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RESUMO

MIRANDA, B.C. Quimioterapia metronémica como tratamento adjuvante para o
mastocitoma cutaneo em cdes [Metronomic chemotherapy as adjuvant treatment for
cutaneous mast cell tumor in dogs]. 2017. 103p. Dissertacdo de Mestrado (Mestrado em
Ciéncias)- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2017.

A quimioterapia metronémica € uma modalidade terapéutica onde o agente quimioterapico €
administrado em baixas doses, em curtos intervalos e continuamente, diferente da
quimioterapia em dose maxima tolerada. Dirigida contra células tumorais e outros tipos de
células, como as endoteliais e do sistema imunolégico, a metrondmica altera 0 microambiente
tumoral e suprime caracteristicas inatas que apoiam o crescimento dos tumores. O objetivo
deste trabalho foi analisar prospectivamente o uso da quimioterapia metrondmica com
lomustina em pacientes com mastocitoma cutaneo, seus efeitos adversos e comparar com 0
protocolo de vimblastina e prednisona. Para tanto foram incluidos neste estudo 40 neoplasias
obtidas de 32 cdes de ambos 0s sexos e idades variadas, com o diagnostico citoldgico e
histopatolégico de mastocitoma cutdneo, os mesmos foram divididos em dois grupos de
forma randomizada. O grupo VP foi tratado com vimblastina na dose de 2mg/mz2 e prednisona
por 12 sessdes e o grupo LP foi tratado a metrondmica com lomustina na dose de
2,84mg/m2/VVO por 4 meses. Quanto a classificacdo histopatologica dos tumores estudados
67,5% (27/40) das formacgdes mostrou graduacdo intermediaria, correspondendo a grau
I1/baixo grau. Os efeitos adversos foram avaliados de acordo com os critérios do VCOG. Dos
pacientes pertencentes ao grupo VP 62,5% (5/16) apresentaram algum tipo de efeito adverso,
sendo os mais frequente os efeitos sob o trato gastrointestinal como: disorexia, anorexia,
émese e diarreia ocorrendo em cinco pacientes (5/16), seguido de leucopenia em trés animais
(3/16). No grupo LP 50% (8/16) dos pacientes tiveram algum tipo de efeito adverso, o mais
comum foi émese, sendo que apenas um cdo apresentou efeito adverso classificado em grau
I1l. Os dois protocolos foram bem tolerados pelos pacientes e ndo houve significancia
estatistica sobre os efeitos adversos de ambos os grupos (p=0,715). A trombocitose foi a
sindrome paraneoplésica mais observada, acometendo 25% de todos os animais (8/32),
apresentando significancia estatistica em relacdo ao temo de sobrevida global (p=0,000049).
A média de sobrevida do grupo VP foi de 404,25 dias (104-815dias) enquanto que do grupo
LP foi de 320,25 dias (83-669). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de acordo
com o tempo de sobrevida (p=0,662) e o tempo livre de recorréncia (p=1). A quimioterapia
metrondémica com lomustina teve boa aceitacdo junto aos proprietarios dos animais, ja que é
administrada por via oral e os efeitos adversos foram toleraveis e pouco frequentes.

Palavras-chave: lomustina, mastocito, toxicidade, oncologia veterinaria



ABSTRACT

MIRANDA, B.C. Metronomic chemotherapy as adjuvant treatment for cutaneous mast
cell tumor in dogs [Quimioterapia metrondmica como tratamento adjuvante para o
mastocitoma cutdneo em cdaes]. 2017. 103p. Dissertacdo de Mestrado (Mestrado em
Ciéncias)- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2017.

Metronomic chemotherapy is a therapeutic modality where the chemotherapeutic agent is
administered in low doses, continuously for short and regular periods, as opposed to the
chemotherapy in maximum tolerated dose. Directed against tumor cells and other cell types,
such as endothelial cells and immune system cells, the metronomic chemotherapy alters the
tumor microenvironment and suppresses innate features that support the growth of tumors.
The aim of this study is to prospectively analyze the use of metronomic chemotherapy with
lomustine in patients with mast cell tumors, evaluate the therapeutic action and adverse
effects and compare with the chemotherapy protocol with vinblastine and prednisone. For
this, 40 neoplasms obtained from 32 dogs of both sexes and varied ages, with cytological and
histopathological diagnosis of mast cell tumor, were divided into two groups in a randomized
fashion. The VP group was treated with vinblastine at a dose of 2mg/m? and prednisone for 12
sessions and the LP group was treated with metronomic chemotherapy with lomustine at a
dose of 2.84mg/m? VO for 4 months. Regarding the histopathological classification of the
studied tumors, 67.5% (27/40) of the formations showed an intermediate degree,
corresponding to grade 11 / low grade. Adverse effects were assessed according to the VCOG
criteria. Of the patients belonging to the VP group 62.5% (5/16) presented some type of
adverse effect, being the most frequent the effects under the gastrointestinal tract as:
dysorexia, anorexia, emesis and diarrhea occurring in five patients (5/16), Followed by
leukopenia in three animals (3/16). In the LP group 50% (8/16) of the patients had some type
of adverse effect, the most common was emesis, and only one dog presented grade 111 adverse
effect. The two chemotherapeutic protocols were well tolerated by the patients and there was
no statistical significance regarding the adverse effects of both groups (p = 0.715).
Thrombocytosis was the most observed paraneoplastic syndrome, affecting 25% of all
animals (8/32), presenting statistical significance in relation to the overall survival rate (p =
0.000049). The mean survival time of the PV group was 404.25 days (104-815 days) while
the LP group was 320.25 days (83-669). There was no statistical difference between the
groups according to the survival time (p = 0.662) and the free time of recurrence (p = 1).
Metronomic chemotherapy with lomustine was well accepted by animal owners, since it is
administered orally and the adverse effects were tolerable and infrequent.

Keywords: lomustine, mast cell, toxicity, veterinary oncology



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CAAF Citologia aspirativa por agulha fina

v Intravenoso/Via intravenoso

HPT Histopatologico

TC Tomografia computadorizada

OMS Organizacdao mundial da satde

EPCs Células endoteliais progenitoras

RTK Receptor de tirosina-quinase

TPS-1 Trombospodina-1

NK Célula natural killer

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular

PCNA Antigeno nuclear de proliferacdo

AgNOR Regido organizadora nuclear com afinidade pela prata
IM indice mitético

DMT Quimioterapia em dose maxima tolerada

VBL Vimblastina

DNA Acido desoxirribonucleico

RNA Acido ribonucleico

PCR Polymerase chain reaction- reacdo em cadeia da polimerase
VP Grupo tratado com vimblastina e prednisona

LP Grupo tratado com lomustina metronémica e prednisona
VCOG-CTCAE Veterinary Co-operative Oncology Group (Common Terminology

Criteria for Adverse Events)

VCI Departamento de Cirurgia
FMVZ/USP Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séo Paulo

HOVET/USP Hospital Veterinario da Universidade de S&o Paulo



MPD
MPE

MTD
MTE
FA
ALT-
Sid
Bid
IHQ
PBS

Membro pélvico direito

Membro pélvico esquerdo

Membro toracico direito
Membro toracico esquerdo
Fosfatase Alcalina

Alanina transferase

Semel in die- uma vez ao dia
Bis in die- duas vezes ao dia
Imunohistoquimica
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LISTA DE SIMBOLOS

mg Miligrama

m?2 Metro quadrado

kg Quilograma

cm Centimetro

g Grama

% Porcentagem

°C Grau Celsisus

p Desvio padréo-valor de p
+ Positivo e/ou mais

- Negativo e/ou menos
> Maior
< Menor
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1 INTRODUCAO

A quimioterapia metronémica é uma modalidade terapéutica onde a administragdo do
quimioterapico é realizada em baixas doses diariamente por longos periodos (LOVEN et al.,
2013; SCHREMPP et al.,, 2013; MAITI, 2014). Os mecanismos da quimioterapia
metrondmica na Medicina Veterinaria ainda nao estdo completamente esclarecidos. Acredita-
se que ela atua sobre a angiogénese tumoral de forma direta inibindo células endoteliais
progenitoras e de forma indireta promovendo a apoptose de células neoplasicas. A
ciclofosfamida foi o quimioterapico mais estudado e atualmente o mais utilizado para esta
terapia, estudos comprovam sua acédo de inibicdo da angiogénese tumoral em ratos e humanos
(TRIPP et al., 2011; SCHREMPP et al., 2013)

O mastocitoma € a neoplasia cutanea maligna mais comum em cdes (KRICK et al.,
2009; CASTRO et al., 2012), sua completa etiologia ainda é desconhecida. (THAMM &
VAIL, 2007; WELLE et al., 2008; DALECK et al., 2009; COUTO, 2010). Ocorre
principalmente em animais sem raca definida de acordo com a literatura nacional (COSTA-
CASAGRANDE, 2008; MELO, 2013), porém diversos autores relatam o desenvolvimento
desta neoplasia em pacientes com raca definida como: Boxer, Pug, Boston Terrier, Bulldog
Inglés, Labrador Retriever, Golden Retriever, Schnauzer, Teckel, Cocker Spaniel, Shar-pei,
Bulldog Francés, dentre outras (PINCZOWSKY et al., 2008; DALECK et al., 2009; COUTO,
2010).

As manifestacGes clinicas geralmente decorrem da degranulacdo e liberacdo de
histamina, heparina e outras aminas vasoativas. Com isso 0 paciente pode apresentar émese,
diarreia, ulceracdo gastrica, hematémese, dor abdominal, cicatrizacdo retardada, melena além
de anorexia e prostracdo (LONDON; THAMM, 2013).

A excisao cirdrgica é considerada a principal opc¢éo terapéutica para 0s mastocitomas
cutdneos. Também sdo descritas na literatura a quimioterapia, a radioterapia e a
eletroquimioterapia associadas ou ndo ao tratamento cirdrgico (THAMM & VAIL, 2007,
VICKERY et al., 2008; DALECK et al., 2009).

A quimioterapia em dose maxima tolerada (DMT) em pacientes com mastocitoma,
pode ser utilizada de forma neoadjuvante, ou seja, pre-operatoria ou ainda de forma
adjuvante, ou seja, apos a eliminacdo loco-regional do tumor pela cirurgia. Os agentes mais
comumente administrados em DMT sdo: a vimblastina associada a prednisona, lomustina
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isoladamente e a ciclofosfamida também associada a prednisona e a lomustina (VICKERY et
al., 2008; COOPER et al., 2009; RASSNICK et al., 2010).

A lomustina foi avaliada como terapia metronémica de forma retrospectiva no
tratamento de neoplasias malignas no cdo em apenas um estudo, sendo empregada no
tratamento de hemangiossarcoma, melanoma oral, carcinoma de tireoide, sarcoma anaplasico,
fibrossarcoma, mastocitoma, carcinoma de glandulas do saco anal, mieloma multiplo,
guimiodectoma, carcinoma nasal, carcinoma basocelular, osteossarcoma e condossarcoma
(TRIPP et al., 2011). Até o momento, ndo existem trabalhos prospectivos de casuistica
nacional e internacionail com o uso de quimioterapia metronébmica com lomustina para

pacientes portadores de mastocitoma cutaneo.
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2 OBJETIVOS

Objetivo principal:

Analisar prospectivamente o0 uso da quimioterapia metronémica com lomustina
comparada ao protocolo de quimioterapia com vimblastina e prednisona, ambas como terapia

adjuvante em pacientes com mastocitoma cutaneo.

Obijetivos especificos:

1. Analisar prospectivamente os efeitos adversos causados com o uso da quimioterapia
metronémica com lomustina em pacientes com mastocitoma cutdneo e compara-los aos

efeitos adversos obtidos com o protocolo com vimblastina e prednisona;

2. Comparar o tempo de sobrevida global e o tempo livre de recorréncia dos pacientes
submetidos a quimioterapia metrondmica com o0s pacientes submetidos a quimioterapia com

vimblastina e prednisona.

3. Quantificar os fatores prognosticos negativos de cada paciente na forma de um score
(pontuacdo de 0-13) e correlaciona-los com a expressdo imunohistoquimica dos marcadores
tumorais Ki-67, Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) e KIT
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os mastdcitos sdo células do tecido conjuntivo que participam da resposta imune, sao
encontrados principalmente nos tecidos subcutaneos e em mucosas (CASTRO et al., 2012).
Acredita-se que séo células derivadas de células tronco hematopoiéticas, sendo assim, deixam
a medula 6ssea como células indiferenciadas e assumem sua funcdo ap0s o transporte e
chegada ao tecido alvo, principalmente na pele (LONDON; SEGUIN, 2003). Essas células
desempenham um papel fundamental na expresséo da resisténcia do hospedeiro a parasitas,
além de serem essenciais para as respostas cutaneas dependentes de imunoglobulina E (IgE)
(COUTO, 2010).

As células mastocitarias sdo reconhecidas por seus granulos citoplasmaticos, estes
contétm mediadores inflamatoérios como a histamina, proteases, fatores quimiotaticos,
citocinas e metabdlitos do acido araquidénico, conferindo assim um papel muito importante

também nos processos inflamatdrios (DALECK et al., 2009).

O mastocitoma é a neoplasia cutanea mais comum em cdes (KRICK et al., 2009;
CASTRO et al., 2012), representando 11 a 27% de todos 0s tumores cutdneos malignos
(WELLE et al., 2008), sua etiologia ainda é desconhecida, porém, assim como a maioria das
neoplasias provavelmente ¢ multifatorial (THAMM & VAIL, 2007; WELLE et al., 2008;
DALECK et al., 2009; COUTO, 2010).

A maioria dos tumores se desenvolve em animais de meia idade a idosos, porém
alguns autores relatam o aparecimento em animais de até 3 semanas de idade (RODRIGHERI
et al., 2008). Quanto a predisposicdo sexual a maior parte dos estudos refere ndo haver
predisposicdo sexual (PINCZOWSKY et al., 2008; DALECK et al., 2009).

3.1 Patogenia do mastocitoma

As reacOes alérgicas da pele sdo as manifestacbes mais frequentes atribuidas aos
mastocitos. Quando o paciente é exposto a uma estrutura estranha a pele, os linfocitos passam
a produzir imunoglobulina E que se liga a superficie dos mastocitos, apos isso, 0 antigeno
pode se ligar a IgE e desencadear o mecanismo de degranulacdo mastocitaria (AMORIM,
2008).
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A liberacdo extracelular dos gréanulos de mastocitos pode ser desencadeada por fatores
fisicos ou quimicos como calor e traumas diversos como a citologia aspirativa e/ou a prépria
intervencdo cirurgica (THOMPSON et al., 2011).

3.2 Apresentacdo e ManifestacGes Clinicas

Os mastocitomas podem se apresentar nas formas, cutanea e extra cutanea (DALECK
et al., 2009). O mastocitoma cutaneo na maioria das vezes manifesta-se como um nddulo
unico, embora 11 a 14% dos pacientes podem apresentar multiplas formacGes. As regides
mais comuns de seu aparecimento sdo: tronco, regido perineal, regido genital e inguinal,
cabeca e pescoco (THAMM & VAIL, 2007). Apenas 10% das formacdes tendem a surgir nos
membros. Outros locais atipicos também sdo descritos por diversos autores, como por
exemplo: glandula salivar, glandulas mamérias, nasofaringe, laringe, cavidade oral, trato
gastrointestinal, ureter e coluna (COSTA-CASAGRANDE et al., 2008; COUTO, 2010;
RASSNICK et al., 2010; SFACTERIA et al., 2011).

Os mastocitomas cutaneos tém uma aparéncia bem variavel e possuem duas formas de
apresentacdo, 0s dérmicos e 0s subcutaneos. Os dérmicos apresentam-se com aspecto nodular
de tamanho variavel, geralmente séo eritematosos e alopécicos, podendo ser ulcerados ou ndo
de acordo com o tamanho, sua localidade e seu grau histopatolégico (MAGLENNON et al.,
2008; KRICK et al., 2009; CASTRO et al., 2012). Os mastocitomas subcutaneos sdo pouco
circunscritos, elevados e moles, sem eritema, alopecia e ulceracdo (THOMPSON et al., 2012).
Apesar de a literatura relatar que seu prognostico é favoravel e melhor em relacdo ao
mastocitoma cutaneo, alguns autores mostraram que seu prognéstico pode ser reservado e
inclusive pode causar metastases a distancia, assim como 0s mastocitomas cutaneos de alto
grau (MELO, 2013).

A forma extra cutdnea ou visceral do mastocitoma &€ incomum e normalmente é
precedida de uma formacdo cutanea, também é conhecida como mastocitose sistémica. As
manifestagdes clinicas mais comuns sdo hepatomegalia e esplenomegalia, linfoadenopatia,
efusdo pleural ou peritoneal (COUTO, 2010).

A manipulacdo da formacdo cutanea e a realizacdo da citologia aspirativa pode

também causar a liberacdo desses granulos resultando em eritema e formacg&o de pépulas, esse
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fendmeno é conhecido clinicamente como sinal de Darier e é patognoménico do mastocitoma
cutaneo (DALECK et al., 2009).

A degranulacdo de aminas vasoativas, principalmente a histamina, estimulam as
celulas parietais gastricas, desencadeando assim o mecanismo de ulceragdo gastrica. Os niveis
altos de histamina estimulam os receptores H2, causando producdo excessiva de acido
gastrico e aumento da motilidade gastrica, com isso 0s pacientes portadores de mastocitoma
cutaneo, independentemente do tamanho do tumor primario podem apresentar ulceracdes
géastricas, émese e sangramento do trato gastrointestinal (FOX et al., 1990; BLACKWOOD et
al., 2012)

3.3 DIAGNOSTICO

3.3.1 Citologia aspirativa por agulha fina (CAAF)

A citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) é o método diagndstico mais simples e
menos invasivo para o diagndéstico pré-operatério do mastocitoma, deve ser feita em todos os
casos, auxiliando no planejamento da excisdo cirurgica (LONDON; SEGUIN, 2003; WELLE
et al., 2008).

A CAAF pode ter uma precisao diagndéstica entre 92 a 96% dos casos (THAMM &
VAIL, 2007; KRICK et al.; 2009), porém, ela ndo gradua o mastocitoma cutaneo, fornece
apenas informacdes sobre o grau de diferenciacdo celular (LAVALLE et al., 2003; SCARPA
et al, 2012)

O mastocitoma é considerado um tumor de células redondas muito esfoliativo e de facil
identificacdo, principalmente pela presenga de seus granulos intracitoplasmaticos, com isso a
maioria das coloracbes hematoldgicas de rotina podem ser usadas como por exemplo a
coloragcdo de Romanowsky que cora os granulos de vermelho puarpura (LONDON; THAMM,
2013). Tumores pouco diferenciados ou indiferenciados apresentam mastdcitos com poucos

granulos, com isso, outros tipos de coloracdes mais especificas, como por exemplo: Wright-

MIRANDA, B.C



27

Giemsa, Giemsa e Azul de Toluidina que coram os granulos de azul podem ser necessarias
(BLACKWOOD et al, 2012).

Casos onde a CAAF é considerada inconclusiva a biopsia incisional com punch ou
agulha tru-cut pode ser considerada para a realizacdo do exame histopatolégico, porém a
bidpsia incisional por ser um método mais invasivo pode levar a sangramentos intensos, nao

cicatrizacao da ferida cirurgica e desencadear o crescimento tumoral (MACEDO, 2014).

A CAAF é indicada por diversos autores como método diagndstico eficaz para
avaliacdo de metastases em linfonodos regionais, deve ser realizada sempre que houver
aumento do linfonodo ou mesmo quando estiver em tamanho anatémico normal (LAVALLE
et al., 2003). Apenas a presenca de mastdcitos em aspirado citoldgico de linfonodos néo €
suficiente para o diagnostico, Bookbinder et al. (1992) demostraram que 24% dos aspirados
de linfonodos de Beagles saudaveis apresentavam mastdcitos.

Krick et al, 2009 propuseram um método de avaliacdo dos linfonodos através da
citologia com 96% de especificidade, onde os linfonodos foram classificados em metastaticos
guando eram visualizados entre dois a cinco agregados com mais de trés mastocitos. Os
pacientes que apresentaram metastase em linfonodo regional tiveram sobrevida inferior aos
que ndo apresentaram metastase, com isso concluiu-se que a citologia de linfonodo contribui

para o estadiamento clinico do paciente.

3.3.2 Exame Histopatol6gico

A classificacdo histopatologica é o método de eleicdo utilizado para a predizer o
prognostico do mastocitoma cutaneo (KIUPEL et al., 2004). Apesar do grau histopatoldgico
ser correlacionado com o tempo de sobrevida dos pacientes esse critério ndo permite estimar o
comportamento tumoral em todos os casos (KIUPEL et al., 2011; THOMPSON et al., 2011).

O exame histopatoldgico é realizado a partir de fragmentos da neoplasia obtidos por
bidpsia incisional ou apos a excisdo cirtrgica completa da formacéo, sendo apds a excisdo
fundamental ndo apenas para a determinacdo da graduacdo tumoral como também para a
avaliacdo das margens cirurgicas (DOBSON; SCASE, 2007; LONDON; THAMM, 2013).

Os mastocitomas geralmente apresentam-se como formagdes dérmicas e/ou subcutaneas
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ndo encapsuladas, com crescimento infiltrativo e composto de células redondas. Os
mastdcitos neoplasicos mostram uma membrana celular distinta, nucleo esférico e central com
numero varidvel de granulos citoplasmaticos que se coram de cinza azulado com
Hematoxilina-Eosina ou roxo com coloragdes metacromaticas como por exemplo o Azul de
Toluidina (WELLE et al., 2008).

O sistema de graduacao histopatologica de Patnaik et al. (1984) € o mais utilizado na
rotina oncoldgica, classificando os tumores em grau I, Il e 11l. Classifica-se como grau | ou
bem diferenciado os tumores confinados a derme, grau Il ou moderadamente diferenciado e
Il ou pouco diferenciado para tumores estendidos até abaixo da derme e que se distinguem
pelo grau de diferenciacdo celular, entre outras alteracfes celulares como pleomorfismo,
presenca ou nao de granulos no citoplasma, presenca de nucléolose indice mitético
(PATNAIK et al., 1984; PINCZOWSKY et al., 2008; KIUPEL et al., 2011). Essas
caracteristicas sdo subjetivas o que pode gerar variacbes intra e interobservadores
(STREFEZZI; XAVIER; CATAO-DIAS, 2003).

Para fornecer melhor significancia prognoéstica, outro sistema de classificacdo foi
desenvolvido por Kiupell et al. (2011), dividindo os mastocitomas em alto e baixo grau, sendo
que o diagnoéstico de mastocitoma de alto grau € dado apenas as neoplasias que apresentem
pelo menos 7 figuras de mitose em 10 campos de alta definicdo, pelo menos 3 células
multinucleadas em cada 10 campos de alta definicdo, pelo menos 3 nucleos bizarros e
cariomegalia (o didmetro nuclear de pelo menos 10% das células neoplasicas variam com o
aumento de pelo menos duas vezes). Essa classificacdo mostrou uma concordancia entre
patologistas de 96,8%, ja que critérios subjetivos como reacdo estromal, invasdo tumoral e

granulacdo citoplasmatica ndao foram incluidos na avaliacao.

3.3.3 Exames laboratoriais

Os exames de hemograma, bioquimica sérica e urindlise sdo importantes para
estabelecer o estadiamento clinico do mastocitoma. Auxiliam na deteccdo de sindromes
paraneoplasicas que podem ocorrer concomitantemente a neoplasia, também devem ser
realizados previamente a terapia estabelecida (LONDON; THAMM, 2013).
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A eosinofilia € uma alteracdo que pode se fazer presente no hemograma, em decorréncia
da producdo de fatores quimiotaxicos e interleucina-5 (IL-5) pelos mastocitos. A anemia
também é frequente e pode ocorrer secundariamente a esplenomegalia ou sangramento
gastrointestinal ou a perda hemorragica por formacdes ulceradas ou diminui¢do da meia vida
circulante dos eritrocitos(DALECK et al., 2009).

Pacientes que apresentam mastocitose sistémica com infiltracdo em medula éssea (MO)
podem apresentar alteracdes do hemograma como anemia, trombocitopenia, leucocitose,
leucopenia, eosinofilia e basofilia, 0 que estd associado a um mau prognéstico. (AUBRY et
al., 2014).

A trombocitose ndo € uma sindrome paraneoplasica frequentemente relatada em
pacientes com mastocitoma, porém, todo paciente com cancer pode desenvolver trombocitose

e evoluir para um quadro silencioso de coagulagéo intravascular disseminada (CIVD) ().

3.3.4 Exames de imagem

Os exames de imagem (radiografias torécicas, ultrassonografia abdominal e tomografia
computadorizada) auxiliam no estadiamento clinico da doenca (RODRIGHERI et al., 2008;
WELLE et al., 2008).

A radiografia torécica € utilizada principalmente para avaliacdo de campos pulmonares
guanto a presenca de metastases, sendo essas de baixa ocorréncia nos pacientes que possuem
mastocitoma (LONDON; THAMM, 2013). Quando as metastases pulmonares ocorrem héa
prevaléncia do padrdo intersticial ao padrdo nodular. As radiografias toracicas também
contribuem para a avaliagdo dos linfonodos mediastinal, esternal e hilar além de pesquisar
afeccdes concomitantes (LONDON; SEGUIN, 2003).

A ultrassonografia abdominal é de grande importancia para a avaliagcdo dos linfonodos
abdominais, ja que observa-se que a principal via de metastases abdominais do mastocitoma
é desencadeada atraves da via linfatica. Lesbes focais em bago e figado sdo facilmente
identificadas a ultrassonografia abdominal, porém o diagndstico definitivo é restrito uma vez

gue hematomas esplénicos, nddulos hiperplasicos , necroses vasculares e neoplasias primarias
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e/ou metéastases podem produzir imagens ultrassonogréficas similares. (CANOLA &
MEDEIROS, 2008)

A tomografia computadorizada (TC) tem assumido grande importancia ndo s6 no
diagnéstico como também no estadiamento, monitoramento e planejamento cirurgico dos
mastocitomas cutaneos, promovendo mensuragdes tumorais mais precisas e mostrando o grau
de invasdo dos tecidos adjacentes (MACEDO, 2014). Quanto a atenuacéo, essas neoplasias se
mostram em geral como lesdes homogéneas ou heterogéneas com tendéncia a limites
definidos e contornos regulares, apresentando realce moderado apds a administracdo do
contraste iodado intravenoso (LORIGADOS et al, 2013).

Com a aquisicdo de softwares mais sofisticados para a reconstrucdo das imagens
tomogréaficas em 3 dimensdes, a mensuracdo volumétrica dos tumores passou a ser realizada e
considerada na avaliacdo da resposta terapéutica ndo s6 dos mastocitomas, mas como de
outras neoplasias (SOHAIB et al., 2000).

Como a metéstase abdominal pela via linfatica é mais frequente em pacientes portadores
de mastocitomas grau I11/ alto grau, a avalia¢do dos linfonodos da cavidade abdominal através
da TC é mais fidedigna quando comparada a ultrassonografia pois ndo ha a sobreposicdo dos
0ssos da pelve (LORIGADOS et al., 2013).

3.4 ESTADIAMENTO CLINICO

O estadiamento clinico do mastocitoma cutaneo € realizado de forma subjetiva, foi
instituido pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) com o intuito de determinar o
envolvimento local e/ou sistémico, auxiliando na tomada de decisdo do tratamento e

influenciando no prognostico da neoplasia (Quadrol).
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Quadro 1- Estadiamento clinico dos mastocitomas, segundo a OMS

Estadiamento

Caracteristicas

Tumores incompletamente excisados, restritos a derme, sem

0 envolvimento de linfonodo regional
I Tumores confinados a derme, sem envolvimento de linfonodo regional
I Tumores confinados a derme com envolvimento de linfonodo regional
Mdltiplos tumores, ou tumor grande e infiltrado, com ou sem
i envolvimento do linfonodo regional.
Qualquer tumor com presenca de metéstase distantes, incluindo
v infiltracdo em MO e mastocitemia, ou recorréncia com metastase
A Auseéncia de sinais sistémicos
B Presenca de sinais sistémicos

Fonte: (LONDON; THAMM, 2013)

O estadiamento clinico auxilia na tomada de decisdo do tratamento, estabelecimento do

prognastico e da resposta ao tratamento. Quanto mais avancado é o estadiamento clinico pior

é 0 prognostico do paciente. Animais com metastase em linfonodo regional no momento do

diagnostico apresentam maior incidéncia de metéastases a distancia e menor tempo de
sobrevida (WARLAND; DOBSON, 2013).

3.5 FATORES PROGNOSTICO

Além do grau histopatoldgico outros fatores como: localizacdo, aparéncia clinica da

neoplasia, velocidade de crescimento, tamanho tumoral, presenga de sindromes

paraneoplasicas, raga e estadiamento clinico, margens cirdrgicas, atividade mitdtica,

morfometria molecular, densidade vascular e grau de expressdo de marcadores de ciclo

celular influenciam no progndstico dos mastocitomas cutaneos (LONDON; SEGUIN, 2003;
STREFEZZI et al., 2010; BLACKWOOD et al., 2012; MELO et al., 2015).
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Quanto a localizacdo anatdbmica, mastocitomas que envolvem cavidade oral, leito
ungueal, regido inguinal, prepucial e bolsa escrotal apresentam comportamento agressivo
independente do grau histopatologico (CAHALANE et al., 2004).

Pacientes que apresentam manifestacBes clinicas sistémicas como anorexia, émese,
diarreia com melena ou hematoquesia, eritema e edema associado com substancias vasoativas
decorrentes da degranulacdo mastocitaria estdo comumente associados a forma visceral da

doenca apresentando um mau prognéstico (DALECK et al.,2009).

A raca é um fator prognostico importante a ser considerado, animais braquicefalicos
como os Boxers, Pugs e Bulldogs franceses e ingleses tém alta incidéncia da neoplasia,
porém, tendem a ser de baixo grau o que é associado a um bom progndstico (LONDON;
THAMM, 2013). Em contrapartida pacientes das racas Shar-pei, Labrador Retriver e Golden
Retriver apresentam um maior risco de apresentarem nddulos mdltiplos e tendem a
desenvolver formas mais agressivas do mastocitoma (MURPHY et al., 2006; BLACKWOOD
etal., 2012).

A determinacdo do progndstico e a escolha da modalidade terapéutica adjuvante é
baseada principalmente no grau histopatologico (PATNAIK et al., 1984; WEBSTER et al.,
2007; KIUPEL et al., 2011), porém a graduacdo histopatoldgica, apenas, ndo consegue
predizer o comportamento bioldgico de todos os mastocitomas, sendo necessarios outros
métodos de avaliacdo, como por exemplo os marcadores moleculares, incluindo marcadores
de imunohistoquimica para proliferacdo celular como o Ki-67, PCNA, a determinacdo da
frequéncia de regides organizadoras nucleares com afinidade pela prata (AgNOR) e padréo de
marcacgdo imunohistoquimica do KIT e do VEGF (THOMPSON et al., 2011; SABATTINI et
al.,, 2015). As mutacdes no gene c-kit também tém correlagdo com o prognostico
(STREFEZZI et al., 2010; THOMPSON et al., 2011).

O indice mitotico € uma medida indireta da proliferacdo celular, baseado na quantidade
de figuras de mitose na amostra histopatoldgica, também é um indicativo do prognostico,
sendo uma técnica de facil execucio, ja que ndo necessita de corantes especificos. E utilizada
para a avaliacdo da atividade de proliferativa de sarcomas, tumores mamarios e melanomas da
cavidade oral no cdo. Sua técnica apresenta algumas limitacdes como a subjetividade da
avaliacdo entre observadores, a necessidade do uso de tamanhos variados de objetivas e a

dificuldade de se avaliar ntcleos em diviséo celular em mastdcitos com muitos granulos.
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Em cdes com mastocitoma o indice mitdtico tem sido observado como fator prognostico
independete de outros fatores histologicos, sendo que pacientes com um indice mit6tico maior
do que 5 em 10 campos sob uma objetiva de 40x (alto indice mitético) apresentam uma
reducdo significativa na sobrevida (BLACKWOOD et al., 2012).

A proteina tirosina kinase (KIT) € sintetizada pelo proto-oncogene c-kit, esta proteina
tem uma funcéo de induzir a transducdo, com isso uma vez mutada, a célula tumoral ndo entra
em apoptose, pois o estimulo de transducdo permanece em um estado permanentemente
ativado. Sabe-se que 0s mastocitomas cutaneos caninos podem expressao receptores de KIT
em células, e dependendo de onde estes receptores sdo expressos (nucleo ou citoplasma) o
paciente pode ter um bom ou um mau prognostico, segundo alguns autores, pois mutagdes do
gene c-kit podem ser encontrados em até 15 a 40% dos pacientes. (BLAKWOOD et al., 2012;
SAILASUTA et al., 2014)

Marcadores do ciclo celular

Marcadores de proliferagdo do ciclo celular podem predizer a resposta a terapia
instituida, comportamento tumoral e indicar-nos indices prognosticos. Sdo de suma
importancia além do exame histopatoldgico, pois ele muitas vezes sozinho ndo consegue nos
predizer todas estas informagdes (BLACKWOOD et al., 20012)

O Ki-67 é uma proteina nuclear, composta de 2 subunidades, € considerada a melhor
ferramenta para a avaliacdo da fracdo de crescimento de células tumorais pois esta ativa em
todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose) e ausente em células em repouso (G0). A
alta expressdo de Ki-67 em mastocitomas estd associada ao alto indice de mortalidade,
recorréncia e metéastase. E um importante indicador prognéstico, independentemente da
graduacdo histopatoldgica, principalmente na classificacio do comportamento tumoral do
mastocitoma grau Il (SCASE et al., 2006; THOMPSON et al., 2012)

A contagem de regifes organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNOR) € uma técnica
atil para marcar o DNA ribossomal e seus niveis de transcri¢cdo, permitindo visualizar os
nucléolos e estudar a variacdo dos seus tamanhos e 0 nimero de pontos corados pela prata
(RECH et al., 2004). A contagem de AgNOR pode estar correlacionada a um menor tempo de

sobrevida quando elevada, dessa forma quanto maior a contagem de AgNOR pior é o
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prognostico pois contagens elevadas deste marcador de ciclo celular estdo correlacionadas
com maior grau histopatolégico (DOBSON; SCASE, 2007; MAGLENNON et al., 2008).

A etiologia do mastocitoma ainda ndo € completamente elucidada, porém sabe-se que
foram encontradas mutagdes no proto-oncogene c-kit que codifica a proteina KIT, um
receptor transmembranico de atividade da tirosina-quinase (RIVA et al., 2005; COSTA-
CASAGRANDE, 2013). Ha interacdo entre fatores de crescimento de mastdcitos (stem cell
fator- SCF) com receptores especificos da proteina KIT, o que estimula maturacéo,
proliferacdo e ativacdo de mastocitos (CASTRO; POGGIANI; GALERA, 2012). Costa-
Casagrande et al. (2013) observaram o aumento da expressdo do gene c-kit e do ligante do
KIT em mastocitomas cutaneos caninos, sendo que a expressao do ligante do KIT apresentou

associacdo com o tempo livre de recorréncia e o tempo de sobrevida dos animais.

3.6 TRATAMENTO

A decisdo do tratamento baseia-se na presenca ou auséncia de fatores progndsticos
negativos e do estadiamento clinico. As opcdes terapéuticas para 0 mastocitoma cutaneo séo
basicamente: a cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia ou a combinacao de mais de uma
destas técnicas (LONDON; THAMM, 2013).

3.6.1 Cirurgia

A intervencdo cirargica € a melhor opcdo terapéutica para 0s mastocitomas
(RASSNICK et al., 2010). Embora sejam tumores macroscopicamente delimitados,
microscopicamente a maioria deles estendem-se além das margens palpaveis, com isso sua
margem cirurgica deve ser de no minimo 3 cm em todas as dire¢Ges e pelo menos um plano
de fascia muscular (LONDON et al., 2003). Quando a formacéo € localizada na regido dos
membros essa margem provavelmente ndo sera obtida, sendo algumas vezes necessaria a
amputacdo do membro em formacgdes muito extensas (THAMM & VAIL, 2007; DALECK et
al., 2009).

MIRANDA, B.C



35

Michels et al. (2002) avaliaram a excisdo e as margens cirurgicas de 30 cdes com
mastocitoma cutaneo. Neste estudo todos os tumores que foram completamente excisados
(margens livres) ndo apresentaram recorréncia ou metastase, independentemente do grau
histologico. Sendo assim, a ampla excisdo foi preditiva na sobrevida desses animais. A
cirurgia pode ser contraindicada nos casos de mastocitomas extensos quando é impossivel a

obtengdo de margens cirurgicas.

A evolucdo das técnicas reconstrutivas proporcionou novas opc¢des no recrutamento de
tecidos distantes, indispensaveis para o fechamento de defeitos de tamanho moderado e
grande. A fase de reconstrucdo dentro do procedimento cirargico é utilizada para obliterar o
espaco morto, permitir neovascularizacdo, restabelecer a funcdo e promover o fechamento
livre de tensdo. Ainda fica estabelecido que, apds a ressec¢do da formacéo, a instrumentacédo
cirtrgica, luvas, panos de campo, fios e etc. devem ser trocados antes da finalizagdo da
cirurgia. Dessa forma o cirurgido deve passar para a fase reconstrutora com novos materiais,

para evitar semeadura direta do tumor ao tecido adjacente intacto (SZENTIMREY, 1998).

A progressdo do mastocitoma canino de grau |l tratado apenas com excisdo cirurgica foi
avaliada em um estudo retrospectivo de 55 casos (entre 1996 e 1999). O total de 70 tumores
foram incluidos no estudo, e os resultados mostram que a média do tempo de sobrevida apos a
excisdo do tumor ¢é de 540 dias. Apenas 5% dos caes desenvolveram metastases em média em
158 dias, e outros 5% tiveram recidiva local em tempo médio de 62 dias. Como 84% dos cées
ficaram livres de mastocitomas durante o periodo estudado, este estudo sugere que a inclusdo
de um tratamento local adjuvante nao seria necessario se a excisdo do tumor for realizada com
a obtencdo de margens livres, e que dessa forma, a maioria dos cdes ndo necessitaria de
tratamento sistémico (SEGUIN et al., 2001).

Outro estudo retrospectivo de casos entre 1998 e 2004, com 54 animais buscou avaliar
os fatores prognosticos associados a conclusdo de casos de cdes com maultiplos mastocitomas
cutaneos retirados cirurgicamente, aliada ou néo a tratamento coadjuvante. Foram avaliados
54 animais, obtendo-se um total de 153 tumores. Os resultados indicaram que o tempo médio
de sobrevida foi de 658 dias. O indice de metastase foi de 15%. Fatores que influenciaram
negativamente o tempo de sobrevida nas analises incluiam: a excisdo cirurgica incompleta,
recidiva local, tumores maiores que 3 cm, sinais clinicos no momento do diagnostico e 0 uso
de tratamento adjuvante. Os resultados sugerem que mastocitomas caninos cutaneos multiplos
sdo associados com um baixo indice de metastases e um bom prognoéstico esta relacionado
com a excisdo cirargica completa (MULLINS et al., 2006).
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3.6.2 Quimioterapia em dose maxima tolerada

A quimioterapia convencional ou DMT baseia-se no uso da maior dose possivel do
quimioterapico sem causar efeitos adversos irreversiveis ou graves ao paciente. Seu uso causa
a morte de células neoplésicas e também a morte de células com alto potencial de replicacéo
como as células do trato gastrointestinal e as células da linhagem granulocitica da medula
0ssea (MARCHETTI et al., 2012).

A repeticdo dos ciclos da quimioterapia acontece dentro de um intervalo de dias ou
semanas para que o organismo se recupere dos possiveis efeitos adversos, esse intervalo varia
de acordo com o quimioterapico utilizado (RODASKI & DE NARDI, 2008).

A quimioterapia em DMT em pacientes com mastocitoma, pode ser utilizada de forma
neoadjuvante, ou seja, pré-operatoria ou ainda de forma adjuvante, ou seja, apos a eliminagéao
loco-regional do tumor pela cirurgia. Além disso, podemos utilizar a quimioterapia de forma
paliativa nos pacientes que tem contraindicacdo cirlrgica ou pacientes com estagios
avancados da doenca onde a neoplasia é considerada inoperavel (CAHALANE et al., 2004;
CAMPS-PALAU et al., 2007).

Os agentes mais comumente administrados s&o a vimblastina associada a prednisona,
lomustina isoladamente e a ciclofosfamida também associada a prednisona e a lomustina
(VICKERY et al., 2008; COOPER et al., 2009; RASSNICK et al., 2010). Também ¢é descrito
por alguns autores o protocolo que associa vimblastina, ciclofosfamida e doxorrubicina
(THAMM & VAIL, 2007; DALECK et al., 2009).

3.6.3 Vimblastina

A vimblastina ¢ um alcaloide extraido da Vinca Rosea, € um quimioterapico ciclo
celular especifico, atuando na fase M, ligando-se a tubulina e inibindo a polimerizagdo dos
microttbulos, impedindo assim a metafase e mitose celular (RODASKI & DE NARDI,
2008).
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Sua administracdo é realizada por via endovenosa e atinge sua concentragdo tissular
em até uma hora. Em cdes sua meia vida plasmatica inicial é de 15 minutos e a meia vida
plasmatica de eliminacao ¢ de trés a cinco horas. Sofre metabolizacdo hepatica e é excretada
principalmente pela bile, uma discreta quantidade é excretada pela urina (LONDON;
THAMM, 2013).

E utilizada principalmente no tratamento dos mastocitomas cutaneos em cées, associada
a outros quimioterapicos, como por exemplo a ciclofosfamida e/ou adjuvantes ao tratamento,
como por exemplo a prednisona. Outros autores ainda referem seu uso para o tratamento de
carcinomas mamarios e tumores esplénicos, linfomas e leucemias em poliquimioterapia
(DALECK et al., 2009).

A dose preconizada para cées é de 2 a 3 mg/mz, a frequéncia de administracdo e a dose
variam de acordo com a neoplasia envolvida e o protocolo quimioterapico instituido
(COOPER; TSAI; BENNET, 2009).

Os principais efeitos adversos decorrentes do uso sdo (RODASKI; DE NARDI, 2008):

e Hematoldgicos: Por ter afinidade a tubulina a vimblastina age rapidamente sobre 0s
leucdcitos e plaquetas, podendo causar leucopenia e trombocitopenia, sendo que a
anemia é menos frequente. O nadir deste quimioterapico ocorre entre 0 quarto e 0
sétimo dia ap6s a administracdo e a recuperacao medular ocorre geralmente entre 7 a
17 dias.

e Gastrointestinais: Anorexia, nausea, €mese, estomatite, diarreia com ou sem
hematoquesia sdo as principais alteracbes gastrointestinais associadas ao seu uso.

Pacientes com hepatopatias podem eventualmente ter a dose reduzida em 20 a 30 %.

e Neuroldgicos: Em cdes a administracdo de vimblastina pode desencadear uma
neuropatia periférica, ndo ¢ uma complicacdo observada com frequéncia, porém em
humanos a neurotoxicidade é bem observada, podendo levar ha parestesias, perda dos
reflexos tendineos profundos, neuropatia periférica, tontura e em casos mais graves

podemos observar convulsdes, depressao do sistema nervoso e retencdo urinaria.
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e Dermatologicos: Alopecia, flebite no local da aplicacédo, dermatite e necrose tecidual
caso ocorra extravasamento de quimioterapico para o subcutaneo, sdo as principais

complicagdes, ja que a vimblastina é um farmaco altamente vesicante.

e OQutros: Tipos incomuns de complicagdes causadas pela vimblastina compreendem a
disfuncdo pulmonar aguda ou cronica, hipertensao, secrecdo inadequada do horménio

antidiurético (ADH), reacdo anafilatica por broncoespasmo e mialgias.

O uso da vimblastina associada a prednisona é descrito por diversos autores como a
terapia adjuvante de escolha para o tratamento do mastocitoma cutaneo em cées (VICKERY
et al., 2008; RODASKI; DE NARDI, 2008; DALECK et al., 2009; LONDON; THAMM,
2013.

Vickery et al., (2008) realizaram o protocolo quimioterapico de vimblastina em dose
escalonada, ou seja, a dose inicial tratava-se de 2mg/m2 na primeira semana e apds isso
semanalmente a dose era elevada para 2, 33mg/mz; 2,67mg/mz2 até atingir 3mg/m2 por 12

sessOes de quimioterapia, sendo 4 sessdes semanais e 8 sessdes a cada 15 dias.

Outros autores descrevem ainda a associacdao da vimblastina com prednisona a outros
farmacos antiblasticos como a lomustina (COOPER; TSAI; BENNET, 2009; RASSNICK et
al, 2010) ou a ciclofosfamida (CAMPS-PALAU et al, 2007).

Hayes et al., (2007) em seu estudo, propuseram o tratamento com vimblastina e
prednisona para pacientes submetidos a cirurgia e diagnosticados com mastocitoma grau |11,
Com isso, foram tratados 14 pacientes com média de idade de 7,9 anos (1-13.5) onde o tempo
de sobrevida ap6s a cirurgia até a Ultima sessdo de quimioterapia foi em média de 491 dias
(223-1373).

3.6.4 Lomustina

A lomustina (1- (2-chloroethyl)3-ciclohexyl -1-nitrosureia: CCNU) é uma nitrosuréia
com propriedades alquilantes, este farmaco inibe a sintese de DNA e RNA em qualquer fase

do ciclo celular, por isso, considerado ciclo celular ndo especifico. E altamente soltvel em
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lipideos, sendo altamente lipofilica e completamente absorvida por via oral. A excrecdo deste
quimioterapico ocorre principalmente por via renal e uma pequena porcao pelos éacidos
biliares e circulacéo entero-hepatica, com isso 85% do farmaco é excretado dentro de 24 horas
(RODASKI; DE NARDI, 2008).

Possui grande facilidade em transpor a barreira hemato-encefélica, por isso € altamente
empregada no tratamento de neoplasias do sistema nervoso central. Sua meia vida no plasma,
quando aplicada por via intravenosa € de 15 minutos, sendo detectada no fluido cérebro-
espinhal em aproximadamente 10 minutos (COOPER; TSAI; BENNET, 2009).

As principais indicacdes do seu uso além dos tumores do sistema nervoso sdo: 0S
linfomas epiteliotrépicos, sarcomas histiociticos, recidiva dos linfomas multicéntricos,
carcinomas de glandulas do saco anal e mastocitomas cutaneos em cdes. Em felinos também
pode ser empregada para o tratamento do mieloma multiplo, fibrossarcomas e mastocitomas
(RODASKI; DE NARDI, 2008).

A dose maxima utilizada em cdes é de 90mg/m2 a cada 4 semanas, podendo ser
reduzida até 60mg/m? caso haja intensa leucopenia (menos de 500 neutrofilos/pl). Em
pacientes da espécie felina a dose preconizada é de 50 a 60mg/m? por via oral a cada 5 a 6
semanas. Os principais efeitos adversos sdo: émese, diarreia, anorexia e estomatite, devido a
toxicidade gastrointestinal e efeitos secundérios a toxicidade hematol6gica como: anemia,
leucopenia por neutropenia, trombocitopenia e hipoplasia de medula 6ssea (KRISTAL, 2004).

A hepatotoxicidade é um grave efeito adverso, sendo necessario o controle das funcdes
hepéaticas com os exames de bioquimica sérica. Pode ocorrer em até 1 més mesmo apos a
suspensdo do medicamento sendo que os valores séricos de alanina transferase (ALT) podem

levar até 63 a 70 dias para voltar aos niveis normais (RASSNICK et al, 2010).

Em um estudo retrospectivo realizado com 185 pacientes com diversas neoplasias
malignas tratados com lomustina, 84 deles tiveram algum grau de hepatotoxicidade (score de
0-4), considerando a ALT um valor normal < 90UI/L (HEADING; BROCKLEY; BENNET,
2011).

Segundo Heading et al, 2011 os principais sinais de insuficiéncia hepética causados
pela lomustina sdo: perda de peso, inapeténcia, vomito, ataxia, letargia e valores de ALT
acima de 462 UI/L.
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A toxicidade renal é descrita nos primatas, porém rara em cdes. De acordo com este
estudo em humanos a alteracdo da funcao renal é observada em doses cumulativas superiores
a 1500mg/m2 (KRISTAL, 2004).

Cooper et al, 2009 associaram a lomustina a vimblastina no tratamento de mastocitomas
grau Il e 111 em 56 pacientes da espécie canina, onde 54% apresentaram algum tipo de efeito
adverso, sendo principalmente mielossupressdo e toxicidade gastrointestinal os efeitos mais
observados, porém, segundo os autores sem grandes relevancias clinicas. A dose média de
lomustina utilizada foi 59mg/m? (27-90mg/m?) e a dose de vimblastina 2mg/m?, o tratamento
foi composto por 4 a 6 ciclos a cada 2 semanas. Além disso, este estudo conclui que o
protocolo de lomustina associada a prednisona é mais eficaz do que a lomustina como Gnico
agente (57% contra 43%).

3.6.5 QUIMIOTERAPIA METRONOMICA

A quimioterapia metrondmica € definida como a administragdo do quimioterapico em
baixas doses de forma continua com intervalos curtos e regulares (MARCHETT] et al., 2012;
LOVEN et al., 2013; MAITI, 2014). E um conceito emergente de quimioterapia empregado

na Medicina para carcinomas ovarianos, colon-retais, prostaticos, mamarios dentre outros.

O termo metronémica foi empregado pela primeira vez por Hanahan et al. 2000 e seu
conceito surgiu inspirado no metrdbnomo, instrumento musical que mede a emissdo de pulsos
continuos com duracgdo regular. Sendo assim sua principal indicacdo é ser realizada por via
oral diariamente ou com a menor frequéncia possivel dependendo do quimioterapico
escolhido e da dose empregada (HANAHAN et al., 2000; MARCHETTI et al., 2012).

Mecanismo de acio

Dirigida contra células tumorais e outros tipos de células, como endoteliais e do sistema
imunoldgico, este tipo de terapia altera 0 microambiente tumoral e suprime caracteristicas

inatas que apoiam o crescimento dos tumores (LOVEN et al, 2013).

Acredita-se que a metrondmica atue de forma direta e indireta sobre a angiogénese

tumoral (KERBEL et al, 2004). A forma direta esta correlacionada com a inibigdo das células
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endoteliais progenitoras (EPCs) na medula 6ssea e inducdo da apoptose das células
endoteliais dos vasos neoformados. Sua forma indireta esta correlacionada com o aumento da
concentracdo serica de trombospodina-1 (TPS-1), um fator antiangiogénico existente na
circulacdo, com isso ha novamente a diminuicdo da mobilizacdo das EPCs na medula dssea e
apoptose de células endoteliais oriundas da neoangiogénese tumoral (BAHLI; BAKHSKI,
2012).

Durante anos, acreditou-se que a destruicdo das células tumorais estaria correlacionada
apenas com a administracdo de elevadas doses de quimioterapicos, porém, uma vez que 0S
protocolos de quimioterapia em DMT sdo utilizados é necessario um periodo de descanso de
forma a minimizar os efeitos adversos. Esta forma de regime terapéutico € eficaz inicialmente,
porém, as respostas podem ser pouco duradoras dependendo do grau de malignidade de cada
neoplasia. Além disso, apds alguns periodos de exposi¢cdo a agentes quimioterdpicos
citotdxicos as células tumorais podem desenvolver resisténcia aos quimioterapicos, decorrente
de uma série de mecanismos de escape, como por exemplo a resisténcia a multiplas drogas
por alteracdo nos mecanismos de reparo celular e por alteracdes de genes e proteinas
envolvidos no controle da apoptose (HANAHAN &WEINBER, 2011).

O uso continuo de agentes antineoplasicos em doses minimas, porém efetivas,
administradas em curtos intervalos, como por exemplo a cada 24 a 48 horas, proporciona
baixos e continuos niveis séricos, garantindo baixos indices de resisténcia aos
quimioterapicos. Desta maneira a quimioterapia metrondmica pode garantir em alguns tipos

de neoplasias a estabilizacdo da doenca.

Acredita-se que a quimioterapia metrondmica cause menos efeitos adversos
hematoldgicos, gastrointestinais, uroldgicos e etc., 0 que proporciona uma maior qualidade de
vida aos pacientes e uma melhor adesdo ao tratamento. Em pacientes humanos, alguns autores
comprovam que a gquimioterapia metronémica possui efeitos adversos mais brandos que a
DMT, sendo que a mielossupressdo ndo € significativa, assim como a neutropenia, (LIEN et
al., 2013; ROMITI et al., 2013). Estudos realizados na Medicina Veterinaria classificam os
efeitos adversos deste tipo de terapia como grau | e Il, (LANA et al, 2007; ELMSLIE et al.,
2008) de acordo com a classificacdo do VCOG-CTCAE. Emese, anorexia, nausea e diarreia,
assim como o aumento das enzimas hepaticas FA e ALT, sdo relatados como complicacdes
decorrentes do uso da lomustina em quimioterapia metronémica (TRIPP et al., 2011). As
principais diferencas entre a quimioterapia metrondmica e a convencional em dose méxima
tolerada encontram-se no Quadro 2.
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Quadro 2: Principais diferencas entre a quimioterapia convencional (DMT) e a quimioterapia

metrondmica.

Parametro Convencional (DMT) Metron6mica
Dose do quimioterpico Média a Alta Pequena
Intervalos maiores (na | Intervalos pequenos
Frequéncia de administracdo | dependéncia do farmaco) (administracdo diaria ou
em dias alternados)
Via de administracao Diversas vias (oral, endovenosa, | Via oral
subcutanea, etc.)
Mecanismo de agéo principal | Citotoxicidade Efeito antiangiogénico e
imunoestimulatorio
Efeitos colaterais Moderado a intenso Leve
Custo Médio a elevado (na | Baixo
dependéncia do farmaco)
Pouco prético (na maioria das | Muito pratico (o tutor
Praticidade vezes administracdo realizada | consegue administrar em
em clinica ou  hospital | casa)
veterinario)

Fonte: Modificado de Garcia, 2014.

Outra possibilidade de acdo da metronémica é a promocao da quiescéncia tumoral, ou
seja, manter a neoplasia sob um estado de “dorméncia” causando a morte das células tronco
neoplésicas, aumentando a funcdo dos linfoticos T citotdxicos e das células natural Killer
(NK) (FINN, 2012).

Os mecanismos da quimioterapia metrondmica na Medicina Veterinaria ainda ndo estao
completamente esclarecidos. A ciclofosfamida foi o quimioterdpico mais estudado e
atualmente o mais utilizado para esta terapia, estudos comprovam sua agdo de inibicdo da
angiogénese tumoral em ratos e humanos (TRIPP et al., 2011; SCHREMPP et al., 2013). Em
seu estudo Burton et al., 2011 realizaram bidpsias seriadas de cdes com sarcomas de tecidos
moles em terapia metrondmica com ciclofosfamida, onde foi observada diminui¢do acentuada

do calibre dos vasos da neoplasia com a administracdo do quimioterépico.

A ciclofosfamida na dose de 25mg/m?/sid também associada ao celecoxibe na dose de
2mg/kg/sid foi utilizada no tratamento de diversos tipos de tumores metastaticos como por
exemplo: melanoma oral, adenocarcinoma pulmonar, carcinoma adrenocortical, mastocitoma

adenocarcinoma mamario entre outros.

A lomustina também foi avaliada como terapia metronémica, em um unico estudo

desenvolvido por Tripp et al., 2011 na dose de 2.84 mg/m? no tratamento de 13 tipos de
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tumores malignos em cdes, por um periodo médio de 4 meses, sendo: hemangiossarcoma,
melanoma oral, carcinoma de tireoide, sarcoma anaplésico, fibrossarcoma, mastocitoma,
carcinoma de glandulas do saco anal, mieloma multiplo, quimiodectoma, carcinoma nasal,
carcinoma basocelular, osteossarcoma e condossarcoma. De todas estas neoplasias tratadas

apenas um Unico paciente apresentava mastocitoma cutaneo.

O clorambucil foi empregado como terapia metrondmica na Medicina Veterinaria em
estudo com mais de 30 pacientes com carcinoma de células de transicdo em bexiga, com a
dose de 4mg/m?/sid em média por 221 dias, onde 70% dos pacientes apresentaram doenga
estavel ou remissao parcial da neoplasia (SCHREMPP et al., 2013).

Em um estudo proposto por Mitchell et al. 2012 o toceranib, medicamento considerado
um inibidor de receptores da tirosinaquinase também foi proposto como quimioterapia
metronémica na dose de 2,75mg/m2/\VVO/EDA, tanto utilizado isoladamente quanto associado

a ciclofosfamida também em dose metronémica de 15mg/m2/\VVO/SID por 2 meses.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi aprovado CEUA da FMVZ/USP em 08 de abril de 2015,
recebendo o numero de protocolo 2486060215. A inclusdo dos pacientes neste trabalho foi
autorizada pelos proprietérios através do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo
A).

4.1 ESTUDO CLINICO

Foram incluidos neste estudo animais atendidos no Servi¢o de Cirurgia de Pequenos
Animais — Departamento de Cirurgia junto ao HOVET — FMVZ/USP durante o periodo de
agosto/2014 a agosto/2016.

O grupo de estudo foi constituido de 32 cdes de ambos 0s sexos e idades variadas, com

ou sem definigdo racial. Os animais foram divididos em dois grupos de forma randomizada:

Grupo VP: constituido por 16 animais que foram submetidos a excisdo cirlrgica e
qguimioterapia adjuvante com vimblastina e prednisona no total de 12 sessdes, totalizando 4

meses de tratamento.

Grupo LP: constituido por 16 animais que foram submetidos a excisdo cirdrgica e
qguimioterapia adjuvante com lomustina em dose metrondmica associada a prednisona,

totalizando 4 meses de tratamento.

Critérios de inclusao

i. Cées com um uma ou mais formacbes com diagnostico citolégico de mastocitoma
passiveis de excisdo cirdrgica da formacao.

ii. Cdes com mastocitoma grau Il e Il (baixo e alto grau) com confirmacdo do

diagnostico através do exame histopatologico que tenham score de fatores
prognoésticos negativos a partir de 3 (0-13).
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iii. Cdes com mastocitoma subcutaneo (circunscrito, infiltrativo ou combinado) com
confirmacdo do diagndstico através do exame histopatolégico que tenham score de
fatores progndsticos negativos a partir de 3 (0-13).

Critérios de exclusado

I Doencas pré-existentes que impecam a realizacdo do procedimento cirurgico para
excisdo da formacéo e/ou impecam o uso de quimioterapia adjuvante.

ii. Animais que ja estejam em tratamento quimioterapico instituido por colega ou que
necessitem de quimioterapia neoadjuvante.

iii. Pacientes com alteracOes laboratoriais graves que impecam 0 uso de quimioterapia

adjuvante.
iv. Fémeas ou machos utilizados para finalidade reprodutiva, incluindo fémeas gestantes.
V. Pacientes que apresentarem metastases a distancia confirmados pelos exames de

imagem pré cirdrgico.

Vi. Mastocitose sistémica e/ou cutanea ou cdes que tenham envolvimento de mais de um
linfonodo regional

vii.  Pacientes que por qualquer motivo ndo completaram o tratamento quimioterapico por

um periodo minimo de 4 meses.

N&o foi criado um grupo controle, j& que se trata de uma neoplasia com carater

agressivo, que pode causar metastases a distancia ou até mesmo levar o paciente a 6bito.

Os dados dos pacientes foram coletados no momento do atendimento inicial em uma
ficha clinica incluindo: sexo, idade, raca, peso corpdreo, evolucdo, localizacdo tamanho e
caracteristicas visuais da formacdo e estadiamento clinico. O estadiamento clinico dos

pacientes foi realizado conforme os parametros propostos pela OMS.

Os pacientes foram submetidos a intervencdo cirurgica para a retirada da neoplasia
com os principios da cirurgia oncoldgica. Dados histologicos de cada tumor foram
registrados apds exame histopatoldgico: graduacao da formagédo segundo Patnaik et al. (1984)

e Kiupel et al. (2011) e avaliagdo de margens cirurgicas laterais e profundas foram obtidas.
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A determinagdo de fatores prognosticos negativos foi estabelecida de acordo com a
classificacdo de MELO et al. (2015) criando-se um score de 0 a 13, onde quantifica-se 1
ponto para cada caracteristicas observada ao exame fisico, ao resultado da analise
histopatoldgica e ao estadiamento tumoral como por exemplo: grau histopatologico, tamanho
primario do tumor, recidiva tumoral apds tratamento considerado adequado, presenca de
ulceracgdo, presenca de metéstases regionais ou a distancia dentre outros. O Quadro 4 descreve

0s 13 fatores prognosticos avaliados neste score.

Quadro 4: Treze fatores que foram considerados no estudo para classificacdo dos cdes quanto

a presenca de fatores prognosticos negativos.

Fatores progndsticos negativos

» Grau histoldgico: fator preditivo negativo (quanto mais indiferenciado pior o
prognostico)

Estadiamento clinico

Localizagdo: prepucio/ escroto/ vulva/ subungueal/ oral/ face/ aural/ jungdes muco-
cutaneas/ visceral/ envolvimento da Medula 6ssea- prognostico ruim

Tamanho do tumor primério

Presenca de ulceracao

Edema/ eritema/ aumento de temperatura local

Rapidez de crescimento geral e rapido crescimento recente

Grau de infiltracdo nos tecidos periféricos

Presenca de metastases, regionais ou distantes

Recidiva local apés tratamento adequado

Desenvolvimento de um novo tumor primario em localizacdo diferente

Presenca de sindromes paraneoplasicas

Racas braquicefalicas melhor prognostico; Shar-pei mau progndstico

Y V

VVVVVYVYYYYVYYVY

Fonte: MELO et al., 2015.

Os exames laboratoriais complementares realizados foram: citologia aspirativa por
agulha fina (CAAF), hemograma, bioquimica serica, citologia dos linfonodos regionais

guando aumentados, analise histopatolégica pos excisdo cirdrgica.

Os pacientes foram avaliados por um periodo minimo de 6 meses ap0s a excisao

cirdrgica e término do tratamento quimioterapico. Os segmentos de pesquisa de metastase
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foram realizados a cada 2 a 3 meses a principio, com isso, informag¢Ges como tempo livre de
recorréncia, tempo de sobrevida e possivel causa da morte foram obtidos. Recorréncia foi

admitida como qualquer caso de surgimento de nova formacao local ou distante.

As sindromes paraneoplésicas mais frequentes foram quantificadas e correlacionadas
com o tempo de sobrevida global dos pacientes de ambos 0s grupos.

4.2 EXAMES DE IMAGEM

Os cées que apresentaram formacdes de grande volume foram submetidos a
radiografias da area de interesse para avaliacdo da integridade do tecido 6sseo. Além disso
pacientes com formacdes em face e em regido cervical, quando julgou-se necessario foram

submetidos a radiografias toracicas em trés projecdes para pesquisa de metastase.

Todos os pacientes foram submetidos a ultrassonografia abdominal como parte do
estadiamento clinico, para a avaliacdo de linfonodos da cavidade abdominal, figado, bago

Quando possivel os animais também foram submetidos a tomografia computadorizada
da area de interesse e também da cavidade abdominal para melhor planejamento cirargico e
estadiamento da doenca. Para o exame tomografico os mesmos foram submetidos a
anestesia geral de acordo com a conduta anestésica determinada pelo Servico de
Anestesiologia do Departamento de Cirurgia, junto ao Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

O exame tomogréafico foi realizado em um equipamento helicoidal de 16 canais da
marca Philips (Philips Mx 8000). O ajuste da técnica foi realizado pelo aparelho de
acordo com a regido estudada, sendo preconizado 120 kV e 30 mA, utilizando-se os filtros
para avaliagcdo de partes moles e para avaliacdo 6ssea. A espessura do corte é determinada
de acordo com a regido avaliada e as dimensfes da massa, variando entre 2,0 a 3,0 mm,
com incremento variando entre 1,0 a 1,5 mm entre os cortes. Os pacientes foram

posicionados conforme o protocolo da regido estudada.

Ap0s a primeira aquisicdo de imagens, administrou-se 0 meio de contraste iodado
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ibnico hidrossoluvel?, na dose de 450 mg/kg (1,5ml/kg) EV e realizamos uma nova

aquisicdo de imagens mantendo os mesmos pardmetros da imagem pré-contraste.
As imagens transversais adquiridas foram transportadas para o software de

processamento de imagens- Osirix® (Figura 1)

Figura 1: Imagens tomogréficas do cdo A15VP portador de mastocitoma cutdneo

Legenda - Cédo A15VP - A) Imagem tomogréfica da éarea de estudo e suas
respectivas areas de cortes transversais referentes ao mastocitoma. B-)Regido lateral
do térax direito pré-contraste. C) Regido lateral de térax direito pos-contraste. D)
Regido lateral do torax direito pds-contraste tardio. Fonte: Servico de Diagndstico
por Imagem do Departamento de Cirurgia- FMVZ-USP, 2017.

1-Modelo Mx8000 IDT 16 CT Scanner, Philips.
2- Ominipaque 300mg®- GE Health do Brasil.
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4.3 EXAME HISTOPATOLOGICO

As amostras das neoplasias removidas foram encaminhadas para o Centro Veterinario
de Anatomia Patologica (CVAP) para realizacdo da graduacdo histopatologica. As laminas
foram confeccionadas com cortes de 5um de espessura e submetidas a coloracdo por
Hematoxilina -Eosina. As neoplasias foram classificadas segundo os critérios propostos por
Patnaik et al. (1984) em grau I, Il ou Ill e também pelos critérios de Kiupel et al. (2011) em
alto e baixo grau, sendo a classificacdo de cada autor determinada pelos critérios ja
descriminados anteriormente. As margens cirargicas de cada neoplasia também foram
avaliadas. O indice mitotico (IM) de cada neoplasia foi avaliado para correlacionarmos com o

tempo de sobrevida global.

4.4 IMUNOHISTOQUIMICA

O processamento imunohistoquimico dos marcadores tumorais VEGF, KIT e Ki-67
foram realizados no Laboratorio de Poluicdo do Ar da Faculdade de Medicina da USP.

4.4.1 VEGF-A, KIT e Ki-67

Para a confeccdo das laminas foram realizados cortes de 5 pum de espessura, o tecido
foi aderido a ldminas silanizadas, desparafinados e rehidratados. A recuperacdo dos antigenos

VEGF-A e KIT foi realizada por aquecimento dos cortes histolégicos em solucdo tampédo de

citrato a 1%, pH 6,0, por 5 minutos em panela de pressdo e tampdo EDTA, ja para o Ki-67
realizada por 20 minutos. Apds o resfriamento as laminas foram tratadas para bloqueio de
peroxidase enddgena, por 30 minutos, em solucao de perdxido de hidrogénio a 6%, realizou-
se as lavagens das laminas em agua corrente por 10 minutos e agua destilada por 5 minutos,
foram realizados 5 banhos de PBS de 5 minutos cada. Os cortes histolégicos foram
submetidos a incubac¢do com anticorpos primarios anti-KIT (Dako 1:100), anti VEGF-A
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(Santa Cruz SC-152, 1:100) e anti Ki-67 (Dako, 1:200) diluidos em tampao PBS (phosphate
buffer saline sem tween) contendo albumina bovina 1%(BSA; Sigma A9647) e azida sodica
0,1% (NaN3) por 30 minutos a 37 C em estufa, seguidos de 18 horas a 4~ C em camara umida
(over night), na sequéncia foram realizadas lavagens com PBS e incubac¢do com polimero
Super Picture SuperPicture Poly HRP conjugate durante 30 minutos em estufa & 37°C. A
revelacdo foi realizada através de solucdo contendo diaminobenzina . A contra coloragéo foi
realizada a desidratacdo em banhos de alcool graduado (70%, 95% e alcool absoluto duas
vezes, com 5 minutos cada), seguida pela diafanizacdo com solucdo de alcool misturado a

xilol e dois banhos de xilol com 10 minutos e montagem em resina sintética e laminula.

4.4.2 Avaliagéo da expressao do VEGF

De acordo com a expressdo de VEGF foram consideradas positivas as células que
tiveram seu citoplasma corado em marrom, como trata-se de uma avaliacdo quantitativa e
subjetiva, essas foram classificadas de acordo com a intensidade de marcagdo em: fraca (+),

moderada (++) e intensa (+++). Sendo consideradas a marcacgdo predominante da lamina.

4.4.3 Avaliacdo da expressdo do indice de proliferacao celular Ki-67

A avaliacdo do indice de proliferacéo celular Ki-67 foi realizada através da contagem
manual, com o auxilio do software Image Pro Plus 6.3, objetiva de 40x, onde se determinou a
porcentagem de nucleos positivos em um minimo de 1000 ndcleos de mastocitos ao acaso, em
10 ou mais campos randomizados. Mesmo 0s nulcleos com marcacGes fracas foram

considerados positivos. Utilizou-se o linfonodo canino hiperplasico como controle positivo.

4.4.6 Avaliacao da expressdo do KIT
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A avaliacdo da expressdo do KIT foi realizada de acordo com a localizacdo na célula
neoplasica, sendo: KIT-I: membranosa, KIT-1I: citoplasmatica focal, KIT-III: citoplasmatica

difusa. Esses padrdes foram correlacionados com o progndstico.

4.5 QUIMIOTERAPIA ADJUVANTE

Os animais de ambos 0s grupos iniciaram o tratamento quimioterapico cerca de 21 dias
apos o procedimento cirdrgico aproximadamente. Os pacientes do grupo VP foram tratados
com a vimblastina® IV na dose de 2mg/m2, uma vez por semana por 8 semanas e ap6s isso
mais 4 aplicagdes a cada 15 dias, totalizando 12 sessdes e a prednisona® na dose de 2mg/kg
/Sid/VO na primeira semana; na 2% e 3% semana 1mg/kg/Sid/VO e a partir da 42 semana foi
mantida na dose de 0,5mg/kg/VVO em dias alternados até o fim do protocolo com duragédo de 4

meses.

Os pacientes do grupo LP receberam lomustina®>, na dose metrénomica de
2,84mg/m?/Sid/VO por 4 meses e a prednisona por via oral na dose de 0,5 mg/kg/SID em dias
alternados até o fim do protocolo. Para minimizar os efeitos adversos do trato gastrointestinal
foi prescrito omeprazol® 0,7mg/kg/SID/VO & todos os pacientes e ondansetrona’
0,5mg/kg/SID/VO aos pacientes que apresentaram émese mesmo com 0 omeprazol e

desenvolveram toxicidade gastrointestinal.

3- Faulblastinal0mg/10mI®-Libbs

4- Meticorten 5mg ou 20mg®- Schering-Plough S.A
5- Citostal10mg ou 40mg®- Bristol-Myers Squiib
6-Gaviz V 10mg ou 20mg®- Agener Unido

7-Vonau flash 4mg/8mg®- Biolab Sanus

4.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE QUIMIOTERAPICA
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A toxicidade quimioterapica foi classificada em: I leve, Il moderada, 11l grave, IV com
risco de obito, V 6bito. Esta classificacdo foi instituida e realizada de acordo com os critérios
de avaliacdo da toxicidade comum adaptada para cdes — Common Terminology Criteria for
Adverses Events (VCOG- Veterinary Cooperative Oncology Group, 2011).

Os pacientes do grupo VP foram avaliados a cada sessdo de quimioterapia e a
toxicidade hematoldgica avaliada a cada 7 dias com a contagem de leucdcitos e neutrofilos
segmentados e a cada 30 dias com um hemograma completo. As toxicidades hepatica e renal
foram avaliadas com a dosagem sérica de ureia, creatinina, albumina, fosfatase alcalina (FA)

e alanina transferase (ALT) a cada 30 dias.

Os pacientes do grupo LP foram avaliados com 7, 15 e 30 dias apds o inicio da
quimioterapia por via oral e apos isso foram avaliados mensalmente. Para a avaliacdo da
toxicidade hematoldgica, hepatica e renal foram realizados hemograma completo, dosagens
séricas de ureia, creatinina, albumina, FA e ALT no 7°, 15° e 30° dias ap6s o inicio da
quimioterapia e ap6s isso a cada 30 dias ou antes, caso 0 paciente apresente qualquer efeito

adverso classificado como moderado.

Com o intuito de avaliar a toxicidade do trato gastrointestinal sob a visdo dos tutores
dos pacientes e obter informacdes mais fidedignas, foi entregue um questionario (modificado
de MALONE, et al., 2011) sendo respondido pelos mesmos a partir de 7 dias do inicio da
quimioterapia (Anexo A).

4.7 AVALIACAO DA QUALIDADE DE VIDA

A avaliacdo da qualidade de vida dos pacientes de ambos os grupos foi realizada ao
final do tratamento quimioterapico, com um questionario respondido pelo proprietario
responsavel em vir com o animal ao hospital e que acompanhou o tratamento por todo o
periodo (Questionario Modificado de Yasbek & Fantoni, 2005), o questionario foi contido de
10 questdes com 4 opcdes de resposta, cada opcdo sendo pontuada de 0 a 3 (Anexo D). Com
isso cada paciente teve um score pontuado de 0- 30, sendo assim, foram classificados de
acordo com suas pontuagdes em 0-10 (qualidade de vida ruim), 11-20 (regular), 21-30 (boa

qualidade de vida).
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A resposta a terapia entre os dois grupos foi avaliada de acordo com o tempo livre de
recorréncia da neoplasia, o tempo de sobrevida e o score de qualidade de vida realizado pelos

proprietarios.

4.8 AVALIACAO DOS RESULTADOS

Os dados clinicos de cada animal, o estadiamento, os fatores progndsticos, a graduacéo
histoldgica, a evolucdo cirlrgica e o tipo de quimioterapia adjuvante, o score de fatores
prognosticos negativos e o score de qualidade de vida foram correlacionados estatisticamente,
com intuito de avaliar se estes dados podem agregar valores a indicacdo do tratamento do

mastocitoma cutaneo em cdes com a quimioterapia com lomustina em dose metronémica.

Foram descritas as caracteristicas dos caes como sexo, idade, manifestacGes clinicas e
tipo histologico com uso de medidas resumo (média e desvio padrdo) para as varidveis
guantitativas e frequéncias absolutas e relativas para as variaveis qualitativas (KIKIWOQOD;
STERNE, 2006).

Para a comparacdo dos efeitos adversos entre os dois grupos utilizou-se o teste
estatistico de Qui-quadrado. Ja para a avaliacdo do score de qualidade entre os grupos foi
utilizado o teste de Mann-Whitney.

Para a comparacgdo do score de fatores progndsticos de ambos os grupos, utilizou-se o
teste de Wilcoxon para amostras independentes.

Para comparar o tempo de sobrevida e o tempo livre de recorréncia entre 0s grupos
foram estimados os tempos medianos segundo as caracteristicas de interesse com uso da
fungdo Kaplan-Meier (KLEINBAUM, 1996). Para correlacionar o tempo de sobrevida e a
presenca de metastases regionais entre 0s grupos assim como a sobrevida correlacionada ao

grau histopatologico, foi utilizado o teste Exato de Fisher.

Para correlacionar o tempo de sobrevida dos pacientes de ambos 0s grupos com as
sindromes paraneoplasicas apresentadas por cada animal utilizou-se a andlise de regressao de

Cox.

Foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 5% (0,05).
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5 RESULTADOS

5 RESULTADOS
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5.1 ESTUDO CLINICO

Durante o periodo de agosto de 2014 a dezembro de 2016 foram atendidos 186 cées com
diagnostico de mastocitoma cutaneo, sendo selecionados 32 animais para a inclusdo neste
estudo. Os animais foram atendidos no Servico de Cirurgia de Pequenos Animais do
Departamento de Cirurgia (VCI)) junto ao HOVET-FMVZ/USP.

A meédia de idade dos pacientes de ambos os grupos foi de 9,3 anos (minimo de 3 e
méaximo de 14 anos), sendo 17 machos e 15 fémeas com e sem raca definida (SRD). O grupo
VP foi constituido por 16 animais da espécie canina, sendo 9 fémeas e 7 machos, as racas
prevalentes deste grupo foram o Labrador Retriever (3/16) e o SRD (3/16) seguido do
Pinscher (2/16), Pug (1/16), Poodle (1/8), American Pit Bull (1/16), Golden Retriever (1/16),
Bernese Mountain Dog (1/16), Terrier Brasileiro (1/16), Lhasa Apso (1/16) e o Boxer (1/16).

O grupo LP foi composto por 16 animais, sendo 6 fémeas e 10 machos. A prevaléncia
foi dos pacientes SRD (4/16) e American Pit Bull (4/8) seguidos do Boxer (2/16), Poodle
(1/8), Fila Brasileiro (1/8), Yorkshire Terrier (1/8), Terrier Brasileiro (1/16), Daschund (1/16),
Labrador Retriever (1/16) (Quadro 5).

Dos 32 pacientes atendidos, obtivemos 40 mastocitomas. De acordo com a localizacéo
anatdmica das formacOes dos pacientes dos dois grupos, os locais mais comuns de

apresentacdo foram:

i Membros= 32,5% (13/40)

ii. Tronco= 27,5% (11/40)

iii. Regido génito-perineal = 27,5% (11/40)
iv. Cabeca e regido cervical= 10 % (4/40)
V. Cauda= 2,5% (1/40).

Quadro 5- Caracterizacdo quanto ao grupo, sexo idade, peso, raca e lesdes alvo dos animais

portadores de mastocitoma cutaneo.
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Animal/Grupo/ | Sexo | ldade | Peso Raca Localizacdo da neoplasia | NUmero de
Prontuério (anos) | (Kg) formacoes
A1VP (240792) M 7 40 Golden Retrivier Tronco 1
A3VP (241903) M 11 31 American Pit Bull Genito-perineal 1
A5VP (239045) F 11 4,6 Poodle Genito-perineal 1
ATVP (207738) M 7 11,3 Pug Cauda/Genito -perineal 2
A9VP (224458) M 8 38,4 | Labrador Retrivier MPE 1
Al11VP (215228) M 10 14.2 SRD Tronco 1
A13VP (245809) F 10 26,2 Boxer Tronco 1
A15VP (223476) F 6 40,5 | Bernese Mountain Tronco 1
Dog
AL17VP (248253) F 5 5,3 SRD Tronco 1
A19VP (250097) F 10 36,5 Labrador Tronco 1
A21VP (248905) M 13 2,3 Pinscher Tronco 1
A23VP (250592) F 8 38 Labrador Retrivier | Tronco/Cervical ventral 2
A25VP (250736) F 11 10,2 SRD Cabeca 1
A27VP (250922) F 9 91 Terrier Brasileiro MPE 1
A29VP (252142) M 3 9,5 Lhasa apso MPE 1
A31VP (192358) M 13 4 Pinscher Genito-perineal 1
A2LP (242962) F 11 6,3 Poodle MPD 1
AALP (243068) F 9 9,1 SRD MTD 2
AG6LP (234196) M 12 46,3 Boxer Tronco 1
ABLP (245808) M 7 66,3 Fila Brasileiro Genito-perineal 1
A10LP (245739) M 14 2,4 Yorkshire MTD 1
Al12LP (237262) F 12 10 SRD Genito-perineal 1
Al4LP (246045) F 7 27,8 | American Pit Bull Tronco 1
Al16LP (247558) M 10 15,5 SRD MPE 1
A18LP (248435) M 10 29 SRD MPE/Genito-perineal 2
A20LP (247195) M 10 40,5 | American Pit Bull MPE/Tronco/MTE 3
A22LP (251752) M 12 29 American Pit Bull | Genito-perineal/cabeca 2
A24LP (246665) F 10 27 Labrador Retrivier MTE 1
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A26LP (251266) F 6 22 American Pit Bull Genito-perineal
A28LP (243632) M 11 11,4 Terrier Brasileiro Genito-perineal
A30LP (251825) M 8 31,5 Boxer MTD/MPE/genito-perineal
A32LP (251634) M 8 7 Teckel Cervical ventral

M: macho; F: fémea; MTD: membro toracico direito; MTE: membro toracico esquerdo;
MPD: membro pélvico direito; MPE: membro pélvico esquerdo. Fonte: Servico de Cirurgia
de Pequenos Animais-VCI-HOVET-FMVZ/USP. Séo Paulo, 2017.

A CAAF mostrou grande precisdo diagnostica, sendo compativel com o
histopatoldgico em 97,5% (39/40) foi inconclusiva em apenas em um caso (5,27%), sendo
sugestiva de neoplasia mesenquimal, porém, o exame histopatolégico revelou um

mastocitoma subcutaneo circunscrito.

Quanto ao numero de formacdes 7 pacientes (21,8%) foram diagnosticados com mais
de uma formacéo, enquanto que 25 animais (78,2%) chegaram ao hospital para o primeiro

atendimento com apenas uma Unica formacédo (Quadro 5)

A localizacdo priméria da neoplasia e o estadiamento clinico da doenga néo
apresentaram significancia estatisticas sobre o tempo de sobrevida dos pacientes de ambos 0s
grupos. Todas estas variaveis foram analisadas e encontrou-se o valor de p >0,05 (p-

localizacdo primaria = 0.2193/ p- estadiamento clinico= 0.436).

Segundo o Estadiamento Clinico para os Mastocitomas Caninos proposto pela OMS
(Quadro 6). Do total de pacientes, 50 % (16/32) foram classificados com estadiamento I, 9,3%
(3/32) apenas classificados como estadiamento 1l e 40,7% dos animais (13/32) como
estadiamento I11. Em relacdo ao subestagio, apenas um Unico animal chegou em subestagio b
(3 %) com manifestacdes clinicas de émese, diarreia e hipotensdo no momento do primeiro

atendimento (Quadro 6).

5.2 CLASSIFICACAO HISTOPATLOGICA E INDICE MITOTICO
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Segundo o grau histopatologico, a prevaléncia foi dos mastocitomas de grau I1/baixo,
sendo representados por 67,5% (27/40) de todas as neoplasias removidas dos pacientes dos
dois grupos. Apenas 7,5% (3/40) das neoplasias excisadas foram classificadas como
mastocitoma de grau Ill/alto grau. Dez pacientes apresentaram mastocitoma do subcutaneo de
acordo com a classificacdo de Thompson et al. (2012) representando 25% do total de
pacientes. Mostraram-se com margens comprometidas em ambos o0s grupos o total de 9
neoplasias removidas (9/40-22,5%) de 9 pacientes (9/32- 28%) onde um paciente possuia
mastocitoma de grau Ill, seis pacientes mastocitoma de grau Il e dois pacientes apresentaram

mastocitoma subcutaneo infiltrativo (Quadro 6) (Figura 2-A e B).

Figura 2: Pacientes A24LP e A27VP portadores de mastocitoma em membros

A)Animal A24LP com mastocitoma grau Ill/alto grau de acordo com o
histopatoldgico em membro toracico esquerdo, medindo 8x6x3cm. B) Animal A27VP
com mastocitoma subcuténeo infiltrativo em membro pélvico esquerdo, medindo
4x3x3,5cm. Fonte: Servico de Cirurgia de Pequenos Animais-VCI-HOVET-
FMVZ/USP. Séo Paulo, 2017.

Os resultados histopatoldgicos (Patnaik/Kiupel) ndo apresentaram significancia
estatistica com relacdo ao tempo de sobrevida (p = 0.8298).

O indice mitdtico (IM) dos pacientes foi classificado em baixo, moderado e elevado de
acordo com o nimero de mitoses por campo ou a cada 10 campos em objetivas de 40x de
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acordo com cada neoplasia de cada paciente. Do total de IM avaliados 86,6% (26/30) dos
pacientes tiveram suas neoplasias com IM considerado baixo, 10 % (3/30) foram classificadas
como IM elevado e apenas 3,4 % (1/30) foram classificadas como baixo IM. Apenas dois
pacientes ndo tiveram o IM das neoplasias avaliado por fatores inerentes ao exame

histopatoldgico (Quadro 6).

N&o houve diferenca estatistica significativa no IM dos dois grupos (p=1). Apenas trés
animais tiveram o IM considerado elevado (Quadro 6). O IM também ndo apresentou

significancia estatistica sob o tempo de sobrevida de ambos os grupos (p= 0,88).
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QUADRO 6- Caracterizacdo dos caes portadores de mastocitoma cuténeo, quanto ao grupo, sexo idade, peso, raca, lesdes alvo, estadiamento, margens cirdrgicas, presenca de metastase regional, classificacdo histopatoldgica, indice mitético e score de fatores progndsticos

negativos, condicao e score de qualidade de vida - pertencentes ao Grupo VP (grupo tratado com vimblastina e prednisona) e LP (grupo tratado com lomustina metronémica e prednisona)

IM Qualidade
AnlmaI/G,rgpo/ Sexo | Idade | Peso Raga Locallzaga_o da Numero Estadiamento | Margens cirargicas Metéastase Histopatol6gico (Baixo/Moderado/Elevado) Score Condicéo | de vida
Prontuario (anos) | (Kg) neoplasia de roanéstico
formacoes (OMS) regional (Paitnaik/Kiupel/Thompson) (campo/40x) P (%_13) (0-30)
ALVP(240792) e v . Gol_de;n viene . la Livres Ausente I1/baixo grau 3
Retrivier :
Vivo 30
American 8
A3VP(241903) M = 31 Pit Bull Genito-perineal 1 Ia Livres Ausente I11/alto grau Elevado- 26/10c eutanasia 23
ito-peri Vvivo
HEVIFEEEDS) F L “le R STz . la Livres Ausente I1/baixo grau Baixo-3/10c 3 29
Cauda/Genito - )
i vivo
ATVP(207738) M ! 113 Pug perineal 2 la Comprometidas/Livres Ausente I1/baixo grau Baixo-1/10c 4
Labrador )
o vivo
ROV EAEAES), M . SElfn || IREUIYIES Jili= . la Livres Ausente Subcuténeo infiltrativo Baixo-2/10c 3 29
la Livres Ausente Subcutaneo circunscrito 3 Vivo 29
Al1VP(215228) | M 10 14.2 SRD Tronco 1
Ila Livres Ausente [1/baixo grau Baixo -2/10c 4 6bito 27
Al13VP(245809) | F 10 26,2 Boxer Tronco 1
Bernese
ALSVP(223476) | F 6 405 MO[l)JQ;aIn Tronco 1 Ila Livres Ausente Subcuténeo infiltrativo Baixo-3/10c 3 vivo 27
la Livres Ausente [1/baixo grau Baixo- 1/10c 4 Vivo 29
Al7VP(248253) | F 5 5,3 SRD Tronco 1
la Livres Ausente [1/baixo grau 4 bito 26
A19VP(250097) | F 10 36,5 | Labrador Tronco 1
la Livres Ausente [11/alto grau Elevado- 9/10c 5 6bito 27
A21VP(248905) | M 13 2,3 | Pinscher Tronco 1
1-11/baixo grau/2-Subcuténeo
A23VP(250592) | F 8 38 Labr_a QOr Tronco/Cervical 2 Ila Livres Ausente combinado Baixo-2/10c 3 vivo 27
Retrivier ventral
Linf cervical s
eutanasia
RS | 4 102 SIRD CHvEEE 1 lla Comprometidas superficial E I1/baixo grau Baixo-1/10c 8 30
Terrier MPE ]E! Livres Ausente Subcutaneo infiltrativo Baixo-3/10c 4 6bito 14
A27VP(250922) | F 9 9,1 | Brasileiro 1
Lhasa MPE la Livres Ausente Subcutaneo combinado Baixo-1/10c 3 Vivo 29
A29VP(252142) | M 3 9,5 apso 1
]
A3LVP(192358) | M 13 4 Pinscher Genito-perineal 1 la Livres Ausente Subcuténeo infiltrativo Elevado- 1/por campo 3 Vivo 19
Poodle la Comprometidas Ausente [1/baixo grau Baixo- 2/10c 3 Vivo 30
A2LP(242962) F 11 6,3 MPD 1
E} Livres Ausente [1/baixo grau Baixo-2/10 ¢ 3 Vivo 24
A4LP(243068) | F 9 91 SRD MTD 2
Boxer la Livres Ausente [1/baixo grau Baixo-1/10 ¢ 5 eutanasia 19
AG6LP(234196) M 12 | 46,3 Tronco 1

Continua no verso
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Fi_Ia_ _ _ la Livres Ausente I1/baixo grau Baixo- 1/10 ¢ 4 Vivo
A8LP(245808) | M 7 66,3 | Brasileiro | Genito-perineal 1 28
Linf. axilar I
ALOLP@RarRR)) | 14 26 | VEIRSITE MTD 1 lla Livres D I/baixo grau Baixo-1/10 ¢ 9 obito o
Ausente I11/alto grau
Al121 P(237262) F 12 10 SRD Genito-perineal 1 la Comprometidas Moderado >2 /5 c 7 6bito
HHHEnEs), F ! A Aprﬂegl(jﬁn ULl Lse . la Livres Ausente I1/baixo grau Baixo <1 /10 ¢ 3 YIve 26
A16LP(247558) | M 10 155 SRD MPE 1 la Comprometidas Ausente Subcuténeo Infiltrativo Baixo -1/10 ¢ 3 YIve 27
MPE/Genito- )
AR | e A SR Relled) 4 Ila Livres Ausente I1/baixo grau Baixo -5/10 ¢ 4 VIve 30
American 1-11/baixo grau/2- Subcutaneo o
A20LP(247195) | M 10 405 | PitBull | MPE/Tronco/MTE 3 Ia Comprometidas Ausente infiltrativo Baixo-2/10 ¢ 5 eutanasia 24
29 An_1erican _Genito- b Livres Ausente I1/baixo grau Baixo -2/10 ¢ 3 Vivo 2
A22 P(251752) | M 12 Pit Bull perineal/cabeca 2
Labrador Linf.cervical o
A24LP(246665) F 10 27| Retrivier MTE 1 Ia Livres superficial E I11/alto grau Baixo-5/10 ¢ 7 eutanasia 25
American .
g LR F e e FBLEL COMIEAZTEE . Ila Comprometidas Ausente I1/baixo grau Baixo0-3/10 ¢ 8 obito 27
Terrier _ _ 1 E} Livres Ausente Subcutaneo infiltrativo Baixo-3/10 ¢ 6 Vivo 19
A28LP(243632) | M 11 11,4 | Brasileiro | Genito-perineal
1e2- ll/baixo grau/3- .
REllHEetlens) | . 6 S¢S MTDI/OI\e/IrI?rI]Ee/glenito- . Ila Livres Ausente Subcutaneo combinado Baixo-2/10 ¢ 5 YIve 27
Linfonodo )
A32LP(251634) | M 8 ! Teckel Cervical ventral 1 lla Comprometidas retrofaringeo I1/baixo grau Baixo-2/10 ¢ 5 VIve 29

M: macho; F: fémea; MTD: membro toracico direito; MTE: membro toréacico esquerdo; MPD: membro pélvico direito; MPE: membro pélvico esquerdo. E: esquerdo; D: direito; a: auséncia de sinais clinicos; b:presenca de sinais clinicos; 1-: formag¢éo nimero um; 2
formag&o nimero dois; 3-: formagao numero trés; >: maior; <: menor; 10c: em 10 campos de 40x; 40x objetiva de 40. Fonte: Servico de Cirurgia de Pequenos Animais-VCI-HOVET-FMVZ/USP. S&o Paulo, 2017
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5.3 SOBREVIDA, TEMPO LIVRE DE RECORRENCIA E SCORE DE
FATORES PROGNOSTICOS NEGATIVOS

A média de sobrevida do grupo VP foi de 404,25 dias (104-815dias) enquanto que a
média de sobrevida do grupo LP foi de 320,25 dias (83-669). Nao houve diferenca estatistica

sobre o tempo de sobrevida de ambos 0s grupos, (teste de Kaplan-Meier/valor de p= 0.662)

Gréfico 1: Estimativa do tempo de sobrevida em rela¢do aos grupos VP e LP segundo

Kaplan-Meier
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o - T
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@ )
- =
o
L]
& ] o |
g ° P =0.662
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Fonte: Servico de Cirurgia de Pequenos Animais-VCI-HOVET-FMVZ/USP. Sdo Paulo,
2017.

Do total de animais, apenas quatro (12,5%) apresentaram metastase em linfonodo
regional, sendo eles dois pacientes em linfonodo cervical superficial, um em linfonodo axilar
e um paciente em linfonodo retrofaringeo. A presenga de metastases regionais ndo mostrou
significancia estatistica sobre o tempo de sobrevida dos pacientes de ambos os grupos (valor
de p =0.5996).
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A média do tempo livre de recorréncia foi superior no grupo VP (216,86 dias
+172,20), sendo que 7 dos 16 pacientes apresentaram recorréncia da doenca (novo noédulo
e/ou metéstase). No grupo LP a média do tempo livre de recorréncia foi menor (165,38 dias +
165,23), sendo que 8 dos 16 animais apresentaram recorréncia. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos de acordo com o tempo livre de recorréncia e o tempo de sobrevida
(p=1). O grafico 2 mostra a curva de Kaplan Meier do tempo livre de recorréncia entre 0s

grupos.

Gréfico 2: Estimativa do tempo livre de recorréncia tumoral entre os Grupos VP e LP

segundo Kaplan-Meier:
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Legenda: Fonte: Servico de Cirurgia de Pequenos Animais-VCI-HOVET-FMVZ/USP. Séo
Paulo, 2017.

Ao todo 11 pacientes vieram a 6bito, em 5 destes, 0 proprietario optou pela eutanasia, ja
gue apresentavam um mau prognostico. Clinicamente foi observado que todos os pacientes
com score prognostico a partir de 5 vieram a ébito exceto por 2 animais, ambos com
mastocitoma subcutaneo (A30LP e A28LP).
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A média do score de fatores prognosticos do Grupo VP foi de 3,94 (DP+1,75)
enquanto que a média do score de fatores progndsticos negativos do grupo LP foi de 5 (DP+
1,87). Néao foram incluidos no estudo pacientes com fatores prognosticos negativos menores
do que 3 e nenhum paciente apresentou score negativo de 11 em diante. Ndo houve
significancia estatistica entre os grupos de acordo com o score de fatores prognésticos
negativos e o tempo de sobrevida dos pacientes (p=0,1012). O grafico 3 mostra a correlacao

do tempo de sobrevida com o score prognostico.

Gréfico 3: Representacdo grafica do tempo de sobrevida correlacionado com o score

de fatores progndsticos negativos dos animais do grupo VP e LP
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Fonte: Servico de Cirurgia de Pequenos Animais-VCI-HOVET-FMVZ/USP. S&o Paulo,
2017.
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5.4. IMUNOHISTOQUIMICA -VEGF, KIT e Ki-67

5.4.1 Avaliacdo da expressdo do VEGF

A avaliacdo imuno-histoquimica do VEGF foi possivel em 13 animais, em todas as
laminas foi possivel observar marcacdo. % (7/13) das amostras apresentaram padrdo de
marcacdo de intensidade leve (+), % (5/13) como intensidade moderada e % (1/13) como
marcacdo forte (+++) (Figura 3). N&o foi observada diferenca estatistica na quantificacdo do
VEGF nos dois grupos (p=0,775), ndo houve significancia entre a expressdo do VEGF e o
score de fatores prognoésticos negativos (p=1) e a expressdo do VEGF e o tempo de sobrevida
nos grupos de estudo (p=0,993).

Figura 3: Padrdes de marcacdo imuno-histoquimica do VEGF

Legenda: Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica do receptor VEGF-A em
mastocitomas cutdneos caninos com contra-coloracdo por hematoxilina. A- Padrdo de
marcacdo de intensidade fraca (+). B- Padrdo de marcacédo de intensidade moderada (++). C-
Padrdo de marcagdo de intensidade forte (+++). Objetiva de 40x. Fonte: MIRANDA, B.C.
Departamento de Cirurgia -VCI, 2017.
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5.4.2 Avaliacéo da expressdo do receptor KIT

A marcacdo imuno-histoquimica para a quantificacdo do KIT foi possivel de ser
realizada nas amostras tumorais de 19 animais, destes 15,7% foram classificados como KIT |
(3/19), 58% (11/19) como KIT Il e 26,3% (5/19) como KIT Il (Figura 4). N&o foi observada
significancia estatistica na quantificacdo da expressdo do KIT nos grupos de estudo
(p=0,966). Nao foi observada significancia estatistica entre a expressdo do KIT e o grau
histopatoldgico dos tumores, entre a expressdo do KIT e o score de fatores progndsticos
negativos e a expressdo do KIT e o tempo de sobrevida nos grupos de estudo (p=0,577;
p=0,966).

Figura 4: Padrdes de coloragdo por imuno-histoquimica do receptor KIT
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Legenda: Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica do receptor KIT com contra-
coloracdo por hematoxilina, em mastocitomas cutaneos caninos. A- Padrdo KIT I:
marcacOes predominantemente em membrana celular. B- Padrdo KIT II: Marcagdo
pontilhada ou em focos no citoplasma. C- Padrao KIT I1l: marcacgdo citoplasmatica difusa.
Objetiva de 40x. Fonte: MIRANDA, B.C. Departamento de Cirurgia- VCI, 2017.
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5.4.3 Avaliacéo do indice de proliferacéo celular Ki-67

O indice de proliferagdo do Ki-67 foi realizado em 16animais. Os pacientes foram
divididos em dois grupos com base no score de ki-67 < 1,8% de nucleos positivos
(MAGLENNON et al., 2008). 37,5% (6/16) apresentaram Ki-67 > 1,8% e 62,5% (10/16)
apresentaram Ki-67< 1,8% (Figura 5).

N&o foi observada significancia estatistica na avaliacdo do Ki-67 entre os dois grupos
e entre 0 grau histopatoldgico dos tumores e a marcacao de Ki-67 e o tempo de sobrevida nos
grupos de estudo (p=0,463; p=0,844). Também ndo diferenca estatistica de acordo com a

expressdo do Ki-67 e o score de fatores prognosticos negativos

Figura 5: Padrdes de coloragdo por imuno-histoquimica do indice de proliferacdo celular Ki-
67
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por hematoxilina em mastocitomas cutaneos caninos. A- com nucleos marcados em menos de
1,8% das células. B- com nucleos marcados em mais de 1,8% das células. Objetiva de 40x.
Fonte: MIRANDA, B.C. Departamento de Cirurgia- VCI, 2017.
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5.5 SINDROMES PARANEOPLASICAS

A trombocitose foi a sindrome paraneoplésica mais observada, acometendo 25 % de
todos o0s pacientes (8/32), seguida da degranulacdo mastocitaria, observada em
aproximadamente 22% dos pacientes (7/32). A anemia (4/32) e a trombocitopenia (2/32)
também foram observadas em um nimero pequenos de pacientes. Do total de animais, 72%
(22/32) ndo desenvolveram nenhum tipo de sindrome paraneoplésica, 9,5% (3/32)
desenvolveram apenas uma sindrome e 18,5% dos pacientes (6/32) desenvolveram duas ou

mais sindromes paraneoplasicas concomitantemente.

Foi observado clinicamente que todos os pacientes que desenvolveram trombocitose

moderada a severa como sindrome paraneoplasica vieram a ébito.

Houve significancia estatistica com relagdo a trombocitose e o tempo de sobrevida
(teste de Wilcoxon/ p= 0.0004989) e também sob a degranulacdo mastocitaria e o tempo de
sobrevida, ou seja, 0s pacientes de ambos 0s grupos que apresentaram degranulacao
mastocitaria ou trombocitose paraneopléasica em alguma fase do tratamento realmente tiveram

uma sobrevida menor (anélise de regressdo de Cox /p=0.0021) (Gréfico 4).

Gréfico 4: Representacdo grafica do tempo de sobrevida de todos os pacientes do

estudo portadores de mastocitoma com trombocitose paraneoplasica presente e ausente.
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Fonte: Servicgo de Cirurgia de Pequenos Animais-VCI-HOVET-FMVZ/USP. Séo Paulo, 2017
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5.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE QUIMIOTERAPICA

Os efeitos adversos observados ao longo de todo o tratamento foram: efeitos sob o
trato gastrointestinal como anorexia e/ou disorexia, diarreia e émese, leucopenia, toxicidade

renal e hepatica e toxicidade dermatologica.

Dos pacientes pertencentes ao grupo VP 62,5% (5/16) apresentaram algum tipo de
efeito adverso. Os efeitos adversos mais frequentes foram sob o trato gastrointestinal sendo a
disorexia ou anorexia, diarreia e vomito, que ocorreu em cinco pacientes (5/16) seguido da

leucopenia ocorrendo em trés animais (3/16).

No grupo LP 50% (8/16) dos pacientes apresentaram algum tipo de efeito adverso,
sendo 0 mais comum o vomito, apenas um paciente apresentou efeitos adversos classificados

em grau I1l. Nenhum paciente desenvolveu leucopenia.

Quanto a toxicidade hepatica, apenas um animal do grupo VP (6,25%) desenvolveu
toxicidade hepatica grau 111 com o aumento da ALT maior do que 3 vezes o valor maximo de
referéncia, porém, foi constatado a necropsia que este paciente apresentava metastase hepatica
oriunda do mastocitoma. Também apenas um (nico paciente do grupo LP (6,25%)
desenvolveu toxicidade hepética de grau | (ALT 224) que foi resolvida apds o término da

quimioterapia.

O efeito adverso dermatologico foi observado em apenas dois animais do grupo VP
(2/16- 12,5%), e classificado como grau | onde houve apenas alopecia em regido de membro
torécico, local onde foi realizada a aplicacdo IV do quimioterdpico. No grupo LP néo foi

observado nenhum tipo de efeito adverso dermatologico.

Em ambos os grupos apenas um paciente (1/32- 3%) desenvolveu toxicidade renal
(A31VP). Em ambos os grupos, nenhum paciente apresentou efeitos adversos grau IV e
também nenhum paciente veio a Obito decorrente dos efeitos adversos causados pela
quimioterapia. Em relagdo a todos os efeitos adversos ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos VP e LP (p = 0,715). A Tabela 2 resume a incidéncia dos graus dos efeitos adversos

observados nos grupos VP e LP.
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Tabela 2 -Incidéncia dos efeitos adversos a administracdo dos quimioterapicos nos grupos VP
e LP de acordo com os critérios de avaliacdo da toxicidade comum adaptada para cdes
(Veterinary Cooperative Oncology Group- VCOG-CTCA- 2011).

Grau Grau Grau Grau Grau
| 1 1] v \V

VP LP VP LP VP LP VP LP VP LP
Efeito Adverso
3/16 - e e e e —— - — —
Leucopenia?
5/16  8/16 1/16  1/16 — — ———- —

Diarreiab
5/16  8/16 1/16 1/16 - _— — —_—
Emese P
5/16  8/16 1/16 1/16  ———- _— —_ —
Disorexia/Anorexia®
----- 1/16 1/16 — — —— -—--
Toxicidade hepéatica®
Toxicidade renal®
2/16 - ——— —— - -—-

Dermatolégico®

a Critérios de toxicidade hematoldgica, ® critérios de toxicidade gastrointestinal, © critérios de
toxicidade hepatica, ¢ critérios da toxicidade renal, ¢ critérios de toxicidade dermatoldgica
(Anexo E). Fonte: Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais- VCI- HOVET — FMVZ/USP.
Séao Paulo, 2016.

5.7 QUALIDADE DE VIDA

Apenas dois, dos responsaveis pelos pacientes ndo responderam o questionario de
score de qualidade de vida ao final do tratamento quimioterapico, todos 0s outros
responsaveis preencheram as 10 questdes com 4 opc¢des de respostas cada, totalizando 30

questionarios respondidos (Questionario em anexo D).

Quanto a pontuacdo do score de qualidade de vida nenhum dos 30 proprietarios
classificaram a qualidade de vida do seu animal durante o processo de quimioterapia como
ruim. (0-10), apenas 4 (13, 4%) responsaveis classificaram a qualidade de vida do seu animal
como regular (11-20) e 26 (86,6%) responsaveis classificaram como boa a qualidade de vida
de seus animais durante o tratamento quimioterapico (21-30). N&o houve diferenca estatistica
sob o score de qualidade de vida de ambos os grupos (Teste de Mann Whitney/p=0,476).
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Quando comparado o score de qualidade de vida e o score de fatores prognosticos
negativos, ndo houve significancia estatistica entre grupos VP e LP (p=0.1012).
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6 DISCUSSAO




74

6 DISCUSSAO

6.1 ESTUDO CLINICO

A realizacao deste trabalho teve como principal objetivo é analisar prospectivamente o
uso da quimioterapia metronémica com lomustina em pacientes com mastocitoma cutaneo,
avaliar seus efeitos adversos, avaliar o tempo de sobrevida e o tempo livre de recorréncia e
compara-la a quimioterapia com vimblastina e prednisona mais comumente selecionada para

o tratamento do mastocitoma cutaneo.

Com base nos critérios descritos, foram incluidos neste estudo 40 mastocitomas de 32
cdes. Nossos resultados clinicos sdo compativeis com dados de literatura. Foi observada uma
pequena predisposicdo sexual entre os machos, representando 51% dos animais do estudo, (17
machos e 15 fémeas) o que corrobora com muitos estudos, incluindo estudos de casuistica
nacional (WELLE et al., 2008; LONDON; SEGUIN, 2003; COSTA-CASAGRANDE, 2008;
MELO, 2013). A idade média dos pacientes é de 9, 5 anos variando de 6 a 14 anos, indo de
encontro com o descrito em literatura (LONDON; THAMM, 2013).

Dé acordo com o padrdo racial, a prevaléncia dos SRD, representados por 21,8% (7/32)
do total de individuos como ja observado em outros estudos (COSTA-CASAGRANDE et al.,
2008; MELO et al., 2012), seguido pelo American Pit Bull com 15,6% (5/32), Labrador
Retriever 15,6% (5/32), Boxer 9,3%(3/32), Pinscher com 6,25% (2/32) e Terrier Brasileiro
6,25% (2/32) e Poodle com 6,25% (2/32).Pacientes das racas Golden Retriever, Bernese
Mountain Dog, Pug, Fila Brasileiro e Yorkshire Terrier, Teckel e Lhasa Apso representam 3,
1% cada (1/16). Pode-se atribuir esse resultado ao baixo nimero de animais incluidos no

estudo.

Quanto a localizagéo das neoplasias 32,5% foram encontradas em regido de membros, o
gue a principio corresponde com estudos anteriores cuja amostra foi proveniente da mesma
Instituicdo, onde a prevaléncia da origem dos mastocitomas foi em membros pélvicos
(COSTA-CASAGRANDE, 2010; MELO, 2013; MACEDO, 2014).
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A citologia aspirativa mostrou grande precisdo diagndstica, sendo compativel com o
histopatolégico em 97,5% (39/40), foi inconclusiva em apenas um caso (2,5%), sendo
sugestiva de neoplasia mesenquimal, porém o exame histopatoldgico revelou um mastocitoma
grau Il pouco diferenciado. Apesar de ter boa precisdo, a citologia aspirativa nao €
recomendada para a determinacdo do grau histolégico do mastocitoma como ja mencionado
anteriormente e afirmado por diversos autores (WELLE et al., 2008; LONDON; THAMM,
2013).

A maioria dos pacientes teve excisdo cirurgica da formacéo realizada com pelo menos
3 cm de margens laterais e um plano profundo, como sugere a literatura (SZENTIMREY,
1998; WEISSE et al., 2002; SIMPSON et al., 2004; DOBSON et al., 2007). Na maior parte
dos casos (87,5%) foram obtidas margens cirargicas livres, o que esta de acordo com 0s
indices encontrados (WEISSE et.al, 2002; SIMPSON et.al, 2004).

Quanto a recidiva local, nenhum paciente teve recidiva local da neoplasia, mesmo
mostrando margens cirdrgicas comprometidas ao exame histopatolégico. O resultado obtido
pode se dar ainda pelo pequeno nimero de pacientes incluidos no estudo. Em seu estudo
retrospectivo Séguin et al., (2001) trataram cirurgicamente 55 cdes, removendo 60
mastocitoma, todos os animais selecionados eram portadores de mastocitoma grau 11, 30 %
das formacdes foram removidas com margens cirurgicas comprometidas, porém apenas 5 %

dos tumores tiveram recorréncia local.

Em um estudo prospectivo 59 animais de um total de 280 pacientes apresentaram
maultiplos tumores ou seja aproximadamente 21% dos pacientes, o0 que corrobora
perfeitamente com 0s nossos dados, neste estudo ainda, afirma-se que goldens retrievers e
labradores tem um pior prognéstico. (MURPHY et al., 2006). Em nosso estudo apenas um
unico animal da raca labrador veio a ébito por mastocitoma grau Ill/alto grau de um total 5
pacientes pertencentes ao estudo, isso se deve provavelmente ao baixo numero de pacientes

incluidos no estudo.
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6.2 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E iNDICE MITOTICO (IM)

Quanto a classificacdo histopatologica dos tumores estudados a maioria das formacgoes
apresentou uma graduacdo intermediaria: 67,5% (27/40) como grau Il/baixo grau
(Patnaik/Kiupel) o que também estd caracterizado em literatura, onde a maior parte dos
mastocitomas estudados é caracterizado como de graduacao intermediaria (ZEMNKE et al.,
2002; STREFEZZI et al., 2003; SIMPSON et al., 2004; WEBSTER et al, 2008).

Segundo London & Thamm (2013) 20 a 30% dos mastocitomas séo grau Ill/alto grau.
Em nosso estudo encontramos apenas 7,5% das neoplasias possuiam esta classificacao
histopatolégica, indo de encontro com o0 mesmo encontrado por outros autores
(SCHULTHEISS et al., 2011), isso provavelmente se deve ao nimero de pacientes incluidos
neste estudo. Dez pacientes apresentaram mastocitoma do subcutdneo de acordo com a

classificacdo de Thompson et al. (2012) representando 25% do total de pacientes.

Esses achados reforgcam a necessidade de utilizacdo de outros marcadores como Ki-67
e KIT na avaliagio e determinacdo do prognostico desses pacientes (COSTA-
CASAGRANDE, 2010; MACEDO, 2014).

O IM ¢é considerado um fator prognéstico, de acordo com alguns autores, pacientes
que apresentem indice mitdtico maior ou igual a 5, tem um progndstico reservado e menor
tempo de sobrevida, independente do grau histopatoldgico e pacientes que apresentem IM
maior ou igual a 7 sdo pacientes candidatos a apresentarem recorréncia da neoplasia (KIUPEL
et al., 2011; BLACKWOOD et al., 2012). Em nosso estudo dos 11 pacientes que vieram a
Obito, 8 foram decorrentes de efeitos sistémicos do mastocitoma e suas metastases, todos 0s
pacientes que apresentaram IM moderado (>2/5campos) e elevado (1 a 9 por campo ou mais)
vieram a 6bito, o que corrobora com os dados encontrados por também por outros autores
(ROMANSKI et al., 2007; KIUPEL, et al., 2011)
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6.3 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA: QUANTIFICACAO DO VEGF, KIT e Ki-
67

O VEGF é uma molécula pr6é angiogénica, ou seja, é ela que inicia 0 processo de
neoangiogénese. Em neoplasias malignas, as células tumorais podem apresentam receptores
de VEGF, tendo seu aporte vascular garantido para o crescimento e evasdo tumoral. Alguns
autores ja relataram a expresséo do VEGF aumentada em mastocitoma cutaneos,
correlacionando a marcagdo imuno-histoquimica com o prognostico (Amorim et al.; 2009).
Em nosso estudo, ndo encontramos essa correlacdo estatistica entre prognostico e expresséo

do VEGF, isso pode ter se apresentado devido ao pequeno nimero de neoplasias envolvidas.

Apesar de a avaliacdo da marcacdo do indice de proliferacdo celular Ki-67 néo ter
apresentado significancia estatistica em nosso estudo outros autores ja& comprovaram sua
relevancia sobre o prognostico (MAGLENNON et al., 2008). Provavelmente obtivemos estes
resultados devido ao pequeno nimero de pacientes. Dividimos a avaliacdo do Ki-67 em dois
grupos, pacientes com marcagdo menor do que 1,8% de células por campo (40x) e animais
com marcagdo maior do que 1,8% de células por campo (40x), porém outros autores também
classificam estes animais em grupos de pacientes com menos de 23 células marcadas em até
10 campos e mais de 23 celulas em até 10 campos de 40x, correlacionando esta infomacéo
com o prognostico desses pacientes, sendo assim animais com mais de 23 células marcadas
por campo tem um mau prognostico, mesmo tratando-se de pacientes portadores de
mastocitoma grau Il/baixo grau (WEBSTER et al, 2007).

Segundo Salasuta et al. (2014) a marcagdo do KIT | foi a mais encontrada
representando 92% do total de todas as marcagdes do KIT em 16 pacientes e a marcagdo do
padrdo KIT Il ndo foi encontrada em nenhum paciente deste estudo. Em nosso estudo
encontramos proporcdes bem diferentes ja que a marcacdo predominante foi a de KIT padrdo
Il representando 58% (11/19) do total de pacientes, como KIT 111 26,3% (5/19) e KIT 1 15,7%
(3/19). Estes dados podem ter sido influenciados pelo numero de pacientes inclusos neste
estudo, porém corrobora com os dados de outro estudo da mesma instituicio (MACEDO,
2014).
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6.4 QUIMIOTERAPIA ADJUVANTE

O protocolo de quimioterapia metronémica instituido foi baseado em um Unico estudo
realizado em literatura por Tripp et al. (2011) na dose de 2,84 mg/m? no tratamento de 13
tipos de neoplasias malignas em cées, porém apenas um paciente era portador de mastocitoma
cutdneo. No momento ndo existem trabalhos nacionais e internacionais com o uso deste
protocolo para pacientes portadores de mastocitoma cutdneo ou outras neoplasias, para que
possamos comparar nossos dados com relacdo ao tempo de sobrevida e tempo livre de

recorréncia.

Bracha et al. (2014) fizeram uso da quimioterapia metrondmica com ciclofosfamida
associada a quimioterapia em DMT com doxorrubicina em 14 cdes com osteossarcoma axial.
O grupo submetido a quimioterapia metronémica associada a doxorrubicina, apresentou
tempo de recorréncia e tempo de sobrevida maior que o grupo submetido apenas a
qguimioterapia em DMT com doxorrubicina e carboplatina. Isso nos faz pensar que a
associacao da quimioterapia metronémica a quimioterapia DMT pode trazer ao paciente um
maior controle das metéstases a distancia, principalmente para pacientes que ndo tem
indicacdo de serem submetidos a outro procedimento cirdrgico. Até o momento nao
possuimos estudos de casuista nacional e internacional associando a quimioterapia
metrondmica com lomustina a quimioterapia em DMT para pacientes com mastocitoma

cutaneo.

Devemos considerar que a quimioterapia metrondmica causou pougquissimos efeitos
hepatotoxicos quando comparada aos efeitos de hepatotoxicidade obtidos por outros autores
com a quimioterapia com lomustina em DMT (KRISTAL et al., 2004; HEADING,;
BROCKLEY; BENNET, 2011). Com isso a quimioterapia metrondmica com lomustina pode
ser uma nova opcao terapéutica para pacientes que ndo tém possibilidade de receber a terapia

com lomustina em DMT.

Em nosso estudo, foram encontrados tanto para a quimioterapia em DMT com
vimblastina quanto para a quimioterapia metronémica, resultados similares aos ja reportado

por outros autores. A quimioterapia metrondmica apresentou principalmente efeitos adversos
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classificados como grau | e Il (LANA et al, 2007; ELMSLIE et al, 2008; LEACH et al.,
2011).

CAHALENE et al. (2004) sugerem que a quimioterapia com lomustina em DMT seja
feita exclusivamente para pacientes com mastocitoma grau Ill, apesar de a lomustina ter
oferecido uma resposta terapéutica de 42%, isso se deve a sua hepatotoxicidade. A
quimioterapia metronémica com lomustina pode ser uma opcao para a hepatotoxicidade, ja
que observamos que apenas um paciente desenvolveu hepatotoxicidade de grau I com uso da

terapia metronémica, que apds o término voltou a ter indices normais de ALT.

Blackwood et al., 2012 referem que animais portadores de mastocitoma grau Il/baixo
grau com margens cirurgicas comprometidas devem ser submetidos a uma nova cirurgia e
encaminhados a quimioterapia adjuvante ou radioterapia, quando o linfonodo regional do
paciente estd acometido a quimioterapia deve sempre ser considerada. A quimioterapia
isolada deve sempre ser considerada quando ainda h& doenca microscépica residual e uma

nova cirurgia e a radioterapia ndo sao possiveis.

6.5 SOBREVIDA, TEMPO LIVRE DE RECORRENCIA E SCORE DE
FATORES PROGNOSTICOS NEGATIVOS

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos com relacdo ao tempo de sobrevida,
infelizmente ndo possuimos outros estudos prospectivos com uso da quimioterapia
metrondémica com lomustina em cdes com mastocitoma, com 0s quais podemos comparar
estas informacdes, porém estes dados podem ter sido obtidos devido ao pequeno nimero de
pacientes inclusos neste estudo. Além disso, mesmo tentando randomizar 0s grupos, o grupo
LP teve mais pacientes com fatores progndsticos negativos e mais pacientes com
estadiamento 111 e menor tempo de sobrevida, o que pode ter contribuido para uma sobrevida
global menor do grupo LP em relacdo ao grupo VP. A sobrevida de ambos os grupos foi
muito semelhante a encontrada por outros autores, (CAMPS-PALAU, et al., 2007; VICKERY
et al., 2008; COOPER; TSAI; BENETT, 2009; RASSINICK et al., 2010).

A presenca de metastases regionais ndo mostrou significancia estatistica sobre o tempo

de sobrevida dos pacientes, provavelmente pelo nimero de animais inclusos no estudo.
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Segundo outros estudos realizados, metéstases em linfonodos regionais mesmo com
quimioterapia e radioterapia adjuvante ao procedimento cirdrgico podem diminuir
drasticamente o tempo de sobrevida (SCHULTHEISS et al., 2011; BLACKWOOD et al.,
2012). Clinicamente todos os pacientes que desenvolveram metastases regionais em nosso

estudo vieram a ébito.

Quanto ao tempo livre de recorréncia, em nosso estudo nenhum paciente apresentou
recorréncia da neoplasia no mesmo local de origem, porém apresentaram metastases a
distancia, metastases regionais ou até mesmo o surgimento de novo mastocitoma cutaneo em
em outra localizagdo, tudo dependendo do estadiamento de cada paciente, com isso 0 tempo
livre de recorréncia do grupo VP foi préximo de 216 dias e do grupo LP de 165 dias. Segundo
SCARPA et al. (2012) o tempo livre de recorréncia de pacientes com mastocitomas excisados
com margens livre pode chegar a 429 dias e neoplasias excisadas sem margens livres pode
chegar a 285 dias.

Quanto ao score de fatores progndsticos negativos, foi observado clinicamente que
todos os pacientes com score a partir de 5 vieram a Obito, apesar de ndo ter havido
significancia estatistica do score prognoéstico com o tempo de sobrevida, provavelmente
devido ao pequeno numero de animais incluidos em nosso estudo. Isso nos leva a pensar que
clinicamente, pacientes com esse score tenham indicacdo de realizar a quimioterapia. Esse
fato nos mostrando como realmente 0 mastocitoma grau Il pode ter um comportamento
clinico imprevisivel, fazendo-se necessario o uso de meios além do exame histopatoldgico,
como por exemplo a imuno-histoquimica, o IM e até mesmo o score de fatores prognésticos
para predizer seu comportamento clinico. Segundo SEGUIN et al. (2001) pacientes com

mastocitoma grau Il com margens livres ndo tem obrigatoriedade de realizar quimioterapia.

A retirada com margens livres de mastocitomas localizados em regido perianal e
inguinal ndo é um indicador de bom progndstico e pode fazer metéstases regionais e a
distancia segundo CAHALANE et al. (2004), apesar de termos um pequeno numero de
animais incluidos em nosso estudo, isto também foi observado, por isso a localizacéo primaria

da neoplasia foi considerada um dos pontos do score progndstico.
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6.7 SINDROMES PARANEOPLASICAS

A trombocitose foi a sindrome paraneoplésica mais frequente, apresentou boa
significancia estatistica em relacdo ao tempo de sobrevida de ambos os grupos (p=
0.0004989). Os pacientes que apresentaram trombocitose moderada (a partir de 750.000) a
severa (acima de 900.000) tiveram um mau prognostico e todos vieram a Obito em
decorréncia dos efeitos sisttmicos do mastocitoma. As sindromes paraneopléasicas ja foram
descritas como contribuintes de um prognostico reservado, porém a anemia e a degranulacao
mastocitaria sempre foram as sindromes mais evidentes em outros estudos prospectivos e

retrospectivos.

A trombocitose pode desencadear um quadro de hipercoagulabilidade levando a
coagulacdo intravascular disseminada (CIVD), que também é uma sindrome paraneoplasica.
A CIVD ¢é relatada em casos de hemangiossarcoma esplénico, carcinoma mamario
inflamatorio e carcinoma de tiredide, infelizmente ndo conseguimos comprovar ao exame pés
mortem achados compativeis com CIVD decorrente dos efeitos sistémicos do mastocitoma,
porém, isto pode ter se apresentado devido ao pequeno nimero de pacientes inclusos neste
estudo e também por que alguns animais ndo foram destinados a necropsia, por motivos

inerentes ao proprietario.

A degranulacdo mastocitaria foi observada também com certa frequéncia, 22% de
todos os pacientes a desenvolveram em alguma fase do tratamento, influenciando
significativamente sobre o tempo de sobrevida, dados que corroboram com outros estudos, ja
que é sabido que a acdo das aminas vasoativas pode levar a choque hipotensivo,
broncoespasmos, émese e diarreia profusas com intensa perda de eletrélitos (FOX, et al.,
1990)

A anemia ocorreu em poucos pacientes e geralmente associada a uma segunda
sindrome paraneoplésica. Pacientes que apresentam anemia e cancer possuem prognostico
reservado. A anemia pode ter varias origens também € denominada sindrome anémica
associada a citocinas ou anemia do cancer, com isso um Unico paciente pode ter mais de uma
forma de anemia envolvida, que pode ser por sequestro de ferro, diminuicdo da meia vida dos
eritrocitos, deficiéncia de producdo de eritropoetina pela agdo de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-
alfa).
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6.8 AVALIACAO DA QUALIDADE DE VIDA

O questionario de qualidade de vida modificado de YASBEK & FANTONI, 2005 teve
0 intuito de mensurar a qualidade de vida dos pacientes durante o processo de quimioterapia.
O questionario original de YASBEK & FANTONI (2005) tem o intuito de mensurar a
qualidade de vida principalmente avaliando a dor causada pela evolucdo do cancer,
principalmente formag6es inoperaveis, com isso avaliagdo dos efeitos adversos causados pela
quimioterapia e o comportamento do paciente durante a quimioterapia ndo eram avaliados,

por isso observamos a necessidade de fazer os questionarios voltados para este fim.

Vimos que é importante mensurar, mesmo que de forma subjetiva a qualidade de vida
do paciente submetido a quimioterapia, em forma de score essa mensuracdao se torna mais
visivel ao proprietario, passando uma conotacdo positiva a respeito da quimioterapia e que €
possivel ter uma boa qualidade de vida em tratamento. Do total de todos os proprietéarios
responsaveis pelo tratamento de seus animais 30 (93,7%) responderam ao questionario
modificado de qualidade de vida para pacientes submetidos a quimioterapia para
mastocitoma, destes, aproximadamente 86% (26/30) consideraram a qualidade de vida do seu
animal como boa durante o periodo de quimioterapia. Com isso conseguimos avaliar que o

proprietario ndo associou a quimioterapia a uma piora da qualidade de vida do seu animal,

N&o houve diferenca estatistica sobre os dados do questionario de qualidade de vida
dos grupos LP e VP. Infelizmente, até 0 momento ndo possuimos estudos realizados
exclusivamente com pacientes portadores de mastocitoma para a comparagédo destes dados.

O protocolo de quimioterapia metrondmica teve boa adeséo dos proprietarios, devido a
praticidade de administracdo, baixo custo de adesdo e maior tempo de intervalo entre 0s
exames complementares de hemograma e bioquimica sérica. O protocolo de quimioterapia
com vimblastina em DMT também teve boa adesdo dos proprietarios apesar de necessitar de
uma maior frequéncia ao hospital devido a forma de administracdo da medicacdo, maior custo
do tratamento e menor intervalo entre os exames complementares de hemograma e

bioquimica sérica.

Até o momento ndo foram publicados estudos que se referissem U(nica e
exclusivamente a qualidade de vida dos pacientes portadores de mastocitoma, porém, assim

como pacientes portadores de outras neoplasias inoperaveis, animais com mastocitoma em
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estadiamentos avancados, podem ter indicagdo de eutanasia devido as metéstases causando
disfuncéo orgénica ou sindromes paraneoplésicas graves (BLACKWOOD et al., 2012).

Podemos supor que o questionario de qualidade de vida fez com que a maioria dos
responsaveis pelos animais conseguiram distinguir os efeitos da quimioterapia da evolugdo
natural da neoplasia e de suas metastases, jA& que apenas % optaram por ndo realizar

quimioterapia em seu animal se fosse necessario.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

A quimioterapia metrondmica com lomustina e prednisona ndo proporcionou
superioridade do tempo de sobrevida e do tempo livre de recorréncia tumoral
comparada aos animais tratados com vimblastina e prednisona. O estadiamento
tumoral e o nimero de pacientes tratados neste estudo pode ter influenciado este
resultado.

A quimioterapia metronémica foi bem tolerada pelos pacientes e foi considerada
de facil adesdo do proprietario.

A trombocitose foi a sindrome paraneoplasica mais frequente, e sua presenca
acarretou em mau progndstico e menor tempo de sobrevida nos pacientes que a
desenvolveram.

A quantificacdo do receptor KIT, do indice de proliferacdo celular Ki-67 e do
VEGF, por imuno-histoquimica ndo mostrou associacdo com 0 grau
histopatol6gico dos tumores e com o tempo de sobrevida dos pacientes.
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Anexo A: Termo de consentimento livre e esclarecido. Servico de Cirurgia de Pequenos
Animais -VCI-HOVET-FMVZ/USP, 2016.

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO
LINOME: ..o eeeeee e eeeeee e se e ees e s e ee e e esereees
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N: w..ovoeooereeeeeereeseeeeeessesseeeeeso SEX:M [ FC
DATA DE NASCIMENTO: .......J...cod......
ENDEREGO: w.cvvecoooeeeeeeoeeeeeeeeee e eeeeeeeeee s esese s seess e sses et ees e e s
Y (=210 o107 o)
&3 =T Q= = 0] N = (R W

DADOS DE IDENTIFICACAO DO ANIMAL

2. NOME DO ANIMAL E/OU NUMERO DE REGISTRO (TATUAGEM, MICROSHIP,
BRINCO)

ESPECIE: ...cooevererereaen, RACA: ... PELAGEM: ..o,
SEXO: i DATA DE NASCIMENTO: ...
DADOS SOBRE A PESQUISA

3. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA
Quimioterapia metrénomica como tratamento adjuvante para 0 mastocitoma cutaneo em cées

Pesquisador: M.V. Bruna de Castro Miranda Cargo/Funcdo: Mestranda CRMV-SP:25.293
4. DEPARTAMENTO DE CIRURGIA -Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais
5. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO[]
RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR[]
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6. DURACAO DA PESQUISA: Até dezembro de 2016

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO

Nosso estudo tem como objetivo analisar prospectivamente o uso da quimioterapia
metronémica (em subdoses) com lomustina em pacientes com mastocitoma cutdneo em uma
fase pds operatéria e avaliar seus efeitos adversos e sua acdo terapéutica, comparando sua
eficacia ao protocolo convencional com vimblastina e prednisona.

A administracdo de lomustina em subdoses por via oral tem o intuito de ser um protocolo
quimioterapico de facil execugdo e com poucos efeitos adversos, oferecendo um risco minimo
ao paciente. O mastocitoma cutdneo em cdes pode causar metastases regionais e a distancia,
com isso a quimioterapia é rotineiramente utilizada para a tentativa do controle destas
metéstases, conferindo aos pacientes um maior tempo de sobrevida.

Os procedimentos que serdo realizados no seu animal serdo coletas de sangue e a
administracdo da quimioterapia por via endovenosa (com vimblastina) ou por via oral (com
lomustina) além de a administracdo de um antiinflamatério esteroidal (prednisona). Exames
de imagem também serdo solicitados para pesquisa de metastase (ultrassonografia abdominal
e radiografias toracicas quando necessario) a cada 2 a 3 meses a principio, podendo ser
estendidos a cada 6 meses dependendo da evolugdo clinica do paciente.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa ou
mesmo & profissionais do Servico de Cirurgia para esclarecimento de eventuais duvidas e
auxilio se necessario. O principal pesquisador é a Dr. Bruna de Castro Miranda que pode ser
encontrada no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria, Departamento de
Cirurgia. Telefone: 3091-1229.

E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do tratamento do animal na
Instituicdo.

As informacdes obtidas (relativas tanto ao proprietario quanto ao animal) serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum animal ou
proprietério.

O Pesquisador se compromete a utilizar os dados e material coletado somente para esta
pesquisa ou apds a aprovacdo da CEUAVET.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito de tudo que li ou que foi lido para
mim, descrevendo a “Quimioterapia metronomica como tratamento adjuvante para 0
mastocitoma cutaneo em caes”.

Eu declaro que discuti com a Dr. Bruna de Castro Miranda sobre a minha decisdo em incluir
meu animal nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados em meu animal, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimento permanentes. Concordo voluntariamente que meu
animal participe deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
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antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que
meu animal possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Data / /

Nome e assinatura do proprietario ou responsavel

(caso seja o responsavel, descrever o vinculo)

Data [ !

Nome e Assinatura da Testemunha

para casos de proprietarios analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva
ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste proprietério para a participacao de seu animal neste estudo.

Data / /

Nome e assinatura do responsavel pelo estudo
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Anexo B- Questionario de efeitos adversos modificado de Manole et al., 2011.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
SERVICO DE CIRURGIA DE PEQUENOS ANIMAIS-HOVET

Nome do animal N° de registro

Protocolo de quimioterapia utilizado:

Questionario de avaliacio da toxicidade gastrointestinal em cées submetidos a quimioterapia
como tratamento adjuvante do mastocitoma canino

(modificado de Malone et al., 2011)

Assinale a alternativa que melhor descreve e aponte se necessario as alteragdes que seu animal
apresentou pés tratamento quimioterapico:

1- Como esta o apetite do seu animal desde a Gltima sessdo?
a) Normal (va direto para a questdo 3)
b) Aumentado
¢) Come normalmente, porém é preciso incentiva-lo a comer ou mudar a dieta
d) Diminuido por 1-2 dias
e) Diminuido por 3-5 dias
f)  Diminuido por 6 dias ou mais

2- Se o seuanimal teve o apetite diminuido:

a- Como foi tratado?

b- Por quanto tempo foi necessério o tratamento?

3 O seuanimal teve algum episddio de vomito desde a Gltima sessdo?
a) Nao (va direto para a questdo 9)
b) Sim
c) Nao sei

4 Quantas vezes ele vomitou?
a) 1-2vezes
b) 3-5vezes
c) 6 vezes ou mais
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11

12

Se 0 seu animal teve vomito:
a) Como foi tratado?

100

b) Por quanto tempo foi necessario o tratamento?

Por quanto tempo o vomito persistiu?
a) 1ldia

b) 2-4dias

c) 5 dias ou mais

Se o0 seu animal vomitou mais de 1 vez, qual foi o intervalo de tempo entre os vémitos?

a) Menor ou igual a 15 minutos de intervalo
b) Mais de 15 minutos de intervalo
¢) Com uma hora ou mais de intervalo

Quanto tempo apos a Ultima sessdo comegou 0 vomito?
a) Horas

b) 1dia

c) 2-3dias

d) 4 dias ou mais

Descreva as fezes do seu animal desde a Ultima sessdo

a) Normais
b) Amolecidas
¢) Diarreia

Se 0 seu animal teve diarreia:
a) Como foi tratada?

b) Por quanto tempo foi necessario o tratamento?

Quantas vezes ao dia seu animal teve diarreia?
a) Uma

b) Duas

c) 3-6vezesao dia

d) 7 vezes ao dia ou mais

Quanto tempo ap6s a Ultima sessdo comegou a diarreia?
a) Horas

b) 1dia

c) 2-3dias

d) 4 dias ou mais
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Anexo C- Questionario para a avaliacdo da qualidade de vida dos animais do Grupo VP e LP.

Nome do animal N° de registro

Protocolo de quimioterapia utilizado:

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
SERVICO DE CIRURGIA DE PEQUENOS ANIMAIS-HOVET

Questionario para avaliagdo da qualidade de vida em cades submetidos a quimioterapia como
tratamento adjuvante do mastocitoma canino (Modificado de Yasbek & Fantoni, 2005)

1-

Vocé acha que o cancer atrapalhou a qualidade de vida do seu animal?
0 ( ) muitissimo

1( ) muito

2 () umpouco

3( )ndo

Como ficou o comportamento do seu animal durante a quimioterapia
0 ( ) totalmente alterado/sinais de agressividade

1 ( ) totalmente alterado/assustado todo o tempo

2 () pouco alterado

3( )normal

Como ficou o apetite do seu animal durante a quimioterapia
0( )ndocomeu

1 ( ) s6 comeu forcado/s6 o que gosta

2 () comeu sozinho mas comeu pouco

3( ) Normal

O seu animal teve vomitos durante a quimioterapia?
0 ( ) por todo o tratamento

1 ( ) frequentemente

2 () raramente

3( )ndo

Como ficaram as fezes do seu animal durante a quimioterapia?
0 ( ) diarreia constante

1( ) diarreia esporadica

2 () fezes pastosas

3( )normal
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O seu animal continuou fazendo as coisas que gosta durante a quimioterapia (brincar,
passear?)

0( )ndo

1( )raramente

2 () frequentemente

3 ( ) normalmente

Como ficou o sono do seu animal durante a quimioterapia
0 ( ) muito sonolento

1( ) ruim/ndo dormia

2( )bom

3( )normal

Quanta atencdo seu animal deu a familia enquanto estava sendo tratado com quimioterapia?
0 ( ) estava indiferente

1 ( ) deu pouca atengéo

2 () aumentou muito (caréncia)

3 ( ) ndo mudou /ficou normal

Quanto vocé acha que a quimioterapia atrapalhou a qualidade de vida do seu animal?
0 ( ) muitissimo

1( ) muito

2 ( ) pouco

3 ( ) ndo atrapalhou

Se fosse necessario vocé submeteria seu animal novamente ao tratamento com quimioterapia?
0( )ndo

1( )ndosei

2( )talvez

3( )sim
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Anexo D- Critérios de avaliagdo da toxicidade comum adaptada para caes (Veterinary
Cooperative Oncology Group- VCOG-CTCA- 2011).

*Neutrofilia-grau | (1.500 -2.999 neutrofilos/pL); grau 11 (1.000-1.499 neutrofilos/pL); grau
I11 (500-999 neutréfilos/uL); grau IV (<500 neutréfilos/ulL).

Trombocitopenia- grau I (< 100.000 plaquetas/uL); grau II (50.000- 99.000 plaquetas/pL);
grau 11 (25.000- 49.000 plaquetas p/L); grau IV (< 25.000 plaquetas W/L); grau V (6bito).

b Critérios de toxicidade gastrointestinal: grau I (necessidade de dieta palatavel para manter o
apetite; episddios <3 vomitos em 24 horas; duas defecagdes a mais que o normal/dia); grau I
(disorexia > 3 dias; 3-5 episodios de vomito em 24 horas ou > 3 episodios/dia por 2 mas > 5
dias; 2-6 defecacOes a mais/dia); grau Il (anorexia 3-5 dias com perda de peso, >5 episddios
de vomito em 24 horas ou vomito > 4 dias; mais de 6 defecacdes a mais que o normal/dia);
grau IV (anorexia > 5 dias; vomito ou diarreia profusos); grau V (6bito).

¢ Critérios de toxicidade hepatica: grau | (aumento de 1,5x o limite normal de ALT); grau Il
(aumento de 1,5-4x o valor normal de ALT); grau Il (4.0 -10x o valor normal de ALT); grau
IV (> 10x o valor normal de ALT).

¢ Critérios da toxicidade renal: creatinina- grau | (aumento de 1,5 x o limite normal); grau Il
(aumento de 1,5-2 x o limite normal); grau Il (aumento de 2-3x o limite normal); grau IV
(aumento > 3x o limite normal); grau V (6bito).

¢ Critérios de toxicidade dermatologica: Alopecia grau | (aumento do eflavio,
hipotricose/alopecia focais) grau 1l (hipotricose/alopecia generalizada).
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