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Resumo

DIAS, Marcia Feltrin. Estudo da aplicabilidade de critérios morfolégicos e
morfométricos para a graduacao de mastocitomas cutaneos em caninos. 2006.
59 p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Mastocitomas estdo entre 0s neoplasmas cutaneos caninos mais frequentes. Com o
objetivo de estudar o comportamento biolégico desses tumores e de buscar métodos
gue permitam uma classificacdo mais objetiva e fidedigna, foi realizada uma analise
retrospectiva dos Mastocitomas em caninos, provenientes de biopsias e necropsias
enviadas ao Laboratério Regional de Diagndstico (LRD) da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL), no periodo de janeiro de 1986 a dezembro de 2005. A partir desta
revisdo realizou-se uma abordagem epidemiolégica baseada nos dados de 80
mastocitomas diagnosticados no periodo. Assim sendo, verificou-se que quanto ao
sexo, 45 (56,2%) foram diagnosticados em fémeas, 33 (41,2%) em machos e para 2
(2,5%) animais o sexo nao foi informado. Estes tumores foram diagnosticados em 16
racas diferentes, tendo predominado em cées sem raca definida e na raca Boxer. Os
mastocitomas predominaram na faixa etaria de 6-10 anos. Realizou-se, também,
uma avaliagdo morfologica e morfométrica de parametros histoldégicos de 25
mastocitomas resgatados no periodo. As amostras foram classificadas de acordo
com seu grau histolégico e para tal foram utilizadas as coloracdes de hematoxilina e
eosina, azul de toluidina e tricromico de Masson e avaliou-se o indice de proliferacao
celular através da impregnacdo argéntica (AgNOR). Com base em critérios pré-
definidos os 25 mastocitomas do estudo foram classificados em graus, obtendo-se
sete (28%) classificados como grau |, 11(44%) como grau Il e sete (28%) como grau
lll. Para o estudo morfométrico foram avaliados area e perimetro da célula e area e
perimetro do nucleo dos mastdcitos tumorais. Parametros morfomeétricos aliados aos
parametros morfolégicos de graduacdo dos mastocitomas conferiram maior
confiabilidade ao diagnéstico.

Palavras-chave: Mastocitomas, Caninos, AQNOR, Morfometria



Abstract

DIAS, Marcia Feltrin Study of the applicability of morphologic and morphometric
criteria for the canine graduation of Mastocitomas. 2006. 59 p. Dissertacdo
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduagdo em Patologia Animal. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Mastocitomas are most prevalent cutaneous neoplasms in canines. Aiming to study
the biologic behavior of the mastocytomas, an analysis was carried through
retrospect of the diagnostic of neoplasms of skin in canines, obtained from biopsies
and autopsies sent to the Regional Diagnostic Laboratory (LRD) of the Federal
University of Pelotas (UFPEL), between January of 1986 and December of 2005.
From this revision two approaches had been carried. An epidemiologic search and
another morphologic carried through the rescued diagnostic of mastocitomas in the
related period. To an epidemiologic approach, 80 samples of Mastocitomas were
used. It was observed that 45 (56.2%) occurred in females, 33 (41.2%) in males and
in 2 (2.5%) this data was not informed. These tumors occurred in 16 different breeds.
Mastocytomas predominate in animals with 6-10-years-old. Only 25 samples could
be used in the morphologic and morphometric evaluation. The neoplasms were
processed and histologic slides were stained by Hematoxilin-eosin, Toluidin Blue and
Masson trichromic. Cellular proliferation index was inferred with AQNOR. Based on
these criteria, mastocitomas were graded. Seven (28%) were classified as grade |,
11 (44%) as grade Il and 7 (28%) as grade Ill. In the morphometric study, mast cells
cellular area and perimeter were measured. In order to obtain an improvement in the
graduate quality its necessary the association of morphologic and morphometric
parameters.

Key-words: Mastocitomas, Canines, AQNOR, Morphometry
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1. INTRODUCAO

Mastocitomas estdo entre os neoplasmas cutaneos mais frequentes em
caninos (JONES et al, 1997; KRAVIS et al, 1996) e sdo definidos como uma
proliferacdo excessiva de mastdcitos neoplasicos (PATNAIK et al, 1984). Estes
tumores se originam na derme (SIMOES, 1994) e representam 16 a 21% de todos
os tumores cutaneos (VAIL, 1996). Geralmente apresentam recidivas, e mortes
relacionadas com o tumor séo frequentes (KRAVIS et al, 1996). A escolha do
tratamento depende da avaliacdo das condicdes fisicas do paciente além de fatores
como estadio clinico e classificacdo histologica ou graduacao do tumor (PATNAIK et
al, 1984).

Em cées, os tumores de mastocitos ocorrem com maior freqiiéncia na parte
posterior do corpo do animal, sendo flanco e bolsa escrotal os locais mais comuns.
O tumor surge como uma massa cutanea saliente com cerca de 2 a 5 cm de
diametro e altura de 1 a 3 cm. Sdo comuns prurido, eritema, edema e Ulceras na
regido do tumor, devido a liberacdo de histamina pelas células neoplasicas
(SIMOES, 1994).

O comportamento biolégico dos mastocitomas € variavel, e por isso, é dificil
emitir um prognaostico acurado e determinar a melhor terapia. Diversos fatores sao
Uteis para avaliar o comportamento biolégico dos mastocitomas, tais como a taxa de
crescimento, sinais sistémicos, localizacdo do tumor, estagio clinico e grau
histologico. Destes, o0 grau histolégico é o de maior importancia (JONES et al, 1997),
pois as células neoplasicas exibem graus variaveis de diferenciacdo. Essa
caracteristica, juntamente com o grau de pleomorfismo e indice mitético das células,
tem sido utilizada subjetivamente na classificacdo desses tumores com finalidade
prognoéstica, em trés graus: grau | (bem diferenciado), grau Il (moderadamente
diferenciado) e grau Il (pouco diferenciado) (SIMOES, 1994).
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Este trabalho tem por objetivos a avaliagdo de critérios morfolégicos aliados
ao uso de critérios morfométricos na busca de métodos mais fidedignos para auxiliar

a graduacéo dos mastocitomas cutaneos em caninos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mastodcitos

A pele se constitui basicamente de trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme. Origina-se dos folhetos ectodérmico e mesodérmico. Do ectoderma
derivam as estruturas epiteliais (epiderme, glandulas, pélos e unhas) e neurais
(melandcitos e nervos), enquanto do mesoderma derivam a derme e a hipoderme
(AZULAY & AZULAY, 1997).

A epiderme é constituida por queratindcitos distribuidos em camadas ou
estratos e separa-se da derme juncdo dermo-epidérmica. J& a derme, apresenta
estruturas proprias, sendo constituida de substancia fundamental, fibras, vasos e
nervos, além de foliculos pilossebaceos e glandulas sudoriparas. Pode ser dividida
em trés partes distintas: 1) derme superficial ou papilar, onde predominam as células
e os feixes fibrilares colagenos, que sao finos e dispostos em sentido vertical; 2)
derme profunda, ou reticular, que fica entre a derme papilar e a hipoderme,
constituida de feixes coldgenos mais grossos, ondulados e dispostos
horizontalmente e 3) derme adventicial, que se dispbe em torno dos foliculos
pilossebaceos, glandulas e vasos. Esta € constituida de feixes finos de coldgeno
como a derme papilar (AZULAY & AZULAY, 1997).

As células da derme séo representadas por células mesenquimais primitivas,
fibroblastos, histiocitos e mastocitos (AZULAY & AZULAY, 1997). Paul Erlich, em
1877, descobriu que algumas células denominadas até entdo plasmaécitos quando
coradas por corante de anilina, continham granulos metacromaticos e as chamou de
mastdcitos (mastzellen) (ROMAN, 2005).

Os mastocitos sdo as maiores células fixas do tecido conjuntivo, possuem 20

a 30 um de diametro, sdo ovoides e apresentam nucleo esférico (GARTNER &
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HIATT, 1997). Eles possuem citoplasma levemente eosinofilico com ndcleo
basofilico e relativamente excéntrico (KATSAMBAS et al, 1999). Originam-se de
células pluripotenciais da medula éssea que expressam o CD34 na sua membrana
celular e circulam em baixos titulos no sangue periférico. Estas células migram para
os tecidos atraidos por fatores microambientais como fator dos mastocitos, fator de
crescimento celular dos mastocitos (SCF ou kit-ligante) e IL-3 (KATSAMBAS et al,
1999).

Mastdcitos possuem granulos caracteristicos (GHADIALLY, 1984). Eles ndo
sdo evidenciados pelas coloracbes rotineiras, sendo necessarias a coloracdes
especiais. Podem ser poliédricos, fusiformes ou estrelados, entretanto possuem uma
caracteristica especifica: a presenca dos granulos metacrométicos no citoplasma.
Essa capacidade de modificar a cor do corante deve-se a presenca de
mucopolissacarideos acidos. Esses granulos contém heparina, uma
glicosaminoglicana sulfatada, responsavel pela metacromasia caracteristica da
célula (AZULAY & AZULAY, 1997). Além da heparina, os granulos dos mastocitos
contém histamina, proteases neutras, aril-sulfatase, fator quimiotatico para
eosinofilos (ECF), fator quimiotatico para neutrofilos (NCF). Estas substancias sao
chamadas de mediadores pré-formados (LEPORI, 2004). Além dos produtos
encontrados nos granulos, os mastdcitos sintetizam leucotrienos e prostaglandinas,
a partir de precursores do acido aracdbnico. Estes mediadores chamados de
secundarios sdo sintetizados apés a ativacdo dos mastoécito (LEPORI, 2004), néo
sendo armazenados nos granulos dos mastdcitos, mas sim produzidos e
imediatamente liberados (GARTNER & HIATT, 1997). (Fig.1)

Quanto a morfologia ultraestrutural verifica-se que mastocitos imaturos
circulam no sangue como precursores agranulares e desenvolvem granulos depois
gue migram para os tecidos conjuntivos. Possuem nucleo grande com cromatina
dispersa, nucléolo grande e numerosos ribossomos arranjados em rosetas livres no
citoplasma ou ligados ao reticulo endoplasmatico. Observa-se a presenca de
granulos imaturos, os quais apresentam densidade centralmente condensada.
Mastocitos maduros contém granulos secretores ligados a membrana, possuem
ndcleo Unico, com cromatina parcialmente condensada, porém com nucléolo pouco
evidente, pequenos complexos de Golgi e dobras na membrana celular. Apresentam
grande numero de granulos secretores, além de pequenos ribossomos, muitos dos

quais nao estao ligados ao reticulo endoplasmatico. (DVORAK, 1985).
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Substancia Tipo de mediador | Fonte Acdo
Histamina Primario Granulo Aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatacéo;

contracdo da musculatura lisa
do brbnquio; aumento da
producdo de muco

Heparina Primario Granulo Anticoagulante  (funcdo né&o
esclarecida nos mastdcitos)
Condroitino-sulfato Primério Granulo Funcdo desconhecida
Aril-sulfatase Primario Granulo Inativacdo de leucotrienos C
limitando a resposta inflamatoria
Proteases neutras Primario Granulo Clivagem de proteina ativacao

do complemento e aumento da
resposta inflamatoria

Fator quimiotatico de | Primario Granulo Quimiotatico para eosinofilos
eosindfilos
Fator quimiotatico de | Primario Granulo Quimiotatico para neutrdéfilos
neutréfilos
Leucotrienes C4 e D4 | Secundario Membrana Vasodilatagdo, aumento da
lipidica permeabilidade vascular,
contracdo
da musculatura lisa do brénquio
Prostaglandinas D2 Secundério Membrana Contragdo da musculatura lisa
lipidica brénquica, aumento da

secrecdo de muco
Figura 1 - Mediadores primarios e secundarios liberados pelos mastacitos.

Mastocitos maduros estdo localizados preferencialmente na pele, sistema
respiratorio, trato gastrintestinal e génito-urinario proximos a vasos sangiineos e
linfaticos. S&o as células-chave nas reacdes alérgicas agudas e também tém um
importante papel nas reacdes crénicas (MOTA, 1995).

Os granulos caracteristicos dos mastécitos humanos contém estruturas
lamelares ou membranosas que estao dispostas em rolos cilindricos semelhantes a
papiros, e formacdes membranosas laminadas frequentemente vistas em uma matriz
eletrodensa. Em raras ocasides, 0s granulos contém material particulado
(GHADIALLY, 1984).

Mastoécitos sdo encontrados em peixes, anfibios, répteis, passaros e uma
ampla variedade de mamiferos (GHADIALLY, 1988). H& dois tipos de mastdcitos
fenotipicamente diferentes. Mastdcitos da mucosa (MM) e mastdcitos dos tecidos
conjuntivos (MC). Os MC contém heparina e estocam grandes quantidades de
histamina, ndo sdo T-dependentes e requerem a C-kit bem como outros fatores de
crescimento (MOTA, 1995).
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2.2. Mastocitomas

Mastocitomas sdo definidos como uma proliferacdo excessiva de mastocitos
neoplasicos (JONES et al, 1997) e originam-se na derme (GOLDSCHMIDT &
HENDRICK, 2002). Compreendem um grupo de processos caracterizados por um
aumento de mastdcitos na pele e em outros 6rgdos e sistemas. O sitio mais
freqientemente afetado em pacientes com qualquer forma de mastocitoma é a pele
(ROMAN, 2005)

O crescimento tumoral de mastdcitos pode ter varias denominacgdes: tumor de
células mastocitarias, mastocitoma ou sarcoma mastocitario (HOSPITAL
VETERINARIO DO PORTO, 2003).

2.2.1. Epidemiologia

Em um estudo da prevaléncia de tumores de pele em caninos, MERLO (2000)
mostra que oS mastocitomas estiveram entre os neoplasmas mais freqientes com
prevaléncia igual a 20%. Em estudo semelhante compreendendo um periodo de 18
anos, DIAS (2004) mostra uma incidéncia de 14%, sendo este 0 neoplasma mais
frequiente em cées.

Mastocitomas podem ocorrer em qualquer raca, porém se descreve uma
maior incidéncia em caes da raca Boxer, Boston terrier, Bullmastiff, Bulldog, Setter
Inglés, Labrador, Golden Retriever, Teckel e Weimaraner (MACY, 1986; OGILVIE &
MOORE, 1995). Aproximadamente 25% dos mastocitomas diagnosticados na clinica
veterindria ocorrem em cdes da raca Boxer (MERLO, 2000). Nao existe
predisposi¢ao por sexo (SCOTT et al, 1996). Estes neoplasmas séo diagnosticados
com maior frequéncia em cédes com idade média avancada, porém ndo se descarta
sua ocorréncia em animais jovens (MERLO, 2000). Ocorrem principalmente em caes
com idade média de 9 anos, contudo existem relatos em cdes com 3 semanas a 19
anos (SCOTT et al, 1996). Todos os animais jovens apresentaram mastocitomas
bem diferenciados (MERLO, 2000).

2.2.2. Etiologia

Né&o foi encontrado um padréo hereditario na prevaléncia dos mastocitoma e a
sua etiologia é ainda desconhecida. Em raras ocasifes foi encontrada uma
associacdo entre o tumor e inflamagdes cronicas ou irritativas da pele. Nao existem
evidéncias de causas virais (HOSPITAL VETERINARIO DO PORTO, 2003).
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2.2.3. Sinais Clinicos

A aparéncia clinica do mastocitoma pode ser muito variada e assemelhar-se a
numerosas lesdes cutaneas, de etiologia neoplasica ou ndo. Por isso este tumor é
denominado por muitos autores como “o grande imitador” (MERLO, 2000). Em geral
a aparéncia clinica de um mastocitoma n&o permite estabelecer seu grau de
malignidade e nem definir sua evolucdo. Existem tumores que se mantém estaveis
durante meses ou anos antes de desencadear um processo proliferativo. Em outras
ocasibes se comportam de forma agressiva desde o principio (DOBSON &
GORMAN, 1988; OGILVIE & MOORE, 1995).

E habitual que os proprietarios descrevam que as massas observadas no
animal aumentam e diminuem de tamanho de forma periddica (ROGERS, 1993).
Estas diferencas de tamanho sdo consequéncia do edema local e da inflamacgao
produzida pela liberacdo de histamina e enzimas proteoliticas. Este dado na
anamnese permite ao clinico suspeitar da presenca de um mastocitoma (DOBSON &
GORMAN, 1988).

Em algumas ocasifes a manipulagdo mecéanica do tumor durante o exame
fisico e a retirada de amostras para exames complementares pode provocar a
degranulacdo massiva dos mastocitos levando a uma rapida inflamacéo da regido e
surgimento de eritema (MACY, 1986). Esta reacdo € denominada "Sinal de Darier” e
possui importante significado para o diagnéstico clinico do mastocitoma (OGILVIE &
MOORE, 1995).

Na forma cutdnea, os mastocitomas se apresentam como nodulacdes
avermelhadas na derme, ndo encapsuladas e de tamanho variando de 1-30 cm de
diametro (MADEWELL et al, 1987; GOLDSMIDT & HENDRICH, 2002; SHOFER,
1992). Mais raramente, 0 mastocitoma pode se apresentar na forma visceral
disseminada e caracterizar-se principalmente por massas neoplasicas no baco,
figado, pulméo e linfonodos (POLLACK et al, 1991).

Em cées, os tumores de mastdcitos ocorrem com maior freqiéncia na parte
posterior do corpo do animal, sendo flanco e escroto os locais mais comuns. O tumor
€ percebido como uma massa saliente com cerca de 2 a 5 cm de diametro e altura
de 1 a 3 cm. Também devido a liberacdo de histamina pelas células neoplésicas,
sdo comuns: prurido, eritema e Ulceras (JONES et al, 1997).

Os mastocitomas cutaneos aparecem de duas formas distintas. Uma consiste

de uma massa de 1-10 cm de diametro, bem circunscrita, elevada e firme, podendo
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ou nado ser avermelhada. Os bordos desta massa podem se assemelhar a uma bolha
e 0 centro pode ser amarelo ou ulcerado. Esta forma nodular ocorre com maior
frequéncia nos membros posteriores, abdémem, térax e membros anteriores
(MADEWELL et al., 1987; GOLDSMIDT & HENDRICH, 2002; SHOFER, 1992). A
cabeca, 0 pescoco, escroto, perineo e cauda sdo menos afetados (GOLDSMIDT &
HENDRICH, 2002; SHOFER, 1992).

A segunda forma da doenca consiste de uma massa mole, pouco definida que
geralmente possui pélos. Raramente é ulcerada ou avermelhada e pode ser
confundida com um lipoma (HOSPITAL VETERINARIO DO PORTO, 2003)

De um modo geral, as metastases ocorrem nos linfonodos regionais em
aproximadamente 76% dos casos. Orgdos como o baco, figado e medula 6ssea s&o
frequentemente afetados por metastases. Com menor frequéncia, acomete pulmdes,
coracao e rim (MACY, 1986, O'KEEFE, 1987).

2.2.4. Sinais paraneoplasicos

De forma semelhante aos mastécitos normais, 0os mastécitos neoplasicos
apresentam granulacdes citoplasmaticas com quantidade varidvel de aminas
vasoativas como heparina e histamina. Muitas vezes estas substancias podem estar
aumentadas 25 a 50 vezes em relacdo a um mastécito tipico (ROGERS, 1986). A
liberacdo macica dessas substancias pode causar graves efeitos sistémicos como a
ulceracdo gastrointestinal (VAN PELT, 1986), e coagulopatias (MACY, 1986). A
liberacdo das substancias quimicas dos mastocitos também € responsavel pelos
sinais referidos na doenca como hemorragias, inchaco, prurido, vémitos, diarréia e,
em casos raros, choque e colapso (HOSPITAL VETERINARIO DO PORTO, 2003). E
importante considerar que em algumas situacbes estes sinais descritos como
paraneoplasicos podem chegar a provocar um quadro mais grave e urgente que o
préprio tumor (MERLO, 2000).

Do ponto de vista clinico, as trés consequéncias mais importantes do
mastocitoma sdo: o surgimento de Ulceras gastroduodenais, coagulopatias e o
retardo nos processos de cicatrizacdo (LEMARIE et al, 1995). Assim em 83% dos
casos de mastocitomas em caninos, ocorrem Ulceras gastroduodenais, localizadas
fundamentalmente no fundo gastrico, piloro e porcdo anterior do duodeno (LAMARIE
et al, 1995; MACY, 1986). A presenca de Ulceras pode cursar de forma

assintomatica e produzir anorexia, vomitos (com ou sem sangue), diarréia, melena e
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anemia. Quando perfuradas, as Ulceras podem produzir peritonite (ROGERS, 1993).
Em certas ocasifes os sinais clinicos produzidos pelas ulceras gastroduodenais
pode ser o primeiro motivo da consulta, visto que os proprietarios nao relacionam a
presenca de vOomitos ao surgimento de uma massa cutanea que pode ter tido uma
evolucéo lenta e pouco aparente (O’KEEFE, 1990).

Alteracdes na coagulacdo séo freqientemente associadas aos mastocitomas.
Raramente aparecem coagulopatias sistémicas com alteragcbes nos fatores de
coagulacdo (LEMARIE et al, 1995) a n&do ser que ocorra uma coagulacdo
intravascular disseminada associada ao desenvolvimento do tumor (MERLO, 2000).
A liberacdo de heparina por parte dos mastocitos neoplasicos provoca problemas
locais de coagulacdo que se manifestam como tendéncia a hemorragias durante a
retirada cirdrgica. Nesses casos, quando se realiza uma aspiracdo com agulha fina
com finalidade diagnostica, pode ocorrer sangramento persistente e de dificil
controle (O'’KEEFE, 1990).

2.2.5. Comportamento bioldgico

Diversos fatores sao Uteis para avaliar o comportamento biolégico dos
mastocitomas como a taxa de crescimento, sinais sistémicos, localizacdo do tumor,
estadio clinico e grau histolégico. Os critérios utilizados para o estadiamento dos

tumores estéo descritos na (Fig.2).

Estadio Caracteristicas

I Lesdo solitaria na derme e tecido subcutdneo sem comprometimento
ganglionar nem evidéncia de enfermidade sistémica.

Il Lesdo na derme e subcutdneo com comprometimento de ganglio regional
ou vérias lesdes na derme sem evidéncia de metastase.

[ LesGes multiplas e recorrentes ou uma grande massa infiltrante, com ou
sem comprometimento ganglionar. Sem evidéncia de enfermidade
sistémica ou metastase.

v Tumores com metastase e enfermidade sistémica

Figura 2 - Estadios clinicos do mastocitoma segundo a OMS.

O comportamento biol6gico dos mastocitomas varia de tumores de baixa
malignidade até tumores extremamente malignos. Todos sao considerados
potencialmente malignos, sendo que 50% dos casos sao realmente malignos
(O’KEEFE, 1990).
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2.2.6. Diagndéstico

O diagnéstico do mastocitoma é baseado essencialmente na citologia ou no
exame histopatologico das lesbes (MACY, 1986). (Fig.3)

Patnaik et al (1984) desenvolveram uma classificacdo baseada no grau de
anaplasia celular, avaliando critérios como diametro de nucleo e citoplasma,
frequéncia de figuras de mitose, grau de pleomorfismo celular, natureza dos
granulos citoplasmaticos e a celularidade. Estas caracteristicas tém sido utilizadas
subjetivamente na classificagdo desses tumores com finalidade prognostica. Eles
tem sido classificados em trés graus. Os tumores de grau |, representam 36% dos
casos; os de grau Il ou grau intermediario representam 45% dos casos e 0s de grau
lll, pouco diferenciados ou anaplasicos correspondem a 20-30% dos casos
(PATNAIK et al. 1984).

Como métodos adicionais usados para o diagnéstico dos mastocitomas sao
utilizadas as coloracdes histoquimicas como azul de toluidina, tricromico de Masson,
azul alciano além da rotineira coloragdo de HE usada para graduacéo histologica
dos tumores (SIMOES et al., 1994). Estes métodos s&o importantes principalmente
para auxiliar o diagnostico dos tumores pouco diferenciados (GOLDSCHMIDT &
HENDRICK, 2002).

Novos métodos e critérios tém sido inseridos na definicdo progndstica do
tumor. Dentre eles estdo os métodos imunoistoquimicos com especificidade para
marcar mastocitos tumorais (OZAKI et al., 2002). Além destes, tem sido de valia a
coloracdo com nitrato de prata para evidenciar a presenca de regides organizadoras
nucleolares argirofilicas (AgNOR), as quais possibiltam a mensuracdo da
proliferacdo celular (GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002). A técnica de AgNOR
permite marcar o DNA ribossomal e seus niveis de transcricdo e com isso, visualizar
0 nucléolo e avaliar a variacdo no tamanho do mesmo (PLOTON et al, 1986).
Estudos com a técnica em neoplasias humanas mostram que o numero de AQNORs
em cada nucleo possui correlacdo com o grau histoloégico. Quanto maior 0 nimero
de pontos intranucleares impregnados pela prata, pior € o prognostico (BOSTOCK et
al, 1989).
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Figura 3 — Fluxograma de procedimentos para o diagndstico dos mastocitomas.
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2.2.7. Diagnéstico diferencial

Em geral se define que os mastocitomas podem se “parecer com qualquer
coisa e se comportar como qualquer coisa” (OGILVIE & MOORE, 1995) por isso
devem ser incluidos na lista de diagnéstico diferencial de qualquer massa cutanea
(MERLO, 2000).

Em algumas ocasides os defeitos de coagulacdo local, causados pelos
mastocitomas podem ser tdo importantes que conferem a massa tumoral uma

aparéncia de hematoma ou tumor vascular (MERLO, 2000).

2.2.8. Progndstico

Para determinacdo do prognostico do paciente com mastocitoma é
recomendado o exame fisico, com palpacgdo de linfonodos e investigacdo quanto a
presenca de esplenomegalia e hepatomegalia, com objetivo de definir o estagio
clinico do tumor. Além do exame fisico sdo aconselhados exames complementares
como aspirado dos linfonodos com o uso de agulha fina, para avaliacao citolégica
(LANGENBACH et al, 2001), radiografias e ultrassonografias com a finalidade de
detectar a neoplasia sistémica (O'’KEEFE, 1990).

De todos os fatores prognosticos avaliados, o grau histologico € o mais
importante. Em cades existe uma correlacdo entre o grau histolégico e o tempo de
sobrevida do animal (PATNAIK et al., 1984; ROGERS, 1993). Os tumores mais
anaplasicos tém um maior potencial metastatico e maior tendéncia a se disseminar e
produzir patologias sistémicas que os tumores classificados como grau | e Il. Os
animais com mastocitomas de grau | tém um tempo de sobrevida duas vezes maior
gue 0s que apresentarem o tumor de grau Il e seis vezes maior que portadores do
tumor de grau Il (PATNAIK et al., 1984).

Outros fatores que influenciam o progndstico sdo a raca, localizacdo e
duracdo da enfermidade (MACY, 1986; ROGERS, 1993). Caes da raca Boxer
possuem uma tendéncia maior a desenvolver mastocitomas bem diferenciados. Em
cédes,0s tumores localizados na regido perineal, inguinal, escrotal e prepucio tendem
a um comportamento mais agressivo, condicionando o portador a um menor tempo
de sobrevida. Quanto a duracédo da enfermidade, observa-se que massas pequenas
crescem lentamente e permanecem localizadas durante longos periodos de tempo e
apresentam melhor prognostico que os tumores de crescimento rapido, com
infiltracdo e com metastases (GERRITSEN et al., 1998).
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Os tumores de grau | sdo geralmente menos agressivos e podem ser tratados
com cirurgia. Os de grau Il possuem malignidade moderada e sdo tratados com
cirurgia agressiva com amplas margens de resseccao. Estes tumores possuem uma
reduzida taxa de metastizacdo. Os de grau lll sdo bastante agressivos e metastizam
frequentemente (HOSPITAL VETERINARIO DO PORTO, 2003).

Os tumores localizados nos membros possuem melhor progndéstico do que 0s
localizados no tronco e pescoco, sendo que as neoplasias localizadas nas juncgoes
muco-cutaneas, como labios, palpebras, prepdcio e vulva sdo as que possuem pior
prognéstico (HOSPITAL VETERINARIO DO PORTO, 2003).

2.2.9. Tratamento

A busca de um protocolo terapéutico mais adequado para o tratamento dos
mastocitomas caninos tem sido um dos principais objetivos da oncologia veterinaria
(MERLO, 2000).

Mastocitomas podem ser tratados com cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou
a combinacdo dos trés (WILLEMSE, 1995; SCOTT et al.,, 1996). O tratamento
cirargico com amplas margens cirdrgicas € recomendado para mastocitomas
localizados (TURREL et al, 1988; VAIL,1996). A radioterapia € utilizada em
mastocitomas com excisao incompleta, recorrente e com metastases nos linfonodos
regionais (FRIMBERGER et al, 1997). Os agentes quimioterdpicos, principalmente
glicocorticéides, sdo usados para tratar mastocitomas sistémicos ou quando néo é
possivel realizar a resseccdo dos mesmos (O’KEEFE,1990; ROGERS,1996).

Os mastocitomas geralmente apresentam recidivas e mortes relacionadas
com o tumor sao frequentes (KRAVIS et al., 1996). A escolha de tratamento vai
depender das condi¢des do paciente além de fatores como classificacao histoldgica,
estadio clinico e grau do tumor (VAIL, 1996). (Fig.5)

O tratamento de eleicdo para massas solitérias e bem delimitadas € a cirurgia,
esta realizada com amplas margens cirargicas, no minimo de 3cm nas laterais e em
profundidade (FOX, 1998). Alguns autores recomendam ampliar a margem para 5cm
se a zona de localizacdo do tumor permitir (FRIMBERGER et al., 1997). Com
cirurgias conservadoras, mais de 50% dos mastocitomas apresentam recidivas
(MACY, 1986). Com cirurgias agressivas o indice de recidivas alcanca 30% dos
casos (LAMARIE et al., 1995; OGILVIE & MOORE, 1995). E recomendado re-
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intervencao imediata caso as margens cirurgicas da lesdo mostrem infiltracdo apds a
avaliacao histopatoldgica (ROGERS, 1996).

Em casos de mastocitoma de grau Il ou de diferenciacdo intermediaria, é
recomendada a utilizacdo de radioterapia quando ndo for possivel a extirpacédo
completa (FRIMBERGER et al.,1997). Em mastocitomas multiplos, disseminados,
em casos de neoplasia sistémica, tumores ndo operaveis e tumores anaplasicos
extirpados se recomenda o uso de quimioterapia sistémica (OGILVIE & MOORE,
1995; ROGERS, 1993).

Os corticoides sdo os farmacos que tem demonstrado maior eficacia no
tratamento dos mastocitomas (Fig.4) (LEMARIE et al., 1995; OGILVIE & MOORE,
1995). A maior parte dos animais manifesta uma resposta inicial positiva sendo uma
boa alternativa de tratamento nos casos de mastocitomas de grande tamanho.
Recomenda-se o0 uso de prednisona durante 10 a 15 dias para diminuir o tamanho
do tumor e realizar o procedimento cirdrgico com abordagem mais segura (MERLO,
2002). Outros protocolos quimioterapicos sugerem o emprego de vinblastina,
ciclofosfamida, hidroxiurea ou lomustina combinados com a prednisona
(GERRITSEN et al., 1998; TYLER et al., 1999).

Farmaco Dose
50mg/ m?/ 24h, por 7 dias.
Protocolo A 20mg/ m?/ 48h

2mg/ kg/ 24h, por 7 dias.
Protocolo B 1mg/ kg/ 24h, por 7 dias.
Prednisona 0,5mg/ kg/ 24h, por 14 dias.
40 mg/ m?/ 24h, por 7 dias.
Protocolo C 20mg/ m?/ 24h, por 14 dias.
20mg/ m?/ 48h, por 14 dias.
10mg/ m?/ 48h, por 6 meses.

Prednisona: 2mg/ kg/ 24h. Distribuicdo gradual
em 12 a 26 semanas.

Prednisona + vinblastina Vinblastina: 2mg/ m’ / semana durante 4
semanas e em semanas alternadas o resto do
tratamento
0,2 mg/ kg/ 24h durante 10 dias; 0,1 mg/ kg/

Clorambucilo 24h

Figura 4 - Protocolo quimioterapico para o tratamento de mastocitomas.
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3. METODOLOGIA

Foi realizada uma analise retrospectiva dos diagnoésticos de neoplasmas de
pele em caninos, provenientes de bidpsias e necropsias enviadas ao Laboratorio
Regional de Diagnostico (LRD) da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL),
emitidos entre janeiro de 1986 e dezembro de 2005. A partir desta revisdo foram
realizadas duas abordagens, uma epidemioldégica buscando os diagndsticos
firmados ao longo dos 19 anos e outra morfologica realizada através avaliacdo das

amostras de mastocitomas resgatadas nesse levantamento, no referido periodo.

3.1. Avaliacdo Epidemioldgica

A partir da revisdo desses diagndsticos, criou-se um banco de dados com
objetivo de atender as necessidades de investigacdo propostas pelo trabalho. Para
tal utilizou-se um protocolo de coleta de dados dividido em duas partes, a primeira
referente a lesdo, buscando-se dados sobre a da localizacdo anatémica, evolucdo e
sinais clinicos. A segunda parte referiu-se aos dados de identificagcdo do paciente

como sexo, idade e raca.

3.2. Avaliagao Morfolégica

Dentre os casos diagnosticados como mastocitomas, foram resgatadas 25
amostras para realizacdo de métodos histoquimicos. Foram utilizadas as coloracdes
de hematoxilina e eosina, azul de toluidina e Tricromico de Masson para
determinacdo do grau histolégico, avaliacdo da granulacdo metacromatica e
avaliacdo da degeneracdo das fibras colagenas, respectivamente. Realizou-se
também a impregnacdo argéntica para avaliacdo da presenca de regides

organizadoras de nucleolares argirofilicas (AgNORS).
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3.2.1.Hematoxilina e eosina

A partir dos blocos de parafina foram obtidas sec¢des de 5um de espessura
de cada material para coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) (CULLING et al.,
1985) e graduacao histoldgica dos tumores.

3.2.2. Graduacdo histolégica

Os mastocitomas foram graduados seguindo os critérios estabelecidos por
Patnaik et al. (1984). Foram avaliados, entre os critérios propostos: quantidade de
citoplasma, forma e diferenciagdo da célula, forma e cor do nucleo, nimero de
nucléolos, numero de figuras de mitose e outras alteracbes como edema, necrose e
alteracbes vasculares. A partir da avaliacdo destes dados foi possivel a
diferenciacdo dos mastocitomas em trés graus histologicos: grau | (bem
diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado) e grau Il (pobremente
diferenciado). (Fig.6)

Grau Critério de graduacéo histolégica

I e Mastécitos bem diferenciados na derme superficial ou profunda dispostos em
corddes ou pequenos grupos;

e Células redondas a ovais ou uniformes com citoplasma abundante e bem
delimitado;

e Nducleo redondo e auséncia de mitoses;

Il e Moderada a altamente celular com invasdo da derme profunda e subcutaneo;

e Células redondas a ovais a moderadamente pleomérficas com raras células
binucleadas;

e Citoplasma distinto a indistinto;

e Nucleo redondo com um ou mais nucléolos visiveis; Raras figuras mit6ticas (0 a
2/ campo de maior aumento - 400X);

e Areas de edema e necrose;

Il e Localizag&o extensiva na derme e subcutaneo;

e Células pleomodrficas arranjadas em tapetes ou cordfes estreitos;

e Citoplasma indistinto;

e Nucleo redondo com um ou mais nucléolos proeminentes; 3 a 6 mitoses/CMA;
e Células multinucleadas e células gigantes;

e Edema, hemorragia e necrose freqiientes;

Figura 6 - Sistema de graduacédo histolégica de mastocitomas segundo Patnaik et al.
1984.

3.2.3. Azul de toluidina
De cada amostra do tumor, incluido em parafina foram obtidos cortes com
5um de espessura, 0s quais foram desparafinados, hidratados com agua destilada e

posteriormente imersos por 1 a 2 minutos em solucéo de toluidina a 0,1%. Apds isso,
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as laminas foram lavadas em agua destilada e os cortes desidratados e montados
(CULLING et al., 1985).

Através desta técnica torna-se possivel a visualizacdo dos granulos presentes
no citoplasma dos mastdcitos, os quais exibem a propriedade de metacromasia
(CULLING et al., 1985). Este procedimento auxilia ou confirma a graduacao

histol6gica dos mastocitomas (KLATT et al., 1983).

3.2.4. Tricrdmico de Masson

Os cortes fixados em formalina 10% foram re-fixados em liquido de Bouin e
aguecidos a 56° C por uma hora.

Cortes de 5um de espessura foram obtidos de cada um dos mastocitomas, e
apos desparafinados, foram lavados em agua corrente, até desaparecer a cor do
fixador de Bouin. Posteriormente foram lavados em &gua destilada.

Apés, os cortes foram corados com Hematoxilina férrica de Harris, lavadas
em agua da torneira e agua destilada e coradas pela Fucsina Acida-escarlate de
Biebrich. Foram entdo submetidos a lavagem para retirada do excesso de corante e
tratados pelo &cido fosfotungstico-acido-fosfolibdico. Sem lavagem, foram corados
pelo azul de anilina-acética, lavados em agua destilada e apds em solucao de acido
acético 1% e em agua destilada. Foram entédo desidratadas e montadas.

Através da técnica foi possivel quantificar o tecido conjuntivo, bem como
avaliar suas relacBes topograficas com 0s mastécitos. Buscou-se ainda uma
correlacédo entre o grau atribuido ao tumor e a degeneracédo das fibras colagenas do

mesmo.

3.2.5. AgNOR (argirophilic nucleolar organizer region)

Para demonstracdo das regides organizadoras nucleolares argirofilicas foram
obtidos cortes de 5um de espessura de cada mastocitoma. Estes foram
desparafinados e hidratados em agua deionizada e posteriormente foram imersos
em solucéo de gelatina a 2% e acido formico a 1% em agua deionizada e solucao de
nitrato de prata a 50% na propor¢cédo 1:2. As laminas permaneceram imersas nesta
solugcdo durante 45 minutos em temperatura ambiente. Apés, foram lavadas em
agua deionizada por 1 minuto, desidratadas, clarificadas e montadas (BOSTOCK et
al., 1989; SIMOES et al., 1994; KRAVIS et al., 1996).

Para definir a frequiéncia de AgNOR, foi escolhida uma area representativa do

tumor, definida por uma area com pelo menos 10 células tumorais entre a juncéo
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entre o tecido normal e as células neoplasicas. Foram contados 0s pontos escuros
no interior dos nucléolos em 100 mastocitos tumorais, em campos aleatérios em
aumento de 1000 vezes. A frequéncia foi obtida dividindo-se o nimero de AgNORs
por 100 (KRAVIS et al.,1996).

3.3. Morfometria

As amostras obtidas através de processamento histoquimico foram
analisadas num microscépio NIKON® Labophot, acoplado a um sistema de video e
camera Nikon® Coolpix 4500. Foram avaliadas 20 células de cada amostra de tumor
em campos variados e em aumento de 40X, coradas pela técnica de AQNOR através
do programa AxioVision 3.1 Zeiss (Fig. 7). As imagens foram utilizadas no formato
Zeiss Vision Image (*.zvi) e as messuracdes calibradas em micrometros. De cada
célula foi delimitada a area do nucleo e da célula. Dentre os parametros avaliados e
oferecidos pelo software, utilizaram-se neste estudo a area e o perimetro do nucleo

e da célula (Fig. 8).
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3.4. Avaliacéo estatistica

Foram correlacionadas as variaveis: grau histologico, contagem de AgNOR,
medidas da area da célula, perimetro da célula, medidas da area do nudcleo e
perimetro do nucleo através do Teste de Pearson.

Para as variaveis independentes: grau histolégico e aparéncia do nucleo
foram analisadas as variaveis dependentes: medidas da area da célula, medidas do
perimetro da célula, medidas da area do nucleo e medidas do perimetro do ndcleo
Através de analise de variancia com posterior comparacao das medidas através do
teste de Tukey.

Para gerar a analise foi utilizado o programa Statistix®.



4. RESULTADOS

4.1. Epidemiologia
A partir da analise retrospectiva de neoplasmas de pele foram obtidos 3.778
diagnésticos anatomopatoldgicos em caninos. Destes 1.120 referentes a processos

dermatolégicos, dentre os quais, 593 referiam-se a processos neoplasicos e 80

destes diagndésticos foram firmados como mastocitomas.

4.1.1. Localizacao

Do total de 80 casos estudados, os mastocitomas ocorreram com maior
freqUéncia no tronco (33 casos), seguido de membros (15 casos) e regido da cabeca
(8 casos). Os tumores foram encontrados em 16 sitios anatémicos distintos.

Dos casos encontrados no tronco, 7 estavam localizados no abdémen, 5 no
térax, 5 no dorso, 3 no flanco, 1 no ventre, 2 na regido inguinal, 6 na bolsa escrotal,
1 no prepucio, 1 na vulva e 2 na cauda. Entre os casos que o tumor estava presente
nos membros, 6 tiveram localizagdo nos membros anteriores e 9 nos membros
posteriores. Na regido da cabeca, 1 caso foi localizado no pescoco, 3 na face, 3 na
orelha e 1 na péalpebra. Dezessete animais apresentaram mastocitomas em multiplas

localizacBes e em oito casos este dado nao foi informado. (Fig.9)

4.1.2. Sexo

Dos 80 mastocitomas obteve-se uma relacdo entre machos e fémeas de
0,73:1, sendo que 33 (41,2%) representaram machos e 45 (56,2%) fémeas. Em 2
(2,5%) animais o sexo nao foi informado. Observou-se uma maior ocorréncia de

mastocitomas em fémeas. (Fig.10)
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Figura 9 — Distribuicdo percentual quanto a localiza¢cdo anatémica dos mastocitomas
em 80 animais.

Figura 10 — DistribuicAo de acordo com o sexo de 80 animais apresentando
mastocitomas.
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4.1.3. Idade

Para avaliacdo da idade dos animais com mastocitoma, foram estabelecidos
cinco grupos, correspondendo a faixas de idade. (Fig.11)

Quanto as idades dos caes com mastocitoma, 2 (2,5%) pertenciam a faixa de
0-1 ano, 22 (27,5%) estavam na faixa de 1-5 anos, 37 (46,2%) entre 6-10 anos e 14
(17,5%) apresentavam idade igual ou superior a 11 anos. Cinco (6,2%) das fichas de
protocolos para encaminhamento do material ao laboratério ndo informavam a idade

do animal. A idade média dos caes com mastocitoma foi de 6,4 anos.

4.1.4. Raca

Quanto a raca, mastocitomas foram diagnosticados em 16 racas, entre elas
Boxer (14 — 17,5%), Beagle (3 — 3,75%), Bull Terrier (1 — 1,25%), Cocker (2 — 2,5%),
Collie (1 — 1,25%), Daschshund (2 — 2,5%), Doberman (2 — 2,5%), Dogue Aleméao
(2— 2,5%), Fila (8 — 10%), Fox (3 — 3,75%), Labrador (1 — 1,25%), Pastor Aleméo (1
— 1,25%), Pequinés (1 — 1,25%), Pincher (3 — 3,75%), Pointer (1 — 1,25%) e
Rotweiler (3 — 3,75%). Porém foi predominante em cédes sem raca definida com 28
casos (35%), seguidos por cées das racas Boxer e Fila. (Fig.12)

4.2. Graduacao histoldégica dos mastocitomas

Do total mastocitomas diagnosticados foram resgatados 25 casos para
classificacdo pelo grau histologico através do método estabelecido, usando como
referéncias os critérios definidos por Patnaik (1984).

As amostras examinadas em HE foram distribuidas conforme anaplasia
celular e grau de diferenciacdo do tumor e assim classificadas em graus I, 1l e lll
(Fig. 13).

Foram encontrados 7 mastocitomas classificados como grau I, 11 de grau |l e
7 classificados como grau lll.

As amostras classificadas como de grau Il foram mais numerosas (44%) e
revelaram morfologicamente um grau intermediario de anaplasia em suas células.
Nas classificadas como graus | e Ill foi observado um mesmo nimero de amostras,

representando cada grupo 28% do total de materiais analisados.
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Em 7/25 amostras classificadas como grau | observou-se moderada
celularidade com distribuicdo predominante na derme profunda e observou-se
invasdo na quase totalidade das amostras, ou seja em 6/7 (85,7%) dos casos. O
padrdo de distribuicdo encontrado com maior freqiiéncia neste grupo foi do tipo
misto (4/7 -57,1%), seguido dos padrdes difuso (2/7 - 28,5%) e em cordao (1/7 -
14,2%). Estas amostras apresentaram mastécitos bem diferenciados, com bordos
bem definidos, nucleos arredondados e presenca de granulos citoplasmaticos em
quantidades elevadas. Observou-se o predominio de células de tamanho uniforme
(4/7 - 57,1%) e de formato redondo a oval (6/7 - 85,7%), com citoplasma moderado
(4/7 - 57,1%) a abundante (2/7 - 28,5%) apresentando granulos metacromaticos. Os
nacleos apresentaram aspecto vesiculoso (5/7 - 71,4%) como o padrao
predominante entre as amostras deste grupo e mitoses foram observadas com
moderada frequéncia (3/7 - 42,85%).

Os mastécitos neoplasicos mostraram-se entremeados por espessos feixes
de fibras coldgenas da derme profunda, circundados na maioria dos casos por
pequenas quantidades de eosindfilos.

Das 11/25 amostras classificadas como grau Il observou-se uma moderada a
intensa celularidade com alta taxa de invasao presente em 9/11 (81,8%) dos casos.
Quanto a distribuicdo foram observados nos trés sitios analisados: derme superficial,
derme profunda e subcutdneo, porém observou-se uma maior ocorréncia
envolvendo a derme profunda e subcutdneo. O padrédo de distribuicdo mais
freqientemente encontrado neste grupo foi misto (5/11 - 45,4%) seguido do padréo
difuso (3/11 - 27,2%), arranjos em corddes (2/11 - 18,1%) e tapete (1/11 - 9%). De
um modo geral, neste grupo, as células neoplasicas apresentaram pleomorfismo
moderado. Quanto ao tamanho da célula, quase a totalidade das amostras do grupo
apresentou anisocitose (9/11 - 81,8%) e pleomorfismo foi observado em 6/11
(54,5%) casos quando analisada a forma das células. O citoplasma destas células
apresentou-se ora moderado (7/11 - 63,6%) ora escasso (3/11 - 27,2%) com
freqiéncia e raramente abundante (1/11 - 9%) com moderada granulacdo e
metacromasia variada. Os nucleos variaram, na maior parte das amostras
encontravam-se vesiculosos (5/11 - 45,4%) e em menor quantidade observou-se
ndcleos com anisocariose (2/11 - 18,1%) e cromatina condensada (2/11 - 2,18%),
com nucléolos evidentes na maioria dos casos. Figuras de mitoses foram

observadas com pouca frequéncia 3/11 amostras (27,2%). Eosindéfilos foram
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observados com discreta a moderada frequéncia. Os mastocitos neoplasicos sao
observados entre poucas a moderadas fibras coldgenas da derme profunda e
subcutaneo.

Dos 7/25 mastocitomas classificados como grau Il observou-se elevada a
moderada celularidade e invasdo na totalidade das amostras com distribuicdo nos
trés sitios analisados, porém com predominio na derme profunda, seguida da derme
superficial e subcutaneo. O padréo de distribuicao foi predominantemente misto (4/7-
57,1%) e em menor numero observou-se arranjo difuso (3/7 - 42,8%).
Essencialmente as células neoplasicas apresentaram elevado grau de pleomorfismo
(5/7 - 71,4%) e células apresentando predominantemente anisocariose (6/7 - 87,7%).
O citoplasma dos mastdcitos neste grupo apresentou-se predominantemente
escasso (5/7 - 71,4%), entretanto com menor freqiiéncia observou-se uma moderada
(2/7- 28,5%) quantidade de citoplasma e com marcada escassez de granulacdes e
discreta a moderada metacromasia. Os nucleos variaram de vesiculares (4/7 -
57,1%) a nucleos em anisocariose (2/7 - 28,5%) e em poucos casos apresentaram-
se uniformes (1/7 - 14,2%), com nucléolos evidentes e na maioria dos casos
multiplos (4/7 - 57,1%). Figuras de mitose atipicas foram observadas com pouca
freqUéncia (2/7 - 28,5%).

Mastocitos tumorais classificados como grau Il de diferenciacdo foram
observados predominantemente entre fibras colagenas finas e rodeados por
quantidades moderadas a escassas de eosinofilos.

As alteracfGes teciduais associadas ao tumor, como necrose, edema e
hemorragia estavam frequentemente presentes, independente do grau de
classificacdo do tumor e em proporcdes variadas, porém mais evidentes nos graus |l
e lll. Colagendlise foi observada mais intensamente nos graus Il e Ill. Outras
alteracbes como vasculite, degeneracdo de pequenas artérias e dilatacbes de
glandulas apdcrinas estiveram presentes em quantidades variados independente da
classificagao.
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Figura 13 — Coloracédo de HE (A) Mastocitoma de grau |, (B) detalhe da morfologia
do mastdcito tumoral classificado como grau I, (C) Mastocitoma de grau I,
(D) detalhe da morfologia do mastdcito tumoral classificado como grau ll,
(E) Mastocitoma de grau lll, (F) detalhe da morfologia do mastocito
tumoral classificado como grau Il
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4.3. Avaliacdo da técnica de impregnacédo argéntica das regides organizadoras
de nucléolos (AgNOR)

As regibes organizadoras nucleolares argirofilicas coraram-se como pontos
marrons escuros a castanhos intranucleares. A média geral das contagens de
AgNOR dos mastocitomas pesquisados foi de 2,8 com uma amplitude de 1,33 a 3,6.

Os tumores classificados como grau | (Fig. 14A e B) apresentaram uma média
de 1,69, com amplitude de 1,33 a 2,33 na contagem de AgNOR em 100 células,
contadas em 10 campos distintos. Nos tumores de grau Il (Fig. 14C e D) esta
contagem apresentou uma média de 2,37 e amplitude de 1,59 a 3,7 e nos tumores
de grau Il (Fig. 14E e F) a média foi de 3,17 sendo que as médias variaram de 2,85
a 3,6. Através do Teste de Person observa-se uma correlagcéo positiva, porem baixa

(0,57%) ao analisarmos grau histolégico e AQNOR (tab.1).

Tabela 1 — Correlacdo do grau histolégico dos mastocitomas com a contagem de
AgNOR.

Grau Histologico Contagem de AgNOR
I 2,112
[ 2,37

1 3,16°

4.4. Avaliacdo das fibras de coldgeno através do Tricrémico de Masson

Através da técnica histoquimica do Tricrbmico de Masson foi possivel a
observacéo do predominio e distribuicdo do colageno adjacente as células tumorais
(Fig. 15). Os tumores de grau | apresentaram discreta destruicdo das fibras
colagenas, sendo os mastdcitos tumorais observados entre fibras espessas, integras
e numerosas. Em tumores classificados como grau Il observou-se uma menor
densidade de fibras em locais infiltrados pelos mastécitos tumorais, bem como a
presenca de fibras rompidas e de espessura reduzida.

Nos tumores classificados como grau Il houve predominio de fibras finas,
apresentando rompimentos nos sentidos longitudinal e transversal e em quantidades

escassas nas areas infiltradas por células neoplasicas.
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Figura 14 — Impregnacgéo argéntica para identificacado e contagem de AgNORs (A)
Mastocitoma de grau |, (B) detalhe da morfologia do mastdcito tumoral
classificado como grau I, (C) Mastocitoma de grau IlI, (D) detalhe da
morfologia do mastocito tumoral classificado como grau I, (E)
Mastocitoma de grau lll, (F) detalhe da morfologia do mastocito tumoral
classificado como grau lll.
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Sk
Figura 15 - Coloracdo de Azul de Toluidina (A) Mastocitoma de grau |, (B)
Mastocitoma de grau Il, (C) Mastocitoma de grau lll.Coloragdo de

Tricrobmico de Masson (D) Mastocitoma de grau I, (E) Mastocitoma de
grau Il, (F)Mastocitoma de grau .
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4. 5. Morfometria

4.5.1. Morfometria celular

De cada uma das 25 amostras previamente classificadas quanto ao grau,
foram obtidas as medidas de area e perimetro em 20 células, atribuida como as
médias das medidas encontradas para cada tumor.

Nos tumores de grau | observamos uma amplitude de 55,66 a 96,84 um,
guando avaliadas as médias das areas tomadas em 20 células. Quando avaliado o
perimetro observou-se uma amplitude nas médias de 34,38 a 46,58 um. Os tumores
de grau Il apresentaram variacdo nas médias da area de 33,50 a 86,15 um e quando
observados os perimetros, estes apresentaram uma amplitude de 27,81 a 42,05 pm
em suas médias. Mastocitomas de grau lll apresentaram as médias das areas
variando entre 45,76 a 127,49 um e as médias de perimetro com variacdo de 30,42
a 51,56 um (tab.2).

Tabela 2 — Correlagdo do grau histoldgico dos mastocitomas com a morfometria
celular e nuclear.

Grau Histoldgico Areadacélula  Perimetroda  Areado nacleo Perimetro do
célula nacleo
I 78,312 40,482 28,492 25,0°
[ 63,68" 36,95 22, 94° 22,44°
1l 77,03% 39,73° 31,22° 26,19°

4.5.2. Morfometria nuclear

Dos 25 tumores estudados foram determinadas as medidas de area e
perimetro dos nucleos em 20 células de cada tumor. Nos tumores classificados com
grau | a amplitude de médias foi de 19,63 a 34,86 um, quando avaliada a area e
20,51 a 27,50 ym quando avaliados os perimetros. Mastocitomas de grau Il
apresentaram as médias de area com amplitude entre 14,00 a 39,41 pm e de
perimetro entre 18,33 a 29,48 um. Mastocitomas classificados com grau |lll
apresentaram meédias entre 23,31 a 50,63 um quando avaliados quanto a area e

entre 22,74 a 33,20 um guando avaliados quanto ao perimetro (tab.3).
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Tabela 3 — Correlacao entre a aparéncia do nucleo e a morfometria celular e nuclear.

Aparéncia do nucleo Area da Perimetro da Area do Perimetro do
célula célula nucleo nucleo
Vesiculoso 84,672 42,142 33,372 27,302
Misto 81,942 41,222 31,662 26,172
Anisocariotico 71,35° 38,77° 25,66" 23,74°
Cromatina Condensada 54,71° 34,72° 20,84° 21,13°
Uniforme 4557° 30,43° 22,86"° 22,75°°¢

4.5.3. Correlacdo dos achados morfométricos e morfoldgicos

Através da correlacdo de Pearson, aplicada as variaveis do estudo,
constatou-se que a area e perimetro tanto da célula quanto do nucleo possuem uma
alta correlacdo, 0,92 e 0,91 respectivamente. Grau histolégico e contagem de
AgNOR apresentou correlacéo positiva, porem mais baixa. As demais variaveis ndo

apresentaram correlacdes significativas segundo Person.

Tabela 4 - Correlacdes entre as variaveis do estudo segundo teste de Person.

Parametro AgNOR Areada Perimetro da Area do Perimetro do

célula célula nacleo nucleo

Area da 0,0704 - - - -

célula

Perimetro da 0,0494 0,9210 - - -

célula

Area do 0,2884 0,6606 0,5997 - -

nucleo

Perimetro do 0,2389 0,6120 0,5753 0,9144 -

nucleo

Grau 0,5761 -0,0180 -0,0405 0,1079 0,1059

histoldgico

Quando avaliado o grau histolégico e suas correlagdes com as medidas de
area e perimetro da célula e do ndcleo observou-se que os mastocitomas de grau |
apresentam maior area e perimetro celular, seguidos dos mastocitomas de grau lll e
grau Il. Quando avaliado nucleo observa-se que mastocitomas de grau Ill possuem
maior area e perimetro, seguidos de mastocitomas de grau | e Il.

Quando avaliadas as correlacdes entre a aparéncia do nucleo e as medidas
da célula e do nucleo, observa-se que ndcleos vesiculosos ou que reinem mais de
uma alteracdo, e por isso caracterizados como mistos, possuem maior area e
perimetro de célula e de nucleo, 71,4%, 45,4% e 57,1% nos graus |, Il e Il

respectivamente.



5. DISCUSSAO

Verifica-se que a pele € o principal local de neoplasias nos animais
domésticos especialmente nos caninos. Existem diversos estudos com numeros
expressivos de neoplasmas histologicamente confirmados, que ressaltam a
supremacia dos originarios da pele e subcutdaneo (NIELSEN & COLE, 1960;
CONROY, 1983; JUBB et all., 1985; MOULTON 1990).

5.1. Epidemiologia

De acordo com os dados levantados no periodo de 19 anos (1986-2005) a
partir dos laudos de diagnéstico do Laboratério Regional de Diagnostico (LRD), da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), as neoplasias de pele representam
15,6% do total de diagnosticos realizados no periodo. Existe o relato de que as
neoplasias cutdneas podem representar até 30% das neoplasias em cées
(GORMAN & DOBSON, 1995).

Os mastocitomas representaram 7,1% do total de processos dermatoldgicos e
13,4% dos neoplasmas de pele diagnosticados no referido periodo. Dentre os
neoplasmas de pele, os mastocitomas destacam-se pela alta ocorréncia e
caracteristicas de malignidade em pequenos animais (VAIL, 1996). Estdo entre os
neoplasmas cutaneos mais frequentes diagnosticados em cédes (YANGER et al.,
1993; SCOTT et al., 1996; ZEMKE et al.,2002), entretanto patologias que envolvem
mastoécitos sdo conhecidas em diversas espécies (TIZARD,1998).

Nossos resultados demonstraram que mastocitomas foram mais
freqientemente diagnosticados em fémeas, onde se observou uma relagdo macho:
fémea de 0,5:1. Embora pareca ndo existir predisposicdo sexual para o
desenvolvimento da neoplasia em cées (SCOTT et al., 1996; VAIL, 1996), alguns
autores relatam maior incidéncia em fémeas (SIMOES et al, 1994), e outros
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enfatizam que os mastocitomas tem predilecdo por fémeas castradas e machos
intactos (FOX, 1998). Takahashi et al,. (2000) mostram que 0s principais céaes
acometidos por mastocitoma visceral s&o machos de ragas miniaturas puras.

Como ja relatado anteriormente, o mastocitoma cutaneo ja foi relatado em
todas as racas caninas (MELEO, 1997), entretanto animais das racas Boxer, Boston
Terrier, Basset Hound, Weimaraner, Begle, Pointer e Pastor Alemdo sdo mais
acometidos (FOX,1998). Neste estudo observamos predominio em cées das ragas
Boxer, Fila, Pinscher, Rotweiler, Beagle e cdes sem raca definida. Recentemente,
oncologistas relataram um aumento na ocorréncia em Labradores e Labradores
dourados, sendo o primeiro mais predisposto ao desenvolvimento do mastocitoma
multiplo cutdneo (ROGERS, 1996). Rech (2003) ressalta que a diferenca na
prevaléncia de mastocitomas em algumas racas pode estar relacionada a
popularidade da mesma na regido geografica estudada. Algumas racas sao
predispostas a essa neoplasia, particularmente aquelas que originaram o Bulldog,
sugerindo uma predisposicao hereditaria (ROGERS,1996).

Buscando uma explicacdo para esta incidéncia alguns estudos apontam sitios
frageis de expressdo cromossdémica como possivel causa predisponente para o
desenvolvimento dos mastocitomas em cdes Boxer. A expressdo cromossdmica de
sitios frageis aparece como um fendmeno genético que predispde, em seres
humanos o desenvolvimento de certos tumores, e estd incrementado nos caes Boxer
com mastocitomas (SCOTT, 1996), mesmo ndo havendo identificacdo de sindrome
de fragilidade cromossdmica familiar ou racial (STONE, 1991). Assim afirma-se que
cdes Boxer e Boston Terrier possuem oncogenes que se transmitem aos
descendentes, o que combinado com uma deficiéncia genética de vigilancia
imunologica, determina uma maior incidéncia de mastocitomas nestas racas
(SCOTT, 1996).

A mudanca do modo de vida dos animais, pelo fato da domesticagéo, € um
dos principais fatores para o aumento da incidéncia de tumores. Este “novo modo de
vida” cria situa¢des pré-malignas, que unidas a outros fatores facilitam o surgimento
de neoplasias (MISDORP,1990). Observamos em nosso estudo que os tumores de
mastocitos foram diagnosticados em animais entre 8 meses e 17 anos de idade,
sendo que a idade média dos caes foi 6,4 anos.

Nos animais domeésticos, a prevaléncia das neoplasias aumenta com a idade

(DORN & GORMAN,1987). Fatores relacionados com danos genéticos ao longo do
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tempo (VAIL, 1996) e diminuicdo da funcdo imune colaboram para esta
suscetibilidade (CULLEN et al., 2002). Com poucas excecfes, esta relacdo entre
idade e ocorréncia das neoplasias aplica-se a maioria dos tumores e respectivos
locais de ocorréncia (MISDORP,1990).

Mastocitomas tendem a afetar animais maduros, com idade média de 8,5
anos. Por outro lado, ndo se deve descartar sua presenca em animais mais jovens
(MERLO, 2000), pois podem ocorrer em qualquer idade, desde 4 meses até 18 anos
(PULLEY & STANNARD, 1990). Nossos resultados corroboram com essa afirmativa.

Quanto a localizagdo anatdbmica dos tumores observamos, que 0sS
mastocitomas foram mais freqientemente observados no tronco, seguido de
membros e regido da cabeca. Ressalta-se ainda que detalhando melhor estas
localizagbes, baseado nos protocolos dos animais, observamos na regiao do tronco
uma maior ocorréncia no abdémen, seguido de escroto, térax e dorso. Segundo
Turrel et al. (1988) mastocitomas localizados nas regifes perineal, inguinal e do
prepucio apresentam tendéncia a malignidade.

Entre os mastocitomas localizados nos membros, observamos uma maior
ocorréncia nos membros posteriores. Reforcando nossos achados, tambéem
Madewell et al. (1987) relatam que a forma nodular dos mastocitomas ocorre com

maior freqiiéncia nos membros posteriores, abdémen, térax e membros anteriores.

5.2. Graduacéo histoldgica

A definicdo do grau histologico é um parametro importante para a definicdo do
tratamento (GOLDSCHIMIDT & HENDRICK, 2002).

Quando classificados quanto ao grau histolégico, observamos que os 25
casos estudados apresentaram uma distribuicdo de 7 (28%) mastocitomas de grau |,
11 (44%) de grau Il e 7 (28%) de grau lll. Patnaik et al., (1984) relataram em seu
estudo porcentagens para classificacdo histopatolégica semelhantes as observadas
em nosso estudo. Eles descrevem uma distribuicdo de 36% de mastocitomas de
grau |, 43% de grau Il e 20% de grau lll. Mota (2005) relata uma distribuicdo
encontrando predominio de tumores classificados como grau Il (72,2%). Vail (1996)
faz referéncia a grande variagcdo nas porcentagens dos tumores para cada um dos
trés graus histoldgicos.

Nosso estudo mostra uma predominancia de mastocitomas de diferenciacéo

intermediaria ou grau Il. Este € o grupo que representa uma maior dificuldade na
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definicdo histopatologica e progndstica. Embora baseada em critérios previamente
definidos fica mais evidente em tumores classificados com grau Il a subjetividade da
classificacdo histologica e, como j& mencionado anteriormente, este é um dado
importante para definicdo prognostica e escolha de tratamento. Para estes, se
observa uma maior amplitude de escolhas terapéuticas quando comparados aos de
graus | e Ill. Mota (2005) ressalta que as neoplasias classificadas como grau Il
revelam um comportamento imprevisivel quando considerados os resultados do
tratamento cirargico, normalmente associados a recursos quimioterapicos e neste
caso podem ser alvo de maior investigacdo para o estudo do comportamento desta
neoplasia.

Bostock et al. (1989) chamam a atencgéo para o fato de que apesar do sistema
de graduacdo histolégica seguir parametros pré-definidos, muitas vezes a
classificacdo é subjetiva, pois um mesmo tumor pode ter classificacdes diferentes
determinadas por patologistas distintos. Esta subjetividade € maior quando se trata
de mastocitomas classificados como grau Il, sendo o progndstico mais dificil de ser
definido e as mortes entre estes animais variarem entre 20 a 50%. A sobrevida dos
animais com diagnostico de mastocitoma de diferenciacdo intermediaria € bastante
variavel, 44% segundo Patnaik et al., (1984) a 94% segundo relatam Séguin et al
(2001). Estes valores vao depender do tempo de avaliagdo do curso clinico apds o
diagnodstico (SEGUIN et al., 2001), sendo importante este registro clinico para
possivel avaliagdo quanto a estes parametros (RECH, 2003).

Confrontando os resultados encontrados em nosso estudo quanto a defini¢ao
histol6gica com os critérios estabelecidos por Patnaik et al (1984) observamos que
estes tém caracteristicas similares. Os mastocitomas bem diferenciados,
classificados como grau |, apresentaram moderada celularidade com mastoécitos que
possuiam bordos bem definidos, de formato redondo a oval e tamanho uniforme,
com citoplasma moderado e presenca de granulagcdes em quantidades elevadas e
corados metacromaticamente. Os nucleos eram arredondados, e observaram-se
baixos indices de mitoses atipicas. Simdes et al. (1994) afirmam que em
mastocitomas, a interacdo dos corantes basicos com os granulos citoplasmaticos
tem relacdo positiva com o grau de diferenciagédo. Yager & Wilcock, 1994 ressaltam
gue mastocitomas pouco diferenciados podem ser confundidos com outros tumores
de células redondas. Em nosso estudo o método de azul de toluidina foi importante

como auxilio na confirmacdo do diagndstico e diferenciagcdo de mastocitomas de
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outros tumores de células redondas. A propriedade de metacromasia das células,
diferenciada entre os trés graus foi observada, sobretudo a diferenca entre os graus
I elll.

Em mastocitomas que receberam grau Il na classificacdo histol6gica
observamos elevacao na celularidade e frequente invasdo adjacente de tecidos. As
células apresentaram pleomorfismo, citoplasma moderado a escasso e com
moderada quantidade de granulos exibindo metacromasia e nucleos em
anisocariose com variacdes evidentes quanto ao aspesto, com nucléolos visiveis e
pouca freqiiéncia de mitoses bizarras. Com moderada frequéncia foram observados
eosinofilos. Goldschimidt e Hendrick (2002) afirmam que a presenca de eosinoéfilos
pode auxiliar no diagndstico de mastocitomas pouco diferenciados, evitando o
diagnéstico de tumor de células redondas, sem conhecimento da célula de origem.
Simdes et al (1994) afirmam ser a presenca e distribuicdo de eosinofilos e outras
células inflamatérias néo significativamente diferentes entre os trés graus, sobretudo
entre os graus | e lll, porém neste estudo ndo obbservamos diferencgas significativas
entre os trés graus quanto a presenca de eosindfilos.

Os mastocitomas classificados como grau Il apresentaram invasdo com
elevada celularidade. Células pleomoérficas com anisocitose e anisocariose estavam
presentes em todas as amostras analisadas. O citoplasma destes mastécitos
apresentava-se escasso e com pequena quantidade de granulacdes e estas com
discreta metacromasia, 0os nucleos mostravam nucléolos evidentes e na maioria dos
casos multiplos e com pouca frequéncia foram observadas mitoses atipicas. Simdes
et al (1994) mostram em seu estudo uma significativa variagdo nos indices mitoticos,
nos diferentes graus 4,2, 8,3 e 11 respectivamente. Goldschmidt & Hendrick (2002)
apontam resultados similares na distribuicAo quanto a classificacdo histologica

propondo os mesmos critérios utilizados por Patnaik et al (1984).

5.3. AgNOR

Séguin et al (2001) afirma que uma propor¢cdo de mastocitomas de grau Il
possui comportamento biolégico de mastocitoma de grau | e outros de grau lll. O
indice mitotico pode ser considerado diferencial nestes casos, outra alternativa é a
quantificacio de AgNORs, indice que mede a proliferacdo celular (SIMOES et al,
1994).
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E importante a busca de meios alternativos que permitam a diferencia¢do dos
mastocitomas e que auxiliem no amento da precisdo do diagndstico e definicdo de
prognéstico com meios rapidos e econémicos e sobretudo eficientes. As NORs
coradas com prata (AgNORS) representam um marcador sensivel e eficiente da
proliferacdo celular e malignidade (DERENZINI,1991). Através da coloragcdo com
prata, uma série de proteinas associadas as NORs e relacionadas diretamente com
a atividade proliferativa e de transcricdo das células se tornam evidentes ao
microscépio de luz como pontos escuros (CROCKER, 1989).

Neste estudo a média geral nas contagens de AgNORs foi 2,81 e observada
uma amplitude de 1,33 a 3,6. Rech (2003) em estudo semelhante mostra uma média
geral de 1,9, mostrando uma amplitude de 1,2 a 4,3. Resultados semelhantes foram
observados por Bostock et al, (1989), onde obteve uma média geral de 1,9, com
amplitude de 1,2 a 4,3. Giraldo et al., (2003) mostra em seu estudo, em tumores de
pele uma média de 3,23 com amplitude de 2 ,82 a 3,75 para mastocitomas, 3,95
para tumores espinocelulares e 2,76 para tumores basocelulares. Os valores obtidos
neste estudo foram 1,69, 2,37 e 3,17 para os graus |, Il e Ill respectivamente sendo
que os valores variaram de 1,33 a 2,33 nos tumores de grau I, 1,59 a 3,7 nos de
grau Il e 2,8 a 3,6 nos de grau lll. Bostock et al, (1989) quando descreveu pela
primeira vez 0 uso da técnica de AgNOR para mastocitomas caninos, observou
médias 1,5, 3,2 e 6,3 para graus |, Il e Ill respectivamente. As diferencas quanto a
freqiéncia de AgNOR quando comparadas a descrita por Bostock et al, (1989),
principalmente ao avaliar mastocitomas de grau Il se deve, provavelmente, ao baixo
indice mitético encontrado nos tumores avaliados neste estudo. Segundo Meuten
(2002) a esperada nos tumores de grau lll é de 8 figuras mitéticas/ICMA. Em
semelhante estudo Rech (2003) relata a variacdo na amplitude dos valores de
AgNOR nos mastocitomas de grau Il, onde os valores se sobrepéem aos de grau | e

[1l, atribuindo esta oscilagdo ao seu comportamento biolégico variavel.

5.4. Morfometria

E importante a busca de meios que agreguem confiabilidade aos diagndsticos
de mastocitomas, e neste sentido tem-se tentado diminuir a subjetividade presente
nos métodos atualmente utilizados. Giraldo et al., (2003) sugere o uso da
morfometria como parametro quantitativo para melhorar esta avaliacdo. Neste

estudo buscamos aliar métodos qualitativos de investigacdo, tais como métodos
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histoquimicos a métodos quantitativos, avaliando o mastdcitos tumoral e seu ndcleo
qguanto a area e perimetro. Nas descricdes histopatoldgicas usadas para diferenciar
tumor de mastocitos quanto ao grau de malignidade, sdo mencionadas as
dimensbes e formas da célula (STREFEZZI et al., 2003). Medidas quantitativas
como diametro nuclear foram relatadas por Hoterford & Nielsen (1967), enquanto
Bostock, (1973) preconiza o uso da relacdo citoplasma e nucleo para caracterizar
mastocitomas em diferentes graus. Neste estudo observamos uma correlagao
altamente positiva entre area e perimetro da célula com a area e perimetro do
nacleo, independente da classificacdo atribuida ao tumor, concluindo que estas
comparacdes ndo sdo adequados para classificacao.

A taxa de proliferagdo de células neoplasicas reflete uma desordem no
equilibro entre células em divisdo, tempo de ciclo celular, diferenciacdo e
senescéncia, ou seja, e a expressdao de mais do que simplesmente replicacédo
celular. A proliferacédo celular de tumores tem sido alvo de interesse como forma de
compreender a biologia tumoral bem como permitir estimativas de prognéstico e
tratamento (MADEWELL, 2001). Neste sentido procuramos correlacionar aparéncia
do nucleo observada na coloracdo de HE, com area e perimetro do nucleo de
mastoécitos tumorais onde observamos uma correlacdo entre area e perimetro
aumentados e aparéncia vesiculosa dos nudcleos, 71,4%, 45,4% e 57,1% nos graus
[, 11 e lll respectivamente ou ainda quando estes apresentavam mais de uma

alteracéao.

5.5. Correlagdes entre Avaliacdes Morfologicas e Morfométricas

Strefezzi et al., (2003) em seus estudos citam as medidas de area, diametro
médio e perimetro do nucleo como parametros mais apropriados para a
diferenciagdo dos mastocitomas cutaneos em caes. Em nosso estudo, comparando
graus histolégicos dos mastocitomas com medidas de area e perimetro de célula e
nacleo, observamos que quanto as medidas da célula, mastocitomas de grau | e Il
ndo diferem estatisticamente, enquanto que as medidas de nucleo diferem
estatisticamente nos trés graus, portanto conclui-se ser a medida de ndcleo a mais
apropriada para estudos morfométricos e ser dispensavel o uso das duas medidas

(célula e nucleo).



6. CONCLUSOES

O presente estudo pode determinar que:

1) Considerando avaliacdo morfologica, critérios como distribuicdo, padrdo de
distribuicdo, niumero de mitoses, presenca de eosinofilos e colagendlise sdo
menos fidedignos para graduacdo dos mastocitomas, por ocorrerem em todos 0s

graus e apresentarem propor¢des variaveis dentro de cada grupo.

2) O pleomorfismo celular é um parametro importante, sendo observados nos
mastocitomas de grau | células predominantemente redondas e um aumento no
numero de amostras apresentando pleomorfismo conforme o aumento do grau de

malignidade.

3) A avaliacdo de AgNOR é um parametro mais fidedigno quando comparada a

avaliacao do padréo nucleolar em HE.

4) A proporcéo de coloracdo de Azul de Toluidina € um parametro importante, onde
se observa uma coloracdo mais intensa nos tumores melhor diferenciados, ou

seja, os classificados como grau |.

5) Considerando a avaliacdo morfométrica, ndo houve diferenca de resultados
guando utilizados como parametros area e perimetro. Desta forma verifica-se ser

0 uso concomitante das duas avaliacdes desnecessario.

6) A avaliagdo morfométrica do nucleo apresenta maior validade quando comparada
a avaliacdo da célula. Desta forma € preferivel o uso das medidas do nucleo.

7) Parametros morfométricos aliados a parametros morfolégicos de graduacdo dos

mastocitomas conferem maior confiabilidade ao diagndstico.
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Apéndice 1 - Quadro dos resultados de todos os parametros em todas as amostras
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