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Resumo: O comportamento clinico e bioldgico do mastocitoma
cutaneo canino ¢ bastante variavel, tornando o estabelecimento
do prognostico e a escolha do melhor tratamento a ser institui-
do um desafio para os oncologistas veterinarios. Embora existam
intimeros protocolos quimioterdpicos descritos para o tratamen-
to do mastocitoma cutidneo canino, os mesmos foram avaliados
comparando-se grupos heterogéneos, com diferentes fatores prog-
nosticos clinicos e histopatologicos, dificultando desta forma a
escolha do melhor protocolo a ser utilizado. Pretende-se com este
relato descrever os efeitos do protocolo neoadjuvante a base de
vimblastina e lomustina num caso de mastocitoma grau III/ alto
grau na regido do perineo, de prognostico reservado a mau, basea-
do nos fatores clinicos (localizagdo, tamanho tumoral, velocidade
de crescimento), caracteristicas histopatologicas (grau de Patnaik
e Kiupel) e imuno-histoquimica (imunomarcagdo de Ki-67, c-kit
e glicoproteina P) desfavoraveis que respondeu favoravelmente ao
tratamento instituido e apresenta até o presente momento uma so-
brevida de 110 semanas sem sinais de recidiva da doenga.

Palavras-chave: mastocitoma; imuno-histoquimica; fatores
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Summary: The clinical and biological behavior of canine cuta-
neous mast cell tumors is highly variable, making the establish-
ment of prognosis and choose of the best treatment to be insti-
tuted a challenge to veterinary oncologists. While there are many
chemotherapeutic protocols outlined for treatment of canine cu-
taneous mast cell tumors, they were evaluated by comparing het-
erogeneous groups, with different clinical and histopathological
prognostic factors, thus making it difficult to select the best pro-
tocol to use. The intention of this report is describe the effects of
a neoadjuvant protocol with vinblastine and lomustine in a case
of grade III / high degree mast cell tumour in perineum, with
worse prognosis, based on unfavorable clinical factors (loca-
tion, tumor size, growth rate ), histopathological characteristics
(degree of Patnaik and Kiupel) and immunohistochemistry (im-
munostaining of Ki-67, kit and P-glycoprotein ) who responded
favorably to treatment and has to date a survival of 110 weeks
without signs of recurrence disease.
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Introducao

O comportamento clinico e bioldégico do mastoci-
toma ¢ bastante variavel, podendo se apresentar como
uma lesdo de carater pouco agressivo a lesdes local-
mente infiltrativas ¢ com alto potencial metastatico
(Blackwood et al., 2012). Estas caracteristicas dos
mastocitomas tornam-nos tumores com um compor-
tamento biologico imprevisivel. Devido a isto, alguns
fatores progndsticos podem ser utilizados na tentativa
de melhor predizer o comportamento desta neopla-
sia. Estes incluem fatores clinicos como, tamanho
do tumor, localizagdo, velocidade de crescimento e
presenca de metastases, além de caracteristicas his-
topatologicas e imuno-histoquimicas que também au-
xiliam na caracterizagdo do progndstico do paciente
(Kiupel et. al., 2004; Blackwood et al., 2012).

O tratamento mais comumente utilizado em
mastocitomas cutaneos caninos de comportamento
agressivo envolve a ressecgdo cirurgica seguida de
quimioterapia antineoplasica. Apesar de a cirurgia
ser o tratamento de eleigdo, em alguns casos devido
a localizagdo e o tamanho do tumor ¢é necessaria a
utilizagdo de quimioterapia neoadjuvante na tentativa
de reduzir o tamanho da lesdo facilitando a ressec-
¢do com margens adequadas de seguranga (Stanclift
e Gilson, 2008)

A variagao entre os graus histopatoldgicos, os di-
ferentes fatores progndsticos e os diversos protocolos
quimioterapicos utilizados no tratamento do mastoci-
tomas fazem com que a escolha do melhor protocolo
seja um desafio (Cooper et al., 2009).
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Pretende-se com este relato descrever os efeitos do
protocolo neoadjuvante a base de vimblastina e lomus-
tina em um caso de mastocitoma grau Il segundo a
classificagdo proposta por Patnaik ef al. (1984), e alto
grau segundo a classificagdo de Kiupel et al. (2011) na
regido do perineo, com prognostico reservado a mau,
baseado nos fatores clinicos, caracteristicas histopato-
logicas e imuno-histoquimica desfavoraveis.

Relato de caso

Foi atendido um cdo, Boxer, fémea, de aproxima-
damente oito anos de idade com historico de recidiva
de tumor em regido perianal. O paciente havia sido
submetido a trés cirurgias prévias realizadas por outro
colega médico veterinario para remogao de tumor no
mesmo local, porém sem realizagdo de exame histo-
patolégico. Segundo a proprietaria o animal estava em
tratamento com corticosteroides ha 5 meses.

Ao exame fisico, o tumor apresentava forma irregu-
lar, superficie hiperémica, crescimento rapido, media
aproximadamente 5,4x3,8x2,5 cm, estava localizado
em regido do perineo e apresentava carater infiltrativo
na regido da vulva. Segundo a proprietaria o paciente
apresentava dificuldade para urinar, sendo observavel a
invasdo local do tumor na uretra.

Foi realizada pungdo biopsia aspirativa do local
com diagnostico citologico de mastocitoma. Na con-
tinuidade foi realizado o estadiamento da neoplasia
através da realizagdo de exame de ultra-sonografia do
abdomem e radiografia tordcica, no entanto, nao foi
observado sinais da presenca de metastases a distancia.

Como tratamento de suporte foi administrada rani-
tidina (2 mg/kg— VO) e prometazina (0,4 mg/kg — VO).
Como medida de conforto e visando reduzir a com-
pressdo da uretra, o animal foi sondado para esvazia-
mento da bexiga e mantido com a sonda até a resolugao
do quadro compressivo.

O paciente foi submetido a biopsia incisional para
graduagdo da neoplasia, com achado histopatoldgico
de proliferagdo neoplasica de células, com pleomor-
fismo acentuado, citoplasma amplo e granular, nucle-
os poligonais, presenca de multinucleagdes, nucléolo
grande e proeminente, caracterizando um mastocitoma
de grau III segundo os critérios propostos por Patnaik

RCPV (2013) 108 (587-588) 147-150

et al. (1984) e alto grau segundo os critérios de Kiupel
et al. (2011). As células neoplasicas foram positivas
para coloragdo de Azul de Toluidina.

Para uma valiagdo mais precisa do grau de malig-
nidade do tumor, realizou-se o exame imuno-histoqui-
mico. Os cortes histolégicos foram desparafinizados
com xilol e re-hidratados. A recuperagdo antigénica foi
conduzida com tampao citrato pH 6,0, em panela de
pressdo (Pascal®; Dako, Carpinteria, CA, USA). Apds
o arrefecimento das laminas estas foram incubadas por
trés vezes em peroxido de hidrogéneo 3% (10V) durante
5 min cada, para o bloqueio da peroxidase enddgena e
posteriormente lavadas em agua corrente durante 5 min.
Os cortes foram submetidos ao bloqueio de proteinas
inespecificas com caseina (Molico®) durante 20 min a
27 °C, seguido pela incubagdo com os anticorpos pri-
marios individualmente. Foram testados os anticorpos c-
KIT, Ki-67, Glicoproteina P (gp-P) na dilui¢ao de 1:800,
1:50, 1:100, respectivamente, durante 18 horas (overni-
ght) horas em camara humida a 4 °C. Posteriormente,
as laminas foram lavadas com tampao TRIS. A seguir,
as laminas foram incubadas com polimero Envision
(Dako, Carpinteria, CA, USA) e posteriormente lavadas
com TRIS por trés vezes. A reagdo foi revelada com o
3,3’ diaminobenzidine tetrachloride (DakoCytomation,
Carpinteria, USA) e contra-coloragdo com hematoxilina
Harrys. As laminas foram entdo montadas com resina e
laminula e observadas em microscopio de luz.

A avaliag@o das marcagdes dos anticorpos c-KIT e
Ki-67 foram baseadas no descrito por Webster et. al.
(2007) e para a gp-P considerou-se o percentual de po-
sitividade das células tumorais, seguindo critérios de
Miyoshi et al. (2002), onde: nenhuma célula marcada
=0; 1 a 10% de células marcadas = 1; 10 — 50% de
células marcadas = 2 e >50% de células marcadas = 3.

A imunomarcagdo para a proteina c-KIT apresentou
marcagao citoplasmatica difusa na maioria dos mastoci-
tos neoplasicos, conferindo um padrio c-KIT 3 (Figura
1A). Para o anticorpo Ki-67 considerou-se a marcagao
nuclear, sendo observadas mais de 23 células positivas
contadas em aumento de 400x, sugerindo a presenga de
um tumor com alto indice proliferativo (Figura 1B). A
avaliagdo da glicoproteina-P recebeu score 3, visto que
mais de 50% dos mastodcitos neoplasicos apresentaram
marcagao citoplasmatica desta proteina (Figura 2).

Figura 1 - A — Imunomarcagao para a proteina c-KIT com marcagao citoplasmatica difusa na maioria dos
mastdcitos neoplasicos, conferindo um padrao c¢-KIT 3. B - Imunomarcagio nuclear para Ki67 com mais
de 23 células positivas contadas (400x).
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Figura 2 — Imunomarcagao da glicoproteina-P - score 3, visto
que mais de 50% dos mastdcitos neoplasicos apresentam marca-
¢ao citoplasmatica desta proteina

Apds a avaliagdo histopatoldégica e imuno-his-
toquimica, o paciente foi submetido a quimioterapia
antineoplasica neoadjuvante com a associagdo de vim-
blastina (2mg/m?- IV) e lomustina (80 mg/m?- VO), de
forma intercalada, a cada 15 dias.

Ap0s a quarta sessdo de quimioterapia neoadjuvan-
te, o paciente apresentava redugdo significativa do ta-
manho do tumor e foi possivel a realizagdo da cirurgia
para remogao do mesmo.

Apds 10 dias da realizagdo do procedimento ci-
rargico, o paciente retornou ao protocolo quimiote-
rapico, mantendo-se o mesmo protocolo, totalizando
seis sessoes de cada farmaco, incluindo as que foram
realizadas antes do procedimento cirtrgico. Durante o
protocolo quimioterapico o paciente ndo apresentou
toxicidade hematoldgica ou gastrointestinal grave, as
quais podem ser comuns neste tipo de terapia.

Cento e dez semanas (aproximadamente 770 dias)
apos o atendimento inicial o animal ndo apresenta si-
nais de recidiva da doenga nas avaliagdes bimestrais
acompanhadas através de exame fisico, ultrassonogra-
fia abdominal, radiografia toracica, sendo considerado
em remissao completa.

Discussao

Devido ao comportamento extremamente variavel
dos mastocitomas caninos, inimeros fatores prognos-
ticos tém sido considerados na tentativa de prever a
evolucao da doenga (Blackwood et al., 2012).

Dentre os dados clinicos empregues na atribuigao de
progndstico negativo estdo: tumores maiores que 3 cm,
tumores com velocidade de crescimento rapido, presen-
¢a de ulceragdo e presenga de metastase (Blackwood et
al., 2012). Embora ndo seja consensual entre autores,
alguns pesquisadores sugerem que a localizagdo tumo-
ral nas regides mucocutaneas, prepucio, perineo, regiao
inguinal e coxas esta associada a pior progndstico (Bla-
ckwood et al., 2012). Baseando-se nestes conceitos,
embora o paciente do presente relato apresentasse prog-
ndstico negativo, a evolugdo clinica do caso, até o pre-
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sente momento, tem sido satisfatoria. Adicionalmente,
as caracteristicas histopatoldgicas, tal como a graduagio
do tumor segundo o proposto por Patnaik et.al/ (1984) ¢
Kiupel ef al. (2011) além das caracteristicas imuno-his-
toquimicas da localizagao da expressdo do receptor c-
KIT no mastdcito neoplasico e o indice de proliferagiao
celular avaliado pela expressdo de Ki-67 também cor-
roboram com um prognostico negativo para este animal
proposto por varios pesquisadores (Patnaik et.al 1984;
Kiupel et. al. 2004; Webster et. al. 2007)

Segundo a classificagdo histopatoldgica proposta
por Patnaik et.al (1984), os mastocitomas de grau III
como apresentado pelo paciente do presente relato,
apresentam comportamento clinico altamente agressi-
vo, com altas taxas de recidiva tumoral e metastase. O
tempo médio de sobrevida dos mastocitomas de alto
grau segundo a classificagdo de Kiupel ef al. (2011) ¢
inferior a 4 meses.

O paciente apresentou marcagao citoplasmatica di-
fusa na maioria dos mastocitos neoplasicos, conferindo
um padrdo c-KIT 3. A imunomarcagdo para a proteina
¢-KIT pode ser considerada um fator progndstico im-
portante nos casos de mastocitomas cutaneo canino. A
presenga de imunomarcagdo perimembranosa (padrdo
¢-KIT 1) ndo esta associada a recorréncia da doenga ou
a diminuigdo da sobrevida enquanto que as marcagdes
citoplasmaticas focais ou difusas da proteina c-KIT (pa-
drio c-KIT 2 e 3, respectivamente) estdo associados ao
aumento na taxa de recorréncia da doenga e diminuigdo
da sobrevida dos pacientes (Kiupel et. al. 2004).

Outro marcador imuno-histoquimico que pode ser
utilizado na avaliagdo do progndstico dos mastocito-
mas em caes ¢ o Ki-67, que ¢ um fator de proliferagao
celular (Webster et. al. 2007). Webster et al. (2007)
demonstraram que os pacientes que apresentam valor
de Ki-67 acima de 23 apresentaram menor tempo de
sobrevida e maior taxa de recorréncia local e de me-
tastase a distdncia em comparagao aos caes com Ki-67
inferior a 23. A avaliagdo imuno-histoquimica do Ki-
67 do paciente apresentado foi superior a 23 sugerindo
um comportamento agressivo da neoplasia.

Outro fator importante a ser considerado na escolha
do protocolo terapéutico ¢ a resisténcia a quimioterapia
que pode estar relacionada a superexpressao da gp-P. Esta
proteina ¢ codificada pelo gene MDRI e age promovendo
o efluxo de certos quimioterapicos do interior das células
neoplasicas para o meio extra-celular (Nakaichi et. al.,
2007). A expressdo desta proteina pode ser influenciada
por tratamento quimioterapico prévio ou pela administra-
¢ao de certos farmacos, como os glicocorticoides (Nakai-
chi et. al., 2007), resultando assim, na ocorréncia de qui-
miorresisténcia (Nakaichi ez. al., 2007).

O paciente deste relato foi submetido a exposigado
cronica de glicocorticoide, durante cinco meses o que
pode justificar a expressdo aumentada da gp-P, evi-
denciada na imuno-histoquimica. Todavia esta previa
exposi¢do nao resultou em resisténcia aos farmacos
empregues no protocolo quimioterapico, uma vez que
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apresentou boa resposta ao tratamento com vimblas-
tina e lomustina, mesmo a vimblastina sendo um dos
farmacos que apresentam quimiorresisténcia mediada
pela gp-P (Gatti e Zunino, 2005).

A utilizagdo do protocolo de associagdo entre vim-
blastina e lomustina no tratamento do mastocitomas
em cdes foi avaliada em num estudo com pacientes que
apresentavam mastocitomas grau II e I1I. Os pacientes
foram divididos em dois grupos, de acordo com a pre-
senga de doenga macroscopica ou microscéopica (Coo-
per et al., 2009). No grupo de doenga macroscopica o
tempo livre de doenga observado, segundo os autores,
foi de 30 semanas (210 dias), com média de sobrevida
de 35 semanas (245 dias). Esses dados sdo superiores
aos descritos em outro trabalho utilizando o protoco-
lo de vimblastina, ciclofosfamida e prednisona, o qual
proporcionou tempo livre de doenga de 74 dias e média
de sobrevida de 145 dias (Camps-Palau et. al., 2007).
O paciente do presente relato apresenta, até o momen-
to, tempo livre da doenga 110 semanas, superior aos
dados citados nos outros trabalhos.

Embora a associa¢do de vimblastina e lomustina
apresente uma taxa de resposta superior ao protocolo
de lomustina como agente unico (57% versus 42%),
com uma grande percentagem dos pacientes obtendo
remissao completa (25% versus 5%) na comparacao
entre dois estudos, os autores salientam a necessida-
de de se ampliarem o numero de animais tratados com
esse protocolo para confirmar estes achados (Rassnick
et al., 1999; Cooper et.al. 2009 .

Apesar do paciente ter tolerado bem o protocolo qui-
mioterapico instituido, os autores que estudaram o proto-
colo de vimblastina e lomustina citam uma taxa de 54%
de toxicidade em relagdo a este tratamento, porém os
mesmos citam que a gravidade dos efeitos colaterais foi
leve na maioria dos casos (Cooper et.al., 2009). A dose
de lomustina utilizada pelos autores variou de 27mg/m?a
90 mg/m?, com média de 59 mg/m?, enquanto que a dose
utilizada no presente relato foi de 80 mg/m>.

Conclusao

O comportamento clinico altamente varidvel dos
mastocitomas caninos expoe a necessidade da utilizagao
de marcadores progndsticos, buscando predizer a evolu-
¢éo esperada da doenga e auxiliar o Oncologista Veteri-
nario na decisao do melhor tratamento a ser utilizado.

Embora existam inimeros protocolos quimiotera-
picos descritos para o tratamento do mastocitoma cuta-
neo canino, os mesmos foram avaliados comparando-
se grupos heterogéneos, com diferentes fatores prog-
nosticos clinicos e histopatologicos, dificultando desta
forma a escolha do melhor protocolo a ser utilizado.

Apesar de em alguns casos os fatores prognosticos
apontarem para uma evolugdo desfavoravel da doen-
¢a, a escolha e a instituigdo de um protocolo adequado
como descrito, pode resultar em maior sobrevida do
paciente, com melhor qualidade de vida.
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