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PINCZOWSKI, P. Mastocitoma canino: abordagem histopatologica e
imunoistoquimica na busca de biomarcadores prognosticos. Botucatu, 2008,
68p., Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

O mastocitoma ou tumor de masticitos € a neoplasia cutdnea mais
comum em cdaes. O sistema de graduacao histopatologico proposto por Patnaik
et al. (1984), é um importante critério preditivo para o estadiamento da
neoplasia e determinacéo de terapia adjuvante. O grau | representa a neoplasia
bem diferenciada, o grau Il a moderadamente diferenciada e o grau lll a pouco
diferenciada ou anaplasica. Alguns autores demonstraram a discrepancia
entres observadores quando realizadas comparacdes nas graduacdes
histopatolégicas, devendo-se principalmente a subjetividade do sistema
atualmente utilizado. A busca de biomarcadores prognésticos pode ser feita
utilizando-se anticorpos primarios contra as proteinas envolvidas no processo
de iniciacdo, promocédo e progressao tumoral, angiogénese, além mediadores
inflamatorios. Estudos foram realizados avaliando-se a expressao de c-KIT
(indutor de proliferagcdo celular), VEGF (indutor de angiogénese), PGE2
(mediador inflamatério), com a graduacdo histopatoldgica. Além de uma
avaliacdo do proprio sistema de graduacdo. Foi observada uma discrepancia
ao avaliar 42 casos de mastocitomas, onde em 21,4% dos casos houve
concordancia entre os quatro observadores envolvidos no estudo. Em 45
mastocitomas avaliados ndo houve correlagdo entre a intensidade de
expressao de c-KIT com a graduacéo histopatologica. No entanto o padréo de
marcacdo de c-KIT apresenta correlagdo com a graduacdo histopatoldgica,
sendo a membranosa mais frequente no grau |, citoplasmatica difusa no grau Il
e citoplasmética focal no grau lll. Ao correlacionar o percentual de células
marcadas por campo e a intensidade de coloracdo do VEGF e PGE2 com a
graduacdo histopatologica de 53 mastocitomas, ndo houve correlacéo
estatistica da expressao de VEGF, visto que todos mastocitomas expressam
altas quantidades de VEGF. Quanto ao PGE2 h& correlacdo estatistica do

percentual de células marcadas quando comparados os graus | e lll. Frente



aos resultados apresentados é possivel concluir que o mastocitoma cutaneo
canino € uma neoplasia potencialmente maligna, independente do grau
histopatoldégico e que critérios como padrédo de imunomarcacdo do c-KIT
podem auxiliar na graduacdo e que o percentual de células marcadas para

PGE2 possa servir como biomarcador prognaostico.



PINCZOWSKI, P. Canine mast cell tumor: Histopathologic and
imunoistochemic approach in the search for prognostical biomarkers. Botucatu,
2008, 68p., Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The mast cell tumor is the most common cutaneous neoplasia in dogs. The
histopathologic grading system proposed by Patnaik et al. (1984) is an
important predictive criteria for stablishing the neoplasia staging and therapy.
The grade | represents a well diferentiated neoplasia, grade Il a moderate
differentiated, and grade Ill a poorly diferentiated or anaplasic. Some authors
demonstrated a disagreement among pathologists when comparing
histopathologic grading, due mainly to the subjective grading system in use.
The search for prognostic biomarkers can be made using primary antibodies
against proteins involved in the process of tumor initiation, promotion and
progression, angiogenesis and inflammatory mediators. Studies were made
evaluating c-KIT (cellular proliferation inductor), VEGF (angiogenesis inductor)
and PGE2 (inflammatory mediator) expression and its correlation with the
histopathologic grading. A evaluation of the grading system itself was also
performed. It was found a disagreement when evaluating 42 canine cutaneous
mast cell tumors, where 21,4% of the tumors had agreement of all four
pathologists. In 45 mast cell tumors evaluated, there was no correlation
between the c-KIT expression intensity and the histopathologic grading.
However the expression pattern of c-KIT presented a correlation with the
histopathologic grading, where the membrane pattern was more frequent in
grade |, diffuse citoplasmatic in grade Il and focal citoplasmatic in grade lll.
When correlating the percentual of marked cells and the expression intensity of
VEGF and PGE2 with the histopathologic grading of 53 mast cell tumors, there
was no statistical correlation of VEGF, due to all mast cell tumors express high
levels of VEGF. The PGE2 presented correlation between the percentual of
marked cells when comparing grades | and Ill. Due to the results found it is

possible to conclude that the canine cutaneous mast cell tumor is a potentially
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malignant neoplasia, no matter the histopathologic grading, and that criterias
such as c-KIT imunolabelling pattern can aid in grading and the percentual of

PGE2 marked cells can be used as prognostic biomarker.
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l.Introducéo

O mastocitoma € a neoplasia maligna constituida por mastécitos, que
corresponde de 11 a 27% de todas as neoplasias cutdneas em cées. O
mastocitoma aparece mais freqiientemente em membros pélvicos e toracicos,
abdbémen, torax e cabeca. No entanto a neoplasia pode se metastatizar para
linfonodos regionais e outros 6rgdos (ROGERS, 1996).

A compreensdo total do diagnéstico, tratamento e comportamento
biol6égico do mastocitoma € de extrema importancia, portanto muitos estudos
tem sido desenvolvidos que objetivam a obtencdo de valores preditivos, que
possam auxiliar na escolha do tratamento e na obtencdo de um progndéstico
acurado (LONDON e SEGUIN, 2003).

De todos os métodos de classificagdo de mastocitomas e estabelecimento
do progndstico, a graduacao histopatolégica parece ser a de maior consisténcia
preditiva. O esquema proposto por Patnaik et al. (1984), utiliza informacdes
derivadas da analise de diferentes atributos histomorfolégicos (tamanho do
tumor, celularidade, morfologia celular, indice mitotico e reacdo estromal). No
entanto, o comportamento clinico dos mastocitomas é imprevisivel e melhores
técnicas progndsticas sdo necessarias para identificacdo de pacientes com alto
risco de recorréncia e 6bito (GROSS et al., 2005).

As prostaglandinas sdo os principais metabdlitos do ciclo do acido
aracdoénico, responsaveis por inumeros processos fisiolégicos (RANDY et al,
2001) além de estudos mostrarem grandes concentracdes de prostaglandinas
E, produzidas por células neoplasicas (LUPULESCU, 1996; ARA et al., 1996).

Assim como demonstraram Doré et al. (2003) a COX-2 tem uma estreita
relacdo com neoplasias, estimulando a proliferacdo celular, a angiogénese e
inibindo a apoptose, havendo uma maior concentragcdo em neoplasias malignas
do que em benignas, portanto, a PGE2 por ser metabdlito da COX, também
deve possuir uma relagdo com o desenvolvimento neoplasico maligno.

O VEGF também conhecido como fator de permeabilidade vascular é
uma potente citocina angiogénica indutora de mitoses, reguladora da
permeabilidade celular endotelial (FERRARA, 1996), além de prolongar a
sobrevivéncia de neovascularizagfes pela inducdo da expressdo de proteinas
como o Bcl-2 (RANIERI et al., 2001). Sendo assim, mostra sua intensa relacéo

com a carcinogénese e progressao tumoral.
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A proteina KIT (fator de crescimento de mastdcitos, Steam cell factor -
SCF), codificada pelo proto-oncogene c-KIT estimula a maturacdo celular,
proliferacé@o e ativagdo de mastocitos (HILL, 2002). A fosforilizagdo da proteina
KIT resulta em uma ativacdo de receptores tirosina quinase em mastocitos e
uma subsequente proliferacéo celular (LONGLEY e METCALFE, 2000).

Trés padrées de marcacdo para o c-KIT foram identificados no
mastocitomas, sendo eles membranoso, citoplasmatico focal e citoplasmatico
difuso. Esse padrbes foram correlacioandos com a graduacao histopatolégica
mostrando haver uma intensa relagdo com o prognostico dos mastocitomas
caninos (WEBSTER et al. 2007).

2. Objetivos
Visto a ambiguidade na graduacdo histopatolégica e a necessidade da
utilizacdo de biomarcadores para a determinacdo de um prognostico acurado

nos mastocitomas caninos, os objetivos deste estudo foram:

- Avaliar a expressao da PGE2 no mastocitoma cutaneo canino.

- Avaliar a expresséo do VEGF no mastocitoma cutaneo canino.

- Correlacionar o escore de imunomarcacdo da PGE2 com a graduacéo
histopatolégica do mastocitoma cutaneo canino.

- Correlacionar o escore de imunomarcacao da VEGF com a graduacéo
histopatoldgica do mastocitoma cutaneo canino.

- Avaliar a expresséao de c-KIT no mastocitoma cutaneo canino

- Correlacionar a intensidade e o padrédo de marcagéo do c-KIT (CD117)
com a graduacao histopatolégica no mastocitoma cutaneo canino

- Avaliar se esses anticorpos poderdo ser usados como biomarcadores

progndésticos no mastocitoma cutaneo canino.
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2. Revisao de Literatura

O Mastocitoma

O mastocitoma ou tumor de mastdcitos € a neoplasia cutdnea mais
comum em caes, ndo havendo predilecao por sexo, mas sim por ra¢a, sendo o
Buldogue Inglés, Bull Terrier Inglés, Boxer, Boston Terrier, Pug, American Pitt
Bull Terrier, Weimaraner, Bullmastiff, Labrador Retriever, Setter Inglés, Beagle
e Golden Retriever os mais acometidos (ROGERS, 1996, THAMM e VAIL,
2007).

Nos cées, 0s mastocitomas ocorrem com maior freqiiéncia nos membros
pélvicos (24,6%), no abdémen (17,2%), torax (14,7%), membros toracicos
(13,6%) e cabeca (9,8%). Podem aparecer também em visceras, como baco,
figado e rins. O tumor surge de forma saliente na pele, normalmente como um
nodulo, podendo variar de 2 a 5 cm de diametro e de 1 a 3 cm de altura
(JONES et al., 2000). As formas mais malignas ou mais indiferenciadas
crescem rapidamente no inicio e causam metastases por via linfatica e
hematdgena.

O mastocitoma pode tornar-se muito infiltrativo, levando a dificuldade de
identificacdo das margens cirdrgicas, por isso a importancia de uma ampla
excisdo cirlrgica, além da associacdo a algum tipo de terapia conservativa
(quimioterapia, radioterapia, etc.) (JONES et al., 2000, THAMM e VAIL, 2007).

Os sinais clinicos do mastocitoma dependem muito da regido acometida,
da evolucdo da neoplasia, assim como de suas complicacdes secundarias. O
mastocitoma cutaneo é a forma mais comum, podendo mostrar-se pruriginoso,
ulcerativo, edematoso e eritematoso, devido a liberacdo de histamina pelas
células neoplasicas. Além disso, a degranulacdo dos mastocitos causa
disfuncbes gastroentéricas como vOmitos, anorexia, melena e ulceracoes.
Ulceras duodenais sdo muito comuns, aparecendo em 80% dos casos. As
Ulceras gastroentéricas podem romper-se levando a um quadro de peritonite.
Mais ocasionalmente, podem ocorrer hipergamaglobulinemia, coagulopatias e
glomerulonefrites. Animais com mastocitoma mostram-se imunossuprimidos,
ou seja, mais propensos a infec¢des secundarias. A linfadenomegalia aparece
comumente em casos de metastases (THAMM e VAIL, 2007).
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Vérias classificacdes histopatoldgicas foram propostas para identificar o
grau de diferenciacdo do mastocitoma canino, porém nenhum método de
classificagdo € mais amplamente utilizado que o de Patnaik et al. (1984), no
qual pardmetros morfologicos subjetivos sdo considerados. O sistema de
graduacéo histopatologico de Patnaik € um importante critério preditivo para o
estadiamento da neoplasia e determinacdo de terapias adjuvantes (FAN e
LORIMIER, 2005). O grau | representa a neoplasia bem diferenciada, o grau Il
a moderadamente diferenciada e o grau Il a pouco diferenciada ou anaplasica.
Variacbes intra e interobservadores tem sido o principal problema desta
classificacdo, Northup et al. (2005) demonstraram uma diferenca significativa
entre patologistas na graduacao histopatolégica do mastocitoma, utilizando o
sistema de Patnaik. Apesar da graduacao de Patnaik apresentar valor preditivo,
quanto ao tempo de sobrevida nos tumores bem diferenciados e nos
indiferenciados, os tumores de grau intermediario (grau Il) trazem dificuldades
de avaliacdo (KIUPEL et al., 2004).

Diagnostico

Para que haja um diagnostico eficiente € necessario que se faca uma
boa anamnese, exame clinico, citologia aspirativa ou biopsia da massa, assim
como radiografia ou ultra-sonografia, nos casos de suspeita de neoplasias
viscerais. A citologia aspirativa e a biopsia servem para graduacdo dos
mastocitomas, sendo de extrema importancia para a escolha terapéutica e
determinacdo do prognéstico. Muitos fatores tém sido usados para prever o
comportamento biolégico do mastocitoma. Dentre eles a graduacéo histologica
parece ser o fator mais importante no auxilio a determinagdo do prognadstico.
Neoplasias mais diferenciadas tendem a possuir um prognostico mais favoravel

e as indiferenciadas um prognostico reservado (ROGERS, 1996).

Com um exame fisico detalhado é possivel localizar as massas existentes.
Alteracbes sistémicas como esplenomegalia e/ou hepatomegalia podem ser
sinais de metastase. Ainda, os linfonodos devem ser palpados
meticulosamente. O quadro 1 mostra possiveis classificacbes por estagios
clinicos de cédes com mastocitoma, de acordo com a classificacdo da

Organizacao Mundial de Saude.
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Quadro 1 — Possiveis classificacbfes por estagios clinicos de caes com
mastocitoma de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude e descrito por
Ladue et al. (1998).

Estagio o
. Descricao
Clinico

Uma lesdo confinada a derme sem envolvimento de linfonodos
0 regionais, sendo possivel a resseccao cirargica. Nao ha evidéncia

de metastase e raramente se desenvolve doenca sistémica.

Uma lesdo confinada a derme sem envolvimento de linfonodos
regionais

Uma lesdo confinada a derme com envolvimento de linfonodos
regionais.

Lesdes dérmicas multiplas ou uma grande neoplasia infiltrativa com
1] ou sem envolvimento de linfonodos regionais. Nao ha evidencia de

metastase a distancia ou de sinais de doencas sistémicas.

Qualquer neoplasia com envolvimento metastatico a distancia ou

recidiva com metastase. Ha evidéncias de sinais sistémicos.

Histopatologia e Citologia

O diagnostico dos tumores de mastocitos é relativamente simples, de
forma que naqueles bem diferenciados, normalmente ndo ha problema em sua
identificagdo histologica. Os mastocitomas formam normalmente folhetos
difusos de cordbes densamente compactados de células redondas ou
poligonais, contendo um nucleo redondo, posicionado no centro da célula e
quantidades moderadas de citoplasma basofilico grosseiramente granular
(JONES et al., 2000). Normalmente, os corddes celulares estdo separados por
feixes de colageno. Além disso, € possivel a visualizacdo de um numero
variavel de eosindfilos, devido a quimiotaxia destes, em resposta aos granulos
dos mastocitos. As células neoplasicas exibem um grau variado de

diferenciagao celular, baseado na presenca e proeminéncia dos granulos.
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O pleomorfismo e o indice mitotico tém sido Uteis para gradacdo da
neoplasia, podendo variar de grau | a grau Ill. O grau | (bem diferenciado)
possui células tumorais uniformes, nucleo redondo, com um nucleo e
granulacgdes evidentes, havendo assim um melhor prognéstico. J& no grau Il
(pouco diferenciado ou indiferenciado), que possui um prognostico
desfavoravel, ha maior pleomorfismo celular, podendo haver de pouca a
nenhuma granulacdo citoplasméatica, nucleos aberrantes, grande relacéo
nucleo/citoplasma, e algumas vezes binucleacdo, mostrando uma maior
indiferenciacéo celular. O grau Il possui caracteristicas intermediarias aos

graus | e lll.

Prostaglandina E; (PGE2)

As prostaglandinas desempenham papéis importantes em processos
fisioldgicos normais, tendo participacdo em diversos tecidos do organismo com
funcdes distintas como regulador do fluxo renal, mediador de agregacéo
plaquetaria, portanto regulando a homeostase, regulador da reproducéo,
formacao e reabsorcdo 6ssea. Além do mais as PG também afetam a resposta
imune, o que interfere de forma consideravel na carcinogénese e progressao
dos tumores (MOHAMMED et al., 2001).

Muitos estudos nas ultimas duas décadas tém sido de extrema
importancia para demonstrar o elo entre o desenvolvimento e progressao do
cancer e os metabdlitos do acido aracddnico. Um desses metabdlitos, a
prostaglandina E2 (PGE2), merece uma atencdo consideravel, devido a sua
implicacdo na carcinogénese, progressao neoplasica e metastases (EARNEST
et al., 1992; FOLKMAN et al., 1997). A PGE2 possui também capacidade
angiogénica, onde se observa aumento na producao de VEGF pelo estimulo de
PGE2 (ABDEL-MAJID et al., 2004, SPINELLA et al., 2004).

Grandes concentracdes de prostaglandinas E2 s&o produzidas por
células neoplasicas, macréfagos associados a tumores e monécitos do sangue
periférico em pessoas com cancer de pulméo, mama, célon, cabeca e pescoco
e experimentalmente em tumores induzidos em animais, mostrando assim sua
intima ligacdo com o comportamento biolégico do cancer (HUBBARD et al.,
1988; MARNETT et al., 1992).
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A inibicdo farmacoldgica de PGEs e COX estdo sendo avaliadas com
alvos para prevencdo do cancer e em seu tratamento em animais com
neoplasias ocorridas naturalmente, usados como modelos para humanos
(KNAPP et al., 2000).

Mohammed et al. (2001) demonstraram que as concentracdes de PGE2
eram mais elevadas em tecidos tumorais quando comparados com tecidos
normais, principalmente em carcinomas transicionais, prostaticos e de células
escamosas em caninos.

Estudos mostraram a correlagcdo da expressdao de COX-2 com VEGF,
angiogénese e mortalidade. COX-2 catalisa a producédo de PGE2 e altos niveis
de PGE2 foram encontrados em adenocarcinomas colo-retais, quando em
comparacao a tecidos adjacentes normais (Chianchi et al., 2001).

Os mecanismos pelas quais a PGE2 estimula o VEGF ainda continuam
indefinidos, no entanto Eibl et al. (2003) sugerem que o acido aracdonico €
convertido em PGE2 através da acdo especifica da COX-2, o qual aumenta os
niveis de VEGF, de forma autOcrina e paracrina, estimulando a migracdo de
células endoteliais. Mostrando que a PGE2 possui um papel importante na
expressdo de COX-2 em células neoplasicas como mostrado em neoplasias
pancreaticas.

A PGE2 como um importante mediador inflamatério, foi o maior indutor
da potente isoforma proangiogénica VEGF-A em mastdcitos de humanos. A
PGE2 induziu VEGF-A em culturas de mastocitos como relatado por Abdel-
Majid et al., (2004).

Grande interesse tem sido demonstrado na descoberta de uma possivel
ligagdo da COX e de seus metabdlitos (PGE2) no desenvolvimento e
progressdo do cancer. Mesmo que o exato mecanismo pelo qual a PGE2 e
outros metabdlitos do acido aracdbnico ndo estejam totalmente elucidados
alguns possiveis mecanismos incluem: papel na mutacdo celular; efeitos
diretos e indiretos da PGE2 e outros produtos da COX na proliferacdo e
apoptose em células neoplasicas; PGE2 induz a imunossupresséao que dificulta
o sistema imune do individuo em combater células neoplasicas além do efeito
da PGE2 nos mecanismos de metastase (colagendlise, angiogénese,
hipercoagulabilidade) e por final, como mediador inflamatorio que recruta
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fatores de crescimento que contribuem para a progressao neoplasica.
(LUPULESCU et al., 1996; ARA et al., 1996).

Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)

A angiogénese € um processo pelo qual novos vasos se desenvolvem a
partir de vasos sanguineos ja existentes. A angiogénese fisioldgica ocorre
durante o crescimento fetal e desenvolvimento, mas é rara em adultos exceto
em episodios de reparacdo de feridas e no trato reprodutivo de fémeas. A
angiogénese ocorre regularmente no corpo liteo e no endométrio como parte
do rapido crescimento e regressao desses tecidos durante o ciclo ovulatério. A
angiogénese patoldgica ocorre em processos malignos e inflamatorios crénicos
(GARGETT et al., 2001).

O complexo controle angiogénico depende do balangco entre fatores
estimulatérios e inibitorios que afetam a proliferacdo e diferenciacdo de células
endoteliais (HANAHAN e FOLKAMAN, 1996). Um desses fatores € o VEGF, o
qual é o mais potente indutor de angiogénese e permeabilidade vascular
(LEUNG et al., 1989).

Muitos trabalhos sugerem que a angiogénese € extremamente
importante na carcinogénese, crescimento e progressao dos tumores (ALBINI
et al.,, 2001; VERMEULEN et al., 2002; RANIERI et al., 2002). Dentre esses
fatores 0 mais investigado e estudado pela oncologia humana é o VEGF (DE
JONG et al., 1998).

O VEGF é uma proteina que estimula a migracdo e proliferacdo de
células endoteliais vasculares, extremamente importantes para a angiogénese.
E produzido por células neoplasicas, macrofagos, plasmdcitos e algumas vezes
por linfécitos (LUI et al., 1995).

Ha evidéncias que os niveis de expressdao do VEGF em tumores
primarios podem refletir nas caracteristicas biologicas destes em termos de
agressividade e com isso contribuir com informacfes para o progndstico
(GASPARINI et al.,, 1998; RANIERI et al., 2001; PARADISO et al., 2001;
RANIERI et al., 2003). O VEGF também conhecido como fator de
permeabilidade vascular € uma potente citocina angiogénica que induz

mitoses, regula a permeabilidade das células endoteliais (FERRARA, 1996) e
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prolonga a sobrevivéncia de neovascularizagdes pela inducédo da expressao de
proteinas como a Bcl-2 (RANIERI et al., 2001).

Cinco isoformas do VEGF foram identificadas e sequenciadas VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e o fator de crescimento da placenta (NICOSIA,
1998). A forma isoférmica solavel da VEGF € uma glicoproteina induzida por
hipoxia e pela mutacdo oncogénica (BALSARI et al., 1999).

Em trabalhos publicados, os niveis séricos de VEGF em pacientes com
varios tipos histolégicos de cancer se encontraram muito mais elevados do que
em pacientes saudaveis (ACHEN et al., 1998). Estudos preliminares sugeriram
o alto nivel de VEGF associado ao estagio tumoral, demonstrando pior
prognéstico, em pacientes com cancer gastrointestinal (ADAMS et al., 2000).

A expressdo de VEGF por tumores soélidos, especialmente tumores
mamarios foram correlacionados com um prognéstico reservado (SLEDGE &
MILLER, 2003).

Ranieri et al. (2003) demonstraram uma maior concentracdo de VEGF
em humanos com cancer gastrointestinal do que em saudaveis, e ainda
sugeriram que o VEGF possui um papel importante como marcador
angiogénico em cancer gastrointestinal.

Em tumores, o aumento da sintese de VEGF é considerado uma das
primeiras influéncias para a angiogénese, contribuindo assim para o
desenvolvimento de caracteristicas malignas como crescimento acelerado e
metastases. Um aumento na producdo de VEGF foi observado em tumores
malignos, especialmente aqueles menos diferenciados (CONNOLY et al., 1989;
DE JONG et al., 1998).

A proliferacdo de células endoteliais induzida pela VEGF produz
metastases por diversos motivos, entre eles: a neovascularizacdo, producao de
colagenase e outras enzimas degradativas que facilitam a célula neoplasica em
desprender-se da massa e cair na corrente sanglinea além de estimular o
crescimento celular neoplasico (MOSCATELLI et al., 1981).

De acordo com Takahashi et al. (1995 e 1997) a densidade
microvascular é um fator determinante para metastase de tumores como o
cancer de c6lon em humanos e de sua mortalidade. A expressao de VEGF é o
melhor determinante da densidade microvascular sendo portanto intimamente

relacionado a metastase e mortalidade.
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Restucci et al. (2003) demonstraram um aumento da expressdo de
receptores para VEGF em células endoteliais em tumores malignos. Stitt et al.
(1998) sugeriram uma funcdo autocrina para VEGF, um meio pelo qual células
neoplasicas malignas podem atuar simultaneamente como produtor e alvo de
VEGF, contribuindo para o crescimento neoplasico independentemente de
fatores angiogénicos de células endoteliais normais. Demonstraram ainda que
VEGF e seus receptores em neoplasias malignas, estimulados por hipdxia,
possuem um papel na inducao de células endoteliais e proliferacdo de células
neoplasicas, contribuindo para o crescimento tumoral. Restucci et al. (2000),
em contraste, demonstraram que a sintese de outros fatores angiogénicos
necessarios para maturagdo de novos vasos pode ser inadequada, resultando
na producdo de vasos pequenos e esporadicamente mal formados.

Em um estudo conduzido por Sales et al. (2001), foi observada
expressao de VEGF em inflamacédo e em areas de CIN (neoplasia intraepitelial
cervical), mas relativamente rara e fraca, no entanto houve uma grande
expressdo em areas de carcinoma e em células inflamatérias adjacentes e
fibroblastos.

Varios autores reportam que o VEGF, COX-2 e as prostaglandinas,
como PGE2, possuem uma intima relacéo, assim como demonstrou Gallo et al.
(2001) e Cianchi et al. (2001) onde a expressdo de VEGF e COX-2 tiveram
uma correlagcdo positiva com a densidade microvascular, além de uma
associacao entre VEGF e COX-2 na angiogénese.

Mitsutoshi et al., (2002), demonstraram que VEGF regula positivamente
a atividade de RNAm, proteina e niveis de atividade enzimatica da COX-2 em
células endoteliais humanas. Pai et al. (2001) reportaram a inducdo da
expressao génica de VEGF pela PGE2 em células endoteliais microvasculares
gastricas de ratos. Juntos, esses achados sugerem um possivel “feedback”
positivo para uma producéo local continua de VEGF e COX-2 dependentes de
PGE2 nas células endoteliais.

A partir dessas informacdes o estudo do VEGF em mastocitomas é
inédito e importante para avaliar a carcinogénese e progressao tumoral

baseada na angiogénese.
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c-KIT

Foi reportado em varias espécies animais a importancia da interacao de
fatores de crescimento de mastdcitos (Steam cell factor - SCF) com receptores
especificos da proteina KIT, estimulando a maturacdo celular, proliferacdo e
ativacdo de mastaocitos (HILL, 2002). A proliferacdo de mastécitos em humanos
foi associada a mutacdes de proto-oncogenes c-KIT, que codifica a proteina
KIT (CD 117), um receptor da tirosina quinase. A fosforilacdo da proteina KIT
resulta em uma ativacéo de receptores tirosina quinase em mastécitos e uma
subsequente proliferacédo celular (LONGLEY & METCALFE, 2000).

Uma via de estimulacdo autdcrina formada pelo receptor KIT e o seu
ligante tem sido implicado no desenvolvimento dos mastocitomas e nas
mastocitoses no homem (LONDON et al. 1999; WEBSTER et al. 2007). AKIT é
uma proteina transmembranica que atua como receptor para o fator de células-
tronco, codificada pelo proto-oncogene c-KIT (LONDON et al. 1999). Sua
expressao € normalmente detectada em células-tronco hematopoiéticas, entre
elas os mastdcitos. Mutagbes e padrbes de expressdo de c-KIT tém sido
correlacionados com o prognéstico do mastocitoma (LONDON et al. 1999;
ZEMKE et al. 2002; REGUERA et al. 2002; WEBSTER et al. 2007).

Zemke et al. (2002) sugeriram uma relacdo entre a graduacdo
histopatoldgica dos mastocitomas e a presenca de mutagdes no c-KIT. Ao
avaliarem diversos mastocitomas caninos viram que ndo houve mutacbes em
mastocitomas grau | e menos de 10% de mutacdes em mastocitomas grau Il.
No entanto 66% dos mastocitomas grau Il possuiam alteracdes genéticas.
Com isso, assim como em humanos, mastocitomas caninos foram associados
com mutagbes do proto-oncogene c-KIT, resultando em uma ativacdo e

proliferacdo dos mastacitos.
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Mastocitoma cutaneo canino: variagcao entre observadores na graduacao

histopatologica.

Resumo: O mastocitoma ou tumor de mastécitos € a neoplasia cutanea mais
comum em caes, ndo havendo predilecado por sexo, mas sim por raga, sendo o
Buldogue Inglés, Bull Terrier Inglés, Boxer, Boston Terrier, Pug, American Pitt
Bull Terrier, Weimaraner, Bullmastiff, Labrador Retriever, Setter Inglés, Beagle
e Golden Retriever os mais acometidos. O sistema de graduacéo
histopatolégico € um importante critério preditivo para o estadiamento da
neoplasia e determinacao de terapia adjuvante O grau | representa a neoplasia
bem diferenciada, o grau Il a moderadamente diferenciada e o grau lll a pouco
diferenciada ou anaplasica. Alguns autores demonstraram a discrepancia
entres observadores quando realizadas as graduacfes histopatoldgicas,
devendo-se principalmente a subjetividade do sistema de graduacéo
atualmente utilizado. Frente a isso um estudo com 4 observadores foi realizado
em 42 casos de mastocitomas cutaneos caninos. Onde foi demonstrado existir
uma discrepancia na graduacdo principalmente quando se trata de
mastocitomas grau Il

Palavras chave: classificacdo, céo, histopatologia, neoplasia

Cutaneous mast cell tumor: Variaton among pathologists in the

histopathologic grading

Abstract: The mast cell tumor is the most common cutaneous neoplasia in
dogs, where the English Bulldog, English Bull Terrier, Boxer, Boston Terrier,
Pug, American Pitt Bull, Weimaraner, Bullmastiff, Labrador Retriever, Setter,
Beagle and Golden Retriever are the most affected breeds. The histopathologic
grading is an important predictive criteria for neoplasia staging and therapy
choice. The grade | represents a well-differentiated neoplasia, grade I
moderate differentiated neoplasia and grade Il poorly differentiated. Some
authors showed a few degree of agreement among pathologists in grading mast

cell tumors, mainly for the subjectivity of the graduation system. A study with 4
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pathologists was performed in 42 cases of canine mast cell tumors, where it
was demonstrated a disagreement among the graduation, mainly in grade I
tumors.

Key Words: classification, dog, histopathology, neoplasia

Mastocitoma cutaneo canino: variacion entre observadores en el

graduacion histopatologica

Resumen: Mastocitoma o tumor de mastocitos es ela neoplasia mas comum
em canes, sin preleccion sexual pero si social, siendo el Buldog Inglés, Bull
Terrier Inglés, Boxer, Boston Terrier, Pug, American Pitt Bull Terrier,
Weimaraner, Bullmastiff, Labrador Retriever, Setter Inglés, Beagle e Golden
Retriever los mas afectados. El sistema de graduacion histopatologico es un
importante criterio predictivo para determninar el estado de la neoplasia y su
terapia adyuvante. Mastocitoma grado | representa una neoplasia bien
diferenciada, el grado Il una moderadamente diferenciada y el grado Il una
poco diferenciada o anaplasica. Algunos autores demonstraron la discrepancia
entre los observadores cuando se realizan las graduaciones histopatologicas,
lo cual se debe principalmente a la subjetividad del sistema de graduacion
utilizado en el actualidad. Ante este hecho foi realizado un estudo com quatro
observadores em 42 casos de mastoctioma cutaneo canino. Fue demonstrado
la existencia de uma discrepancia en la graduacion principalmente cuando se
trata de mastocitomas de grado Il.

Palabras clave: clasificacion, canes, histopatologia, neoplasia
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Introducao:

O mastocitoma cutdneo é uma neoplasia constituida de mastocitos
observado frequentemente nos cdes. Apesar de alguns mastocitomas
apresentarem comportamento biolégico benigno, todos devem ser encarados
como potencialmente malignos 3.

Considerando sua variacdo histopatolégica, alguns sistemas de
graduacéo foram estabelecidos e correlacionados com o tempo de sobrevida
do paciente e o mais utilizado na rotina oncolégica divide o mastocitoma em
trés graus *. O sistema de graduacédo histopatolégico € um importante critério
preditivo para o estadiamento da neoplasia e determinacdo de terapia

adjuvante 2

. O grau | representa a neoplasia bem diferenciada, o grau Il a
moderadamente diferenciada e o grau lll a pouco diferenciada ou anaplasica.

Estudos demonstraram uma diferenca significativa entre patologistas na
graduacdo histopatolégica do mastocitoma, utilizando o sistema de Patnaik.
Dez patologistas graduaram em testes “as cegas”, 60 casos de mastocitomas
caninos. Houve uma concordéancia total em menos de 7% dos casos. Além de
10% destes terem recebido as 3 graduagdes. Isto demonstra uma falha na
graduacédo histopatologica hoje empregada. Algumas hipéteses foram geradas
tentando justificar essa discrepancia, como a propria subjetividade da
graduacdo, dificuldade em determinar ou distinguir entre algumas
caracteristicas da classificacdo ou até mesmo a heterogenicidade na
populacdo celular em diferentes areas de um mesmo mastocitoma °.

Foram realizados dois estudos sobre a discrepancia na graduacao
histopatoldgica. No qual um deles foram usadas vérias referéncias para a
graduacdo dos mastocitomas e outro usando somente uma classificacdo *. No
trabalho o qual somente uma referéncia foi usada, houve uma menor
discrepancia na graduacdo, no entanto ainda houve uma diferenca
consideravel na graduacdo, mostrando que uma uniformidade no sistema de
graduacdo histopatolégica aumenta o consenso entre 0s patologistas na
classificacdo dos mastocitomas, mas néo resolve as discrepancias °.

Devido a importancia da graduacado histopatolégica dos mastocitomas e
a possivel discrepancia da graduacdo entre observadores, objetivou-se fazer
um estudo comparativo de graduagbes de mastocitomas, entre quatro

observadores treinados em diagndstico histopatologico.
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Material e Métodos

Foram selecionados retrospectivamente 42 casos de mastocitomas
cutaneos caninos diagnosticados no Servigco de Patologia Veterinaria da FMVZ-
UNESP/Botucatu. As laminas de cada caso, coradas por hematoxilina e eosina
e azul de toluidina, foram revisadas por um dos observadores para confirmar a
adequacdo dos cortes histolégicos para a posterior graduacdo. Os quatro
observadores incluidos no estudo seguiram 0S mesmos critérios pré-
estabelecidos para a categorizacdo dos mastocitomas em bem diferenciado
(grau 1), moderadamente diferenciado (grau Il) e pouco diferenciado (grau IIl),
seguindo o modelo proposto mais utilizado atualmente *. Os observadores n&o
tinham informagBes sobre a historia do paciente, tamanho e localizagdo do
tumor, bem como a graduacéo histopatoldgica anterior.

Resultados

Em 21,4% dos casos (n=9) houve concordancia entre todos o0s
observadores, em 33,3% dos casos (n=14) houve concordancia entre trés
observadores e em 45,3% dos casos (n=19) houve concordancia entre dois
observadores. Destes 45,3% (n=19), os dois outros observadores concordaram
em 79% dos casos (n=15) e discordaram entre si em 21% (n=4). Em 7,1% dos
casos (n=3) houve trés graduacdes diferentes. Nas demais discordancias, a
graduagéo variou entre grau | e Il ou entre os graus Il e lll (Figura 1).
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Figura 1. FreqUéncia de concordancia da graduacao
histopatoldégica dos mastocitomas caninos (n=42) entre 0s
observadores.

As figuras 2 e 3 ilustram casos de mastocitomas com diagnosticos
discordantes entre 0s observadores. A primeira figura representa um
mastocitoma classificado como grau Il por dois observadores e também como
grau | pelos outros dois. Tal fato ocorreu provavelmente, pelo fato de haver
menor quantidade de granulos além de uma anisocitose evidente, que
evidenciariam um carater mais maligno da neoplasia, no entanto a auséncia de
mitoses, binucleacdes, nucléolos evidentes e numerosos eosinofilos
demonstram caracteristicas benignas do tumor e a categorizacdo no grau I. A
figura 3 representa um mastocitoma classificado como grau Ill e grau Il. Tal
discordancia ocorreu também pela presenca de caracteristicas de malignidade
como auséncia de granulacdes e mitoses que caracterizam o potencial maligno
da neoplasia, mas a auséncia de células multinucleadas demonstraria ndo se

tratar de uma neoplasia muito agressiva para alguns dos observadores.
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Figura 2. Mastocitoma classificado como grau Il por
dois observadores e como grau | pelos demais
observadores. (HE, Obj 40X).

Figura 3. Mastocitoma classificado como grau Il por
dois observadores e como grau lll pelos outros dois
observadores. (HE, Obj 40X).
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Discusséo e concluséo

Apesar de ser 0 mais aceito entre os patologistas, o sistema de
graduacéo de Patnaik apresenta limitacoes. Nesta sistematizacdo feita para
graduar o mastocitoma ha critérios objetivos, como nimero de multinucleacdes
e figuras de mitose, mas também ha caracteristicas subjetivas que independem
da andlise de um observador treinado, como por exemplo, quantidade de
granulacdo intracitoplasmatica. Outros aspectos pertinentes descrito € a
extensdo da neoplasia na amostra, com infiltracdo nas por¢des mais profundas
da derme e subcutaneo 2.

Mastocitomas apresentam caracteristicas que variam amplamente,
podendo, um observador categorizar uma neoplasia bem diferenciada em grau
I mesmo com algumas figuras de mitose e binucleacbes, onde a mesma
poderia ser classificada como grau Il por outro observador, por outro lado, caso
o observador ndo considere a quantidade de granulagdes intracitoplasmatica
um caso de mastocitoma grau Il pode muito bem ser classificado como grau lll.
Tal dificuldade também foi demonstrada em um estudo onde houve a
necessidade de se estabelecer previamente se tumores localizados no
subcutédneo, ou com figuras de mitoses poderiam ser classificados com
tumores de baixo grau, caso isso ndo fosse estabelecido a discrepancia na
graduac&o seria ainda maior °.

Em alguns casos de tumores pouco diferenciados foram observados
muitos eosinofilos, sendo que sua presenca pareceu nao possuir correlacao
com a graduacdo. Assim como previamente descrito °, nosso trabalho também
demonstrou uma discrepancia nas graduacées com multi-observadores,
havendo neoplasias com até trés graus (21% dos casos). Os autores deste
trabalho sugerem que novos critérios histopatologicos sejam estabelecidos e,
sempre que possivel, correlacionando-se  aspectos  morfoldgicos,
imunoistoquimicos com o uso do anticorpo CD117, moleculares e clinicos, para
um melhor estadiamento do mastocitoma.

Foram demonstradas também dificuldades em classificar o0s
mastocitomas, mostrando seu alto indice de discordancia, principalmente nos
graus | e Il, onde apenas 63% do grau Il e 63,1% dos graus | receberam a
mesma classificacdo. Com isso foi sugerido a classificacdo dos mastocitomas

em baixo e alto grau somente, podendo assim haver uma maior consisténcia e
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um melhor prognéstico do que quando usado o sistema atual de graduacao.
No entanto uma diminui¢cdo no numero de graus para 0 mastocitoma traria uma
facilidade na classificacdo, mas ndo um prognostico acurado, que necessita
uma investigacdo completa e minuciosa tanto da morfologia quanto do estado
geral do animal ’.

Estudos avaliando a graduacdo histopatolégica ndo sao restritos ao
mastocitoma, varios estudos sobre a variabilidade das graduacgfes ja foram
realizados em inimeros casos de neoplasias em humanos 8, demonstrando
haver discordancia entre os observadores, 0 que salienta a necessidade de
atributos objetivos para graduacdes histopatolégicas.

Com os resultados obtidos neste experimento bem como na literatura
consultada, haja vista a diferenca de graduacdo entre observadores, 0
progndstico dos mastocitomas caninos é imprevisivel, tornando muitas vezes o
tratamento ineficiente. Frente a isto novas técnicas de diagnostico e

estadiamento menos subjetivas devem ser desenvolvidas e testadas
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1. Resumo
O mastocitoma ou tumor de mastécitos € a neoplasia cutdnea mais

comum em caes, ndo havendo predilecdo por sexo, mas sim por raga, sendo o
Buldogue Inglés, Bull Terrier Inglés, Boxer, Boston Terrier, Pug, American Pitt
Bull Terrier, Weimaraner, Bullmastiff, Labrador Retriever, Setter Inglés, Beagle
e Golden Retriever os mais acometidos. Foi reportado em varias espécies
animais a importancia da interagdo de fatores de crescimento de mastocitos
(Steam cell factor - SCF) com receptores especificos da proteina KIT,
estimulando a maturacdo celular, proliferacao e ativacdo de mastocitos (HILL,
2002). A proliferacdo de mastocitos em humanos foi associada a mutagdes de
proto-oncogenes c-KIT, que codifica a proteina KIT (CD 117), um receptor da
tirosina quinase. A fosforilacdo da proteina KIT resulta em uma ativacdo de
receptores tirosina quinase em mastocitos e uma subsequente proliferacao
celular. A ligacao dos receptores KIT possuem multiplos efeitos em mastacitos,
incluindo proliferagcdo, maturagdo, migracao, degranulacdo, supressdo da
apoptose e adesdo a fibronectina Foram selecionados 45 casos de
mastocitomas cutadneos caninos e realizadas coloracbes de HE, AT e
imunomarcacao por c-KIT. Foram correlacionados o padrao de marcacao por c-
KIT (membranoso, citoplasmatico focal e citoplasmatico difuso) e a intensidade
de coloracdo com a graduacdo histopatoldgica dos mastocitomas cutéaneos
caninos. Nao houve uma correlacdo estatistica pelo teste de Tukey (p>0,05)
entre a intensidade de expressdo e a graduacdo histopatologica e entre a
intensidade e o padrao de marcacao dos mastocitomas. O padrao de marcacao
de c-KIT apresentou correlacdo estatistica pelo teste de qui-quadrado (p<0,05)
com a graduacdo histopatoldgica, sendo a membranosa mais frequente no
grau |, citoplasmatica difusa no grau Il e citoplasmatica focal no grau Ill. Com
isso 0 padrdo de marcagdo para o c-KIT pode ser usado como um provavel
biomarcador progndstico.

Palavras chave: Céo, c-KIT, Mastocitoma, Padrédo de marcacao
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2. Introducéo

O mastocitoma ou tumor de mastécitos € a neoplasia cutdnea mais
comum em cées, ndo havendo predilecdo por sexo, mas sim por raga, sendo o
Buldogue Inglés, Bull Terrier Inglés, Boxer, Boston Terrier, Pug, American Pitt
Bull Terrier, Weimaraner, Bullmastiff, Labrador Retriever, Setter Inglés, Beagle
e Golden Retriever os mais acometidos (ROGERS, 1996, THAMM e VAIL,
2007).

Nos caes, 0s mastocitomas ocorrem com maior freqiiéncia nos membros
pélvicos (24,6%), toracicos (13,6%), no abdémen (17,2%), torax (14,7%) e
cabeca (9,8%). Podem acometer também 6rgaos, como baco, figado e rins. As
formas mais malignas ou indiferenciadas crescem rapidamente no inicio e
causam metastases por via linfatica e hematdégena (GROSS et al., 2005).

O diagnodstico do mastocitoma é realizado com o exame citopatoldgico
da lesdo e, apOs exceérese cirurgica, confirmado pelo exame histopatolégico,
que além de fornecer a graduacdo permite avaliar o acometimento das
margens cirdrgicas (LONDON E SEGUIN, 2003).

Foi reportado em varias espécies animais a importancia da interacao de
fatores de crescimento de mastdcitos (Steam cell factor - SCF) com receptores
especificos da proteina KIT, estimulando a maturacdo celular, proliferacédo e
ativacdo de mastacitos (HILL, 2002). A proliferacdo de mastocitos em humanos
foi associada a mutacdes de proto-oncogenes c-KIT, que codifica a proteina
KIT (CD 117), um receptor tirosina quinase. A fosforilacdo da proteina KIT
resulta em uma ativacdo de receptores tirosina quinase em mastocitos e uma
subsequente proliferagéo celular (LONGLEY & METCALFE, 2000).

Zemke et al. (2002) sugeriram uma relagdo entre a graduagdo
histopatoldgica dos mastocitomas caninos e a presenca de mutacdes no c-KIT.
Ao avaliarem diversos mastocitomas caninos, aferiram que ndo houve
mutagcdes em mastocitomas grau | e menos de 10% de mutagbes em
mastocitomas grau Il. No entanto 66% dos mastocitomas grau Ill possuiam
alteracbes genéticas. Com isso, assim como em humanos, mastocitomas
caninos foram associados com mutacfes do proto-oncogene c-KIT, resultando

em uma ativagéo e proliferacdo dos mastaocitos.
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A identificacdo de mutacdes no gene que codifica a proteina KIT em
neoplasias é um 6timo meio diagndstico para tumores indiferenciados, assim
como demonstraram Zemke et al. (2001). Em um exame histopatolégico
identificaram uma neoplasia de células redondas, sem granulos, levando ao
diagnéstico diferencial de linfoma. No entanto o painel imunoistoquimco para
linfomas T e B foi negativo. Frente a isso foram realizados testes moleculares
para identificacdo de alteracdes génicas no proto-oncogene c-KIT, o qual
revelou possuir tais alteracdes. Com isso foi possivel o diagndstico de um
mastocitoma indiferenciado.

Reguera et al., 2000, demonstraram a direta correlacdo entre a
expressdo da proteina KIT com graus mais avancados de mastocitoma,
portanto, a deteccdo do KIT € util tanto no diagnostico de mastocitomas,
principalmente nos indiferenciados, quanto na determinacdo do prognastico.

A ligacdo dos receptores KIT possui multiplos efeitos em mastécitos,
incluindo proliferacdo, maturacdo, migracdo, degranulacdo, supressdo da
apoptose e adeséo a fibronectina (YEE et al., 1994).

Recentemente foram identificados trés padrbes para localizagcdo da
proteina KIT em mastocitos neoplasicos, sendo eles membranosa,
citoplasmatica focal e citoplasmatica difusa. Estes padrdes foram
correlacionados com o progndstico, sendo que animais que possuiam o0s
padrdes citoplasmaticos possuiam um pior progndéstico que aqueles que
possuiam padrdes membranosos (WEBSTER et al., 2004).

Esse trabalho tem por objetivo avaliar o padrdo e intensidade de
imunomarcagao de c-KIT (CD117) em mastocitomas cutaneos caninos e
correlaciona-los com a graduacdo histopatoldgica proposta por Patnaik et al.,
(1984).

3. Material e Métodos
Foram selecionados 33 casos de mastocitoma cutaneo canino do
arquivo do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ, Unesp, Botucatu e 12
casos novos atendidos no Hospital Veterinario, durante a realizacdo do
trabalho, totalizando 45 casos, dos quais anotaram-se dados como: racga, idade
e sexo dos animais. Os blocos, devidamente identificados, foram separados e

novos cortes histologicos realizados e corados pelo método de hematoxilina e
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eosina (HE), azul de toluidina (AT) e pelo método imunoistoquimico com o
anticorpo anti-CD117 (c-KIT), com o objetivo de confirmar o diagndstico de
mastocitoma, graduar a lesdo e correlacionar o grau histopatolégico com a
imunoexpressao de c-KIT.

Para a graduacdo dos tumores foram levados em conta os critérios
morfologicos protocolados por Patnaik et al. (1984), e adaptados por Gross
(2005).

A técnica de imunoistoquimica seguiu o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP —
Botucatu, que constituiu resumidamente na desparafinizacdo, desidratacao,
recuperacdo antigénica com citrato 10mM, pH 6,0 em microondas por 15
minutos em poténcia maxima, bloqueio da peroxidase enddgena com &gua
oxigenada 3% por 20 minutos, incubacdo por 18h a 4°C com anticorpo primario
(anti-CD117, Dako, Cod. A4502) diluido 1:400 em solucéo diluidora (Dako, cod.
S3022) . Como sistema de amplificacéo utilizou-se o Envision Dual Link (Dako,
c6d. K4065) por 1 hora a temperatura ambiente, DAB (Dako, c6d. K3468) por 5
minutos, e contra-coloracdo com hematoxilina de Harris.

Como controle negativo da reacao, substitui-se o0 anticorpo primario por
Imunoglobulina de coelho (Dako, cdd. X0903) na mesma concentracdo de
imunoglobulinas que o anticorpo primério e submetido ao mesmo protocolo.

O padrdo de marcacdo de c-KIT também foi avaliado de acordo com
Kiupel et al. (2004), sendo eles membranoso, citoplasmatico difuso e
citoplasmatico focal.

A avaliacdo da expressdo de c-KIT foi feita com o auxilio de um
programa de andlise de imagens Qwin V3 (Leica) em todos os campos no
aumento de 200x. Atribui-se escores de + a ++++ para intensidade de
marcacdo para o CD 117, sendo + marcagdao fraca e ++++ intensa.

O teste de Tukey (com 5% de significancia) foi utilizado para verificar a
relacdo estatistica entre a intensidade de marcagdo com o padrdo de marcacao
e com o grau histopatologico. Para avaliacdo da correlacao estatistica do grau
histopatolégico com o padrdo de marcacao utilizou-se o teste do qui-quadrado
com grau de significancia de 5%, pelo sistema SAS (Statistical Analysis System
v 9.1)
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4. Resultados
Foram avaliados 45 mastocitomas cutaneos caninos. Destes, a maior
porcentagem ocorreu em caes com raga definida (75%), sendo o Boxer a raca
mais afetada (31%), machos (62%) e adultos. Selecionaram-se 7 casos de
mastocitomas grau |, 26 grau Il e 12 grau lll.
As figuras 1, 2, 3 e ilustram respectivamente as frequiéncias do sexo,

idade e racas dos animais acometidos com mastocitoma cutaneo canino.

@ Macho
m Fémea

Figura 1. Porcentagem de animais do sexo feminino e
masculino acometidos pelo mastocitoma cutaneo canino
(n=45).

2a 3a 4a ba 6a 7a 8a 9a 10a 1lla 12a

Figura 2. Freqiéncia de Idade dos animais acometidos
pelo mastocitoma (n=45).
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@ Boxer
m Labrador
O Pitt Bull
O Fox Paulistinha
m Pinscher
@ Pastor Alemé&o
m Teckel
0O Malamute do Alaska
m Poodle
12% | Setter
O Rottweiler

6%

o Fila Brasileiro

Figura 3. Distribuicdo das racas de cdes (com raca definida)

acometidos pelo mastocitoma cutaneo (n=45).

Dos sete mastocitomas grau |, seis deles apresentaram marcacao
membranosa e um citoplasmatico difuso. Dos 24 mastocitomas grau Il, cinco
apresentaram marcacdo membranosa, um marcacao citoplasmatica focal e 18
marcacao citoplasméatica difusa. No caso dos mastocitomas grau Il um
apresentou marcacdo membranosa, cinco apresentaram marcacao
citoplasmatica focal e seis citoplasmatica difusa (Tabela 1 e figuras 4 a 8).
Houve relacdo estatistica significativa (p<0,05) entre a graduacdo
histopatoldgica estabelecida e o padrédo de marcacéo.
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Tabela 1. Frequéncia dos padrdes de marcacdo membranosa,
citoplasmatica focal e citoplasmatica difusa do c-KIT nas diferentes
graduacgles histopatoldgicas dos mastocitomas cutadneos caninos
(n=45).

Padréo Grau | Grau ll Grau lll
Membranosa 86% 23% 8%
Citoplasmatica focal 0% 4% 42%
Citoplasmaética difusa 14% 73% 50%
Total n=7 n=26 n=12

101 o Grau |

8- m Grau ll

6 O Grau lll

Membranosa  Citoplasmatica Citoplasmatica
focal difusa

Figura 4. Frequéncia do padrdao de marcacdo para c-KIT em
mastocitomas cutaneos caninos de acordo com a graduacao

histopatolégica.

Nos mastocitomas grau | avaliados, 42,85% apresentaram +++ de
intensidade de marcacéo, 42,85% ++++ e 14,3 % +. Nos mastocitomas grau |l
foi observada uma distribuicdo homegénea entre as diferentes intesidades de
marcacdo. Nos mastocitomas grau Ill o maior percentual encontrado foi de
+++, com 41,6% (tabela 2). Ndo houve diferenca estatistica entre o grau

histopatolégico e a intensidade de marcacao (p>0,05).
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Quando avaliou-se a correlacdo entre a intensidade e o padrdo de

marcacao

do c-KIT (CD117) nédo foi observada diferenca estatistica

significativa utilizando-se o teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 2. Frequéncia das intensidades de expresséao de c-KIT

nas diferentes graduac¢des histopatoldgica dos mastocitomas

cutaneos caninos (n=45).

Intensidade Grau | Grau ll Grau lll
+ 14,30% 30% 16,70%
++ 0% 23% 25%
+++ 42,85% 27% 41,60%
++++ 42,85% 20% 16,70%
Total n=7 n=26 n=12

Figura 5. Mastocitoma cutaneo canino grau |ll.
Imunomarcagdo  positiva moderada, com  padrao
citoplasmatico focal, para CD117. (Imunoistoquimica,
CD117, Envision, DAB, contra coloragcdo Hematoxilina, Obj
40x).

41



Figura 6. Mastocitoma cutaneo canino grau Il
Imunomarcacgéao positiva intensa para CD117, com padrao
citoplasmatico  difuso.  (Imunoistoquimica, @ CD117,

Envision, DAB, contra coloragdo Hematoxilina, Obj 20x).

Figura 7. Mastocitoma cutaneo canino grau Il
Imunomarcacdo positiva moderada para CD117, com
padrdo citoplasmatico difuso. (Imunoistoquimica, CD117,
Envision,DAB, contra coloragcdo Hematoxilina, Obj 40x).
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Figura 8. Mastocitoma cutaneo canino grau |
Imunomarcacéo positiva intensa para CD117, com padrao
membranoso. (Imunoistoquimica, CD117, Envision, DAB,

contra coloracdo Hematoxilina, Obj 40x).

5. Discusséao e Concluséao

O maior percentual geral de animais acometidos foi SRD (25%), uma
vez que estes representam a maior populacdo de cédes encaminhados ao
Hospital Veterinario da FMVZ, Unesp, Botucatu. No entanto quando se
consideram apenas cdes com raca definida o Boxer, Pitt Bull e Pinscher
também apresentaram uma alta incidéncia de mastocitomas, assim como
demonstra a literatura (ROGERS, 1996; GROSS et al. 2005).

N&o houve diferenga entre o sexo dos animais acometidos por
mastocitomas, onde 17 (38%) eram fémeas e 28 (62%) eram machos. A
maioria dos animais (22 cées) acometidos pela neoplasia era adulta, dos 4 aos
8 anos, fatos esses que também estdo de acordo com a literatura (ROGERS,
1996; GROSS et al. 2005).

A classificacdo histopatolégica dos mastocitomas cutaneos caninos é o

critério mais importante na determinacdo do estagio e escolha da terapia,
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sendo a quimioterapia recomendada para cdes com mastocitomas de alto grau
(grau Ill) e ndo para os de baixo grau (grau ) (NORTHRUP et al., 2005).

A coloracédo de azul de toluidina (AT) nem sempre marca os granulos de
mastocitos e os tumores indiferenciados podem ndo apresentar granulacdes
citoplasmaticas, por isso € necessaria a realizacdo da técnica de
imunoistoquimica com o anticorpo CD117.

A imunomarcacdo com CD117 permitiu a confirmacdo diagndstica de
casos duvidosos nas coloracdes de HE e AT.

Em estudo realizado por Zemke et al. (2002), a intensidade de marcacao
dos mastocitomas foi maior em graus menos diferenciados da neoplasia,
mostrando que estes devem apresentar uma alteracao génica mais significativa
para o aumento da producdo e consequentemente expressdo do onco-gene c-
KIT. No entanto, neste trabalho observaram-se resultados discordantes, onde
0S mastocitomas grau | apresentaram os maiores percentuais de tumores com
+++ e ++++ de intensidade de marcacéo.

Contudo, devem-se considerar as limitacbes da técnica de
imunoistoquimica, uma vez que o tempo de fixacdo da amostra interfere
diretamente na intensidade de marcacdo dos diferentes anticorpos. Neste
estudo, como utilizou-se material de arquivo ndo se pode aferir sobre o tempo
de fixacdo de cada uma das amostras.

Ao avaliar a expressdo de c-KIT, esta sendo investigado um provavel
gene alterado, um proto-oncogene que se tornou um onco-gene, com isso ja é
de se esperar que a producao da proteina KIT esteja intensificada, levando a
uma progressao maior da neoplasia e assim levando & um pior prognaostico.

De acordo com Webster et al. (2007), mastocitomas mais
indiferenciados tendem a apresentar um padrdo de marcacao citoplasmatico,
que esté relacionado a um menor intervalo livre da doenca e menor tempo de
sobrevida. No caso dos mastocitomas diferenciados ha um predominio de
marcacdo membranosa. Tal fato foi corroborado em nosso trabalho, onde foi
encontrado um numero maior de mastocitomas grau | com marcacao
membranosa, com um total de 86% (6 casos de 7). Mastocitomas grau Il
obtiveram um namero maior de marcacao citoplasmatica, totalizando 79% (19
de 24), sendo destes 75% (18 de 24) de marcacao citoplasmatica difusa. Em

mastocitomas grau Il também, conforme a literatura, observou-se uma maior
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expressao citoplasmatica de c-KIT, com um total de 92% de marcacéo (11 de
12), sendo destes 42% (5 de 12) de marcacdo focal e 50% (6 de 12) de
marcacao difusa.

O comportamento biolégico dos mastocitomas € muito variavel, e a
habilidade de se estabelecer um prognodstico preciso para tais tumores €
comprometida pelo grande numero de neoplasias de graus intermediarios.
Sendo assim, a avaliagdo imunoistoquimica, como demonstrado por Kiupel et
al. (2004) é de fundamental importancia para defini¢cdo de tal progndéstico.

Kiupel et al. (2004) propéem o uso do padrdo de expressdo do c-KIT
como uma nova variavel para classificacdo dos mastocitomas, uma vez que
observaram a marcagdo membranosa em mastocitomas com melhor
progndstico clinico (sem recorréncia e maior tempo de sobrevida) e marcacéo
citoplasmatica associada com aumento de recorréncia e menor tempo de
sobrevida.

A graduacédo baseada na coloracdo de HE com os parametros propostos
por Patnaik et al. (1984) serviram como base até o momento, porém Kiupel et
al. (2004) e Northrup et al. (2005) ressaltaram que ha uma ambiguidade no
sistema de graduacdo histologica usado atualmente na classificacdo dos
mastocitomas, 0 mesmo ocorreu neste estudo, principalmente nos
mastocitomas grau Il

A graduagdo dos mastocitomas caninos tendo como base critérios
morfologicos, ndo é a mais adequada quando se procura o estabelecimento de
ferramentas prognésticas, devendo-se levar em consideracao a correlacdo de
aspectos morfologicos, moleculares, imunolégicos e clinicos.

A realizacdo da técnica de imunoistoquimica com o anticorpo primario
anti c-KIT (CD-117) é de facil execucdo e nao necessita de amostras
especialmente preparadas para esta técnica, o que torna vidvel seu uso
rotineiro como auxilio na graduacdo dos mastocitomas e sua possivel
correlagcdo com o prognostico.

De acordo com o tipo de marcacdo pode-se tentar estabelecer uma
classificacdo mais acurada, pois mastocitomas que apresentaram marcacao
citoplasmatica focal foram classificados predominantemente em grau lll, e os
que apresentaram marcacdo membranosa foram predominantemente

classificados como grau |, portanto mastocitomas grau Il que apresentarem
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marcacao citoplasmatica focal devem apresentar um comportamento biolégico
mais agressivo quando comparados aqueles com marcacdo citoplasmatica
difusa. Da mesma forma os mastocitomas grau Il que apresentarem marcacao
membranosa devem possuir um comportamento biol6gico menos agressivos,
podendo talvez ser inclusos no grau |.

Com isso pode-se subdividir os mastocitomas grau Il em trés categorias,
0 mastocitoma grau Il com marcacdo membranosa, menos agressivo, podendo
ser incluso no grau |, o mastocitoma com marca¢do citoplasmética difusa,
sendo o de agressividade moderada e os com marcacéao citoplasmatica focal,
esses com comportamento bioldgico mais agressivo e talvez devessem ser
classificados como grau lll.

A coloracdo pelo método de HE, onde a morfologia da neoplasia é
avaliada, ainda é o melhor método de classificagdo dos mastocitomas, no
entanto a técnica de imunoistoquimica, onde o padrdo de marcacao de c-KIT é
demonstrado, serve como uma ferramenta extremamente importante para
auxiliar em casos dubios (que ocorrem frequentemente nos mastocitomas grau

II) e estabelecer portanto um progndstico acurado da neoplasia.
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1. Resumo

O mastocitoma ou tumor de mastécitos € a neoplasia cutdanea mais
comum em cées, ndo havendo predilecdo por sexo, mas sim por raga, sendo o
Buldogue Inglés, Bull Terrier Inglés, Boxer, Boston Terrier, Pug, American Pitt
Bull Terrier, Weimaraner, Bullmastiff, Labrador Retriever, Setter Inglés, Beagle
e Golden Retriever os mais acometidos. Muitos estudos nas ultimas duas
décadas tém sido de extrema importancia para demonstrar o elo entre o
desenvolvimento e progressao do cancer e os metabdlitos do acido aracdonico.
Um desses metabdlitos, a prostaglandina E2 (PGE2), merece uma atencao
consideravel, devido a sua implicacdo na carcinogénese, progressao
neoplasica e metastases. A PGE2 possui também capacidade angiogénica,
onde observa-se aumento na producdo de VEGF pelo estimulo de PGEZ2.
Muitos trabalhos sugerem que a angiogénese é extremamente importante na
carcinogénese, crescimento e progressao dos tumores. Dentre esses fatores o
mais investigado e estudado pela oncologia humana é o VEGF. O VEGF é uma
proteina que estimula a migracdo e proliferacdo de células endoteliais
vasculares, extremamente importantes para a angiogénese. E produzido por
células neoplasicas, macrofagos, plasmaécitos e algumas vezes por linfocitos.
Foram selecionados 53 casos de mastocitomas cutaneos caninos e realizadas
coloracbes de HE e AT para confirmacdo do diagnostico e graduacgdo
histopatolégica. Em seguida técnicas imunoistoquimicas foram empregadas de
acordo com o protocolo do laboratorio de Imunoistoquimica do Servico de
Patologia da FMVZ/Unesp, Botucatu. Foram avaliadas as expressdes de PGE2
e VEGF, sendo sua intensidade de expressédo e percentual de células contadas
correlacionada com a graduacdo histopatolégica. Quando avaliada a
intensidade de expressdo ndo houve correlacdo estatistica com a graduacao
histopatoldgica tanto com o VEGF quanto o PGE2. Mas quando avaliado o
percentual de células somente o PGE2 apresenta uma correlagdo estatistica
com a graduacdo histopatolégica, sendo estes valores significativos quando
comparados os graus | e Il

Palavras chave: céo, graduacao histopatologica, mastocitoma, PGE2, VEGF,
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2. Introducéo

O mastocitoma € a neoplasia maligna constituida por mastécitos, que
corresponde de 11 a 27% de todas as neoplasias cutdneas em cées. O
mastocitoma aparece mais frequentemente em membros pélvicos e toracicos,
abdbémen, térax e cabeca. No entanto, a neoplasia pode metastatizar para
linfonodos regionais e outros 6rgaos (ROGERS, 1996, THAMM & VAIL, 2007).

As prostaglandinas sado metabdlitos importantes do ciclo do acido
aracddnico, responsaveis por inumeros processos fisioldgicos além do que,
estudos mostram que grandes concentracdes de prostaglandinas E2 sé&o
produzidas por células neoplasicas, responsaveis por atuar na mutacao celular,
proliferacdo, apoptose além de produzir efeitos imunosupressores
(LUPULESCU, 1996; ARA et al., 1996).

Como demonstraram Doré et al., (2003) a COX-2 tem uma estreita relacédo
com neoplasias, havendo uma maior concentracdo em tumores malignos do
que em benignos, o que também foi visto por Calderon (2005) onde
mastocitomas grau lll apresentavam valores superiores de COX-2 quando
comparados com mastocitomas grau |. Portanto sendo a PGE2 um metabdlito
da COX-2, esta deve apresentar também uma estreita relacdo com o
desenvolvimento neoplasico maligno.

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), também
conhecido como fator de permeabilidade vascular € uma potente citocina
angiogénica indutora de mitose, reguladora da permeabilidade endotelial
(FERRARA, 1996) além de prolongar a sobrevida das células endoteliais na
neovascularizagdo pela indugdo da expressdo de proteinas inibidoras da
apoptose como a Bcl-2 (RANIERI et al., 2001).

Os estudos da expressdo de PGE2 e VGEF em mastocitomas cutaneos
caninos auxiliardo na compreensdo do comportamento biolégico dessas
neoplasias uma vez que ha ligacdo com a carcinogénese e progressao tumoral.

Objetiva-se, neste trabalho avaliar a imunomarcacdo de VEGF e PGE2
nos mastocitomas cutaneos caninos e correlaciona-la com a graduacao

histopatoldgica, proposta por Patnaik et al. (1984).
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3. Material e Métodos

Os casos de mastocitoma cutaneo canino foram selecionados de duas
formas: por meio de andlise retrospectiva dos livros de registro do Servi¢o de
Patologia Veterinaria da FMVZ, Unesp, Botucatu e pela selecdo de novos
casos enviados ao Servico. Foram anotados os dados como: raca, idade e
sexo dos animais.

Os blocos, devidamente identificados, foram separados e novos cortes
histoldgicos foram realizados e corados pelo método de hematoxilina e eosina
(HE), azul de toluidina (AT) e pelo método imunoistoquimico com os anticorpos
primarios anti-VEGF e anti-PGE2.

Para a graduagcdo dos tumores foram levados em conta os critérios
morfolégicos propostos por Patnaik et al. (1984), e adaptados por Gross et al.
(2005).

As neoplasias foram graduadas da seguinte forma: grau I, grau Il e grau
lll, Sendo o grau | neoplasias bem diferenciadas, grau Il moderadamente
diferenciadas e o grau lll indiferenciada.

A técnica de imunoistoquimica seguiu o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP —
Botucatu, que constituiu na desparafinizacdo, desidratacdo, recuperacao
antigénica, onde para o anticorpo anti-PGEZ2, foi utilizada solucdo de Citrato
10mM, pH 6,0 em forno microondas por 15 minutos (Trés ciclos de cinco
minutos em poténcia maxima). Para o anticorpo anti-VEGF a recuperacao
antigénica foi feita com solucao pré-aquecida de Tris-EDTA pH 9,0 em banho-
maria a 96 °C, por 30 minutos. Posteriormente foram colocadas em
temperatura ambiente por 20 minutos para resfriamento. O bloqueio da
peroxidase endogena foi feito com agua oxigenada 3% por 20 minutos, e a
incubacdo com anticorpo primario por 18h a 4°C. Os anticorpos foram diluidos
na proporgao 1:25 para o VEGF (Dako, M7273, Clone VG1) e 1:200 para o
PGE2 (Oxford Biomedical Research, Clone PG31), em diluente para anticorpos
com propriedades redutoras de fundo (Dako-S3022). Como sistema de
amplificacéo utilizou-se o Envision Dual Link (Dako céd. K4065) por uma hora a
temperatura ambiente, DAB (Dako, cod. K3468) por 5 minutos, e contra-
coloragdo com hematoxilina de Harris. Como controle negativo substituiu-se o

anticorpo primario por imunoglobulina de coelho (Dako céd. X0903) para as
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reacdes com PGE2 e imunoglobulina de camundongo (Dako cod. N1698) para
as reacdes com VEGF, nas mesmas condicbes das laminas com anticorpo
primario.

Para determinar a expressao dos anticorpos nos mastocitomas cutaneos
caninos, foram avaliados todos os campos de cada corte com o auxilio do
programa de imagens Qwin V3 (Leica) em um aumento de 400x. Em cada
campo foi mensurado o percentual de células marcadas (Figura 1 e Tabela 1) e
a intensidade de coloracao (Tabela 2), conforme preconizado por DE NARDI
(2007).

Figura 1. Método de graduacdo para determinar o percentual de
iImunomarcagao dos anticorpos VEGF e PGE2 nos mastocitomas cutaneos
caninos (De Nardi, 2007).

Tabela 1. Pontuacéo atribuida ao percentual de células marcadas por campo,
em mastocitomas cutaneos caninos.

Percentual de células marcadas Pontuacéo
<5% 0
5-25% 1
26 — 50% 2
51 -75% 3
> 75% 4

Tabela 2. Pontuacdo atribuida a intensidade de coloracdo das células
marcadas por campo, em mastocitomas cutaneos caninos.

Intensidade de coloracdo Pontuacio
Fraca 1
Moderada 2
Forte 3
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Ao final, estabeleceu-se um escore de 0 a 12 pontos, obtido a partir do
produto da pontuacdo do percentual de células marcadas pela pontuacdo da
intensidade de coloracao.

A andlise estatistica foi feita pelo sistema SAS, utilizando-se o teste de

Tukey, com grau de confianca de 0,05.

4. Resultados
Foram avaliados 53 mastocitomas cutaneos caninos. Destes, a maior
porcentagem ocorreu em cdes sem raga definida, machos e adultos (figuras 2 a
4).

o Fémeas
= Machos

Figura 2. Porcentagem de animais do sexo feminino
e masculino acometidos pelo mastocitoma cutaneo

canino (n=53).
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2a 3a 4a 5a 6a 7a 8 9a 10a 1lla 12a

Figura 3. Distribuicdo de idade dos animais acometidos pelo

mastocitoma cutaneo canino (n=53).

O Boxer
B Labrador
O Pitt Bull
3% 3% O Fox Paulistinha
31% B Pinscher
O Rottweiller
B Cocker
O Fila Brasileiro

B Malamute do Alaska
B Mastiff Inglés
0O Pastor Alemao

15%

15%
O Pastor Canadense
B Setter
B Teckel

Figura 4. Distribuicdo das racas de cées (com raca definida) acometidas pelo

mastocitoma cutaneo canino (n=53).
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A graduacdo histopatologica dos mastocitomas cutadneos caninos foi
feita de acordo com Patnaik et al. (1984) e adaptadas por Gross et al. (2005).
Nove mastocitomas foram grau I, 26 mastocitomas grau Il e 18 mastocitomas

grau Ill.

A marcacdo de PGE2 nos mastocitos neoplasicos foi citoplasmatica em

todos os casos (Figuras 5,6 e 7)

Nao houve diferenca estatistica na intensidade de coloracdo de PGE2
entre os graus de mastocitoma cutaneo canino, onde o grau | obteve uma
média de 1,78, o grau Il 1,56 e o grau lll 1,94. Quanto ao percentual de células
marcadas houve diferenca estatistica entre o grau | e grau lll, onde o grau |

obteve 2,11 e o grau lll 3,39. J& o grau Il obteve 3,11. (Tabela 3, figura 8)

Tabela 3 . Média dos percentuais de células marcadas
(PCM), intensidade de coloracdo (IC) e escore final de
marcacao (PCM x IC) de PGE2 nos mastocitomas cutaneos
caninos (n=53).

PCM IC Escore
Grau | 2,11 A 1,78 A 4,22 A
Grau ll 3,11AB 1,56 A 4,81 A
Grau lll 3,39B 1,94 A 6,94 A

Médias em uma mesma coluna e seguidas por mesma letra mailscula
nao diferem entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de
tukey.
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Figura 5. Mastocitoma Grau |. Imunomarcacao positiva
fraca, com menos de 25% de células marcadas.
(Imunoistoquimica, PGEZ2, Envision, DAB, contra

coloracdo Hematoxilina, Obj 40x).

Figura 6. Mastocitoma Grau Il. Imunomarcacéo positiva
moderada, com 100% de células marcadas.
(Imunoistoquimica, PGE2, Envision, DAB, contra

coloracdo Hematoxilina, Obj 20x).
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Figura 7. Mastocitoma Grau lll. Imunomarcacao positiva
moderada , com mais de 75% de células marcadas.
(Imunoistoquimica, PGEZ2, Envision, DAB, contra

coloracdo Hematoxilina, Obj 20x).

B Grau |
B Grau ll
O Grau Il

e B N W A~ g o AN

PCM IC Escore

Figura 8. Média dos percentuais de células marcadas (PCM),
intensidade de coloracdo (IC) e escore final (PCM x IC), da
marcacado imunoistoquimica para PGE2 nos trés graus do

mastocitoma cutaneo canino (n=53).
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A imunomarcacao do VEGF foi citoplasmatica em todos os mastocitos
neoplasicos, ainda havendo marcacdo em estroma e células endoteliais
(Figuras 9 a 11)

O percentual de células marcadas para VEGF foi, no grau | 3,7, no grau
Il 3,68 e no grau lll 4,0. Quanto a intensidade de coloracéo, o grau | obteve 2,1,
o grau Il 1,86 e o grau Il 1,89. Nao houve diferenca estatistica no percentual
de células marcadas nem na intensidade de coloracdo entre os trés graus. O
escore final também néo variou, onde o grau | obteve 7,8, o grau Il 6,89 e 0
grau Il 6,94 (tabela 4 , figura 12).

Tabela 4. Média do percentual de células marcadas (PCM),
intensidade de coloracdo (IC) e escore final de marcacgao

(PCM x IC) de VEGF nos mastocitomas cutaneos caninos

(n=53).
PCM IC Escore
Grau | (n=9) 3,7A 2,1A 78 A
Grau Il (n=26) 3,68 A 1,86 A 6,89 A
Grau lll (n=18) 4.0 A 1,89 A 6,94 A

Médias em uma mesma coluna e seguidas por mesma letra mailscula
nao diferem entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de
tukey.
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Figura 9. Mastocitoma Grau |. Imunomarcacao positiva
intensa para VEGF, 100% das células marcadas.

Marcacdo intensa nos mastocitos (x) e no endotélio

(seta) (Imunoistoquimica, VEGF, Envision, DAB, contra
coloracdo Hematoxilina, Obj 40x).

Figura 10. Mastocitoma Grau Il. Imunomarcacao positiva
intensa para VEGF, 100% das células marcadas
(Imunoistoquimica, VEGF, Envision, DAB, contra

coloracdo Hematoxilina, Obj 20x).
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Figura 11. Mastocitoma Grau Ill. Imunomarcacao
positiva intensa para VEGF. 100% de mastdcitos
marcados. (Imunoistoquimica, VEGF, Envision, DAB,

contra coloracdo Hematoxilina, Obj 40x).

@ Grau |
m Grau Il
O Grau lll

SO B N W b~ O O N 0

PCM IC Escore

Figura 12 . Média dos percentuais de células marcadas
(PCM), intensidade de coloracao (IC) e escore final (PCM x
IC) da marcacédo imunoistoquimica para VEGF nos trés

graus do mastocitoma cutaneo canino (n=53).
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5. Discusséao

O maior percentual geral de animais acometidos foi SRD (27%), uma
vez que estes representam a maior populagdo de caes encaminhados ao
Hospital Veterinario da FMVZ, Unesp, Botucatu. Considerando-se apenas
animais com raca definida o Boxer, Labrador e Pitt Bull apresentaram uma alta
incidéncia de mastocitomas, assim como demonstra a literatura (ROGERS,
1996; GROSS et al. 2005).

N&o houve diferenga entre o sexo dos animais acometidos por
mastocitomas, onde 21 eram fémeas (40%) e 32 eram machos (60%). A
maioria dos animais acometidos pela neoplasia era adulta, dos 4 aos 8 anos,
fato esse que também esta de acordo com a literatura (ROGERS, 1996;
GROSS et al. 2005).

Na contagem de PGE2 ndo houve diferenca estatistica na intensidade
de coloracéo, onde o grau | obteve uma média de 1,78, o grau Il 1,56 e o grau
[l 1,94. Quanto ao percentual de células marcadas houve diferenca entre o
grau | e grau lll, onde o grau | obteve 2,11 e o grau Il 3,39. Ja o grau |l obteve
3,11.

No entanto no caso do PGE2 a diferenca estatistica se mostrou
significativa no percentual de células marcadas quando comparados os graus |
e Ill, sendo maior no grau lll, demonstrando o intenso potencial maligno dessa
neoplasia, como era de se esperar, pois os resultados se correlacionam com o
de COX2 (Calderdn, 2005). Com isso sugere-se que a expressao de PGE2
quando considerado o percentual de células marcadas, € uma ferramenta
prognéstica.

O PGE2 possui um importante papel na mutacéo celular, proliferacéo e
apoptose em células neoplasicas, induz a imunossupressado prejudicando o
sistema imune do individuo em combater células neoplasicas, além de produzir
efeitos nos mecanismos de metastase (colagendlise, angiogénese,
hipercoagulabilidade) e por final, como mediador inflamatorio que recruta
fatores de crescimento que contribuem para a progressao tumoral
(LUPULESCU et al., 1996; ARA et al., 1996). Com isso é de se esperar que 0
aumento da expressdo de PGE2 acompanhe o potencial maligno da neoplasia,
contribuindo dessa forma a um comportamento biolégico mais agressivo e

portanto, um progndéstico mais reservado, sendo assim a avaliagdo da
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expressdo de PGE2 se torna uma ferramenta util na elaboracdo de um
prognéstico acurado.

Este fato € corroborado pelos resultados obtidos na correlagédo
estatistica significativa, entre os anticorpos primarios PGE2 e VGEF, que so foi
verificada para os mastocitomas cutaneos caninos grau Il.

O fato do PCM para o anticorpo PGE2 né&o ser estatisticamente diferente
entre os graus | e Il, e entre os graus Il e lll se baseia no variavel
comportamento biolégico dessa neoplasia, especialmente nos moderadamente
diferenciados. Este grupo (grau Il) apresenta tanto tumores mais diferenciados
(mais proximos do grau |I) como aqueles com mais critérios de malignidade,
mas ainda n&o incluidos no grau lll. Talvez os resultados fossem mais
significativos se 0s mastocitomas grau |l fossem melhor caracterizados
histologicamente ou subdivididas em dois grupos, uma vez que h& uma
populacao celular heterogénea, que contém desde células mais diferenciadas
até células com um certo grau de anaplasia, mas tais critérios sdo subjetivos e
dependem fundalmentemente do observador.

Os mastocitomas possuem um comportamento biolégico muito variavel,
ainda mais quando considerado os tumores moderadamente diferenciados
(grau 1) o que foi observado neste trabalho, pela correlacdo da intensidade de
coloragcdo entre os anticorpos primarios PGE2 e VEGF, que foi significativa,
diferentemente dos outros graus.

De acordo com Calderdon (2005), a expressao de COX-2 foi maior em
mastocitomas grau lll do que nos outros graus, mostrando a estreita relacéo da
COX-2 com mecanismos de progressao tumoral, invasividade e capacidade
metastéatica, ou seja, maior potencial maligno. Com isso ja era de se esperar
que a PGE2 seguisse 0 mesmo caminho, sendo este um metabdlito da COX-2.
Fato este, que ocorreu neste trabalho, onde a expressdo de PGE2 mostrou-se
maior em mastocitomas grau lll quando comparadas com grau |. Portanto,
neoplasias mais agressivas expressam uma maior quantidade tanto de COX-2
(Calderdn, 2005) quanto PGE2, quando comparadas com neoplasias menos
agressivas.

A intensidade de expressdo ndo manteve uma uniformidade quanto a
graduacdo histopatolégica, ou seja ndo houve um aumento ou diminuicdo

progressiva conforme o grau histopatolégico. Isso foi demonstrado pela
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expressao ser menor nos mastocitomas grau Il, seguido pelo grau | e lll. A
técnica de imunoistoquimica avalia a expressao dessas proteinas, sendo esta
relacionada a quantidade de proteinas ja sintetizadas. Ou seja, essa técnica
avalia o produto final, naquele momento determinado da sintese protéica,
portanto ndo fornece subsidios para se avaliar a dinamica de todo o processo.

Na contagem de VEGF nado houve diferenca estatistica entre os graus,
tanto na intensidade de coloracdo quanto no percentual de células marcadas.

Pesquisas recentes demonstraram a expressdo de VEGF e receptores
de VEGF em tumores sélidos e hematopoéticos, sendo que essas células
neoplasicas normalmente utilizam o VEGF como um fator de crescimento
autocrino. No entanto, o mastocitoma ndo parece utilizar o VEGF de forma
autdcrina e sim como estimulo a angiogénese (Shinkrauk et al. 2003). Neste
estudo ndo foi verificada a presenca de receptores para VEGF, porém
afirmacdes como esta devem ser melhor estudada para comprovar o porqué da
ndo estimulacdo autécrina, uma vez que 0s mastocitomas possuem tanto o
receptor para VEGF como o préprio VEGF de acordo com Shinkrauk etal.
(2003). Webster et al. (2007), demonstraram o ganho de uma fun¢éo autocrina
dos mastocitos neoplasicos quanto a producdo e forforilagdo da proteina
transmembranica KIT, que estimula a proliferacdo, maturacdo, migracao,
degranulacdo e supressao da apoptose, sendo assim sugere-se que nos
mastocitomas, as células neoplasicas ganhem uma funcao autécrina quanto a
producao e expressao do VEGF.

Estudos prévios mostraram que mastécitos normais expressam VEGF, o
qual esta diretamente envolvido no processo de angiogénese (Szukiewiez et
al., 2005). Rebuzzi et al. (2007), demonstraram a imunomarcac¢ao de VEGF em
todos o0s mastocitomas caninos avaliados, independente da graduacao
histopatoldgica, resultado corroborado por esse trabalho, onde 100% dos
mastocitomas apresentaram expressao positiva para VEGF. No entanto, ndo
houve variacdo na intensidade de coloracdo nem no percentual de células
marcadas, resultados estes contraditorios ao de Rebuzzi et al. (2007), que
concluiram haver diferenca na intensidade de coloracao e percentual de células
marcadas nos mastocitomas avaliados, principalmente nos graus Il e lll, que

apresentaram uma maior marcagéo para VEGF.
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Altos indices e PGE2 estimulam a producéo de diversos fatores como
FGFa (Fator de crescimento fibroblastico), EGF (Fator de crescimento
epidermal), HGF (Fator de crescimento hepatocitario), que estimulam a
proliferacdo celular, bFGF (Fator de crescimento fibroblastico basico), que
estimula a angiogénese. Sendo assim, como ha uma relagéo tanto da COX2,
quanto da PGE2 com a graduacéo histopatoldgica dos mastocitomas caninos,
€ de se esperar que tais fatores também possuam algum tipo de relacéo,
portanto estudos que utilizem esses biomarcadores podem vir a ajudar quanto
ao entendimento do comportamento biolégico dos mastocitomas e de um

prognéstico mais acurado.

6. Conclusdes

- Os mastocitomas expressam VEGF independente da graduacéo
histopatoldgica.

- Os mastocitomas expressam PGE2 independente da graduacgao
histopatolégica.

- A intensidade de coloracéo e o numero de células marcadas para VEGF néo
esta relacionada a graduacéao histopatolégica.

- A intensidade de coloracdo de PGE2 ndo estd relacionada a graduacgdo
histopatolégica.

- O percentual de células marcadas por PGE2 esta relacionada a graduacéo
histopatoldgica, quando comparados os graus | e lll.

- Os escores (produto do PCM e IC) n&o se correlacionam com a graduacgéo
histopatoldgica, tanto para PGE2 como para VEGF.

- A Imunomarcacédo de VEGF nao pode ser utilizada como parametro de auxilio
do grau de diferenciacdo dos mastocitomas cutaneos caninos, quando se
considera o percentual de células marcadas, a intensidade de coloragédo e o
escore final (PCM x IC), portanto ndo contribui para avaliacdo do prognaostico.

- A expressao imunoistoquimica de PGE2 pode ser utilizada na diferenciacéo
dos mastocitomas cutaneos caninos graus | e lll, devendo-se avalia-la como

possivel biomarcador prognadstico.
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Discusséo geral

O mastocitoma cutaneo canino € uma das neoplasias cutaneas mais
frequentes desta espécie, representando 10 a 15% de todos os tumores
cutaneos (GROSS et al., 2005). Esta neoplasia € formada por mastocitos que
podem variar desde células bem diferenciadas até anaplasicas.

A proliferacdo em nédulo Unico ou multiplo ocorre em todas as espécies
animais, sendo mais comum nos caes. Quando sdo observados,
microscopicamente, numerosos mastocitos bem diferenciados, deve-se ter
cautela no diagnoéstico de mastocitoma, e alguns patologistas consideram este
crescimento como mastocitose cutanea (GINN et al., 2007).

Esse € um dos primeiros problemas no diagnéstico histopatoldgico dos
mastocitomas: a diferenciagdo de mastocitose cutadnea de um mastocitoma
bem diferenciado, ou grau |, que tendo esse diagnéstico, implica em uma
neoplasia potencialmente maligna.

Indmeros trabalhos correlacionarem a evolugdo clinica com a racga,
localizagdo do tumor, taxa de crescimento tumoral, contagem de regides
organizadoras de nucléolos (AgNOR), ploidia do DNA, avaliacao de alteractes
no gene p53, mutacdes no c-KIT, mas mesmo com o advento destas técnicas
moleculares mais avancadas, a classificacao histopatologica, por enquanto, € o
melhor critério para a determinacéo do prognostico.

No entanto, o estabelecimento da graduacdo histopatol6gica, mesmo
que baseado em critérios pré-estabelecidos, como os propostos por Patnaik et
al. (1984), é subjetivo, especialmente quando se consideram tumores de
diferenciacéo intermediaria.

Tal fato foi bem apontado no primeiro trabalho desta dissertacéo
(Mastocitoma cutaneo canino: variacdo entre observadores na graduacao
histopatoldgica), aonde em 21,4% houve concordancia na graduagao entre os
observadores, que compreendiam mastocitomas muito bem diferenciados (grau
[) e aqueles indiferenciados (grau Ill). O restante dos 42 mastocitomas
avaliados (33 casos - 78,6%) teve diagnosticos discordantes, seja por um dos
observadores (33,3% de diagndésticos concordantes entre trés observadores)
ou por dois deles (45,3% de diagndsticos concordantes entre dois
observadores), sendo que destes, 7,1% tiveram as trés graduacoes

histopatoldgicas possiveis no mesmo tumor.
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Esse grande grupo de mastocitomas com diagndésticos discordantes
(78,6%) compreende tumores ndo tdo bem diferenciados, que sem duvida
nenhuma ndo seriam categorizados no grau |, nem no grau lll (anaplasicos e
positivos para c-KIT), mas aqueles com alguns critérios de malignidade, que os
categorizariam em grau Il, porém, por exemplo, com muita granulacéo
citoplasmatica e numerosos eosinofilos, sem células gigantes ou figuras de
mitose, que para um dos observadores poderia se encaixar no grau |.

O mesmo foi observado por Northup et al. (2005) que sugerem ainda
que novos critérios histopatolégicos sejam adotados e correlacionados a
aspectos moleculares e clinicos. Talvez por esta dificuldade, a maioria dos
mastocitomas caninos tenha prognaostico imprevisivel e deva ser considerado
como potencialmente maligno.

Dentro deste contexto, na busca de uma ferramenta mais acurada para
a graduacao dos mastocitomas caninos, Kiupel et al. (2004) e Webster et al.
(2007) correlacionaram o padrdo de marcacdo de c-KIT com a graduacao
histopatoldégica e sugeriram que a imunomarcacdo membranosa se
correlaciona a um bom progndéstico, a citoplasmatica difusa a um progndstico
moderado e a citoplasmatica focal a um progndstico ruim.

A avaliacdo da expressédo de c-KIT pode vir a se tornar uma ferramenta
fundamental na adequacédo da graduacao histopatoldgica, isso se deve ao fato
de que o mastocitoma apresenta trés padroes de marcacdo para o KIT
(membranoso, citoplasmatico focal e citoplasmatico difuso).

Ao correlacionar o padrdo de marcacdo do c-KIT com a graduacéo
histopatoldgica fica evidente tal correlacdo. Neste estudo (segundo trabalho
apresentado: Expressdo de c-KIT como critério de diferenciagcdo dos
mastocitomas cutaneos caninos), 86% dos mastocitomas grau | avaliados
possuiam marcacdo membranosa, e somente 14% apresentavam marcacao
citoplasmatica difusa. 75% dos mastocitoma grau Il apresentaram marcagao
citoplasmatica difusa, 21% membranosa e 4% citoplasmética focal, e nos
mastocitomas grau lll, 50% apresentavam marcacao citoplasmatica difusa,
42% marcacdao citoplasmatica focal e 8% membranosa. Com tais resultados e
com a correlacdo estatistica significativa pelo teste do qui-quadrado (p<0,05)
pode-se concluir que conforme o padrdo de marca¢cdo muda, hd um aumento

na malignidade da neoplasia ha ordem de membranoso, citoplasmatico difuso e
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citoplasmatico focal, bem como talvez existam tumores grau Il (com marcacéo
membranosa) que poderiam ser classificados como grau | e que tumores grau
I, com marcagdo citoplasmatica poderiam ser considerados grau Il na
histopatologia e assim por diante.

Outro ponto a ser considerado € o ganho de uma funcdo autocrina dos
mastocitos neoplasicos quanto a producao e fosforilagcdo da proteina KIT, que
estimula a proliferacédo celular, migracao de células, degranulacéo e supressao
da apoptose dos proprios mastdcitos, sendo esses aspectos importantes na
progressao tumoral e maior potencial maligno (WEBSTER et al., 2007). Pelos
nossos resultados, em que todos 0s mastocitomas caninos expressaram c-KIT,
independente do grau do tumor, devemos considerar todos 0s mastocitomas
com potencial maligno.

Zemke et al. (2002) observaram que a mutagdo no gene c-KIT nos
mastocitomas caninos € mais freqiente nos tumores indiferenciados (grau IIl),
explicando o maior potencial maligno deste grupo, bem como Reguera et al.
(2000) que demonstraram a direta correlacdo da expressdo da proteina KIT
com graus mais avancados de mastocitoma. No nosso estudo, independente
do grau, todos os mastdcitos neoplasicos apresentaram imunomarcacao para
c-KIT (com padrdes de marcacdao diferentes).

Sem duvida, pelos resultados apresentados, a imunomarcacdo do c-KIT
(CD117) € uma ferramenta Ut no diagnostico dos mastocitomas
indiferenciados, como proposto por Zemke et al. (2002) e Reguera et al. (2000),
além da correlacdo estatistica do padrdo de marcacdo (membranoso,
citoplasmatico difuso, citoplasmético focal) com o grau de diferenciacdo do
tumor, observada no segundo trabalho apresentado.

A realizacdo da técnica de imunoistoquimica para a verificagcdo do
padrdo de marcacéo de c-KIT € viavel no uso rotineiro, pois utiliza um anticorpo
policlonal, em diluicdo grande (1:400) e os cortes podem ser obtidos do mesmo
bloco de parafina em que o material foi incluido para histopatologia. O tempo
de realizacdo do exame nao é superior a 48 horas e o custo final é razoavel
(somando-se R$3,75 de anticorpo primario por lamina, mais o kit secundario -
R$3,60 por lamina, DAB e demais reagentes, totalizando, ndo mais que
R$15,00 por lamina).
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Além disso, como parte de nosso grupo de pesquisa em mastocitoma
canino, a imunomarcacdo com c-KIT esta sendo feita em preparados
citologicos, com resultados promissores.

Para dar continuidade nesta linha, que parece mais promissora na
graduacéo dos mastocitomas, trabalhos que correlacionem o tipo de expresséo
do c-KIT com aspectos clinicos, sobrevida, recorréncia do tumor e tempo livre
de doenca devem ser feitos.

O uso de marcadores de proliferacdo celular, apoptose, angiogénese,
mediadores inflamatorios, fatores de crescimento, oncogenes, entre outros €
fundamental para o entendimento do comportamento bioldgico das neoplasias.
Essas proteinas podem ser pesquisadas por imunoistoquimica ou por técnicas
como PCR, ELISA, citometria de fluxo, entre outras. Cada uma destas tem
suas indicacdes e limitagdes. A imunoistoquimica permite avaliar a presenca ou
auséncia de determinado antigeno no tecido fixado em formol e incluido em
parafina, o que é uma vantagem na rotina dos laboratorios de anatomia
patolégica. Porém, este método é qualitativo e ndo quantitativo. As demais
técnicas permitem a quantificacdo da proteina no tecido, porém, normalmente,
em amostras frescas ou congeladas.

A busca de biomarcadores para o progndstico pode ser feita utilizando-
se anticorpos primarios contra as proteinas envolvidas no processo de
iniciacdo, promocao e progressdo tumoral. Nosso grupo de pesquisa vem
procurando biomarcadores para 0s mastocitomas caninos que auxiliem na
graduacdo do tumor (como o c-KIT), na possivel indicacdo do uso de drogas
anti neoplasicas (como os inibidores seletivos da COX-2, no estudo da
expressdo de COX-2 em mastocitomas caninos) e entendimento de
mecanismos de metastase, inibicdo da apoptose, estimulo a proliferacao
celular e angiogénese como a imunomarcacao para PGE2 e VEGF.

O mastocitoma canino apresenta alta producdo de VEGF, o que
demonstra sua capacidade em estimular a angiogénese pelos mastécitos
neoplasicos. Nao é claro se o VEGF age de forma autdcrina, estimulando a
multiplicacdo dos préprios mastécitos neoplasicos, via receptores para este
fator de crescimento (SHINKRAUK et al., 2003) ou se h4 o estimulo a

angiogénese, que de qualquer forma, contribui para o crescimento tumoral,
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além de facilitar a metastase, pelos vasos neoformados serem mais
permedveis as células neoplasicas (KUSEWITT e RUSH, 2007).

Tal fato foi demonstrado no terceiro trabalho desta dissertacéo
(Expressao de PGE2 e VEGF em mastocitomas cutadneos caninos) aonde 0s
53 mastocitomas caninos avaliados apresentaram marcacdo positiva para
VEGF. Ao avaliar o percentual de células marcadas e a intensidade de
expressdo ndo houve correlagcdo estatistica com a graduacgéo histopatoldgica
dos mastocitomas, demonstrando o potencial de estimulo a angiogénese do
mastocitoma, mas independente da sua graduacdo. No entanto, ressaltamos
que a avaliacdo da intensidade de expressao é extremamente subjetiva, pois
esta € uma reacdo tintorial que esta sujeita a diversos fatores, desde aqueles
ligados ao processamento do material, como o tempo de fixagdo, até fatores
externos, como ao padrao utilizado pelo pesquisador (na classificacéo de forte,
moderado ou fraco) que pode facilmente ser prejudicado pelo equipamento
usado na analise, como o digitalizador de imagens, que possui um programa
de visualizacdo que pode ter sua intensidade de coloracdo alterada pela
quantidade de luz usada no microscopio.

Devido a estas variaveis, a avaliacdo da quantidade de proteina (VEGF)
produzida deve ser realizada com técnicas quantitativas como ELISA,
Citometria de fluxo, PCR, entre outras.

A produgdo de substéncias como a COX2 ja foi relacionada com a
progressdo neoplasica (DORE et al., 2003), e em mastocitoma canino,
Calderon (2005), verificou uma relacéo estatistica da imunomarcacao de COX-
2 com os tumores grau | e Ill, porém sem diferenca entre os graus I-1l e II-lll,
sendo de se esperar que a PGE2 também possua tal comportamento, sendo
este um dos principais metabolitos da COX2.

O mastocitoma canino também produz grande quantidade de PGEZ2,
demonstrado pela marcacdo de quase 100% dos tumores avaliados. No
entanto, assim como a expressao de VEGF, ndo houve correlacao estatistica
entre a intensidade de expressdo de PGE2 com a graduacédo histopatoldgica,
tal fato € justificado pela limitacdo da técnica, ja explicado para o VEGF.

Ao correlacionar o percentual de células marcadas por PGE2 com a
graduacdo histopatolégica hd uma correlacdo estatistica significativa quanto se

comparam os graus | e Ill. Com essas informacdes pode pensar na utilizacéo
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do PGE2 como um biomarcador prognostico, pois sua expressao € baixa em
mastocitomas diferenciados e alta nos indiferenciados. Portanto sua avaliacao
ajuda na elaboracdo do progndéstico, como foi observado para o COX2 por
Calderon (2005). No entanto a auséncia de correlagbes estatisticas positivas
nas quais o grau Il esta envolvido demonstra a complexidade desse grau e que
novos critérios devem ser estabelecidos para a acurada classificacdo dos
mastocitomas caninos e consequentemente estabelecimento de tratamento
adequado e progndstico.

A oncologia veterinaria vem se desenvolvendo rapidamente, pelo
aumento da expectativa de vida dos animais de companhia, e a patologia
veterinaria deve acompanhar este processo, com o0 desenvolvimento de
técnicas avancadas de diagndstico para fornecer subsidios seguros para o
diagnostico, prognéstico e até mesmo indicagdo do uso de drogas menos

agressivas (como os inibidores seletivos de COX2) ou terapia génica.

Conclusdes gerais

A histopatologia convencional pela coloracdo por HE ainda é a
ferramenta mais (til para determinacdo do prognéstico dos mastoctiomas
caninos utilizando-se a graduacao histopatoldgica proposta por Patnaik et al.
(1984). No entanto com a crescente utilizacdo de biomarcadores, o material
rotineiramente corado por HE e avaliado com os critérios pré-estabelecidos traz
informacdes limitadas sobre o comportamento biolégico do tumor, uma vez que
estes parametros sdo subjetivos e passiveis de avaliacdes individuais.
Portanto, a utilizacdo de biomarcadores de proliferagdo, angiogénese,
mediadores inflamatérios entre outros, sdo necessarios quando se busca
progndésticos acurados, visto que independente da graduacéo histopatologica,
0S mastocitomas apresentam alta producédo de VEGF, PGE2 e c-KIT e devem

ser sempre encarados como neoplasias potencialmente malignas.
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