3ss parte 2

Extremidade

Carboxitzrminal

Figura 1: llustracdo esquematica do c-Kit. Adaptado de Lennartssom et al. 2005

A ativacdo do c-kit pelo SCF desencadeia um série de eventos: dismerizacao e
ativacdo do c-Kit, associagdo do c-Kit & certas proteinas citoplasmaticas e fosforilagdo de
outras no citossol que, por sua vez, iniciam uma cascata de sinalizagdo. Essa cascata de

sinalizacdo leva a varias respostas celulares incluindo: proliferacdo, migracdo, maturagéo
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e sobrevivéncia das células tronco hematopoiéticas e linhagens de células germinativas
(HILL & MARTIN, 1998). Pouco se sabe como as mutagdes no proto-oncogene c-Kit,
caracterizadas por duplicagcdes em tandem envolvendo os exons 11 e 12 (ZEMKE et al.,
2001) ou delecdo de um nucleotideo no exon 11, (REGUERA et al., 2002; RIVA et al.,
2005) acabam por afetar o dominio justamembranar (DOWNING et al., 2002;
REGUERA et al., 2002), tornando o c-kit permanentemente ativo (ZEMKE et al., 2001,
ZAVODOVSKAYA etal., 2004; GLEIXNER et al., 2007). Vérios estudos demonstraram
que entre 15 a 40% de todos 0s mastocitomas caninos sao afetados por essas mutaces no
sistema c-kit/SCF (DOWNING et al., 2002; WEBSTER et al., 2006b; WEBSTER et al.,
2007).

3.2.3 Apresentacdo clinica

A grande maioria dos mastocitomas acontece na derme e nos tecidos subcutaneos
(WELLE et al., 2008; LONDON & THAMM, 2013). Geralmente se apresentam como
nddulos solitarios, embora 11 a 14% dos cdes possam apresentar multiplas lesdes
(MULLINS et al., 2006). Tém uma aparéncia macroscopica varidvel, surgindo como
neoformacdes ou placas alopécicas, eritematosas e edematosas e, por esse motivo, sdo
conhecidos como "grandes imitadores” uma vez que podem mimetizar diversos tipos de
lesdes (MURPHY 2007). Seu tamanho pode variar desde alguns milimetros a varios
centimetros (GROSS et al., 2005).

Uma relacédo entre o aspecto clinico e o grau de diferenciacao histoldgica pode ser
observada (BOSTOCK & DYE, 1973). Mastocitomas bem diferenciados sdo usualmente
solitarios, com didmetro variando entre 1 a 4 centimetros, apresentam crescimento lento
(pelo menos 6 meses), ndo sdo ulcerados e tem consisténcia amolecida (LONDON &
SEGUIM, 2003; THAMM & VAIL, 2007). Os mastocitomas indiferenciados, pode-se
dizer que apresentam um crescimento rapido, geralmente sdo ulcerados e os tecidos
adjacentes exibem eritema ou edema (GOVIER, 2003), além de poder desenvolver

pequenos nddulos satélites em tecidos circunvizinhos (THAMM & VAIL, 2007).

Os mastocitomas apresentam-se nas formas cutanea e extracutanea, sendo sua
variante cutanea a mais comum. Na sua forma cutanea, aproximadamente 50% dos
mastocitomas localizam-se no tronco, abdémen (KIUPEL et al., 2005; FULCHER et al.,
2006) e nas regides perineal, inguinal e genital (DALECK et al., 2009), 40% nos membros
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(LONDON & SEGUIM, 2003; KIUPEL, 2005) e 10% na cabega e no pescogo (KIUPEL
et al., 2005; FULCHER et al., 2006). Na sua forma extracutanea, o0 mastocitoma pode
atingir qualquer 6rgdo que contenha mastécitos. Dentre sitios ja descritos, pode-se citar:
a laringe (BEAUMONT et al., 1976), a glandula salivar (CARBERRY et al., 1987), a
traqueia (HARVEY & SYKES 1982), a hipofise (ECKERSLEY et al., 1989), o pulméo
(DEAN, 1998), a mucosa intestinal (IWATA et al., 2000), a cavidade nasal
(NAGANOBU et al., 2000), a conjuntiva (BARSOTTI et al., 2007), a 6rbita (GRAHN et
al., 1994), a terceira palpebra (HALLSTROM, 1970), a medula espinhal (MOORE et al.,
2002) e a uretra (STEFFEY et al., 2004). A forma visceral do mastocitoma, também
denominada de mastocitoma sisttmico ou mastocitose pode ocorrer em cédes e
normalmente é precedida de uma lesdo cutanea primaria indiferenciada e, nesse caso, as
principais alteracfes observadas sdo linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia e
efuséo peritoneal e pleural (THAMM & VAIL, 2007; DALECK et al., 2009).

3.3 Sindromes paraneoplésicas e complicacGes relacionadas a degranulacao dos
mastocitos

As sindromes paraneopléasicas sdo definidas como um conjunto de sinais e
sintomas que ocorrem distante do tumor ou de suas mestastases, e que ndo sdo causadas
por invasdo, obstrucdo ou efeito da neoplasia (DALECK et al., 2009). Os mastocitos
malignos contém 25 a 50 vezes mais histamina que os mastdcitos normais (MACY,
1985). Por esse motivo, rotineiramente, os cdes com mastocitoma cutaneo séo avaliados
devido a sinais clinicos secundarios a liberacdo de mediadores, tais como histamina,
heparina e outras aminas vasoativas, contidos nos granulos citoplasmaticos no interior
dos mastocitos (O’KEEFE, 1990; DALECK et al., 2009; LONDON & THAMM, 2013).

Complicacdes relativas a liberacdo desses mediadores que, por vezes, levam a um
agravamento do histérico e da apresentacao clinica da doenca, podem ocorrer em mais da
metade dos cdes acometidos (O’KEEFE, 1990; LONDON & THAMM, 2013).

Diversos sdo os efeitos associados a liberacdo destes mediadores inflamatorios,
dentre eles podemos citar: as glomerulonefrites, 0 aumento nos tempos de coagulagéo
(OLIVEIRA et al., 2008), o retardo na cicatrizagdo, o choque anafilatico (O'KEEFE,
1990) e ulceragdo gastroduodenal (HOWARD, 1969; FOX, 1990). Ocasionalmente, a

manipulacdo mecénica do tumor durante exame fisico pode estimular a degranulacao,



23

levando a formacdo de papula eritematosa nos tecidos circunjacentes. Este fenémeno
conhecido como sinal de Darier também pode ocorrer de forma espontanea (LONDON
& THAMM, 2013). A hemorragia local é, frequentemente, observada durante excisdo
cirurgica devido a problemas na coagulacdo secundarios a liberacéo de heparina, podendo
ocorrer mesmo na presenca de tempos de coagulacdo normais (DALECK et al., 2009;
LONDON & THAMM, 2013).

3.3.1 Ulceracéo gastrintestinal

Dentre as diversas sindromes paraneoplasicas, a ulceracdo gastrintestinal é uma
complicacao grave e comum dos mastocitomas (HOWARD et al., 1969; BLACKWOOD
etal., 2012). As Ulceras ocorrem mais frequentemente no estbmago e menos no duodeno,
sdo usualmente mdaltiplas e podem variar desde erosbes puntiformes a amplas
perfuragfes. Em estudo post-mortem, 83% dos cdes com mastocitoma apresentaram
ulceracdo gastroduodenal na regido fundica, piloro e segmento anterior do duodeno e, em
15% destes casos, haviam Ulceras intestinais perfuradas (HOWARD et al., 1969).

O mecanismo de ulceracdo gastrintestinal ainda ndo estd completamente
elucidado, entretanto parece estar relacionado ao aumento dos niveis sanguineos de
histamina em decorréncia da degranulacdo dos mastocitos neoplasicos. Elevadas
concentracdes plasmaticas de histamina foram encontradas em cdes com mastocitoma
(FOX et al., 1990; VAN GELDEREN et al., 2011) e, informagdes preliminares, sugerem
que a monitoracdo da concentracdo plasmatica de histamina pode ser uma ferramenta Gtil
no acompanhamento da progressdo da doenca (ISHIGURO et al., 2003; VAN
GELDEREN et al., 2011).

Os niveis elevados de histamina promovem estimulo dos receptores H2 das
células parietais, producédo excessiva de acido cloridrico e aumento da motilidade gastrica
(DALECK et al., 2009; VAN GELDEREN et al., 2011). A hiperhistaminemia também
pode causar danos ao endotélio vascular, com liberacédo de fibrolisina e, consequente dano
aos vasos sanguineos da submucosa géastrica mediante dilatacdo de vénulas e capilares e
aumento da permeabilidade endotelial. Como consequéncia destas alteragdes, pode-se
observar trombose intravascular e necrose isquémica da mucosa (FOX et al., 1990;
DALECK et al., 2009). Nestes pacientes, observa-se também que a concentracdo

plasmética de gastrina estd diminuida em resposta a elevada concentragdo de acido
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cloridrico (feedback negativo). Além disso, a gastrina, que tende a bloquear os efeitos da
histamina, estd presente em baixas concentragbes em mastdcitos malignos
indiferenciados (FOX et al., 1990; DALECK et al., 2009).

Deste modo, sugere-se que a patogénese da ulceragdo gastrintestinal possa
decorrer da combinacéo entre dano vascular, aumento na producdo de &cido gastrico e
hipermotilidade. Em consequéncia, os sinais clinicos associados a degranulacdo dos
mastocitos, repercutindo em vomitos, anorexia, diarreia, melena, dor abdominal, anemia
ferropriva, perfuragdo géastrica e peritonite, além de choque anafilatico, podem estar
presentes (ROGERS, 1996; DALECK et al., 2009; VAN GELDEREN et al., 2011;
NATIVIDADE et al., 2014).

Normalmente, os cdes com apresentacdo mais disseminada ou agressiva da doenga
(tumores maiores, doenga metastatica, maior indice mitético, animais com ocorréncia de
recidivas) parecem ser mais susceptiveis ao desenvolvimento destes sinais sistémicos
secundarios a liberacdo destes mediadores (WELLE et al., 2008; BLACKWOOD et al.,
2012; LONDON & THAMM, 2013; NATIVIDADE et al., 2014).

3.3.2 Concentracdo plasmatica de histamina

A hiperhistaminemia é considerada o principal fator envolvido com as Ulceras
gastrintestinais (ISHIGURO et al., 2003). A concentracdo de histamina varia
consideravelmente nos mastocitomas caninos dependendo da sua celularidade e do grau
de anaplasia celular (HOWARD et al.,1969). Segundo estudo realizado por Fox et al.
(1990) o valor plasmatico de histamina foi significantemente maior em caes portadores
de mastocitoma do que nos cédes saudaveis, entretanto nenhuma relacéo foi estabelecida
entre o estagio da doenca, gradacao histoldgica ou tamanho do tumor. Em outro estudo,
cdes com mastocitoma ndo apresentaram valores plasmaticos de histamina superiores,
contudo um aumento progressivo na concentracdo plasmatica de histamina que acabou
culminando com quadros de hiperhistaminemia, foi notado em aproximadamente 63%
dos cées (7 dos 11 cées). Destes sete cées, todos apresentaram um agravamento dos
sintomas e morreram em decorréncia da doenca, de maneira que a concentragdo
plasmaética da histamina foi considerada um fator relacionado a progressdo da doenga em
caes (ISHIGURO, 2003).
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3.4 Diagnostico

Devido ao seu comportamento bioldgico bastante varidvel, um diagndstico
preciso torna-se essencial tanto para se estabelecer um prognostico como para se
estabelecer a melhor conduta terapéutica (DOBSON & SCASE, 2007). A avaliagéo
diagndstica de pacientes com suspeita de mastocitoma deve ter como base: (1)
diagnostico definitivo obtido com auxilio de exame histologico; (2) estadiamento clinico
e (3) avaliacdo de sinais clinicos decorrentes de sindrome paraneoplésica (WELLE et al.,
2008).

3.4.1 Citologia

A citologia realizada pelo método de citologia aspirativa por agulha fina (CAAF)
é um método facil e barato que deve ser feito antes da cirurgia, pois o diagnostico pre-
operatdrio do mastocitoma ira influenciar no tipo e na extensao da intervencao cirdrgica
(GOVIER, 2003; DOBSON & SCASE, 2007). De modo geral, o exame citolégico em
caninos com mastocitoma, fornece um diagndstico preciso em 92 a 96% dos casos
(BAKER-GABB et al., 2003; THAMM & VAIL, 2007), entretanto a bidpsia é imperativa
para obtenc¢do do grau histologico do tumor (LONDON & SEGUIN, 2003).

Na citologia, com a utilizagdo da coloragdo padrdo de hematoxilina/eosina (HE)
ou Romanowsky, os mastocitos aparecem como células de tamanhos variaveis (de
pequeno a médio), com nucleo redondo/oval centralizado ou levemente descentralizado
e com abundante quantidade de granulos citoplasmaticos, que podem, por vezes,
dificultar a visualizacdo. Adicionalmente, mastdcitos indiferenciados podem conter
pouco ou nenhum granulo citoplasmatico, de maneira que, coloracfes especiais, como
azul de toluidina ou giemsa possam ser necessarias para estabelecer o diagnostico
diferencial de outros tumores de células redondas tais como linfoma, plasmocitoma,
histiocitoma, melanoma amelanético e tumor venéreo transmissivel (LONDON &
SEGUIN, 2003; LONDON & THAMM, 2013).

3.4.2 Qutras avaliagdes diagndsticas

Devido ao seu comportamento bioldgico variavel e elevado potencial metastatico,
deve-se proceder uma avaliacdo diagnostica completa em todos os pacientes com

mastocitoma. Como perfil minimo obrigatério para se obter um estadiamento pré-
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cirargico, sugere-se a ultrassonografia abdominal e a CAAF do linfonodo regional
(GOVIER, 2003; GIEGER et al, 2003; LONDON & THAMM, 2013).

A avaliacdo dos linfonodos regionais quanto a possiveis alteracbes em seu
tamanho e consisténcia é recomendada e, mesmo quando considerados normais, sempre
que possivel, devem ser aspirados para avalia¢do citolégica (LONDON & SEGUIN,
2003; BLACKWOOD et al., 2012). A interpretacdo da citologia é sempre um desafio,
pois mastdcitos podem ser encontrados em linfonodos saudaveis (DOBSON & SCASE,
2007; MARCONATO et al., 2008).

Krick e colaboradores (2009), buscaram estabelecer critérios para diferenciacéo
entre linfonodos metastaticos e reativos em citologias de cdes com mastocitoma.
Atualmente, recomenda-se que a metéstase no linfonodo seja diagnosticada quando a
populacdo de mastdcitos encontrada no aspirado seja superior a 3%. Contudo, mesmo em
se considerando tal critério, mais de 25% de diagndsticos falsos positivos podem ocorrer,
sugerindo-se desta forma que os animais suspeitos de metastase tenham os linfonodos
removidos e submetidos a analise histol6gica (BOOKBINDER et al., 1992).

A avaliacdo ultrassonogréafica da cavidade abdominal é de grande importancia,
pois metastases para o figado ou bago, bem como para outras estruturas abdominais séo
frequentemente, evidenciadas. A citologia dos achados ultrassonograficos suspeitos no
baco, no figado e nos linfonodos é recomendada sempre que possivel, contudo, devido a
presenca de mastdcitos ndo neoplasicos nestes 6rgéaos, sua avaliacdo também se torna
dificil e, muitas vezes insatisfatoria (LONDON & THAMM, 2013).

Recentemente, tem-se avaliado a importancia e a validade da puncdo aspirativa de
orgdos abdominais considerados ultrassonograficamente normais. Segundo Book et al.
(2011) a puncéo aspirativa do baco e do figado deve ser feita de maneira rotineira em
todos os pacientes com mastocitoma, considerados sob alto risco de metastase, mesmo
frente a achados de imagem normais. Além disso, 0s mesmos autores também
recomendam que a citologia aspirativa seja feita sempre que houver a presenca de fatores
prognosticos negativos, tais como linfonodos metastaticos e/ou presenca de sinais

clinicos.

No que tange a metastase pulmonar, pode-se dizer que 0s mastocitomas raramente
metastizam para os pulmdes, entretanto radiografias toracicas sao sempre indicadas para
realizacdo de estadiamento tumoral adequado (LONDON & SEGUIN, 2003; WELLE et
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al., 2008). Quando a metéstase pulmonar ocorre, um infiltrado intersticial € mais comum
do que as metastases nodulares (LONDON & THAMM, 2013). Anormalidades ja
relatadas como resultado de metastase para os pulmdes incluem: linfadenopatia, efusao
pleural e massas mediastinais anteriores (O’KEEFE et al., 1987; LONDON & SEGUIN,
2003; LONDON & THAMM, 2013).

Atualmente, a avaliacdo rotineira da medula éssea e de esfregacos sanguineos do
sangue periférico ndo sdao mais recomendados, pois a grande maioria dos pacientes
portadores de mastocitoma cutaneo ndo apresentam mastocitos circulantes ou evidéncia
de infiltrado de mastdcitos neoplasicos na medula. O envolvimento do sangue periférico
ou da medula dssea é improvavel na auséncia da doenca no linfonodo regional ou em
6rgdos abdominais (DOBSON & SCASE, 2007; LONDON & THAMM, 2013).

3.5 Estadiamento clinico

O estadiamento clinico deve ser realizado em todos os caninos afim de delinear a
melhor opc¢do terapéutica, bem como avaliar a extensdo e o prognéstico da doenca
(DALECK etal., 2009; LONDON & THAMM, 2013). O sistema de estadiamento clinico
proposto pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) que define quatro estadios de
acordo com a dimensdo, numero de nddulos, envolvimento linfatico e presenca de
metéstases a distancia, é amplamente utilizado em associagdo ao grau histolégico para
auxiliar no prognostico e na selecdo da terapia (GOVIER, 2003; DOBSON & SCASE,
2007; MARCONATO et al, 2008; LONDON & THAMM, 2013).

Atualmente, tem-se questionado a utilidade desta classificacéo, pois 0 aumento do
estadio (0 a 4) ndo significa, necessariamente, um pior prognéstico (DALECK et al.,
2009; BLACKWOOD et al., 2012; LONDON & THAMM, 2013). Neste sentido, pode-
se dizer que um dos maiores questionamentos esta no estadio 111, pois de acordo com a
classificacdo proposta pela OMS, a apresentacdo nodular multipla e a apresentacdo
infiltrativa sdo ambas classificadas como estadio Ill, apesar de varios estudos nao
sugerirem um pior prognostico para pacientes com maltiplos nddulos quando comparados
aos pacientes com nodulos nicos com mesmo grau histolégico (MURPHY et al., 2006;
O’ CONNELL & THOMSON 2011).
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3.6 Avaliacdo histoldgica

Embora nem sempre seja capaz de predizer o comportamento de cada tumor, a

classificacdo histoldgica ainda é considerada o parametro mais consistente e confiavel
para estabelecimento do prognéstico em cées portadores de mastocitoma. (LONDON &
SEGUIN, 2003; OLIVEIRA, 2008; LONDON & THAMM, 2013; SABATTINI et al.,
2014). Histologicamente, os mastocitoma séo classificados de acordo com o grau de
diferenciacdo celular e a natureza do estroma produzido pelas células neoplasicas
(DALECK et al., 2009).
Neste sentido dois sistemas de classificacdo foram propostos. O primeiro deles foi
proposto por Patnaik et al. (1984), usa uma combinacgdo entre localizagdo tumoral e
diferenciagdo celular. Este sistema define os tumores de grau | como sendo bem
diferenciados e com bom progndstico. Os tumores grau | representam cerca de 30 a 55%
de todos 0s mastocitomas, sdo considerados benignos e a cirurgia geralmente é curativa;
os tumores de grau I11 sdo fracamente diferenciados e com mau progndstico. Representam
cerca de 20 a 40% dos mastocitomas e frequentemente se comportam de maneira
agressiva e metastatica. Ja os mastocitomas de grau Il com diferenciacdo intermédia e
prognostico intermédio, representam cerca de 25 a 45% dos mastocitomas. Apresentam
um comportamento variavel e frequentemente fazem metéstase para o linfonodo regional
bem como para 6rgdos mais distantes (Tabela 01). Tal classificacdo apresenta uma grande
variacdo interobservador, particularmente para o grau intermediario, no qual a
subjetividade da avaliacdo promove marcada discrepancia entre diferentes autores
(BOSTOCK, 1986; LONDON & SEGUIN, 2003; NORTHRUP et al., 2005;
SABATTINI et al., 2014).

Tabela 01 - Classificacdo histolégica dos mastocitomas segundo critérios estabelecidos
por Patnaik et al. (1984).

Grau histolégico Descricao

Grau | Compostos por cordBes ou grupos monomorficos bem
diferenciados de mastocitos com nucléolos excéntricos no
citoplasma; O citoplasma é abundante, bem delimitado e
repleto de granulos de heparina e histamina; Figuras de
mitose sdo raras, apresentando minima reacdo do estroma
e areas necraoticas.
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Tabela 01 — Classificacdo histolégica dos mastocitomas segundo critérios estabelecidos
por Patnaik et al. (1984).

Grau histolégico

Descricéo

Grau Il

Grau Il

Grau intermediario de diferenciagdo composto por um
nimero moderado de mastdcitos pleomorficos; leve grau
de atipia com variacdo na forma e tamanho das células;
arranjos celulares mais em forma de grupos do que de
corddes e nucleos maiores e altamente vesiculosos;
presenca de algumas figuras de mitose; alguns apresentam
areas de edema, necrose e colagendlise

Indiferenciado; com as células apresentando alto grau de
anaplasia, arranjadas em forma de "manto"; podem estar
presentes células multinucleadas; nucléolos altamente
vesiculosos, de tamanhos e nimero variados. Citoplasma
néo apresenta boa delimitacdo e os granulos sdo escassos
ou até mesmo ausentes; figuras de mitose frequentes e
atipicas; o estroma da neoplasia pode exibir hemorragia,
necrose e escassa quantidade de tecido colagenoso e
eosinofilos.

Fonte: Patnaik et al., 1984.

Sendo assim, recentemente uma classificacdo em dois graus (alto e baixo grau) foi

proposta por Kiupel et al. (2011) no intuito de prognosticar de forma mais precisa o curso

bioldgico dos mastocitomas. Tal classificacdo € baseada no niumero de figuras em fase de

mitose em combinagdo com cariomegalia, células multinucleadas (3 ndcleos ou mais) ou
presenca de ndcleos bizarros (Tabela 02) (KIUPEL et al., 2011).

Tabela 02 - Classificacdo histoldgica dos mastocitomas segundo critérios de Kiupel et al.

(2011).
Grau Histologico Critérios
Alto grau v 7 ou mais figuras de mitose/10 campos de maior
aumento (CMA);
v 3 ou mais células multinucleadas/10 CMA
v" 3 ou mais nucleos bizarros/10 CMA
v’ Cariomegalia (10% dos nucleos em pelo menos
v’ Cariomegalia (10% dos nlcleos em pelo menos 2
campos)
**A lesdo deve ser avaliada nos campos de maior atipia
e indice mitdtico
Baixo grau N&o possuir nenhum dos critérios para classificagdo em

alto grau

Fonte: Kiupel et al., 2011.
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Entretanto, devido a subjetividade de tais classificacBes, estudos clinicos e
moleculares do mastocitoma tém se focado em identificar precisamente as alteracfes
moleculares presentes em cada grau histopatologico, assim como, definir o impacto
bioquimico e bioldgico sobre a diferenciacdo e proliferacdo das células cancerigenas.
Com esse intuito, a expressao de uma variedade de marcadores bioldgicos, tais como
Ki67, c-kit, AQNOR, PCNA, quimase e triptase veem sendo investigadas como potenciais
marcadores prognasticos (progressao, comportamento, metastase e expectativa de vida)
para 0 mastocitoma canino (MADEWELL, 2001; MUKARATIRWA, 2005; SCASE et
al., 2006; MACKOWIAK et al., 2012).

3.7 Indice mitotico

O indice mitotico (IM) ou contagem de figuras de mitose por campo ¢ realizado
para a avaliacdo proliferativa das neoplasias. Geralmente, tem sido utilizado em
associacdo com o grau histopatoldgico, tanto para fins diagnésticos como para fins
progndsticos e terapéuticos (PREZIOSI et al., 2007; NATIVIDADE et al., 2014).
Diversos estudos demonstraram relacdo entre o indice mitético, o grau histopatoldgico, a
taxa de ocorréncia de metastases e o tempo de sobrevida (ELSTON et al., 2009; HUME
etal., 2011; NATIVIDADE et al., 2014).

Segundo Romansik et al. (2007), em seu estudo realizado com 148 cédes com
diagnéstico confirmado para mastocitoma, uma relacdo direta entre o IM e a classificacdo
proposta por Patnaik et al. (1984) foi observada, de maneira que quanto maior o grau,
maior o IM. Além disso, neste mesmo estudo, foi demonstrado que a sobrevida média
para cdes com IM < 5 foi significantemente maior (70 meses) que para aqueles com IM

> 5 (2 meses), independentemente da classificacdo histopatolégica.

Com intuito de buscar maior acurécia Elston et al. (2009) propuseram pontos de
corte em 1 e 7 figuras de mitose em 10 campos de maior aumento. Segundo Natividade
et al. (2014), o IM independente do ponto de corte utilizado, foi considerado o fator
prognostico mais confidvel para a sobrevida. Além disso, foi observada associagéo do IM
com a classificacdo histoldgica, com a ocorréncia de recidivas tanto locais como distantes
e com a ocorréncia de sindrome paraneoplasica (NATIVIDADE et al., 2014). Quando

comparado a outros fatores prognosticos, o IM constitui um método simples que nédo
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requer coloragfes adicionais e histoquimicas especiais, apresentando facil execucdo e
baixo custo (ROMANSIK et al., 2007; STREFEZZI et al., 2010).

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram incluidos no estudo, cdes com mastocitoma cutaneo, provenientes da rotina
do Servico de Clinica Médica de cées e gatos e de Oncologia (ONCOVET) do Hospital
de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS)
no periodo de agosto/2013 a novembro/2014, sob consentimento de seus tutores

(apéndice 1).

Este trabalho foi avaliado e aceito pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob protocolo nimero
23376 (anexo 1).

4.2 Critérios de inclusao e exclusao

Foram selecionados cdes comprovadamente portadores de mastocitoma cutaneo
por meio de exames citologia e/ou histologia, em condi¢bes clinicas consideradas
adequadas (animais sem outras doencas concomitantes ou com doencas crénicas
concomitantes compensadas e sem sinais de doengas infectocontagiosas) para serem
submetidos aos procedimentos anestésico, cirdrgico e endoscopico. Foram excluidos cées
em tratamento com anti-inflamatérios ndo esteroidais, glicocorticoides, anti-
histaminicos, quimioterapicos antineoplasicos, antagonistas dos receptores histaminicos,
agentes antiulcerosos (sucralfato), opidides, inibidores da bomba de prétons e/ou

antiacidos em um periodo minimo de 30 dias.

4.3 Avaliacéo clinica geral

Todos os cées passaram por anamnese que incluia historico de possiveis alteragdes
gastrintestinais (vomito, dor abdominal, falta de apetite, consisténcia das fezes, perda de
peso e grau de atividade), e exame clinico de rotina: mensuracéo da temperatura retal,
avaliacdo das coloragdes das mucosas orais, conjuntivais e genitais, hidratagéo, palpagéo

de linfonodos periféricos, palpacdo abdominal, auscultacdo de campos pulmonares e
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cardiaco, mensuracdo do tempo de preenchimento capilar, frequéncia cardiaca e

respiratoria.

Para a padronizacao dos sinais clinicos gastrintestinais, os cdes foram agrupados
segundo a intensidade dos mesmos conforme escala utilizada na classificacdo de
pacientes com doenca intestinal inflamatéria [Canine Inflammatory Bowel Disease

Index] segundo Cascon (2011), adaptada para o presente estudo.

Cada parametro foi avaliado de forma independente e valores de zero a trés pontos
foram atribuidos a cada um deles (Tabela 03). O somatdrio desses parametros individuais
classificava o paciente em quatro grupos, sendo considerado sinais leves quando atingiam
pontuacdo de zero a trés; moderados quando atingiam quatro a cinco pontos; graves
quando atingiam seis a oito pontos; e sinais de comprometimento completo com uma
pontuacdao minima de nove.

Tabela 03 - Escala para avaliagdo dos sinais clinicos gastrintestinais nos pacientes com
mastocitoma cutaneo.
Variaveis Escala

Atitude/atividade (0) normal; (1) discretamente diminuida; (2) moderadamente
diminuida; (3) gravemente diminuida

Apetite (0) normal; (1) discretamente diminuido; (2) moderadamente
diminuido; (3) gravemente diminuido

Vémito (0) sem vomito; (1) leve (1 vez por semana); (2) moderado (2-
3 vezes por semana); (3) grave (mais de 3 vezes por semana)

Consisténcia das fezes (0) normal; (1) fezes discretamente amolecidas ou melena nas
fezes e/ou muco; (2) fezes muito amolecidas com ou sem
sangue; (3) diarreia liquida com sangue

Fonte: Cascon, 2011.

4.4 Avaliacdo clinica tumoral

A avaliacdo clinica do mastocitoma consistia no registro do nimero e tamanho
dos nddulos, observacdo das caracteristicas macroscopicas (ulceracdo, prurido local,
edema peritumoral, eritema e presenca de placas eritematosas), localizagdo anatémica,

tempo de evolucgéo e velocidade de crescimento tumoral.
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Com relagdo ao numero de nddulos, os mastocitomas foram agrupados em:
nddulos Unicos e presenca de mais de um ndédulo (apresentacdo multipla). A avaliacdo do
tamanho dos nodulos foi realizada com auxilio de um paquimetro digital, medindo-se 0s
diametros longitudinal e transversal e a altura. Para fins estatisticos, seja na apresentacdo
multipla ou tnica da doenca, foram agrupados em: tumores > 3 cm e tumores < 3 cm,

sempre se considerando o maior diametro medido.

O tempo de evolucdo foi avaliado considerando-se a data de surgimento do
primeiro nddulo e a velocidade de crescimento foi avaliada de forma subjetiva,
considerando-se o tempo médio que o nddulo levou para dobrar de volume de acordo com
a percepcdo do tutor. Foi considerado crescimento rapido aqueles pacientes que o nddulo
dobrou de tamanho em menos de seis meses; crescimento lento aqueles em que o nédulo
ndo chegou a dobrar de tamanho nos Gltimos seis meses e estavel naqueles em que o tutor

ndo observou aumento tumoral no periodo dos Ultimos seis meses.

A CAAF do linfonodo regional foi realizada em todos os pacientes para investigar
a presenca de metéastase regional. Os exames de imagem (radiografia toracica em trés
projecOes e ultrassonografia abdominal) foram realizados para avaliar a presenca de
metastases a distancia. Em casos especificos nos quais houve suspeita por meio dos
exames de imagem e hematoldgico, foi realizada a CAAF do figado, baco e medula 6ssea

para confirmagéo.

4.5 Estadiamento tumoral

O estadiamento tumoral foi realizado em todos os pacientes, tendo como base 0
sistema proposto pela organizacdo mundial de saude (EISENBERG, 2004). De acordo
com esse sistema, conhecido como sistema TNM de classificacdo, trés elementos foram
avaliados: T=tumor primario, caracterizado pela extensdo da neoplasia no local primario
e pelo envolvimento de estruturas adjacentes; N (do inglés node) = linfonodos regionais;
M= metastases a distancia, conforme ilustrado na Tabela 04.
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Tabela 04 - Sistema de estadiamento clinico para o mastocitoma canino, segundo a
Organizagao Mundial de Saude (OMS).
ESTADIO DESCRICAO
Zero Tumor Unico, incompletamente excisado da derme, identificado
histologicamente, sem envolvimento de linfonodos regionais:
Subestadio a: sem sinais de doenca sistémica
Subestadio b: com sinais de doenca sistémica

1 Tumor unico confinado a derme sem envolvimento dos linfonodos
regionais. Também inclui subestadios a e b.

2 Tumor unico confinado a derme com envolvimento dos linfonodos
regionais. Também inclui subestadios a e b.

3 Tumor dérmico multiplo ou tumor amplamente infiltrado, com ou sem
envolvimento de linfonodos regionais. Também inclui subestadios a e b.

4 Qualquer tumor com metastases distantes ou recorréncia com

metéastases, incluindo envolvimento sanguineo ou da medula éssea.
Fonte: UICC — Uni&o Internacional Contra o Cancer.

4.6 Preparacdo pré-operatoria e anestesia

Exames hematoldgicos complementares como hemograma completo, contagem
de plaquetas, alanina aminotransferase (ALT), creatinina e albumina foram coletados para
avaliacdo pré-operatoria. Outros exames complementares, tais como urinélise,
eletrocardiograma e eletrocardiografia, foram solicitados conforme alteracbes ou

necessidades individuais de cada paciente.

Os cédes encaminhados para realizacdo dos procedimentos endoscépico e
cirurgico foram submetidos a jejum prévio de sélidos de 14 + 2 horas e hidrico de seis
horas para avalia¢do endoscopica do trato digestério. O acesso venoso foi realizado pela
cateterizagdo percutdnea da veia cefélica, administrando-se solu¢do de NaCl 0,9% (10
mL.kg.h?) em seguida. Subsequentemente, foram submetidos a anestesia geral, que
constou com imediata inducdo anestésica através da administracdao de propofol (6mg.kg-
! i.v). Na sequéncia, foi instilada lidocaina sem vasoconstritor a 1% na regido da glote (1
mL) e posteriormente, 0s animais foram intubados com sonda endotraqueal. Procedeu-se
entdo, a vaporizacéo de isoflurano em oxigénio 100% a 2 L.min para a manutencéo do
plano anestésico a 2 V% em sistema aberto ou semi-aberto de acordo com o tamanho do
animal.

Durante todo o procedimento cirdrgico, foram monitoradas a frequéncia cardiaca,

a frequéncia respiratoria, a oximetria, a capnografia e a temperatura corporal interna em
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todos os animais por meio de um monitor multiparamétrico (Datex-Ohmeda s/ 5 TM —

Finlandia).

4.7 Procedimento endoscopico e cirurgico

Todos os procedimentos endoscopicos foram realizados imediatamente antes dos
procedimentos cirurgicos. Para a avaliacdo endoscopica, os cdes foram posicionados em
decubito lateral esquerdo. Um fibroscopio flexivel (Fujinon® - Sano City/Japéo), de 9,8
mm de diametro e 300 cm de comprimento, foi inserido lentamente, mantendo-se o lume
do 6rgao em foco. O esbfago, estbmago e duodeno foram avaliados em sequéncia. Os
parametros avaliados durante o procedimento foram coloracdo da mucosa, edema,

presenca de eros@es, granulosidade, friabilidade, forma, calibre e distensibilidade.

Em alguns cées, ndo foi possivel a avaliagdo duodenal devido ao tamanho do
paciente em relacdo ao aparelho. Fragmentos de todas as regifes do estbmago e do
duodeno, quando possivel, foram coletados com pinga endoscépica de biopsia, e um
fragmento da regido do fundo géastrico foi, imediatamente, imerso 500uL de meio
comercial (Uretest®; Renylab, Brasil) contendo uréia e indicador de pH vermelho de
fenol para pesquisa de Helicobacter sp. A alteracdo de cor de amarelo para rosa escuro
foi considerada como resultado positivo. Os testes foram monitorados para a mudanca de

cor durante as 24 horas subsequentes (CHOI et al., 2012).

Ao término do procedimento endoscopico, 0s animais recebiam prometazina
(0,5mg.kg?, i.v), tramadol (2,5 mg.kg-1, i.m), e por vezes associacéo de blogueio local
para assim, dar inicio a exérese das neoplasias, mantendo-se margens cirdrgicas minimas

de trés centimetros sempre que possivel.

Os fragmentos coletados durante a endoscopia digestiva e a exérese tumoral,
foram fixadas em solucédo de formalina tamponada a 10% e encaminhados para a analise
histologica no Setor de Patologia da UFRGS. Para fins estatisticos o grupo considerado
com lesdo, foi o grupo que apresentava alteracdo macroscopica da mucosa

gastroduodenal.

4.8 Procedimentos pos-operatorios

Os procedimentos realizados no pds-operatorio imediato variavam de acordo com

a necessidade de cada paciente. De modo geral, para quase todos os animais utilizou-se,
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imediatamente ap6s o término da cirurgia, a dipirona sédica (25mg/kg, 1V); o meloxican
(0,2mg/kg, SC) ou dexametasona (0,5mg/kg, IV) e a ampicilina (20mg/kg, 1V). As
prescricdes repassadas aos tutores para realizacdo apés a alta do paciente variavam
segundo a necessidade do paciente, sendo que para todos os animais foi indicado o uso
da simeticona (40mg/animal/cada 8h) durante trés dias consecutivos, no intuito evitar o

desconforto devido a insuflagdo durante a endoscopia.

Apos 10 dias da cirurgia, os pontos foram retirados e a quimioterapia indicada
para aqueles pacientes com tumores mais agressivos, tomando-se como base o grau
histolégico, o indice mitdtico, infiltracdo linfatica e as margens cirdrgicas. Retornos
periddicos (em média a cada 3 meses) para reavaliacdo do estado geral, sinais de recidiva
na cicatriz, novos nodulos ou sinais de metastases foram indicados para todos 0s

pacientes.

4.9 Avaliacdo Microscopica

As amostras foram fixadas em formalina tamponada 10% por 24 horas, as quais
foram submetidas ao processamento histoldgico. Foram realizados cortes transversais das
neoplasias. Os tecidos foram processados pelas técnicas de rotina histoldgica e
emblocadas em parafina. Os cortes histolégicos foram realizados em micrétomo manual
a 3-5 um e corados pela técnica de hematoxilina e eosina (PROPHET & MILLS, 1992).

4. 9.1 Classificacdo histoldgica do mastocitoma

A gradacdo histopatoldgica foi realizada sempre pelo mesmo patologista de
acordo com Patnaik et al. (1984), em graus I, Il e I11 e Kiupel et al. (2011) em alto e baixo
grau. Para os caes que apresentassem uma combinacdo de mais de um grau histolégico

simultaneamente, considerava-se sempre 0 maior grau.

4.9.2 indice mitético

O indice mitotico foi obtido por meio da contagem do nimero de figuras de mitose
em dez campos de maior aumento (400X) e a selecdo dos campos foi obtida de maneira
aleatéria (ROMANSIK et al., 2007; ELSTON et. al., 2009). Para realizacdo da analise
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estatistica utilizou-se o ponto de corte médio de cinco figuras de mitose conforme
proposto por Romansik et al. (2007).

4.9.3 Classificacao histolégica da mucosa gastroduodenal

Histologicamente, a mucosa gastrica foi avaliada quanto as alteracfes
morfologicas presentes (injuria a superficie epitelial, presenca de fibrose e/ou atrofia da
mucosa) e infiltrados inflamatérios (linfocitos intraepiteliais, presenca de linfécitos,
plasmacitos eosinofilos e neutrofilos na lamina propria) (DAY et al., 2008) e presenca de

Helicobacter sp.

Da mesma forma, a mucosa duodenal foi avaliada quanto as alteracOes
morfoldgicas presentes (injuria a superficie epitelial; atrofia das vilosidades; distenséo
das criptas; dilatacdo lacteal e presenca de fibrose) e infiltrados inflamatérios (linfocitos
intraepiteliais; presenca de linfdcitos, plasmdcitos eosinofilos e neutrofilos na lamina
propria). As alteracdes morfologicas e os infiltrados inflamatérios foram classificados
quanto a intensidade em: normal, leve, moderado e severo, em ambos os casos (DAY et
al., 2008). Para ser considerado positivo, 0 cdo precisava ser positivo para Helicobacter

sp. tanto na histologia quanto no teste de urease.

4.9.4 Preparacao das amostras e dosagem de histamina plasmatica

Na data da cirurgia e do procedimento endoscopico, antes da aplicacdo de
qualquer farmaco, uma amostra de sangue venoso foi coletada para obtencdo de plasma
e, posterior dosagem de histamina. As amostras sanguineas foram coletadas em tubos
plasticos com EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) e, imediatamente, centrifugadas
(Centrifuga Excelsa Il — Mod 206 BL/ Fanem — S&o Paulo) a uma velocidade de 2500rpm
durante cinco minutos. O plasma foi cuidadosamente separado da porg¢do superior da
amostra, de maneira a evitar contaminacao e, imediatamente, congelado a -80° C até sua
andlise.

A analise da quantidade de histamina contida nas amostras congeladas, foi
realizada no Laboratorio de Imunologia, localizado no Centro de Biotecnologia da
UFRGS. Para a avaliagdo dos niveis de histamina plasmatica, utilizou-se o teste

imunoenzimatico (ELISA) competitivo, para determinacdo quantitativa de histamina in-
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vitro (Histamine ELISA, IBL Internacional, Hamburg, Germany) com limite de detec¢édo
de 0,02ng/mL. A dosagem de histamina foi realizada em 40 cdes com mastocitoma, e em
18 cées considerados saudaveis (Grupo Controle), sendo que destes ultimos, 10 eram cées
da raca Beagle provenientes do setor de nutricdo da UFRGS e oito eram cées da raca
Pastor Alemdo provenientes de criadores da raga. Os cdes do grupo controle foram
avaliados clinicamente e nenhum deles apresentava doenga de hipersensibilidade e/ou
mastocitoma, bem como néo recebia anti-histaminicos e corticoides ha pelo menos 30
dias antes da coleta.

Inicialmente, todas as amostras foram mantidas em bandeja com gelo, até
completo descongelamento. Apos descongeladas, as amostras foram aciladas e mantidas
overnight a uma temperatura entre 2-8°C. Subsequentemente, cada padrdo acilado,
controle acilado e amostras de paciente aciladas foram pipetadas em duplicata nos
respectivos pocos da microplaca e, a elas, foi adicionado o conjugado enzimatico
(histamina conjugada a peroxidase) e antissoro de coelho anti-histamina. A microplaca
foi incubada a temperatura ambiente (TA) por trés horas. Durante o periodo de incubacao,
uma quantidade de antigeno presente na amostra e uma quantidade fixa de antigeno
marcado com enzima competem pelos locais de ligagdo dos anticorpos que revestem 0s
pocos. Transcorridas as trés horas, a solucao de incubacdo foi desprezada, os pogos foram
lavados quatro vezes com 250uL do tampéo de lavagem. A solucdo de substrato TMB
(3,37,5,5 tetrametilbenzidina) foi adicionada e a placa incubada novamente por 40
minutos a TA. Apds a reacdo do substrato, a ligacdo antigeno-anticorpo ¢ identificada, e
a intensidade da cor desenvolvida € inversamente proporcional a quantidade de antigeno
na amostra. Para parar a reacdo do substrato, foi adicionado a solucdo de parada €, o
conteddo dos pocos agitado cuidadosamente logo ap6s sua adicdo. A densidade dptica foi
medida com auxilio de um espectrofotémetro a 450 nm (VersaMax ELISA microplate
reader®/molecular devices) imediatamente apds a adicdo da solucdo de parada e, a
quantificacdo das amostras, foram obtidas a partir da equacéo da reta proveniente da curva

de calibracéo.

4.10 Anéalise estatisitica

Para a realizacdo da anélise estatistica, os dados foram digitados no programa
Excel e, posteriormente, exportados para o programa SPSS v. 18.0. Foram descritas as

varidveis categoricas por frequéncias e percentuais e comparados pelo teste de Qui-
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quadrado ou teste Exato de Fisher. As variaveis quantitativas quando a sua distribuicéo
foi assimétrica foram descritas pela mediana, percentis 25 e 75 e comparadas entre grupos
pelo teste de Mann-Whitney. Para avaliar a concordancia entre exames foi utilizado o

coeficiente Kappa. Foi considerado um nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS
5.1 Animais

Durante o periodo de desenvolvimento do estudo (agosto/13 a novembro/14)
foram avaliados 58 cdes, sendo que destes um total de 41 cdes adequaram-se aos critérios
de inclusédo. Do total de cées incluidos no estudo, 61% eram fémeas (n=25) e 39% eram
machos (n=16). Dentre as fémeas, 16 (64%) eram fémeas castradas e nove (36%) eram
fémeas ndo-castradas. Dentre os machos, trés (18,8%) eram castrados e 13 (81,2%) eram

nao-castrados.

A idade média foi de 7,7 £ 2,6 anos, variando entre trés e 15 anos. Os cédes sem
raca definida foram os mais acometidos (n= 17, 41,6%), seguidos pelos cées da raca
Boxer (n=9, 22,1%) e, os American Pitbulls (n=5, 12,3%). As demais ragas foram
representadas por um a trés animais cada (Tabela 05).

O peso e o escore corporal médio no momento do diagnostico foram, 23,9 kg +
12,4 (variando entre 06 e 54 kg) e 6 + 1,3 (variando entre 5 e 9 segundo escala de nove
pontos), respectivamente.

Tabela 05 - Racas dos cées incluidos no estudo.

Racas N (%)
SRD 17 (41,6)
Boxer 9(22,1)
Pitbull 5(12,3)
Labrador 2(4,8)
Rottweiler 2(4,8)
American 1(2,4)
Bulldog campeiro 1(2,4)
Dachshund (Teckel) 1(2,4)
Dogue Aleméo 1(2,4)
Pinscher 1(2,4)

Shih-Tzu 1(2,4)
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5.2 Sinais clinicos gastrintestinais

A ocorréncia de sinais clinicos gastrintestinais foi observada em 17 (41,5%) caes.
Dentre os sinais mais prevalentes, destacam-se: sete (33,3%) cdes com reducéo discreta
no apetite; cinco (23,8%) caes com vomitos esporadicos (em média um episodio por més);
trés (14,3%) cdes com vomitos frequentes (em média um episddio por semana); trés
(14,3%) cées apresentavam dor abdominal; dois (9,5%) cdes apresentavam fezes
amolecidas e um (4,8%) cdo apresentava perda de peso acentuada frente a um apetite

normal.

Considerando-se a intensidade destes sinais, tomando-se como base a escala
proposta por Cascon (2011), adaptada para o presente estudo, somente um animal (5,9%)
apresentou sinais considerados moderados e, 0s outros 16 (94,1%), apresentaram sinais
considerados leves.

5.3 Avaliacao clinica do mastocitoma

O tamanho dos tumores variou entre 0,5 e 24,4 cm, apresentando uma média de
3,9 cm (£4,3cm). Do total de animais avaliados, 20 cdes (48,8%) apresentaram nodulos
maiores ou iguais a trés centimetros e 21 cdes (51,2%) apresentaram nddulos menores
que trés centimetros.

Em cinco cées (12,2%) os nédulos observados eram recidiva da doenca, sendo
que destes: somente um cdo (20%) apresentou recidiva pds operatéria imediata (menos
que 30 dias apos cirurgia); trés (60%) apresentaram recidiva ap0s retirada de um nédulo
prévio no intervalo de 2 a 5 meses e somente um cdo (20%) apresentava a terceira recidiva

pos operatdria, com um intervalo médio de um ano entre cada uma das recidivas.

Em 25 cdes (61%) foi observada a apresentacdo Unica e em 16 cdes (39%) foi
observada a apresentacdo multipla da doenca, sendo que destes oito (50,0%)
apresentavam nodulos em mais de um local simultaneamente e oito (50,0%)
apresentavam mais de um nodulo em uma Unica regido anatbmica. Dos cdes com a
apresentacdo multipla da doenca, sete (43,7%) cées apresentavam dois nodulos; cinco
(31,3%) apresentavam trés nodulos, trés (18,8%) apresentavam quatro nodulos e um
(6,2%) céo apresentava cinco nodulos simultaneamente.

No que tange a localizacdo dos nddulos, 14 cées (34,1%) apresentaram tumores

localizados no tronco; 20 cédes (48,8%) tumores localizados nos membros, dois cdes
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(4,9%) na regido da cabeca e pescogo, trés cades (7,3%) na regido inguinal e dois cées
(4,9%) na vulva ou escroto.

Os aspectos macroscopicos observados foram: 4 (9,75%) animais com ulceracao
tumoral, 5 (12,2%) animais com edema peritumoral, 9 (21,9%) animais com eritema
regional, apenas um (2,4%) animal com apresentacdo em forma de placas eritematosas e
15 (36,6%) animais apresentavam prurido local (Figura 2).

O tempo de evolucdo do mastocitoma, considerando-se a data da observacéo da
doenca por parte do tutor, variou entre 15 e 1095 dias, sendo a mediana 150 dias (intervalo
interquartil 75 a 365 dias). Ao agrupar o tempo de evolugdo em maior ou menor que seis
meses, 17 cées (41,5%) apresentaram um tempo de evolucdo > a seis meses (183 dias) e
24 cées (58,5%) apresentavam a doenca a um tempo inferior a seis meses. A mediana do
tempo de evolugdo de pacientes com sinais gastrintestinais foi de 210 dias (intervalo
interquartil de 60 a 365) e dos pacientes sem sinais foi de 150 dias (intervalo interquartil
de 68 a 293).

Quanto a velocidade de crescimento, 20 cées (48,8%) apresentaram crescimento
tumoral considerado rapido, 13 cées (31,7%) apresentaram crescimento considerado lento
e oito caes (19,5%) apresentavam nodulos considerados estaveis no momento da primeira
consulta.

A metastase em linfonodo regional foi observada em 12 (29,3%) cdes, 26 cédes
(63,4%) ndo apresentavam mastocitos neoplasicos e trés cdes (7,3%) apresentaram
resultado inconclusivo na citologia do linfonodo regional. Dos 12 cdes com metastase em
linfonodo regional, cinco (41,7%) apresentavam metéstase no linfonodo inguinal, quatro
(33, 3%) apresentavam metéastase no linfonodo popliteo, dois (16,7%) no linfonodo axilar

e um (8,3%) no linfonodo pré-escapular.

Para a realizacdo do estadiamento, a pesquisa de metastases foi realizada com
auxilio dos exames de imagem, da citologia aspirativa por agulha fina e da avaliacdo
histoldgica do tecido, sempre que possivel. Com auxilio do exame ultrassonografico,
somente um (2,4%) animal apresentou sinais ecograficos compativeis com metastase
esplénica, o que foi confirmada pela histologia posteriormente e imagens sugestivas de

metastase pulmonar ndo foram observadas em nenhuma das imagens radiogréaficas.
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Figura 2 — Caracteristicas macroscépicas dos mastocitomas cutaneos observados em caes
no presente estudo. A- Nodulo de aproximadamente 24 cm, estendendo-se
desde a lateral ventral esquerda até o abdémen em um cdo SRD, macho, 11
anos. Observa-se intensa hemorragia local e regides de ulceracdo e necrose
(setas). B — Nodulo de consisténcia macia, aproximadamente cinco
centimetros, aderido, em regido plantar de membro pélvico esquerdo, dorsal
aos coxins (seta) em cdo SRD, fémea, sete anos. Observa-se edema
peritumoral e edema generalizado do membro acometido. C — Nodulo
pendular, apresentando intenso eritema, de aproximadamente 13 cm em
regido do flanco esquerdo em céo SRD, macho, 10 anos.

5.4 Estadiamento tumoral

Distribuindo-se os 41 cdes entre os cinco estadios, somente um animal (2,4%)
apresentou estadio 0 da doenca; 14 (34,2%) apresentavam estaddio 1 da doenca, dois
(4,8%) apresentavam estédio 2 da doenca, 23 (56,2%) apresentavam estadio 3 da doenca

e um (2,4%) apresentava estadio 4 da doenca.

5.5 Classificagéo histolégica do mastocitoma

Segundo a classificacdo histologica proposta por Patnaik et al. (1984), quatro
(9,8%) amostras foram classificadas como mastocitoma cutédneo grau I, 30 (73,2%)
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amostras como mastocitoma cutaneo grau Il e sete (17,0%) amostras como mastocitoma
cuténeo grau Il e, segundo os critérios propostos por Kiupel et al. (2011), 32 (78%)
amostras foram classificadas como baixo grau e nove (22%) como alto grau. Sete (17,1%)
animais apresentaram nodulo com uma combinacdo de mais de um grau histologico

simultaneamente.

5.6 Indice mitotico

Considerando-se o critério estabelecido por Romansik et al. (2007), 36 (87,8%)
amostras apresentaram cinco ou menos figuras de mitose em média em dez campos de
maior aumento (x400) aleatorios e cinco (12,2%) amostras apresentaram mais de cinco

figuras de mitose em média em dez campos de maior aumento (x400) aleatorios.

5.7 Achados endoscopicos

A avaliacdo endoscopica da mucosa gastrica e duodenal ndo evidenciou alteragdes
compativeis com ulceracao grave ou perfuracdo gastrica em nenhum dos animais, sendo
que do total de cdes avaliados 29 (70,7%) apresentavam lesdes macroscopica no eséfago,
estdmago ou duodeno e 12 (29,3%) ndo apresentavam lesdo. Dos cdes com lesdo, dois
(5%) apresentavam alteracGes na mucosa esofagica, 23 (56%) apresentavam alteracdo na
mucosa do estdmago e 16 (39%) apresentavam alteracdo na mucosa duodenal, sendo que
em nove cdes (20%) nao foi possivel acessar o duodeno devido ao tamanho do animal em
relacdo ao comprimento do endoscépio utilizado.

Dentre as alteragdes macroscopicas observadas durante o procedimento
gastroscépico (figura 3), os achados mais frequentes foram: 10 cédes (21,3%)
apresentaram hiperemia regional de mucosa, quatro (8,5%) apresentaram hiperemia
generalizada da mucosa e quatro (8,5%) apresentaram aumento na granulosidade da
mucosa (Figura 3). Essas e outras alteracdes menos frequentes estdo dispostas na tabela
06.
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Figura 3 — Imagens de endoscopia digestiva alta para pesquisa de lesbes
gastrintestinais em cdes com mastocitoma. A) Imagem endoscopica
evidenciando lesbes hemorragicas puntiformes (setas) distribuidas na
regido do corpo gastrico, proximo a curvatura menor do estdmago em
um cdo, SRD, com oito anos de idade com sinais de gastrite e
desconforto abdominal. B) Imagem endoscopica de irregularidade e
espessamento na mucosa antral gastrica de um cdo, SRD, com nove
anos de idade e auséncia de sinais gastrintestinais. C) Imagem da regido
do fundo géstrico evidenciando lesdes aftosas, circundadas por area
hiperémica de aproximadamente trés milimetros (seta) na regido do
antro gastrico em cdo, SRD, fémea, sete anos com queixa de vomitos
esporédicos D) Imagem endoscdpica evidenciando lesdes hemorrégicas
(seta), distribuidas de forma difusa na regido do antro gastrico em céo,
da raca Boxer, com nove anos de idade, apresentando nodulo unico de
mastocitoma cutaneo e auséncia de sinais clinicos gastrointestinais.

Tabela 06 - Alteracfes macroscopicas da mucosa gastrica, observadas durante
procedimento gastroscopico.

Alteracdes macroscopicas da mucosa gastrica Numero de animais (%0)
Hiperemia regional da mucosa 10 (21,3)
Hiperemia generalizada da mucosa 4 (8,5)
Aumento na granulosidade 4 (8,5)

Pélipo 4 (8,5)

Mucosa erosiva 3(6,4)

Mucosa fridvel 1(2,1)

Mucosa irregular 1(2,1)

Edema de mucosa 1(2,1)

Lesdes hemorragicas puntiformes 1(2,1)
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Tabela 06 — Alteracdes macroscopicas da mucosa gastrica, observadas durante
procedimento gastroscopico.

AlteracGes macroscopicas da mucosa gastrica NuUmero de animais (%)
Sem alteracéo 18 (38,4)
Total 47 (100)

Na mucosa duodenal, oito (17,8%) cdes apresentaram hiperemia generalizada de
mucosa, quatro cées (8,9%) apresentaram mucosa friavel e trés cées (6,7%) apresentaram
aumento da granulosidade. Essas e outras alteracfes menos frequentes estao dispostas na
tabela 07.

No apéndice 2 estdo dispostas as alteracGes endoscopicas de cada paciente

(numerados de 1 a 41) e separados por regido (esd6fago, estbmago e duodeno).

Tabela 07 - Alteraces macroscopicas da mucosa duodenal

Alteracdes macroscépicas da mucosa duodenal NuUmero de animais (%0)
Hiperemia generalizada de mucosa 8 (17,8)

Mucosa friavel 4 (8,9)
Aumento na granulosidade 3(6,7)

Mucosa irregular 3(6,7)

Placas de Peyer evidentes 2(4,4)

Sem alteracéo 16 (35,5)

N&o entrou no duodeno 9 (20)

Total 45 (100)

5.8 Avaliacéo histolégica da mucosa gastrica e duodenal

Considerando-se os padrdes estabelecidos por Day et al. (2008), histologicamente
nenhum paciente apresentou achados compativeis com ulceracao gastroduodenal, sendo
observados somente achados sugestivos de gastrite (Figura 4). No estbmago, os achados
mais frequentes foram: oito (26,8%) animais com infiltrado multifocal nodular de
linfocitos na mucosa, cinco (16,8%) animais com areas de hemorragia focal discreta e
quatro (13,4%) animais com areas de hemorragia multifocal leve. As frequéncias de todas

as alteragdes histologicas encontradas estdo dispostas na tabela 08.
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Figura 4 - Alteracdes histopatoldgicas em estbmagos de caninos com mastocitoma. A.
Hemorragia focal em mucosa. HE, 100x. B. Infiltrado linfocitaria nodular
em mucosa. HE, 100X. C. Inumeras estruturas bacterianas, envoltas por
material mucoso na superficie da mucosa. HE, 400X. D. Maior aumento
evidenciando o formato helicoidal das estruturas bacterianas compativel com

Helicobacter sp. HE, 1000X. Fotos gentilmente cedidas pelo professor Saulo
Pavarini (Departamento de Patologia Animal da UFRGS).

3T

Tabela 08 — Alteracdes histoldgicas das amostras do estdmago.

Alteracdes histologicos no estbmago NuUmero de animais (%)
Infiltrado multifocal de linfécitos 8 (26,8)
Hemorragia discreta focal 5(16,8)
Hemorragia multifocal leve 4 (13,4)
Necrose multifocal dos acinos glandulares 2 (6,6)
Congestdo de mucosa discreta 2 (6,6)
Hemorragia moderada 2 (6,6)
Infiltrado neutrofilico 1(3,3)
Fossetas dilatadas 1(3,3)
Adenoma tubular 1(3,3)
Pélipo estomacal 1(3,3)
Sem alteracdes 3 (10)
Total de altera¢Bes observadas 30 (100)

No duodeno os achados mais frequentes foram: dois (4,3%) animais com
infiltrado linfocitario e dois (4,3%) animais com infiltrado linfoplasmocitario. As
frequéncias de todas as alterac6es histologicas encontradas estdo dispostas na tabela 09.
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Dos 41 cées, onze (26,8%) tiveram lesdo no exame endoscopico e apresentaram
alteracdo no exame histopatoldgico e quatro (9,8%) nao apresentaram lesdo em nenhum
dos dois exames. Os demais animais (n=26/ 63,4%) apresentaram resultados discordantes
entre a endoscopia e a histologia. Assim sendo, a concordancia entre esses exames foi

considerada fraca e nédo significativa (Kappa=-0,23; P=0,093).

Tabela 09 - Alteraces histologicos das amostras de duodeno

Alteracdes histologicos no duodeno NuUmero de animais (%)
Infiltrado linfocitario 2 (4,3)
Infiltrado linfoplasmocitario 2 (4,3)
Infiltrado plasmocitario 1(2,2)
Infiltrado de mastdcito 1(2,2)
Moderada hipertrofia das vilosidades 1(2,2)
Discreta hipertrofia das vilosidades 1(2,2)
Congestdo discreta 1(2,2)
Congestao moderada 1(2,2)
Discreta dilatacdo dos vasos lacteais 1(2,2)
Criptas com ocasionais debris necrdticos 1(2,2)
Duodeno néo avaliado 7 (15,2)
Sem alteracéo 27 (58,6)
Total de alteracdes observadas 46 (100)

5.9 Pesquisa de Helicobacter sp.

Do total, 33 (80,5%) cdes foram considerados positivos para Helicobacter sp. e
oito (19,5%) considerados negativos. Dos cédes positivos, 13 (39,4%) tinham sinais
gastrintestinais e 25 (75,8%) tinham lesdo gastrica, enquanto que dos oito considerados
negativos, quatro (50,0%) tinham sinais gastrintestinais e quatro (50,0%) tinham lesdo
gastrica, ndo havendo associacdo entre Helicobacter sp. e a presenca de sintomas Gl e

nem com a presenca de lesdo gastrica (P=0,202).

5.10 Concentragdo plasmética de histamina

Os valores de histamina plasmatica foram avaliados em 40 dos 41 cdes com
mastocitoma. A concentracdo plasmatica de histamina apresentou uma distribuicdo
assimétrica, portanto considerou-se a mediana de maneira a evitar influéncia dos

extremos.
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No grupo controle, composto por 18 cdes, a mediana da concentracdo plasmatica
de histamina foi 0,0975 ng/ml (intervalo interquartil 0,0097-0,4644), sendo o valor
minimo inferior ao limite de deteccdo do teste e o valor maximo 1,7293 ng/mL. A
mediana da concentracdo de histamina plasmatica observada no grupo dos cdes com
mastocitoma (n=40) foi de 0,0160 ng/ml (intervalo interquartil 0,0003-0,1497), sendo o
valor minimo inferior a 0,02ng/mL (limite minimo de deteccdo do teste) e o valor madximo
2,5675 ng/mL. No grupo de cdes doentes, um cdo merece destaque por apresentar sinais
clinicos evidentes de degranulacdo mastocitaria e valor de histamina plasmatica bastante
elevado (2,56 ng/mL), diferindo significativamente dos demais cdes deste grupo.
Diferencas estatisticas significantes ndo foram observadas entre a concentracao
plasmatica de histamina em cdes com mastocitoma e nos caes do grupo controle (P=
0,055) (Tabela 10).

Tabela 10 — Comparacdo dos valores de histamina plasmatica (ng/mL) entre os cées
com mastocitoma (n=40) e os cées do grupo controle (n=18).

] ) o Casos Controles
Histamina plasmatica (ng/mL) pP*
n=40 n=18
Mediana 0,0160 0,0975
Percentil 25 0,0003 0,0097 0,055
Percentil 75 0,1497 0,4644

*Valor P obtido pelo teste de Mann-Whitney

5.11 Relacdo entre as variaveis estudadas e a presenca dos sinais clinicos, lesdes
gastroduodenais e valores plasmaticos de histamina

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os parametros de cada
variavel estudada (velocidade de crescimento tumoral, estadiamento clinico, nimero e
localizacdo dos nodulos, tamanho tumoral, caracteristicas macroscépicas do tumor,
presenca de metastase em linfonodo regional, classificacGes histopatoldgicas e indice
mitotico) e a presenca de sinais clinicos (Tabela 11), lesGes gastroduodenais (Tabela 12)
e valores plasmaticos de histamina (Tabela 13). Da mesma forma, ndo foi observado
diferenga estatistica significativa nos valores plasmaticos da histamina entre os animais

com ou sem lesdo gastroduodenal (Tabela 13).

Ao se considerar a presenga simultanea de sinais Gl, lesdo géstrica e concentracdo

da histamina plasmatica acima do valor da mediana do grupo controle, observou-se que
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somente cinco (15,6%) cdaes apresentaram alteracdo nestas trés variaveis; quatro
apresentaram alteracdo no valor de histamina e lesdo Gl (12,5%); dois apresentam
alteracdo no valor de histamina e presenca de sinais Gl (6,3%) e nove apresentam sinais
e lesdo GI (28,1%); 11 (34,4%) cées apresentavam somente lesdo gastroduodenal e um

(3,1%) apresentava somente sinal gastrintestinal (Figura 5).

Tabela 11 — Descricdo e comparacdo do percentual de sinais intestinais nas diferentes
variaveis avaliadas.

Variaveis Parametros Sinais P
gastrintestinais
(%)
Linfonodo regional 0,926
Com envolvimento 50,0
Sem envolvimento 42,3
Tamanho do tumor 0,162
>3cm 55,0
<3cm 28,6
Ndmero de nédulos 0,999
Nédulo Unico 40,0
Mais de um nodulo 43,8
Velocidade de 0,573
crescimento
Répido 45,0
Lento 46,2
Estavel 25,0
Kiupel 0,999
Baixo grau 40,6
Alto grau 44,4
Patnaik 0,781
Grau | 25,0
Grau Il 43,3
Grau I 429
indice mitético 0,633
>5 60,0
<5 38,9

*Dados comparados pelo teste de Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher.
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Tabela 12 — Descricdo e comparacdo dos pacientes com e sem lesdo gastrica nas
diferentes varigveis avaliadas

Variaveis Parametros Com leséo Sem leséo P
n=29 n=12

TNM; n (%) 0,428

0 1(3,4) -

1 12 (41,4) 2 (16,7)

2 1(3,4) 1(8,3)

3 14 (48,3) 9 (75,0)

4 1(3,4) -
Linfonodo regional 8 (27,6) 4 (44,4) 0,423
infiltrado, n (%)
Tamanho do tumor 15 (51,7) 5(41,7) 0,808
>3cm, n (%)
Ulceracgéo, n (%) 2(6,9) 2 (16,7) 0,567
Prurido, n (%) 11(37,9) 4 (33,3) 0,999
Edema peritumoral, n 4 (13,8) 1(8,3) 0,999
(%)
Eritema peritumoral, n 7(24,1) 2 (16,7) 0,702
(%)
Placas, n (%) 1(3,4) - 0,999
Mais de um nodulo, n 11 (37,9) 5(41,7) 0,999
(%)
Localizagdo tumoral, n 0,736
(%)

Membros 13 (44,8) 7 (58,3)

Tronco 11 (37,9) 3 (25,0)

Cabeca e 2 (6,9) -

pescoco

Regido 2 (6,9) 1(8,3)

inguinal

Vulva escroto 1(3,4) 1(8,3)

Prepucio - -
Tempo de evolugéo 180 (90-365) 120 (30-319) 0,262
(mediana, P25-P75)
Velocidade de 0,117
crescimento, n (%)

Rapido 12 (41,4) 8 (66,7)

Lento 12 (41,4) 1(8,3)

Estavel 5(17,2) 3 (25,0)
Kiupel, n (%) 0,999

Baixo grau 23 (79,3) 9 (75,0)

Alto grau 6 (20,7) 3 (25,0)
Patnaik, n (%) 0,374

Grau | 2 (6,9) 2 (16,7)

Grau Il 23 (79,3) 7 (58,3)

Grau 11 4 (13,8) 3 (25,0)
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indice mitdtico 0,999
>5 4 (13,8) 1(8,3)
<5 25 (86,2) 11(91,7)
Histamina plasmatica 0,0079 0,0228 0,610
(0,0002- (0,0089-
0,1880) 0,0571)

*Variaveis quantitativas comparadas pelo teste de Mann-Whitney e categdricas pelo
teste de Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher

Tabela 13 — Comparacdo dos valores de histamina entre as diferentes variaveis
avaliadas

Variaveis Parametros N Histamina P
plasmatica

Lesdo géstrica Sim 27 0,0104 0,708
(0,0003-
0,1908)
Néo 12 0,0228
(0,0089-
0,0571)

Linfonodo regional 0,810
Com 12 0,0173
envolvimento (0,0048-
0,1388)
Sem 25 0,0133
envolvimento (0,0003-
0,1979)

Tamanho do tumor 0,061
>3cm 19 0,0599
(0,0046-
0,1908)
<3cm 21 0,0074
(0,0001-
0,0390)

0,445
Ulcerados Sim 4 0,0506
(0,0080-
0,2672)
Nao 36 0,0144
(0,0003-
0,1497)

Pruriginosos 0,834
Sim 14 0,0198
(0,0004-
0,0941)
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Né&o 26 0,0119
(0,0003-
0,1944)
Com edema peritumoral 0,244
Sim 5 0,0181
(0,0105-
1,4012)
Né&o 35 0,0133
(0,0003-
0,1274)
Com eritema peritumoral 0,545
Sim 9 0,0181
(0,0025-
0,1536)
Né&o 31 0,0156
(0,0002-
0,1571)
Com formacao de placas 0,700
Sim 1 0,0016*
Né&o 39 0,0164
(0,0003-
0,1571)
NUmero de nodulos 0,374
1 24 0,0144
(0,0003-
0,0837)
Mais de um 16 0,0363
nodulo (0,0020-
0,2977)
Localizacdo tumoral 0,957
Membros 19 0,0181
(0,0011-
0,0839)
Tronco 14 0,0199
(0,0005-
0,1825)
Cabeca e 2 1,2987*
Pescoco
Regido inguinal 3 0,0074*
Vulva escroto 0,0002*

Prepucio

Velocidade de crescimento

0,230



Rapido

Lento

Estavel
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19 0,0295
(0,0074-
0,1571)
13 0,0004
(0,000-
0,4046)
8 0,0033
(0,0003-
0,0194)

Sintomas gastrintestinais

Kiupel

Sim

0,242
17 0,0156

(0,0011-
0,2668)
23 0,0164
(0,0002-

Baixo grau

Alto grau

0,0599)
0,610

31 0,0156

(0,0003-

0,1274)
9 0,0181

(0,0050-

0,1684)

Patnaik

Grau |

Grau Il

Grau 111

0,345
4 0,0040

(0,0004-
0,0180)

29 0,0156
(0,0002-

0,1591)

7 0,0241
(0,0054-

0,1797)

Indice mitético

<5 35

>5

0,0133 (0,0003-0,0839)

0,145

5 0,1571

(0,0105-
1,3886)

*Dados apresentados pela mediana e intervalo interquartis (P25-P75). Comparados
entre duas categorias pelo teste de Mann-Whitney e entre trés categorias pelo teste de
Kruskal-Wallis. *dados insuficientes para o calculo do intervalo interquartis (P25-P75).
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Figura 5: Representacdo esquematica do numero de cées com presenca de sinais
gastrintestinais (n=17), presenca de lesdo gastrica (n=29), valor de
histamina plasmatica elevado (n=11) e as intersec¢des entre eles

Presenca de Presenca de

sinais lesdo gastrica

gastrintestinais e/ou duodenal

(n=17) (n=29)

Valor de histamina
plasmatica elevada

(n=11)



55

6 DISCUSSAO

Os mastocitomas cutaneos sdo frequentemente associados a alterac@es clinicas
decorrentes da liberacdo de histamina, heparina e outras aminas vasoativas contidas no
interior dos mastocitos neoplasicos (HOWARD et al., 1969; O’KEEFE et al., 1987;
WELLE etal., 2008; LONDON & THAMM, 2013). Dentre as sindromes paraneoplésicas
causadas por esse tipo tumoral, as lesdes gastroduodenais merecem especial atengéo, por
estarem associadas a sinais clinicos frequentes e ao risco de 6bito em decorréncia da
perfuracdo gastrica (HOWARD et al., 1969; O’KEEFE et al., 1987). No entanto, apesar
de citado na literatura como a principal sindrome paraneoplésica associada com a
presenga do mastocitoma cutaneo canino (HOWARD et al., 1969; O’KEEFE, 1990;
BLACKWOOD et al., 2012; LONDON &THAMM et al., 2013), pouco se sabe sobre a
sua ocorréncia no momento do diagnostico e quais sdo 0s possiveis fatores associados

com o seu desenvolvimento.

O mastocitoma é um tumor acompanhado frequentemente por sinais clinicos
associados, mas ndo diretamente relacionados a presenca do tumor, tais como: vomitos,
anorexia, diarreia, hematoquezia, melena, dor abdominal, entre outros (GOVIER, 2003;
DALECK et al., 2009; BLACKWOOD et al., 2012). No presente estudo, a ocorréncia de
sinais gastrintestinais foi observada em 17 cées (41,5%), frequéncia préxima a encontrada
no estudo de O’Keefe et al. (1987) que avaliaram 16 casos de cdes com mastocitose
sistémica e observaram que 50% dos cdes estudados apresentavam sinais sistémicos,
dentre eles anorexia, vomitos e diarreia. No entanto, em dois estudos mais recentes, Book
et al. (2011) e Natividade et al. (2014), descrevem uma frequéncia menor de sinais

gastrintestinais em cdes com mastocitoma cutaneo, 15,8% e 22,7%, respectivamente.

Embora os sinais clinicos Gl terem sido observados de forma relativamente
frequente no presente estudo, a sua intensidade foi considerada leve em 16 cées (94,1%)
e moderada em um céo (5,9%). Nos estudos semelhantes (HOWARD et al., 1969;
O’KEEFE et al., 1987; BOOK et al., 2011 ¢ NATIVIDADE et al., 2014), os sinais
clinicos ndo foram graduados quanto a sua intensidade, ndo sendo possivel estabelecer

um parametro de comparagao quanto a relevancia destes sinais.

Os mastocitos malignos contém 25 a 50 vezes mais histamina que os mastocitos
normais (MACY, 1985). Além disso, estudos sugerem que a presenca de tumores mais
extensos (HOWARD et al., 1969; NATIVIDADE et al., 2014) e de metastases (O’KEEFE
et al., 1987; NATIVIDADE et al., 2014) estdo mais frequentemente associadas com a
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manifestacdo de sinais gastrintestinais. Baseado nisto, formulou-se a hipotese de que
fatores associados a um aumento na massa tumoral (tamanho tumoral, presenca de mais
sitios de lesdo, metastases regionais e a distancia), estariam relacionados a maior
liberacdo de histamina e, surgimento de sinais e lesdes GI. Porém tal hipotese foi refutada
por ora, sugerindo que outros fatores, além do aumento do volume e dos sitios tumorais,
estdo associados com aumento da liberacdo de histamina e, consequentemente sinais e
lesbes GI. Uma possivel causa pode ser observada no estudo realizado por Ishiguro et al.
(2003) que verificaram sinais de fraqueza generalizada, anorexia e acentuado aumento
nos valores de histamina plasmatica em um cdo apOs tratamento radioterdpico,

possivelmente, por promover a rapida lise das células tumorais.

No presente estudo, a avaliacdo clinica dos mastocitomas identificou que 23
(56,1%) dos cdes apresentaram sinais locais associados a degranulacdo mastocitaria
(eritema, placas eritematosas, edema peritumoral e prurido) (SCOTT et al., 2001,
THAMM & VAIL, 2007; LONDON & THAMM, 2013). Contudo, a hipétese de que 0s
sinais locais, considerados indicativos de degranulacdo de mastdcitos, possam apresentar
relacdo com elevados valores de histamina, a relacdo entre a presenca de sinais e lesdes

GI ndo foram confirmadas no presente estudo.

Dados da literatura médica veterinaria a cerca da importancia da localizacdo
anatdbmica do nddulo/tumor como fator prognostico ainda sdo controversos. Entretanto,
grande parte dos estudos relacionando a localizacdo anatbmica com comportamento
biolégico e prognoéstico indicam que os nodulos/tumores situados em leito ungueal,
cavidade oral, focinho, escroto, regido inguinal e em regibes mucocutaneas apresentam
maior agressividade e pior evolucdo (BAKER-GABB et al, 2003; GIERGER et al., 2003;
GOVIER, 2003; CAHALANE et al., 2004; SFILIGOI et al., 2005; WELLE et al., 2008;
LONDON & TAHMM, 2013). No presente estudo, observou-se apenas cinco (12,2%)
cdes com mastocitoma em localizagOes citadas acima, no entanto ndo foi observada
relacdo entre localizacdo e a presenca os sinais gastrintestinais, presenca de lesdo gastrica

e valores da concentragdo plasmatica da histamina.

Segundo Bostock & Dye (1973) e Fox (1998), os mastocitomas podem estar
presentes por um longo periodo e, tumores com crescimento lento (periodo minimo de
seis meses), frequentemente comportam-se de forma benigna, enquanto os de crescimento
rapido, geralmente, apresentam um comportamento maligno. Ao considerar o tempo de

evolugéo e a velocidade da progressdo do neoplasma, no presente estudo, verificou-se
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que os tumores com tempo de evolugdo longo e crescimento lento ndo apresentaram de
forma significativa alteragbes Gl e concentragbes maiores de histamina quando
comparados aos tumores que apresentaram crescimento rapido. Portanto, parece que o
fato do paciente estar exposto por um tempo maior ao mastocitoma ndo indica
necessariamente maior exposicdo a histamina e, consequentemente, a lesdes e sinais GlI.

Segundo O’Keefe et al. (1987), tumores indiferenciados sdo mais propensos a
resultar em mastocitose sistémica, e aparecimento de sinais clinicos gastrintestinais. Em
seu estudo, os autores relatam a presenca de 77% de tumores classificados como grau 11,
frequéncia consideravelmente superior a encontrada por ora (17%). Além disso, em
apenas um céo foi confirmado o diagnostico de mastocitose sistémica, segundo critérios
empregados por O’Keefe et al. (1987). Possivelmente, a baixa frequéncia de
mastocitomas indiferenciados e o baixo nimero de casos de mastocitose sistémica seja
responsavel pela auséncia de relacao significativa entre o grau tumoral e o0 aparecimento
de sinais gastrintestinais e o surgimento de leséo gastroduodenal, no presente estudo.

Natividade et al. (2014) referem associacdo entre grau histologico, indice mitético
e a ocorréncia de sindrome paraneoplasica (sinais clinicos sisttmicos associados a
degranulacdo de mastdcitos, repercutindo em vémitos, diarreia, hipotensdo, anemia
ferropriva, perfuracdo gastrica, peritonite, chogque anafilatico e colapso). Todavia, no
presente estudo, a relacdo do IM e grau histolégico com a presenca de sindrome
paraneoplasica caracterizada pelo aparecimento de sinais clinicos Gl e/ou lesbes
gastroduodenais ndo foi significativo.

Em seu estudo, Howard et al. (1969) descreveram erosdes focais, solitarias ou
maultiplas, na mucosa da regido fandica do estdbmago, piloro e bulbo duodenal em 20 dos
24 cdes com mastocitoma avaliados post morten. Em todos os cdes com lesdo, a mucosa
gastrica apresentava-se, severamente hiperémica e, em alguns cdes com multiplas erosdes
puntiformes, a mucosa apresentava-se hemorragica. Os autores consideraram estas lesdes
como sendo secundarias a presenca do mastocitoma. Diferentemente, no presente estudo,
aavaliagdo endoscopica da mucosa gastrica e duodenal ndo evidenciou casos de ulceracéo
grave ou perfuracdo em nenhum dos cdes avaliados e os achados macroscopicos
encontrados (Tabela 6 e 7) foram compativeis com inflamacdo da mucosa gastrica.
Somente cinco cdes apresentaram a associagdo entre sinais clinicos, lesdo gastrica e
elevacdo da histamina. Desta forma, ndo se pode atribuir os achados macroscopicos a

lesdo causada secundariamente a hiperhistaminemia paraneopléasica.
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No presente estudo e no estudo realizado por Howard et al. (1969) a maioria dos
caes apresentaram lesGes gastroduodenais macroscopicas, 70,7 e 83%, respectivamente,
no entanto, a intensidade e a gravidade destas destoaram consideravelmente nos dois
estudos. No estudo de Howard et al. (1969) a avaliacdo das lesdes gastroduodenais foi
feita durante a necropsia e, portanto, a maioria dos pacientes (20 dos 24 cées) haviam
apresentado recidiva do mastocitoma: 14 estavam apresentando recorréncia do tumor
apos excisdo de um nodulo primario, quatro estavam apresentando recidiva pos-
operatoria e dois estavam apresentando a terceira recidiva apds tratamento prévio. Além
disso, dados sobre administragdo de medicamentos, tratamentos anteriores, tempo livre
de doenca, data de surgimento do primeiro nddulo ndo foram informados. Diante disto,
ao comparar os resultados obtidos com os do presente estudo, pode-se sugerir que a
intensidade e a gravidade das lesdes gastroduodenais possam ter relacdo com estagio e
namero de recidivas da doenca neoplasica. No entanto, 0s cinco casos que se tratavam de

recidivas ndo apresentavam lesdes graves como o observado por Howard et al. (1969).

Com relacdo a localizacdo das lesdes, 5% dos cées apresentavam alteracdes na
mucosa esofagica, 56% apresentavam alteracdo na mucosa do estdbmago e 39%
apresentavam alteracdo na mucosa duodenal, corroborando com a tendéncia para o maior
acometimento do estdbmago em relacdo ao duodeno (HOWARD et al., 1969). Acredita-se
que a localizacdo anatémica das células parietais (regido do fundo e do corpo), possam
ter relacdo com essa maior tendéncia observada para o aparecimento de lesdes no

estdmago em relacdo ao duodeno.

Segundo Wilcock (2013), o padréo ouro do diagnostico histoldgico para gastrite
é 0 aumento dos leucdcitos na mucosa acompanhado de outras evidéncias de inflamacéo
como hiperemia, edema e lesdes as estruturas adjacentes a outros componentes da
mucosa. Seguindo esses critérios a maioria dos achados histolégicos, por ora encontrados,
condizem com padrdo inflamatorio. No entanto, estes foram considerados leves e
inespecificos, e alguns, como pélipo e adenoma tubular, ndo tem relagdo com os danos
induzidos pela hiperhistaminemia. Em estudo que avaliou anormalidades
histopatoldgicas na mucosa géstrica de cdes com suspeita clinica de gastrite, a inflamagéo
foi o achado mais comum, sendo a gastrite linfoplasmocitica (50,7%) o achado
histologico mais frequente (LIDBURY et al., 2009). Da mesma forma, os infiltrados
inflamatdrios linfocitarios foram os achados mais frequentes tanto na regido do estbmago

(26,8%) como na regido do duodeno (4,3%) no presente estudo.
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A presenca de Helicobacter sp. foi considerada o achado mais frequente nos caes
estudados, com 80,5% dos animais considerados positivos. Em humanos, o género
Helicobacter sp. é considerado o agente colonizador do estdmago mais comumente
observado causando gastrite, Ulcera péptica e neoplasia gastrica (VALE et al., 2009). Em
animais de companhia, apesar de relatos de elevada incidéncia, conforme observado no
presente estudo, pouco se sabe sobre a relevancia clinica dessas bactérias (TAULESCU
etal., 2008; EKMAN et al., 2013; GUERRA, 2014). Vieira et al. (2012), sugeriram uma
relacdo entre o grau de inflamacdo e o numero de bactérias presentes na mucosa gastrica
de cées, contudo, outros autores ndo observam essa mesma relagdo (GOMBAC et al.,
2010). Sendo assim, buscava-se uma avaliacdo de possivel acdo sinérgica das bactérias
do género Helicobacter no aparecimento de sintomas gastricos e lesdes secundarias ao
mastocitoma, contudo tal relacdo ndo pdde ser estabelecida. Guerra (2014), afirma que a
presenca da bactéria nem sempre estd relacionada a ocorréncia de dano tecidual
detectavel, tornando o papel do género Helicobacter, como determinante de gastrites em

pequenos animais, tema ainda controverso.

No presente estudo, a concordancia entre os achados endoscopicos e histolégicos
foi observada em apenas 11 (26,8%) dos casos estudados. Em estudo realizado em
humanos com gastrite erosiva e/ou duodenite, Elta et al. (1987), mostraram uma fraca
concordancia entre os achados endoscopicos e os achados histopatoldgicos (56%), sendo
que a concordancia foi maior no duodeno (85%) do que no estbmago, que variou entre
43 e 55% dependendo do local avaliado (fundo, corpo e antro). Day et al. (2008) sugerem
que a interpretacdo das amostras na histologia, frequentemente, se torna dificil devido ao
numero e qualidade das amostras de tecido enviadas, fragmentacdo ou orientacdo
desfavoravel dos tecidos durante processamento e falta de um padrdo internacional
difundido para analise microscépica das alteragcdes presentes nos tecidos.

A patogenia da ulceracdo gastrintestinal associada ao mastocitoma parece ser
causada por um aumento nos niveis sanguineos de histamina, que promovem excessiva
producdo de &cido gastrico por estimulacdo de receptores H2 nas células parietais,
aumento da motilidade e danos ao endotélio vascular de arteriolas e vénulas, levando a
trombose intravascular e necrose isquémica da mucosa (FOX et al., 1990; WELLE et al.,
2008; DALECK, 2009; LONDON & THAMM, 2013). Alguns estudos sugerem que 0s
cdes com mastocitoma apresentam niveis de histamina plasmatica significativamente
mais altos do que cdes normais (FOX et al., 1990; VAN GELDEREN et al., 2011),
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entretanto, no presente estudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre a
concentracdo de histamina plasmatica nos animais acometidos por mastocitoma e no
grupo controle. Semelhantemente, Ishiguro et al. (2003), também ndo constataram
diferencas estatisticas na concentracdo plasmatica de histamina, coletada dois dias antes
do procedimento cirargico, radioterapico ou quimioterapico, entre o grupo de cdes com
mastocitoma (n=11) e o grupo controle (n=5). No entanto, 0s mesmos autores, ao separar
0s cdes com mastocitoma cutaneo em: cdes com presenca de doenga macroscopica e cées
com presenca de doenca microscopica, Ishiguro et al. (2003), observaram diferencas
estatisticas significantes entre o grupo de cdes com doenga microscopica e 0 grupo de
caes com doencga macroscopica evidente, de maneira que a concentracao plasmatica de
histamina média foi maior no grupo de animais com doenca macroscopica evidente do
que no grupo com doenca microscopica. No presente estudo, todos os animais
apresentavam doengas macroscopicas evidentes, entretanto a mediana da concentragdo
plasmaética de histamina tanto no grupo de animais com MCT como no grupo controle,
foi significativamente menor do que a mediana observada nos estudos de Van Gelderen
et al. (2011) (mediana MCT: 0,7 ng/mL; mediana controle: 0,3 ng/mL), de Ishiguro et al.
(2003) (mediana MCT: 0,39 ng/mL; mediana controle: 0,19 ng/mL) e do que a média
observada por Fox et al. (1990) (média 2,9 +2,2 ng/mL). Sendo assim, sugere-se que tal
diferenca observada seja em decorréncia do perfil dos cées incluidos no presente estudo,
uma vez que devido aos critérios de inclusdo, a grande maioria (82,9%) dos cdes ndo

apresentavam sinais clinicos intensos de degranulacdo mastocitéaria.

Dos cinco cdes que tinham simultaneamente sinais clinicos, lesGes gastrintestinais
e elevacdo no valor dos niveis de histamina plasmatica, um se destacou por apresentar
valor da amina vasoativa consideravelmente acima do valor encontrado nos demais
(2,59ng/mL). Além disso, este paciente apresentava sinais evidentes de degranulacdo
mastocitaria (edema peritumoral, aumento local da temperatura, aumento significativo do
volume tumoral apoés realizacdo de CAAF) e comportamento bioldgico mais agressivo.
Embora, observado em apenas um caso, sugere-se que o0s valores plasmaticos da
histamina possam ser mais elevados nesses casos. Da mesma forma, a progressdo da
doenca neoplésica também parece contribuir com a elevacao dos valores plasmaticos da
histamina (ISHIGURO et al., 2003).

No presente estudo néo foi possivel observar relagéo significativa entre a presenca

ou auséncia de sinais GI com os valores plasmaticos da histamina. No entanto Ishiguro et
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al. (2003) sugerem que quando os sinais gastrintestinais ndo conseguem ser controlados
com o tratamento, provavelmente os valores de histamina estdo bastante elevados. No
mesmo animal supracitado, com o valor de histamina plasmatica inicial de 2,59 ng/mL,
com o avancar da doenca, surgiram vémitos incontrolaveis e perda de peso acentuada.
Este mesmo animal acabou vindo a o6bito e ulceraces caracteristicas do mastocitoma
(HOWARD et al., 1969) foram observadas na mucosa do esofago, estbmago e duodeno

no exame de necropsia.

Até 0 momento, pouco se sabe sobre o padrdo de liberacdo de histamina em cées
com mastocitoma. Em estudo realizado em cdes com dermatite atopica, ao se comparar a
capacidade de liberagdo de histamina nos cées doentes e nos cdes saudaveis, diferencas
estatisticas entre ambos os grupos ndo foram observadas. Entretanto, com a utilizacéo
estimulantes da degranulacdo mastocitaria (calcio iondforo A23187 e concavalina A), a
capacidade de liberacdo de histamina nos cées alérgicos foi duas vezes maior do que nos
caes saudaveis com o uso da concavalina A (DeMORA et al., 1996). As razdes para essa
diferenca ndo foram esclarecidas no estudo anteriormente citado, contudo os autores
sugerem que a via de atuacdo do estimulante, bem como o estado de ativacdo observado
nos mastocitos dos cées atopicos em comparacao a forma nao ativada observada nos cées
saudaveis possam ter influenciado, aumentando a capacidade de liberacdo de histamina
em cdes alérgicos. Da mesma forma, apesar da auséncia de estudos similares em cdes com
mastocitoma, pode-se sugerir que o padrdo de liberacdo da histamina e,
consequentemente, os picos de hiperhistaminemia possam ser diferentes, dependendo do
grau de ativacdo do mastécito e do fator estimulante da degranulacdo, conforme

observado em cdes com dermatite atdpica.

Sendo assim, outra questdo a se discutir, refere-se ao valor e 0 tempo de exposi¢édo
minimos, necessarios para causar lesdo gastrica e, consequentemente, aparecimento de
sintomas Gl. Sabe-se que alguns fatores tais como, manipulacdo local do nédulo/tumor;
frio, picadas de insetos, alguns farmacos (POHLMAN, 2010), podem desencadear a
degranulagdo dos mastdcitos e, consequente, liberacdo de histamina. Contudo, segundo
Church & Levi-Shaffer (1987), os efeitos da liberagdo de histamina sdo rapidos, pois as
enzimas (histamina-N-metiltransferase e diamina oxidase - histaminase) metabolizam a
histamina em um periodo de 1-2 minutos, tornando dificil entender a influéncia da

histamina em cdes com mastocitoma. No presente estudo, a avaliagdo do valor de
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histamina foi realizada de maneira pontual, ndo sendo possivel estabelecer o padrédo de

liberagéo, a intensidade e duracédo da hiperhistaminemia nos cées avaliados.

Nenhuma correlagdo estatistica foi estabelecida entre o valor de histamina
plasmética e o tamanho tumoral, corroborando com os achados de Fox et al. (1990).
Ishiguro et al. (2003) evidenciaram correlagdo estatistica positiva entre o tamanho
tumoral inicial e a dosagem de histamina, entretanto tal correlagdo ndo se manteve na
avaliacdo final do tamanho tumoral. Sendo assim, os proprios autores do trabalho
sugerem que a diferenca encontrada em relacdo aos trabalhos de Fox et al. (1990),
provavelmente se deva ao pequeno nimero de animais (n=11) no estudo e, ao fato de que

a maioria destes animais apresentavam tumores grau |l.

Ishiguro et al. (2003), observaram que a concentracao de histamina foi maior em
animais com envolvimento do linfonodo regional, sugerindo, que o valor de histamina
plasmatica possa estar correlacionado ao grau de disseminacdo tumoral. Entretanto no
presente estudo, nenhuma associacdo positiva foi observada entre essas variaveis.
Acredita-se que as diferencas entre os resultados possam ser em decorréncia das
diferentes taxas de metéstase observadas. Ishiguro et al. (2003), obtiveram elevadas taxas

de metastase (54,54%) e, no presente estudo, essa taxa foi de somente 29,3%.

Segundo sugerido por Fox et al. (1990), os valores de histamina nos cées com
mastocitoma variam consideravelmente com o grau de anaplasia e celularidade do tumor.
Contudo, nos estudos de Fox et al. (1990) e no presente estudo, ndo foram observadas
correlacdes estatisticas positivas entre o grau histoldgico e os valores de histamina
plasméatica. Ao compararmos ambos os estudos, os resultados obtidos, no presente
trabalho, para tumores indiferenciados (grau Ill/alto grau), foram bem inferiores e,
possivelmente, por esse motivo uma relacdo positiva ndo foi estabelecida entre grau
histoldgico e aumento de histamina plasmatica. Com relacdo aos estudos de Fox et al.
(1990), acredita-se que essa associacdo ndo foi estabelecida devido ao baixo numero de
animais na populagéo estudada (n=17).
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e os resultados obtidos, conclui-se que
apesar de frequentes, as lesdes gastroduodenais foram consideradas leves no momento do
diagnédstico e condizentes com os valores de histamina encontrados. No entanto, a
auséncia de relagdo significativa entre os fatores analisados sugere que a heterogeneidade
da populacdo possa ter contribuido para a obtencéo dos resultados ou que outros fatores
possam influenciar na degranulacdo dos mastocitos neoplasicos, causando

hiperhistaminemia consistente e, consequente desenvolvimento de lesdes Gl.
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em questdo. N&o ha riscos a saude do seu céo relacionados com a participacdo dele na
pesquisa, somente aqueles inerentes a prépria doenca que seu cdo ja apresenta e ao

procedimento anestésico.

As informacdes obtidas nesta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre a participacdo do seu cdo. Vocé receberd uma cdpia deste termo onde consta o
telefone e o endereco institucional do pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas

sobre o projeto e a participacdo do seu céo, agora ou a qualquer momento.

Data, nome e assinatura do pesquisador

Av. Bento Gongalves, 9090 — Agronomia, Porto Alegre/RS
CEP: 91540-000

Telefone: 51 3308-6922



Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da participacdo do meu cdo na

pesquisa e concordo em participar do mesmo. Ao assinar esse termo vocé autoriza

também o registro audiovisual do seu céo.

Data, nome e assinatura do proprietario/responsavel pelo cdo
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APENDICE 2- Achados endoscopicos separados por regido (esdfago, estdmago e
duodeno) de cada paciente.

Animal Raca Sexo Idade Peso/EC Es6fago Estdbmago Duodeno
1 SRD Macho 5a. 175/5 S/IA SIA PPE
2 Rottweiler Macho 7a. 54/8 SIA SIA SIA
3 Bulldog Macho 3a. 345/6 ER SIA DNA
4 SRD Fémea 7a.  16,3/5 S/A HR SIA
5 Pitbull Fémea 9a. 20/ 4 S/IA S/IA S/IA
6 Boxer Fémea 10a. 28,7/5 S/IA HR SIA
7 Pitbull Fémea 9a. 37/5 ER HG SIA
8 Boxer Fémea 7a. 209/5 S/IA HG; P SIA
9 Pinscher Fémea 7a. 6/6 SIA HR S/IA
10 Pitbull Fémea 9a.  19/5 SIA HR Ml
11 Shih-Tzu Macho 7a. 5/6 SIA SIA SIA
12 Boxer Macho 9a. 345/7 SIA ME DNA
13 Boxer Macho 7a. 325/5 S/IA S/IA Ml
14 Rotweiller Macho 3a. 455/5 S/A SIA SIA
15 SRD Fémea 7a. 24 /6 S/IA HR; ME DNA
16 Dachshund  Macho 4a. 6/5 SIA HR DNA
17 SRD Fémea 15a. 38,7/6 S/A S/IA DNA
18 Boxer Macho 7 a. 40,7/7 SIA HR; ME S/A
19 SRD Fémea 10a. 8,1/7 SIA AG HG; MF;
PPE
20 SRD Fémea 5a. 91/7 S/IA AG DNA
21 Boxer Macho 6 a. 20,94/5 S/IA SIA HG
22 Boxer Fémea 6a. 28,8/6 S/A EM MF
23 SRD Fémea 10a. 36/8 SIA SIA HG
24 SRD Macho 6 a. 20/5 SIA Ml S/IA
25 SRD Fémea 5a  14/9 SIA SIA Ml
26 Boxer Macho 7a. 39/6 SIA HG S/IA
27 SRD Fémea 8a.  15/9 SIA HR SIA
28 Dogue Fémea 10a. 41,1/5 S/A HG; P DNA
Alemao
29 Boxer Fémea 9a. 32/8 SIA SIA DNA
30 Labrador Fémea 5a. 36,5/5 S/A SIA HG
31 SRD Fémea 13a. 6,45/5 S/A P HG
32 American Fémea 6a. 2255/6 S/IA SIA HG
33 Pitbull Fémea 9a  31,7/6 S/IA SIA SIA
34 SRD Macho 7,5a. 11,8/6 S/A SIA DNA
35 SRD Fémea 12a. 158/7 S/IA SIA S/IA
36 SRD Fémea 85a. 9,2/8 SIA MF MF
37 SRD Macho 10a. 17,5/5 S/A HR; AG S/A
38 Labrador Fémea 9a. 32,2/5 SIA HR; AG S/A
39 SRD Macho 1l1a. 16/5 SIA SIA AG
40 Pitbull Fémea 4a.  224/5 S/IA SIA AG
41 SRD Fémea 8a. SIA LHP HG; AG

PPE = Placas de Peyer evidentes; ER = Esofagite de refluxo; HR = Hiperemia regional
de mucosa; HG = Hiperemia generalizada de mucosa; P = Pélipo; MI= Mucosa Irregular;
ME = Mucosa erosiva; AG = Aumento da granulosidade; MF = Mucosa friavel; EM =
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edema de mucosa; LHP = LesGes hemorragicas puntiformes; S/A = Sem alteragdo; DNA
= Duodeno ndo avaliado; EC = Escore corporal.



