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RESUMO

ESTUDO RETROSPECTIVO, iNDICE AgNOR E NIVEIS SERICOS DE VITAMINA
D EM CAES COM MASTOCITOMA

AUTOR: Thais Rapachi Mann
ORIENTADOR: Cinthia Melazzo de Andrade

Mastocitomas séo proliferacdes neoplasicas de mastécitos, de etiopatogénese
desconhecida, que representam até 21% de todos os tumores cutaneos caninos. Este
tumor possui uma grande variedade de apresentacdes e comportamentos bioldgicos,
0S quais vao desde benignos a extremamente agressivos levando a metastase e
morte. A identificacéo citolégica do mastocitoma um método bastante recomendado
para deteccao inicial do tumor, é de baixo custo, pode ser realizada com o animal
consciente e permite suspeitar de um tumor de alto grau conforme as caracteristicas
celulares. Além da graduacédo histolégica, que é o padrdo-ouro para estabelecer o
prognéstico do mastocitoma, marcadores adicionais sdo recomendados, como a
contagem de AgNOR, um indicador de proliferacdo celular. Adicionalmente, alguns
estudos enfocam a relacdo entre mastocitoma e vitamina D, uma vez que
mastocitomas expressam receptores de vitamina D (VDR). Assim, a finalidade desta
pesquisa € caracterizar a ocorréncia de mastocitoma canino diagnosticado por exame
citolégico na regido de Santa Maria/RS, descrever um protocolo para determinacéo
de indice AQNOR em amostras citolégicas de mastocitoma e investigar a relacéo entre
niveis de vitamina D e indice AQNOR em cédes com este tumor, visto que o indice
AgNOR ja é consolidado como marcador progndstico para o mastocitoma e a vitamina
D vem sendo apontada como alvo de intestigacado neste tumor. Em relacdo ao perfil
de ocorréncia do mastocitoma canino, neste trabalho encontraram-se resultados
semelhantes aos descritos na literatura, com algumas particularidades referentes a
racas e achados clinico-patologicos, permitindo o direcionamento para suspeita de
mastocitoma e planejamento de intervencgdes terapéuticas mais adequadas para cada
caso. Referente ao indice AgQNOR, foi especificado um protocolo adaptado, a partir de
técnicas ja descritas, aplicavel a amostras citolégicas. Também pode-se observar que
a vitamina D e o indice AQNOR em caes com mastocitoma estéo correlacionados de
forma negativa e moderada (P=0,011), sugerindo-se que o0s niveis de vitamina D
sejam avaliados nos caes com este tumor. Em adicdo, estudos de acompanhamento
de cdes com mastocitoma e monitoramento de seu tempo de sobrevida sao
necessarios para que a dosagem de vitamina D possa ser proposta como marcador
prognaéstico e agente terapéutico para esta neoplasia.

Palavras chave: mastocitoma, cées, citopatologia, AQNOR, vitamina D.



ABSTRACT

RETROSPECTIVE STUDY, AGNOR INDEX AND SERUM LEVELS OF VITAMIN D
IN DOGS WITH MAST CELL TUMOR

AUTOR: Thais Rapachi Mann
ORIENTADOR: Cinthia Melazzo de Andrade

Mast cell tumors (MCT) are neoplastic tumors of mast cells of unknown
etiopathogenesis, representing up to 21% of all canine cutaneous cancers. This tumor
varies widely in biological presentations and behaviors, ranging from benign to
extremely aggressive, leading to metastasis and death. The cytological identification
of MCT is a highly recommended method for initial detection of the tumor, it is
inexpensive, can be performed with conscious animal and allows to suspect a tumor
of high degree according to the cellular features. In addition to the histological grading,
which is the gold standard for establishing the prognosis of MCT, additional markers
are recommended, among them the AgNOR count, an indicator of cell proliferation.
Additionally, some studies focus on the relationship between MCT and vitamin D, since
mast cell tumors express vitamin D receptors (VDR). Thus, the aim of this research is
to characterize the occurrence of canine MCT diagnosed by cytological examination in
the region of Santa Maria/RS, to describe a protocol for determining AQNOR index in
cytological samples of MCT and to investigate the relationship between vitamin D
levels and AgNOR index in dogs with this tumor, since the AgNOR index is already
consolidated as a prognostic marker for mastocytoma and vitamin D has been reported
as a target for MCT management. Regarding to the occurrence profile of this tumor,
we found results similar to those described in the literature, with some peculiarities
referring to breeds and clinicopathological findings, allowing to suspected of MCT and
planning more appropriate therapeutic interventions for each case. Referring to the
AgNOR index, a protocol adapted from techniques already described was applied to
cytological samples. Also has been observed that vitamin D and ANOR index in dogs
with MCT are negatively and moderatelycorrelated (P=0,011), suggesting that vitamin
D levels can be measured in dogs with this tumor. In addition, follow-up studies of dogs
with MCT and monitoring their outcoming are necessary, so that the vitamin D can be
proposed as a prognostic marker and therapeutic agent for this neoplasm.

Keywords: mast cell tumor, dogs, cytopatjology, AQNOR, vitamin D.
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1 INTRODUCAO

Mastocitomas sao proliferacbes neoplasicas de mastocitos, 0s quais sao
células redondas, possuem nucleo redondo a oval e granulos citoplasmaticos que se
coram com corantes como azul de toluidina, Giemsa, e azul de metileno, por afinidade
destes corantes basicos pelos proteoglicanos acidos contidos nos granulos de
mastocitos. Alguns destes corantes exibem cor diferente quando ligados aos granulos,
de modo que muitas vezes sdo chamados de metacrométicos (LONDON; SEGUIN,
2003; BLACKWOOD et al., 2012; COWELL; VALENCIANO, 2014).

Os mastdcitos séo derivados de células precursoras da medula éssea. Eles
partem da medula 6éssea em um estado imaturo e migram para muitos tecidos,
particularmente aqueles que tem contato primario com antigenos estranhos (por
exemplo, pele, trato respiratorio e gastrointestinal), onde, em seguida amadurecem
em mastocitos teciduais. As citocinas importantes no desenvolvimento e maturacao
dos mastécitos incluem interleucinas IL-3, IL-6, IL-4, e “stem cell fator” (SCF, c-kit)
(AUSTEN; BOYCE, 2001; LONDON; SEGUIN, 2003).

Na maioria das espécies, processos neoplasicos que envolvem mastdcitos sao
relativamente incomuns. No entanto, os tumores de mastocitos ocorrem com
freqiéncia em animais de companhia, representando até 21% de todos os tumores
cutaneos caninos. Embora os mastocitos normalmente sejam encontrados em
abundéancia nos pulmdes e trato gastrointestinal, a grande maioria dos mastocitomas
no cao ocorre na derme e no tecido subcutaneo. Raramente, mastocitomas primarios
podem estar presentes em outros locais, tais como a cavidade oral, orofaringe, laringe
e trato gastrointestinal. O mastocitoma visceral envolvendo o baco, figado ou medula
O0ssea (muitas vezes referido como mastocitose disseminada) é geralmente o
resultado de disseminacao sistémica de um mastocitoma cutaneo primario agressivo,
embora possa ocorrer como uma sindrome independente. Leucemia primaria de
mastécitos no cédo é extremamente rara (LONDON; SEGUIN, 2003; THAMM; VAIL,
2007; NELSON; COUTO, 2010).

O mastocitoma canino possui uma grande variedade de apresentacdes e
comportamentos bioldgicos, 0os quais vao desde benignos a extremamente agressivos
levando a metastase e morte. O mastocitoma deve ser considerado potencialmente
maligno (LONDON; SEGUIN, 2003).
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A etiopatogénese do mastocitoma € desconhecida. O aumento da incidéncia
em determinadas racas sugere a possibilidade de uma causa genética subjacente,
por exemplo desregulacdo na expressdo do receptor de SCF/c-kit (LONDON;
SEGUIN, 2003; WEBSTER et al., 2006; WELLE et al., 2008; TAKEUCHI et al., 2010).

Segundo Cowell e Valenciano (2014), a identificac&o citol6gica do mastocitoma
€ de grande valor. Os mastdcitos sédo reconhecidos pelos seus pequenos granulos
intracitoplasmaticos vermelho-purpura (WELLE et al., 2008). A aspiracdo por agulha
fina é de baixo custo e pode ser realizada com o animal consciente. O exame
citolégico permite o diagndstico, mas ndo a graduacdo do tumor, embora possa se
suspeitar de um tumor de alto grau se as células forem muito pleomoérficas (COWELL;
VALENCIANO, 2014). Camus et al. (2016) propuseram um sistema de graduacéo
citolégica para o mastocitoma, obtendo 88% de sensibilidade e 94% de especificidade
em relacdo ao grau histoldgico.

Varios sistemas de graduacdo histoldégica foram propostos. Entre eles o
sistema mais utilizado tem sido o de Patnaik et al. (1984), na qual os mastocitomas
sao classificados em trés graus, sendo o Ill de pior prognéstico, Il intermediario e |
com melhor progndstico. No entanto, atualmente parece estar havendo uma tendéncia
a utilizacdo do sistema proposto por Kiupel et al. (2011), que visa aumentar a
concordancia entre patologistas e reduzir as incertezas de prognéstico do grau
intemediario. Nesta classificacdo, os mastocitomas sdo agrupados em alto e baixo
grau, sendo os de alto grau com pior progndéstico em relacdo aos de baixo grau.

Segundo Sledge et al. (2016), mesmo a graduacao histologica sendo o padrao-
ouro para estabelecer o prognéstico do mastocitoma, por si sé ndo se pode prever o
comportamento de cada mastocitoma especifico. Por isso marcadores adicionais e
correta interpretacdo de achados clinicos sdo recomendados. Essa combinacao de
ferramentas auxilia na selecdo do melhor plano de tratamento para determinado céo.
Os marcadores de proliferacao celular incluem PCNA, Ki-67, AQNOR e indice mitético.
As mutacdes no gene c-kit e o padrao de expressao do receptor tirosina-quinase KIT
também sdo indicadores progndsticos para mastocitomas, uma vez que regulam a
sobrevivéncia, proliferacéo, diferenciacdo e migracédo dos mastocitos.

Bostock et al. (1989) demonstraram que a contagem de AgNOR € um indicador
progndstico preciso, sendo indicador prognéstico melhor e mais especifico do que o
grau histologico ou indice mitético. Véarios estudos combinam a quantificagdo de

AgNOR com outros indicadores, por exemplo, c-kit, ki67, indice mitotico, grau
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histolégico e sobrevida (BOSTOCK et al., 1989: SIMOES et al, 1994; KRAVIS et al.,
1996; RECH et al., 2004; NEWMAN et al., 2007; WEBSTER et al., 2007; WEBSTER
et al., 2008; THOMPSON et al, 2011; SLEDGE et al., 2016).

Outro ponto importante que tem sido investigado por grupos de pesquisadores
€ a relacdo entre mastocitoma e vitamina D. O receptor de vitamina D (VDR) é
amplamente expresso por mastocitos caninos reativos e neoplasicos in vivo. Foi
comparada a frequéncia de expressdo de VDR nos mastocitomas e em mastécitos
reativos. Nos mastocitomas de grau mais elevado, a frequéncia de marcacao de VDR
foi significativamente maior. Essas descobertas sugerem que VDR € regulado em
mastocitomas caninos, especialmente dentro de tumores de alto grau (RUSSEL et al.,
2010). Além disso, uma pesquisa sugere que baixos niveis de vitamina D podem ser
um fator de risco para MCT em Labradores (WAKSHLAG et al., 2011).

O calcitriol, metabdlito ativo da sintese de vitamina D, € um regulador do
metabolismo 6sseo e da homeostase do calcio (HOLICK, 1996). Baseado em seus
locais de sintese, seus alvos, modo de acao, regulacao por feedback e sua estrutura,
o calcitriol é considerado um hormonio esteroide (DELUCA, 1984).

Os efeitos do calcitriol sdo mediados principalmente através da ligacdo ao
receptor da vitamina D (VDR), um membro da superfamilia de receptores nucleares
de hormonios esteroides (RUSSEL et al., 2010). O calcitriol induz parada do ciclo
celular e apoptose. Os mecanismos destes efeitos sdo associado com a parada em
GO0 /G1, inducéo de apoptose, diferenciacdo e modulacao do crescimento (TRUMP et
al., 2006). Estudos epidemiolégicos indicam que a insuficiéncia de vitamina D pode
ter um papel etiolégico em varios canceres humanos (DEEB et al., 2007), incluindo
cancer de célon, mama, prostata e ovario (GARLAND et al., 2006).

A producao de vitamina D em humanos ocorre com a fotdlise do 7DHC, que
acontece na pele ap6s exposicdo a radiacdo ultravioleta B (comprimento de onda
entre 290-320 nm), gerando a previtamina D3, que por sua vez pode retornar a forma
7DHC ou isomerizar formando a vitamina D3. A velocidade de isomerizacdo e o
equilibrio previtamina D3/vitamina D3 sao regulados pela temperatura e presenca de
lipidios e proteinas na pele. Quando formada, a vitamina D3 € transportada por
proteinas carreadoras (HOW et al.,1994).

How et al. (1994) concluiram que, na pele do céo e do gato, os niveis de 7DHC
sao baixos, equivalendo a apenas 10% da concentracdo na pele de ratos. Eles foram

usados como comparativo, pois sabe-se que esta espécie € capaz de sintetizar
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vitamina D na pele apds exposicdo a radiacdo UVB. Isto sugere que a evolucao ndo
exigiu que carnivoros formassem sua prépria vitamina D, ja que a gordura, figado e
sangue de suas presas iriam satisfazer essa necessidade. Este estudo demonstra que
a vitamina D pode ser considerada uma vitamina essencial para o cdo e o gato,
exigindo uma ingestdo alimentar regular, independentemente da estacdo do ano.
Além disso, foi demonstrado que cades alimentados com ragfes sem adicdo de
vitamina D desenvolvem hipovitaminose D, mesmo se expostos aos raios UVB
diariamente.

Malone et al. (2010) sugerem que combinacgdes de calcitriol com vimblastina,
lomustina, imatinib and toceranib podem ter utilidade significativa no tratamento de
cdes com mastocitomas. No entanto, deve ser feito um ajuste na dosagem do calcitriol,
pois foi observada alta frequéncia de efeitos adversos na administracdo de calcitriol
oral (quatro cées tiveram hipercalcemia e cinco cées tiveram azotemia reversivel). Os
resultados encontrados nesse estudo suportam o uso do calcitriol ou de outros
analogos da vitamina D como agentes terapéuticos no tratamento do mastocitoma
canino, podendo ser particularmente util quando a cirurgia ou a radioterapia ndo &
viavel, ou como um adjuvante para os tratamentos. A presenca do receptor para a
vitamina D em amostras de bidpsia sugere um alvo terapéutico para intervencéo
(RUSSEL et al., 2010).

O objetivo desta pesquisa foi caracterizar a ocorréncia de mastocitoma
diagnosticado por exame citolégico. Em adicéo, foram determinados o indice AQNOR
em amostras citolégicas de mastocitomas e 0s niveis de vitamina D de caes
diagnosticados com este tumor com a finalidade de investigar a relacéo entre essas
duas variaveis, visto que o indice AgNOR ja é consolidado como marcador
progndéstico para o mastocitoma e a vitamina D esta em foco em diversos estudos
como um importante objeto de pesquisa relacionado ao mastocitoma, também outros

canceres humanos e animais e associada a doengas cronicas.
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Abstract

Background: Mast cell tumor (MCT) is a round cell neoplasia common in small animal
practice. Fine-needle aspiration (FNA) is a valuable diagnositic tool. The MCT varies
widely in its biological behavior and still represents a challenge regarding prognosis

and treatment.

Objectives: The aim of this study is to describe the occurrence of cutaneous MCT in

Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, diagnosed through FNA.

Methods: Characterizing the occurrence of cutaneous MCT diagnosed by FNA in dogs
through reviewing medical records. Analyzed data were breed, sex, age, number and
location of nodules, hematologic evaluation, medical history and histological degree of

MCT.

Results: A total of 2,559 cytological exams were reviwed in the studied period resulting
in 227 cases of dogs with cutaneous MCT diagnosed by FNA.

Conclusion: Crosbreed elderly dogs, with mean age of 9.4 years were the mostly
affected by MCT, followed by boxers. There was a slight predisposition by females and
most dogs had a single MCT. The preferential locations were limbs and abdominal
region and a few dogs presented anemia and clinical signs related to MCT. The

majority of histological degrees reported were grade Il MCT.

Key words: cytology, dog, fine-needle aspiration, mast cells, survey
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Introduction

Mast cell tumors (MCT) are neoplastic proliferations of mast cells,! classified as
round (discrete) cell tumors.? Although normal mast cells are found in abundance in
the lungs and gastrointestinal tract, the majority of MCTs in the dog arise from mast
cells in the dermis and subcutaneous tissues.® These tumors are commonly found in
small animal practice, accounting for 16—21% of skin neoplasms in dogs.! MCT vary
widely in their biological behavior, ranging from nearly benign to highly invasive and
metastatic.*

The etiopathogenesis of MCTs in the dog is unknown. The increased incidence
of MCTs in some breeds suggests an underlying genetic cause. Furthermore, because
most of the tumors arise in the skin, it has been suggested that topical carcinogens
may play a role in this disease.3* Dysregulated expression of stem cell factor receptor
(SCFR, c-kit) is involved in the etiology of canine MCT and neoplastic transformation
of mast cells.>®

Cytological identification of MCTs is valuable and fine-needle aspiration (FNA)
is inexpensive and can be performed in the conscious animal.? Mast cells are
recognized by their distinctive small, red-purple intracytoplasmic granules.®* FNA
cytology gives the diagnosis but not the tumor grade, although a high grade tumor may
be suggested if celular pleomorphism is prominent. For an accurate grade,
histopathology is required.!

All MCTs should be removed with wide surgical excision and submitted to

histopathology evaluation for tumor grading and tissue margin.2* Several grading
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systems have been proposed, and among them, the classification by Patnaik et al
(1984) is the most widely used. This system classifies MCTs into 3 grades, according
to morphology and survival rate. To improve concordance among pathologists and
reduce the prognostic uncertainty of the intermediate grade, a 2-tier histologic grading
system was proposed in 2011 by Kiupel et al.”

Further prognostic information can be achieved by immunohistochemical, and
histochemical staining of MCT for markers of cellular proliferation such as argyrophilic
nucleolar organizer regions (AgNOR), Ki67, and anti-proliferating cell nuclear antigen
(PCNA). Additionally, it is suggested immunohistochemical staining for the presence
and quantification of c-KIT mutations and KIT patterns of expression.?#8

Histologic grading is the gold standard prognostic tool and molecular technics
have improved accuracy for MCTs behavior and increased likelihood of identifying
more aggressive MCTs. Furthermore, the results of such evaluation can aid in
selection of the best treatment, particularly important for owners who wish to treat
beyond primary surgical excision.®

Despite its easy cytological diagnosis, MCT still represents a challenge
regarding prognosis and treatment. The aim of this study is to describe the occurrence
of cutaneous MCT diagnosed by FNA in 227 dogs in the region of Santa Maria, Rio

Grande do Sul, Brazil from November 2008 and August 2016.

Materials and Methods

1. Characterizing the occurrence of cutaneous MCT

In this retrospective study, medical records of dogs with canine MCT diagnosed

by cytological examination of FNA in the Veterinary Clinical Pathology Laboratory of
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the Federal University of Santa Maria (RS-Brazil) were analyzed between November

2008 and August 2016.

Analyzed data were breed, sex, age, number and location of nodules/masses,
hematologic evaluation and medical history to identify possible paraneoplastic or
predisposing disorders related to MCT at the time of FNA diagnosis. Whenever

available in medical records, the histological degree of MCT was reported.

2. Statistical analysis
Data were analyzed in the form of descriptive statistics of tabular data in Excel

software.

Results

A total of 2,559 cytological exams were collected by FNA in the studied period.
Our study retrieved 227 cases of MCTs in dogs, resulting in a prevalence of 8.8%. This
information is related to all neoplastic and non-neoplastic lesions, diagnosed in dogs
through cytopathology.

MCTs were most common in crossbreed dogs, representing 38.3% (table 1).
The second most commonly reported breed was boxer, followed by dachshund and
miniature pinscher, pitbull, labrador retriever, cocker spaniel, brazilian terrier, poodle,
sharpei, beagle, brazilian mastiff, english bulldog, chow chow and german shepherd.
The remaining breeds, bernese mountain dog, border collie, dogo canario, golden
retriever, siberian husky, maltese, rottweiler and weimeraner represented less than

1%.
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A slight predisposition by female were noted. Elderly dogs (>10 years) were
most affected, followed by adults and four dogs were unknown age. The median age
at diagnosis was 9,4 years. According to the number of nodules, most had a single
MCT and the remaining had two or more MCTs (table 2).

A total of 272 site locations were diagnosed with MCT. One hundred and sixty
six (166) dogs had a single MCT and 61 had more than one nodule. It was diagnosed
most frequently in the hindlimbs and abdominal region, followed by thoracic region,
scrotum, forelimbs, back region, head, vulva, neck, lymph nodes, perianal region and
tail (table 3).

The majority of dogs had no hematological abnormalities. Thirty-four of the 227
(15.0%) dogs had normocytic normochromic anemia.

In 74.0% of the dogs, there were no clinical signs related to MCT. 11.4%
reported ulcerated and/or bleeding nodules, 8.0% had previous skin problems and
6.6% exhibited gastrointestinal problems (table 4).

In 74% of the cases, tumor histological grading was not available. Of the 60
availables, 58% were grade Il MCT, 22% were grade IIl MCT and 20% were grade |

MCT.

Discussion

In most species, neoplastic processes involving mast cells are relatively
uncommon?. However MCT is a very common tumor in the small animals pratice,
particularly in dogs.?* One study from the central region of Rio Grande do Sul reported
MCT as the most common skin tumor in adults and elderly dogs by biopsy, with a

20.9% of total diagnosis.® Our survey, based on cytology, found lower frequency,
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possibly due to the inclusion of neoplastic and non-neoplastic citological diagnosis in
our searching.

In this retrospective study, based on FNA diagnosis, the crossbreed dogs were
the most affected by MCT. This may be due to higher number of these dogs referred
to the hospital. Similar to previous studies, boxers were the most common breed.0-14
However, has been described that in this breed the tumor tends to be more well
differentiated and carry a better prognosis.t? Although, a few cases of MCTs are
reported in miniature pinscher and dachshund, our data showed high incidence,
similarly to another local study.? This is probably due to the popularity of these breeds
in Brazil.

In our study there were a slight sexual predisposition by females, despite the
literature reports, in which this finding is not observed.?310-13 The mean age was also
in accordance to previous studies,3111215-17 demonstrating that MCT mainly affects
older dogs.

Regarding the number of nodules, this study found single nodules as more
frequent, according to literature.*'® However, our finding of multiple MCTs was higher
than another survey.'® This may be due to the FNA diagnosis, since at collection time,
any lump in the animal skin is easily sampled, which often does not occur when studies
are based on biopsies, because sometimes, not all tumors removed are submitted to
histopathology evaluation. According to our data, it is more likely a dog having a single
MCT than multiple MCT at 3:1 ratio.

About the lump locations, the data are similar to those previously described,
showing that limbs and abdominal region are preferential sites for MCTs.1018 The
location of the tumor is important for therapeutic approach, it is known that tumors

occuring in oral cavity, prepuce perineum, scrotum and inguinal region as well as
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mucocutaneous membrane appear to be more aggressive .*>1°> The poor prognosis in
these sites may also be due to the difficulty of performing adequate surgery with wide
surgical margins.!

Other observed data was the presence of normocytic normochromic anemia,
which if persistent, indicates nonregenerative anemia.'® In his study it is suggested
that this type of anemia appear because MCT is a chronic disorder, leading to anemia
of chronic disease (ACD). ACD pathogenesis imply three mechanisms mainly related
to the effects of inflammatory cytokines: lower survival of erythrocytes, impaired
mobilization or use of Fe and impaired production of erythrocytes.*® It can not be ruled
out the presence of anemia due to gastrointestinal bleeding, which can lead to iron
deficiency anemia.!

About the medical history, most dogs showed no signs related to paraneoplastic
or predisponent disorders. When present, most signs are related to release of
histamine, heparin, and other vasoactive amines and may suggest aggressive
behaviour,*34 particularly in ulcerated tumors. The frequency of previous skin diseases
in this research, as otitis, folliculitis and demodectic mange, make aware that chronic
and repeated cutaneous inflammation may play a role in MCT development.#1920 The
gastrointestinal signs may be associated with gastric injury, due to release of
cytoplasmic granule contents, such as histamine, leading to stimulation of H2 receptors
on parietal cells, excessive gastric acid production and development of gastrites and
ulcers.3

On the reviewed medical records, informations regard surgical procedure,
submition to histopathology and/or tumor grade were rarely available. Of those
available, most were grade Il, as reported in other researchs.11131621 |n Patnaik

classification, well-differentiated MCTs (grade I) carry an excellent long-term prognosis
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and are usually cured by surgical excision alone, while poorly differentiated (grade III)
MCTs are locally invasive and more likely to metastasize, so chemotherapy is generally
recommended in addition to surgery. Conversely, the behavior of intermediate (grade
I1) MCTs is more difficult to predict.”

Management of MCTs is still a challenge for small animal practioners. Most
appropriate therapeutic approach is achieved by multidisciplinary evaluation of the
patient. Therefore it is important to know the profile of the affected dog with MCT
guiding diagnostic and prognostic auxilliary tests to support the best treatment option

for each dog pursuing a better outcome.
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Table 1: Frequency of dog breeds affected by mast cell tumor diagnosed by cytological

examination of FNA in the Veterinary Clinical Pathology Laboratory of the Federal

University of Santa Maria (RS-Brazil) between November 2008 and August 2016.

Breeds Number per breed %

Crossbreed 87 38.3
Boxer 44 194
Dachshund 16 7.0
Miniature Pinscher 16 7.0
Pitbull 13 5.7
Labrador Retriever 11 4.8
Cocker Spaniel 7 3.2
Brazilian Terrier 5 2.2
Poodle 4 1.8
Sharpei 4 1.8
Beagle 3 1.3
Brazilian Mastiff 3 1.3
Chow Chow 2 1

English Bulldog 2 1

German Shepherd 2 1

Bernese Mountain Dog 1 0.4
Border Collie 1 0.4
Dogo Canario 1 0.4
Golden Retriever 1 0.4
Maltese 1 0.4
Rottweiler 1 0.4
Siberian Husky 1 0.4
Weimeraner 1 0.4
Total 207 100
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Table 2: Frequencies of sex, age and number of nodules in dogs affected by mast cell
tumor diagnosed by cytological examination of FNA in the Veterinary Clinical
Pathology Laboratory of the Federal University of Santa Maria (RS-Brazil) between

November 2008 and August 2016.

Data Category Number %
Female 123 54.2
Sex (n=227)
Male 104 45.8
Adults (1-8 Years) 93 41.7
Age (n=223)
Elderly (>8 Years) 130 58.3
Multiple (=2) 61 26.9

Number of nodules (n=227)
Single 166 73.1
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Table 3: Total of 272 body sites diagnosed with MCT, and its frequencies in dogs
affected by mast cell tumor diagnosed by cytological examination of FNA in the
Veterinary Clinical Pathology Laboratory of the Federal University of Santa Maria (RS-

Brazil) between November 2008 and August 2016.

Site of Body Number %

Hindlimb 57 20.9
Abdominal Region 55 20.2
Thoracic Region 27 10

Scrotum 24 8.8
Forelimb 23 8.4
Back Region 21 7.7
Head 18 6.6
Vulva 16 6.0
Neck Region 14 5.1
Lymph Nodes 10 3.7
Perianal Region 5 1.8
Tail 2 0.8

Total 272 100
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Table 4: Clinical signs related to MCT in dogs affected by mast cell tumor diagnosed
by cytological examination of FNA in the Veterinary Clinical Pathology Laboratory of

the Federal University of Santa Maria (RS-Brazil) between November 2008 and August

2016.
Clinical Signs Number %
Ulcerated Nodule 26 11.4
Skin Problems 18 8.0
Digestive Signs 15 6.6
None related to MCT 168 74

Total 227 100
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Niveis Séricos de Vitamina D e indice AQNOR em Amostras Citoldgicas de Caes com
Mastocitoma
Serum Levels of Vitamin D and AgNOR Index in Cytological Samples of Dogs with
Mast Cell Tumor
Thais Rapachi Mann!, Talita Pozzer', Bianca Santana de Cecco', Diandra Visentini
Felin', Ana Martiele Engelmann', Lara Seffrin Dutra', Glaucia Denise Kommers''!,

Cinthia Melazzo de Andrade!

-ARTIGO CIENTIFICO-

RESUMO

O mastocitoma é um tumor de alta incidéncia em cées. Seu diagndstico € facilmente obtido
através de exame citologico. No entanto, métodos adicionais para prever o prognostico do
mastocitoma sdo recomendados, como a determinacdo do indice AgNOR, que reflete a
proliferacdo celular. Em relacdo a vitamina D, sabe-se que sua deficiéncia pode contribuir para
0 desenvolvimento de varios canceres humanos. Ja foi demonstrado que em cées ndo ha
suficiente formacdo de vitamina D na pele. Estudos apontam que niveis séricos mais baixos de
vitamina D podem ser um fator de risco para mastocitoma em labradores. Assim 0 objetivo
deste estudo foi descrever uma técnica para demonstracdo de AQNORs em amostras citoldgicas
e a relacdo entre os niveis séricos de vitamina D e o indice AQNOR em cdes com mastocitoma.
Obtiveram-se bons resultados na demonstracdo de AgNORs em amostras citoldgicas
utilizando-se um protocolo adaptado a partir de técnicas anteriormente descritas. Através da

analise estatistica do coeficiente de correlacdo de Pearson, verificou-se que quanto menores 0s

'Laboratdrio de Analises Clinicas Veterinarias (LacVet). Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Brasil.
'"Programa de P6s Graduagdo em Engenharia de Producéo. Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Brasil.
'"L_aboratério de Patologia Veterinaria (LPV). Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Brasil.
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niveis de vitamina D, maiores os indices AQNOR. Além disso, foi realizada anélise de regresséo
linear simples, demonstrando uma relagéo linear significativa entre vitamina D e AQNOR. Com
isso, pode ser sugerida a inclusdo da dosagem de vitamina D como exame complementar no
manejo de casos de mastocitoma canino. Ainda assim, a abordagem de outros marcadores
prognosticos e estudos de acompanhamento de cdes com mastocitoma sdo necessarios para que
a vitamina D possa ser proposta como marcador prognastico e agente terapéutico em cades com

esse tumor.

Palavras-chave: mastocitoma, canino, AQNOR, vitamina D.

ABSTRACT

Mast cell tumor (MCT) is a high incidence tumor in dogs. Its diagnosis is easily obtained
through cytological examination. However, additional methods to predict the prognosis of MCT
are recommended, such as the determination of the AgNOR index, which reflects cell
proliferation. Regarding to vitamin D, it is known that its deficiency can contribute to the
development of several human cancers. It has already been shown that in dogs there is
insufficient vitamin D formation in the skin. Studies indicate that lower levels of vitamin D
may be a risk factor for MCT in labradors. Thus the objective of this study was to describe a
technique for demonstrating AgNORs in cytological samples and the relationship between
serum vitamin D levels and AgNOR index in dogs with MCT. Good results were obtained in
the demonstration of AGQNORs in cytological samples using a protocol adapted from previously
described techniques. Through the statistical analysis of Pearson's correlation coefficient, it was
found that the lower the vitamin D levels, the higher the AGNOR indices. In addition, simple

linear regression analysis was performed, demonstrating a significant linear relationship
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between vitamin D and AgNOR. Thus, the inclusion of vitamin D dosage may be suggested as
a complementary examination in the management of cases of canine MCT. Nevertheless, the
approach of other prognostic markers and follow-up studies of dogs with mastocytoma are
necessary so that vitamin D can be proposed as a prognostic marker and therapeutic agent in

dogs with this tumor.

Key words: mast cell tumor, dog, AQNOR, vitamin D.

INTRODUCAO

O mastocitoma é um dos tumores mais frequentes na espécie canina. Sua apresentacao
clinica e comportamento biolégico sdo varidveis (BLACKWOOD et al.,, 2012). Sua
etiopatogenia é desconhecida e 0 exame citologico de puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF)
¢ 0 método diagnostico inicial preferencial, no qual os mastdcitos aparecem como células
redondas, com nucleo redondo a oval, central e que podem ser de dificil visualizacdo devido a
presenca de granulos. Além disso, mastdcitos malignos pouco diferenciados podem conter
poucos ou nenhum granulo (LONDON & SEGUIN, 2003). Métodos adicionais para prever o
prognoéstico do mastocitoma sdo recomendados, entre eles a determinacdo do indice AgNOR
(SLEDGE et al., 2016).

AgNORs sdo proteinas nucleolares argiréfilas ndo histonas que estao associadas a genes
ribossdmicos localizados na regido organizadora nucleolar (NOR) que refletem a proliferacéo
celular (PLOTON et al., 1986). As NORs s&o alcas de DNA no nucléolo das células onde ocorre
transcricdo de RNA ribossomal, as quais tem afinidade pela prata (PLOTON et al., 1986;

KRAVIS et al., 1996).
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A contagem de AgNOR é um indicador de proliferacdo celular utilizado com valor
prognostico para o mastocitoma (BOSTOCK et al., 1989). Webster et al. (2007) recomendam
que o indice AgNOR seja rotineiramente avaliado em pacientes com mastocitoma, em conjunto
com outros marcadores progndésticos, pois maiores contagens de AgNOR estdo associadas a
maiores taxas de recidivas locais e distantes de mastocitoma. Além disso, maiores indices
AgNOR também estdo relacionados a tumores de grau mais elevado, metastatizagdes e menor

tempo de sobrevida (SIMOES et al., 1994; KRAVIS et al., 1996; RECH et al., 2004).

Em relacdo a vitamina D, estudos indicam que sua deficiéncia poderia ter um papel
etioldgico em varios canceres humanos (DEEB et al., 2007), incluindo cancer de colon, mama,
préstata e ovario (GARLAND et al., 2006). Sabe-se que em cdes ndo ha suficiente formacao de
vitamina D na pele, exigindo ingestdo alimentar regular (HOW et al., 1994). Corroborando com
esse fato, um estudo conduzido por Laing et al. (1999) nao encontrou flutuacdes sazonais nas
concentracdes de vitamina D em cées, ou seja, ndo ha interferéncia da exposicdo solar na
producdo de vitamina D em cées.

Estudos apontam que a vitamina D contribui para a regulacdo do desenvolvimento e
funcdo dos mastdcitos (BARONI et al., 2007; YU et al., 2011). Em medicina veterinaria, a
relacdo entre mastocitoma e vitamina D vem sendo investigada por grupos de pesquisadores.
Russel et al. (2010) demonstraram que o receptor de vitamina D (VDR) é amplamente
expressado em mastdcitos caninos neoplasicos e reativos, sugerindo um novo alvo para a
intervencdo terapéutica, tema abordado por Malone et al (2010), com resultados promissores.
Além disso, Wakshlag et al. (2011) sugerem que baixos niveis de vitamina D podem ser um
fator de risco para mastocitoma em labradores.

Neste contexto, o objetivo deste estudo é correlacionar os niveis séricos de vitamina D
e o indice AQNOR em amostras coletadas por PAAF de cdes com mastocitoma e descrever a

técnica para demonstracdo de AgNORs que melhor se adaptou para aplicacdo em amostras
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coletadas por PAAF, uma vez que inicialmente houve dificuldade em obter resultados

satisfatorios com uso de métodos ja descritos na literatura.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras citoldgicas de 27 cdes com mastocitoma cujo diagndstico foi
feito por PAAF. Para o diagnostico utilizou-se corante Panotico Rapido. Amostras ndo coradas
foram fixadas com spray para citodiagnostico a base de etanol (Merckofix®) e armazenadas até
0 momento da execucgdo da técnica, em caixas porta laminas, em temperatura ambiente.

Para a técnica, foi preparada uma solucdo de nitrato de prata em concentracdo de 50%
e uma solucdo de gelatina coloidal em concentracdo de 2% de gelatina P.A. e 1% de acido
formico (KRAVIS et al. 1996). No momento do procedimento de impregnacdo pela prata, as
laminas foram imersas em solucdo de prata na proporc¢éo de 2 volumes de nitrato de prata para
1 volume de gelatina coloidal, em quantidade suficiente para cobrir o nimero de laminas a
serem impregnadas, dependendo do tamanho do recipiente.

Neste trabalho, foram utilizados recipientes plasticos para a execuc¢do da técnica. Para
otimizar a utilizacdo dos reagentes, as laminas foram submersas horizontalmente, uma sobre a
outra, separadas por algum material nas extremidades que impedia que se tocassem (Figura 1a),
entdo incubadas em estufa a temperatura de 25° C, durante 45 minutos (Figura 1b). Apés a
incubacdo, as laminas foram enxaguadas em agua destilada durante 2 minutos, secas ao ar,
montadas com laminulas atraves do meio de montagem Entellan®, e observadas ao
microscopio optico. Os pontos enegrecidos em 100 nucleos de mastocitos foram contados,
conforme metodologia recomendada por Crocker et al. (1989) (Figura 2). Foi feita a média de

trés contagens de AgQNOR para cada amostra.
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Coletaram-se amostras de soro para dosagem de 25(OH)D, que é a principal forma
circulante de vitamina D (GARLAND et al., 2006) de 24 dos cédes cujas AgNORs foram
quantificadas. Estas coletas foram feitas assim que se confirmou o diagnéstico de mastocitoma
através de exame citopatologico, antes de qualquer intervencéo terapéutica.

Os tutores dos cdes foram questionados quanto ao tipo de alimentacdo fornecida aos
animais. Ndo foi requerido jejum prévio a coleta, pois esta foi feita no momento do atendimento
do animal. As amostras de soro foram coletadas em tubos sem anticoagulante, envoltos em
papel de aluminio, para proteger a amostra da luz, uma vez que a vitamina D é fotossensivel.

As dosagens de 25(0OH)D foram feitas pelo método de quimioluminescéncia em
laboratdrio de analises clinicas de humanos. Para padronizacdo das dosagens foi feito o limiar
de deteccdo do método em amostras séricas de caes saudaveis.

Referente a andlise estatistica, primeiramente foi calculado o coeficiente de correlacdo
de Pearson (r) para verificar a presenca de relacdo entre o indice AgNOR e os niveis de
25(0OH)D. Existindo a relacdo, foi averiguada a significancia do coeficiente calculado através
do P-valor e o comportamento quanto a forca e sentido de correlagéo.

A analise de regressdo linear foi aplicada a fim de estimar como AgNOR se comporta
em funcdo da vitamina D e vice-versa, em que também foi averiguada a significancia dos
coeficientes, assim como da reta, atraves do P-valor.

As andlises foram feitas utilizando-se o software Statistica, considerando 95% de

confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a contagem de AgNOR, ha poucos protocolos detalhadamente descritos na

literatura para aplicacdo da técnica de sua quantificacdo em amostras citologicas. A maioria
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tem enfoque voltado para a histopatologia, e naqueles em que se descrevem técnicas aplicadas
a amostras citologicas, falta precisdo na determinacdo de tempo e temperatura utilizados para
incubacéo.

Em um primeiro momento, houve uma tentativa em reproduzir o método descrito por
Kravis et al. (1996), sem sucesso, pois a temperatura de 70°C formaram-se extensos
precipitados enegrecidos sobre a amostra, levando a tentativa de executar a técnica em
temperatura ambiente, conforme proposto por Lindner (1993). Porém, com a utilizacdo deste
método, observaram-se AgNORs fracamente marcadas e dificeis de identificar. Além disso,
com ambos 0s métodos houve variacdo na intensidade de coloracdo das laminas e marcacéo de
granulos citoplasmaticos e precipitados espalhados sobre a ldamina, que se confundiam com
AgNORs.

As oscilacBes da temperatura ambiente sdo um fator limitante, seja por alteracfes
climaticas, bem como pela utilizacdo de condicionadores de ar. Portanto, chegou-se em
consenso de incubar as laminas em estufa, a 25°C durante 45 minutos, tempo utilizado por
Kravis et al. (1996), obtendo bons resultados.

A média geral da contagem de AgNOR nas 27 amostras citoldgicas de mastocitoma
canino foi de 1,83, com quantidade minima de 0,32 AgNOR e méaxima 4,84 AgNOR. Né&o foi
observada diferenca de intensidade de marcacdo de AgNORs e aumento de precipitados entre
laminas submersas com a face do esfregaco para cima em relagdo aquelas que estavam com a
face do esfregaco para baixo.

Conforme demonstrado por Kravis et al. (1996), a freqiiéncia de AQNOR em amostras
citologicas de mastocitoma é significativamente correlacionada com a frequéncia de AQNOR
em amostras de biopsia e significativamente associada com grau histologico do tumor.

A técnica relatada neste estudo, adaptada a partir de outras previamente descritas,

permitiu bons resultados para aplicacdo em esfregacos citologicos de mastocitoma canino
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coletados através de PAAF, possibilitando aplicacdo rapida e pratica para abordagem do
prognostico do mastocitoma canino. Porém, a técnica torna-se onerosa, uma vez que o nitrato
de prata tem custo elevado, portanto sua utilizacdo deve ser calculada conforme o tamanho do
recipiente e para que o0 maximo de laminas sejam coradas.

No que se refere a vitamina D, ja foi demonstrado que, diferentemente do que ocorre
em humanos, a exposicao solar ndo produz efeitos para sua producao na pele de cées (HOW et
al., 1994), e que também nao hé influéncia sobre seus niveis séricos em diferentes intensidades
de exposicdo solar (LAING et al., 1999). Isso indica que a vitamina D na espécie canina é
essencialmente obtida através da alimentacdo, sendo as principais fontes desse nutriente 0s
produtos de origem animal (DEEB et al., 2007).

Todos cdes participantes deste estudo recebiam dietas consideradas mistas, ou seja, a
alimentacdo era composta de racdo comercial e também sobras de comida caseira, 0 que

minimiza a interferéncia da dieta nas dosagens da vitmina D.

A média geral de vitamina D dos 24 cées foi de 38,3 ng/ml (19,3-43,6 ng/ml) (GOW et
al., 2009), com valor minimo de 10,5 ng/ml e maximo de 108,6 ng/ml, demonstrando que a
maioria dos cdes ndo apresentavam deficiéncia de vitamina D. No entanto, AGQNOR e 25(0OH)D
demonstraram ter moderada correlacdo negativa (r=-0,5; P=0,011). Desta forma, quanto
menores 0s niveis de vitamina D, maiores os indices AQNOR. Esse resultado fornece indicios
de que cdes com menores niveis vitamina D possam estar predispostos a desenvolverem
mastocitomas de comportamento bioldgico mais agressivo, uma vez que o indice AQNOR mais
elevado pode indicar maior propensdo a metastases e recidivas e menor tempo de sobrevida

(SIMOES et al., 1994; WEBSTER et al., 2007; WEBSTER et al., 2008).

Através da andlise de regresséo linear, verificou-se que as variaveis AGQNOR e 25(0OH)D
estdo associadas significativamente através da equagdo: AgNOR = 2,6712-0,022*25(0OH)D

(Figura 3). Este sinal negativo na equagdo encontrada condiz com o que foi constatado no
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coeficiente de correlacéo de Pearson, possibilitando uma estimativa de indice AQNOR em cées
com mastocitoma, a partir dos niveis de vitamina D.

Nesse sentido, o indice AQNOR juntamente com os niveis de vitamina D avaliados neste
trabalho, podem colaborar para 0 acompanhamento e manejo de cées com esta neoplasia.

Dessa forma, a dosagem de vitamina D pode ser sugerida como um exame
complementar para auxiliar na conduta de casos de cdes com mastocitoma. No entanto, os dados
apresentados neste estudo ndo permitem afirmar que a vitamina D seja instituida como
marcador prognadstico ou como adjuvante terapéutico de suplementacéo para o tratamento do
mastocitoma canino, apenas representam mais um esfor¢co em estabelecer uma conexao entre

os indices de vitamina D e o comportamento bioldgico do mastocitoma canino.

Além disso, recomenda-se que sejam aplicados outros marcadores a fim de estabelecer
uma comparacdo com o indice AQNOR, que isoladamente ndo atesta o potencial maligno de
um tumor. Dentre os marcadores que podem ser aplicados estdo a graduacdo citoldgica e
histopatolégica, marcadores moleculares c-kit e ki-67, estadiamento clinico, tempo de

sobrevida e a metastatizacdo para linfonodos e outros érgaos.

CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos neste estudo, pode-se verficar que cdes com mastocitoma
que tenham menores niveis de vitamina D sdo propensos a apresentar maior indice AGNOR.
Portanto, sugere-se que a dosagem de vitamina D seja incluida como um exame complementar
no manejo de casos de mastocitoma canino. Ainda assim, estudos de acompanhamento de cées
com mastocitoma e monitoramento de seu tempo de sobrevida sdo necessarios para que a

dosagem de vitamina D possa ser proposta como marcador prognostico e agente terapéutico
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para 0 mastocitoma canino e o indice AgNOR deve ser avaliado em conjunto com outros

marcadores prognasticos.
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Figura 1 — Teécnica de impregnacdo pela prata em amostras citoldgicas de mastocitoma.
Laminas separadas por material nas extremidades, uma sobre a outra (A) e submersdo em
posicdo horizontal; aspecto ap0Os incubacdo em estufa a temperatura de 25° C, durante 45

minutos (B).
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Figura 2 — Aspecto microscopico das AQNORs em amostra citoldgica de mastocitoma (400x).
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Figura 3 — Reta de regressdo linear demonstrando associacdo entre indice AgNOR e niveis de

vitamina D em 24 cdes com mastocitoma.
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3 DISCUSSAO

Véarios estudos abordam o mastocitoma canino, tanto referentes ao
comportamento biolégico, como as modalidades terapéuticas e tentativas de predizer
prognostico de cdes com este tumor (PATNAIK et al., 1984; GOVIER, 2003; THAMM
et al., 2006; KIUPEL et al., 2011; CAMUS et al., 2016; SLEDGE et al., 2016), em
diferentes regides anatbmicas (GIEGER et al., 2003; MULLINS et al., 2006;
THOMPSON et al.,, 2011) de vérios paises (PAKHRIN et al., 2007; COSTA-
CASAGRANDE et al., 2008; SHOOP et al., 2015). O que todos estes estudos trazem
em comum, é que o mastocitoma € um tumor comumente diagnosticado em céaes.

Apesar da grande quantidade de trabalhos tratando do mastocitoma canino,
poucos abordam o diagndstico citopatolégico, mesmo este sendo um método bastante
recomendado para deteccao inicial do tumor (LONDON; SEGUIN, 2003; COWELL,;
VALENCIANO, 2014).

Neste trabalho, baseado em mastocitomas diagnosticados pelo método de
exame citopatologico por puncao aspirativa por agulha fina (PAAF), encontraram-se
resultados semelhantes aos descritos na literatura, porém destacam-se algumas
peculiaridades. Por exemplo, apesar de a raca boxer ser a mais afetada pelo
mastocitoma em diferentes regides do mundo, as maiores frequéncias de ocorréncia
desse tumor em caes dachshund e pinscher em relacdo a outros estudos semelhantes
demonstraram que preferéncias locais por determinadas racas devem ser
consideradas.

Outra particularidade apresentada neste estudo é relacionada a manifestacdes
clinicas e clinico-patolégicas que podem indicar distarbios paraneoplasicos. Ainda que
pouco frequentes, essas manifestacdes e achados laboratoriais podem direcionar a
suspeita de mastocitoma e também antecipar intervencdes terapéuticas mais
adequadas para cada caso.

Neste sentido, a avaliagdo de amostras citologicas de mastocitoma pode ser
Gtil tanto para apontar caracteristicas compativeis com tumor de maior potencial de
malignidade (CAMUS et al., 2016) quanto para a determinacdo do indice AgNOR,
auxiliando na determinacédo do prognostico do animal (KRAVIS et al., 1996). Ou seja,
um cédo com mastocitoma em estagio avancado pode ser preservado de procedimento

mais invasivo e ainda assim pode-se ter uma dimensédo do comportamento do tumor
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através de amostras coletadas por PAAF em menor periodo de tempo, para assim ser
escolhida a melhor abordagem terapéutica.

Em relacédo a vitamina D, ainda ha poucos estudos investigando sua relacéo
com o mastocitoma canino. Todavia, nessas pesquisas, ja se pode observar que ha
indicios de que essa relacdo exista (BARONI et al., 2007; MALONE et al., 2010;
RUSSEL et al., 2010; YU et al.,, 2011; WAKSHLAG et al., 2011). Portanto, este
trabalho € mais um esforco em investigar a possibilidade da vitamina D ser
considerada um aspecto importante a ser abordado referente ao mastocitoma.

Além disso, através de analises estatisticas, pode-se observar que a vitamina
D e o indice AQNOR em c&es com mastocitoma estéo correlacionados, corroborando

para que em estudos futuros seja acompanhada a evolucéo clinica desses cées.
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4 CONCLUSAO

O mastocitoma € um tumor frequentemente diagnosticado na regido de Santa
Maria, RS, Brasil, afetando principalmente cdes sem raca definida, sem predisposi¢cao
sexual, com idade média de nove anos. A localiza¢éo anatdmica de maior frequéncia
diagnostica sdo os membros e a maioria dos cdes ndo exibe sinais clinicos ou
alteracdes hematoldgicas relacionadas ao mastocitoma.

E possivel diagnosticar o mastocitoma através de exame citopatolégico e ainda
aplicar a técnica de AQNOR para prever o comportamento biolégico do tumor nessas
mesmas amostras, resguardando o animal da necessidade de procedimentos mais
invasivos.

A vitamina D é um novo alvo de investigacdo que vem demonstrando ter
importante relacdo com o desenvolvimento de diversos céanceres, inclusive o
mastocitoma canino, assim sugere-se que seus niveis sejam avaliados nos cdes com
esta neoplasia. No entanto, estudos de acompanhamento sdo necessarios para que
a vitamina D possa ser considerada como marcador progndstico ou agente terapéutico

em caes com mastocitoma.

5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho é o primeiro a investigar a relacao de vitamina D com mastocitoma
canino através do indice AQNOR, sendo observada moderada correlagédo entre essas

variaveis. Portanto, futuramente, pretende-se:

» Aumentar o numero de observac¢fes de cdes com mastocitoma cujas amostras
de vitamina D sejam analisadas e acompanhar esses animais em relacdo a
evolucao clinica.

» Dar continuidade a aplicacdo da técnica de quantificacdo das AgNOR em
amostras citopatologicas de mastocitoma canino associando a graduacao
citolégica proposta por CAMUS et al. (2016).

» Relacionar os niveis de vitamina D em cdes com mastocitoma classificado
conforme CAMUS et al. (2016) e sua evolucdo clinica.

» Aplicar outros marcadores prognésticos, por exemplo ki-67, em amostras

citolégicas de cdes com mastocitoma.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Niveis Séricos de Vitamina D em Caes com Mastocitoma Cutaneo

Pesquisador responsavel: Cinthia Melazzo de Andrade

Instituicdo/Departamento: Universidade Federal de Santa Maria/ Departamento de

Clinica de Pequenos Animais

Telefone e endereco postal completo: Ex: (55) 3220-8814. Avenida Roraima, 1000,
prédio 97, sala 126, 97105-970 - Santa Maria - RS.

Local da coleta de dados: Hospital Veterinario Universitario

Eu Cinthia Melazzo de Andrade, responsavel pela pesquisa Niveis Séricos de
Vitamina D em Caes com Mastocitoma Cutaneo, o convidamos a participar como
voluntario deste nosso estudo.

Esta pesquisa pretende investigar a relagdo entre mastocitoma cutaneo canino e
vitamina D. Acreditamos que ela seja importante porque algumas descobertas
sugerem que o receptor de vitamina D € regulado em mastocitomas caninos,
especialmente dentro de tumores de alto grau.

Para sua realizacdo sera feito o seguinte: coleta de sangue, de exame citolégico do
tumor e inspec¢éao de linfonodos do seu cdo com mastocitoma.

E possivel que acontecam os seguintes desconfortos ou riscos: estresse e dor de leve
intensidade em seu cao durante os procedimentos de coleta.

Os beneficios que esperamos como estudo incluem investigar se ha relacao do nivel
de vitamina D do cdo com o desenvolvimento do mastocitoma, para embasar futuros
estudos que possam utilizar este horménio como possivel terapia na conducdo dos
casos de mastocitoma cutaneo canino.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé tera a possibilidade de tirar qualquer davida
ou pedir qualquer outro esclarecimento. Para isso, entre em contato com alguns dos

pesquisadores ou com o Conselho de Etica em Pesquisa.
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Em caso de algum problema relacionado com a pesquisa, vocé tera direito a
assisténcia gratuita que sera prestada através da realizacdo de exames que forem
necessarios para averiguar o estado de saude de seu céo.

Vocé tem garantido a possibilidade de ndo aceitar que seu céo participe ou de retirar
sua permissao a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo pela sua deciséo.
As informac0des desta pesquisa serdo confidenciais e poderéo divulgadas, apenas, em
eventos ou publicacdes, sem a identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacdo. Também
serdo utilizadas imagens.

Os gastos necessarios para a participacdo do seu cdo na pesquisa serdo assumidos
pelos pesquisadores. Fica, também, garantida indenizacdo em casos de danos

comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa.

Autorizacao

Eu, apos a leitura ou a escuta da leitura deste

documento e ter tido a oportunidade de conversar com 0 pesquisador responsavel,
para esclarecer todas as minhas duvidas, estou suficientemente informado, ficando
claro para que a participacdo de meu cao € voluntaria e que posso retirar este
consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio.
Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais meu
céo sera submetido, dos possiveis danos ou riscos deles provenientes e da garantia
de confidencialidade, bem como de esclarecimentos sempre que desejar. Diante do
exposto e de espontanea vontade, expresso minha concordancia em permitir que meu

cao participe deste estudo.

Assinatura do voluntario

Assinatura do responsavel pela obtencéo do TCLE

Santa Maria, de de 201 .




