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MODULAQAQ COLAGENICA NA PROGRESSAO METASTATICA NODAL
EM CAES PORTADORES DE MASTOCITOMA CUTANEO

Artigo a ser submetido ao periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira.

ABSTRACT.- Salzedas, B. A.l; Freitas, R. F. %; Arita, D. B. '; Spadari, L.T. %;
Boccia, J.P. !; Xavier, J.G.! [Collagen Modulation in Nodal Metastatic
Progression in Dogs with Cutaneous Mast Cell Tumors] Modulagéo
colagénica na progressao metastatica nodal em caes portadores de mastocitoma
cutaneo. Pesquisa Veterinaria Brasileira. Pés-graduacdo em Patologia
Ambiental e Experimental da Universidade Paulista, Rua Doutor Bacelar, 1212,
Vila da Saude, S&o Paulo, SP, 04026-002, Brasil; E-mail:
breno.salzedas@gmail.com

Recent studies across multiple species have highlighted the importance
of the tumor stroma, particularly cancer-associated fibroblasts (CAFs) and the
extracellular matrix (ECM), in neoplastic progression. Metastasis is the leading
cause of death in oncology patients, regardless of species, with lymph nodes
being one of the most frequently colonized sites by tumor cells. Although
extensively studied in primary tumors, the role of the stroma in metastatic sites
remains poorly understood. In this study, using morphological, histochemical,
immunohistochemical, and morphometric tools, we investigated aspects of the
nodal stroma in dogs with cutaneous mast cell tumors—the second most
common malignant neoplasm in dogs—with or without lymph node metastasis.
Twenty-four lymph node samples from patients diagnosed with cutaneous mast
cell tumors of low and high histological grade were evaluated. The lymph nodes
were graded according to Weishaar et al. (2014), and the myofibroblast
population was quantified based on the immunoexpression of smooth muscle
actin, the predominant phenotypic marker in CAFs. Collagen deposition, the main
component of the ECM, was assessed using Masson's trichrome-stained
sections. High-grade mast cell tumors showed greater nodal metastasis
compared to low-grade tumors. There was no statistical difference in
myofibroblast count among the different groups. However, increased collagen
deposition was observed at nodal colonization sites, an event typically associated
with poorer prognosis. Additionally, phenotypic modulation was noted in
postcapillary venules in these areas, with frequent endothelial flattening. These
findings highlight significant microenvironmental modulation associated with the
primary metastatic site in canine mast cell tumors, offering new perspectives for
prognostic markers and potential therapeutic interventions targeting collagen.

Key-words: collagen, myobroblast, veterinary oncology, postcapillary venules.
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RESUMO.- [Modulacao colagénica na progressdao metastatica nodal em
caes portadores de mastocitoma cutaneo] Estudos recentes, em diversas
especies, apontam a importancia do estroma tumoral, especialmente dos
fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e da matriz extracelular (MEC), na
progressado neoplasica. A metastase é a maior causa de obito em pacientes
oncolégicos, independentemente da espécie, sendo o linfonodo um dos locais
mais frequentemente colonizados por células tumorais. Embora amplamente
investigado no tumor primario, o papel do estroma no foco metastatico ainda é
pouco elucidado. Neste estudo, com o emprego de ferramentas morfolégicas,
histoquimicas, imuno-histoquimicas e morfométricas, foram investigados
aspectos do estroma nodal de cdes com mastocitoma cutaneo, a segunda
neoplasia maligna mais comum em caes, com ou sem metastase em linfonodo.
Foram avaliadas 24 amostras de linfonodo de pacientes diagnosticados com
mastocitoma cutaneo, de baixo e alto grau de malignidade, sendo os linfonodos
graduados de acordo com Weishaar et al. (2014) quantificando-se a populagao
miofibroblastica, a partir da imunoexpressdo de actina de musculo liso, perfil
fenotipico predominante em CAFs, e a deposigdo colagénica, principal
componente da MEC, investigada em cortes corados pelo tricrémico de Masson.
Os mastocitomas de alto grau de malignidade apresentaram maior
metastatizagcdo nodal se comparados aos de baixo grau. Nao houve diferenca
estatistica na contagem de miofibroblastos entre os diferentes grupos. Porém,
identificou-se aumento na deposi¢ao colagénica em sitios de colonizagcédo nodal,
evento usualmente associado a pior prognostico. Em associagdo houve uma
modulagao fenotipica em vénulas pés-capilares nessas areas, com frequente
achatamento endotelial. Tais achados evidenciam uma importante modulacao
microambiental associada ao principal sitio metastatico em mastocitomas
caninos, abrindo perspectivas para novos parametros prognosticos, e para
intervencgdes terapéuticas complementares tendo o colageno como alvo.

Palavras-chave: colageno, miofibroblastos, oncologia veterinaria, vénulas pos-
capilares.
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1. INTRODUCAO

Tumores constituem ecossistemas complexos, envolvendo varios tipos
celulares, implicadas na tumorigénese e na modulagdo do comportamento
neoplasico (AGUADE-GORGORIO et al., 2024). Assim, além das células
tumorais propriamente ditas, uma série de elementos, como células imunes,
endoteliais, pericitos, fibroblastos e a matriz extracelular (MEC) modulam o
crescimento tumoral, e integram o microambiente tumoral (MONTERAN &
EREZ, 2019). Essa interagdo entre parénquima e estroma acompanha a
progressao neoplasica, estabelecendo um nicho que favorece a sobrevivéncia,
expansao e escape a imunovigilancia, envolvendo com frequéncia uma
cooptacdo, pelas células tumorais, da populacdo local, evento bastante
investigado no tumor primario (CHEN et al.,, 2021; MARTINEZ-REYES &
CHANDEL, 2021). No entanto, bem menos é conhecido acerca do
microambiente e da dindmica de interagdes nos focos metastaticos, em especial
em animais de companhia. A metastase € um processo altamente ineficiente,
que ocorre em multiplas etapas, e que culmina com a colonizacdo do “novo”
microambiente pelas células neoplasicas, sendo o evento responsavel pelo ébito
em cerca de 70-90% dos pacientes oncoldgicos (GARCIA-SILVA & PEINADO,
2024). Reconhecidamente, a principal rota utilizada pelas células neoplasicas
para disseminagao € a circulatoria, sanguinea e/ou linfatica, sendo o linfonodo,
em geral, o primeiro sitio metastatico (BOER et al., 2010). Nas ultimas décadas
houve um grande avango na caracterizagdo desses processos, com a
identificagdo de um preparo prévio dos tecidos para o acolhimento as células
malignas em disseminacgao, territérios que passam a ser referidos como nichos
pré-metastaticos (KAPLAN et al., 2005). O primeiro a ser estudado foi o
pulmonar, e posteriormente figado, osso e encéfalo (WANG et al.,, 2024).
Também a modulagdo microambiental do linfonodo para “nidar” as células
neoplasicas em disseminacado foi investigada, destacando-se a indugdo da
imunossupressao e da linfangiogénese (LIU & CAO, 2016). Uma pecga chave
nesse evento é a célula reticular fibroblastica, distribuida principalmente na
paracortex, ativa na sintese de colageno e de citocinas, influenciando a

imunidade e a movimentagao celular no microambiente nodal (HAYAKAWA et
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al., 1988; GRIFFITH et al., 2014; GRANT et al., 2020).

A metastase nodal tem relevancia prognodstica, impactando
negativamente a evolugdo de pacientes em uma série de malignidades na
Medicina Humana, como no carcinoma colorretal, carcinoma pancreatico,
carcinoma de tireoide e melanoma (HONSELMANN et al., 2020; SASHA et al.,
2021; ZHU et al., 2021; TROPEA et al., 2022). As metastases em pacientes
caninos, em geral, também foram relacionadas com um pior progndstico, sendo
correlacionadas com menor tempo de sobrevivéncia, como nos carcinomas
mamarios, osteossarcomas, hemangiossarcomas e mastocitomas (KIM et al.,
2021; WILK & ZABIELSKA-KOCZYWAS, 2021; DE NARDI et al., 2022; DE
NARDI et al., 2023).

O mastocitoma é o segundo tumor maligno cutdneo mais comum em
cées, e possui comportamento bioldgico variado, relacionado ao  grau
histopatolégico (WEBSTER et al., 2007; KIUPEL et al., 2011). O sistema de
graduacao histopatolégica proposto por Kiupel et al. (2011) divide as lesbes em
baixo e alto grau, com base em caracteristicas especificas. Os tumores que
possuirem um ou mais dos critérios apresentados a seguir sdo caracterizados
como alto grau, os critérios sdo: presenca de sete ou mais mitoses em 10
campos de grande aumento (CGA), trés células multinucleadas em 10 CGA, trés
nucleos bizarros em 10 CGA e/ou cariomegalia em 10% das células. Todos os
tumores que nao apresentarem nenhum dos critérios, sédo identificados como
mastocitomas de baixo grau (KIUPEL et al., 2011). Além disso, foi observado
que caes da raga Shar-pei tendem a desenvolver mastocitomas de
comportamento biolégico mais agressivo, enquanto caes das ragas Pug e Boxer
tendem a desenvolverem tumores menos agressivos (KIUPEL, 2017).

A incidéncia de metastase nodal em cées portadores de mastocitoma
cutaneo varia entre 18% e 68%, na dependéncia dos linfonodos avaliados, se
sentinelas ou regionais (BAGINSKI et al., 2014; FERRARI et al., 2018; BEER et
al., 2022). A frequéncia e relevancia biolégica da disseminag¢ao nodal, além da
elevada ocorréncia de resultados falso negativos nas avaliagbes citolégicas
nodais, levaram a recomendagao da realizagcdo da linfadenectomia em caes
portadores de mastocitomas cutédneos (LAPSLEY et al., 2021). O diagndstico
histopatolégico da amostra nodal € baseado no protocolo proposto por Weishaar

et al. (2014), com a caracterizacdo de quatro cenarios, referidos como: sem
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disseminagdo (HNO), lesdo pré-metastatica (HN1), metastase inicial (HN2) e
metastase evidente (HN3). Krick et al. (2009) mostraram que caes apresentando
as maiores graduagdes tiveram menor intervalo livre da doengca e menor
sobrevida. A linfadenectomia melhorou a sobrevida dos pacientes
(MARCONATO et al., 2018, SABATTINI et al., 2021, CHALFON et al., 2022).
Contemporaneamente, estudos tém abordado a relevancia do
microambiente no comportamento tumoral, com particular interesse em seu
estroma, composto principalmente pelos componentes da MEC, com destaque
para as fibras de colageno, e por fibroblastos ativados, assumindo um fenétipo
miofibroblastico, sendo usualmente denominados fibroblastos associados ao
cancer (CAFs), com origem pouco compreendida e fungdo relacionada a
manutengao tumoral (GLABMAN et al., 2022), principalmente na lesdo primaria.
As avaliagbes nesse sentido, mas enfocando a lesdo metastatica sdo menos
frequentes. Com a finalidade de contribuir para o conhecimento dessas relacgoes,
esse estudo investiga, com o0 emprego de parametros histoldgicos, histoquimicos
e imuno-histoquimicos, caracteristicas do estroma nodal de caes portadores de

mastocitomas cutaneos, com ou sem disseminagao para o linfonodo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram analisados 22 mastocitomas cutaneos, e 24 linfonodos sentinelas
e/ou regionais previamente excisados e emblocados provenientes de 22 caes
portadores de mastocitoma cutaneo, locados nos arquivos do setor de Patologia
do Hospital Veterinario Vet Popular e do Hospital Veterinario da Universidade
Paulista (UNIP). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
sob numero de protocolo 3141101224. Todos os tutores autorizaram o uso das

amostras para o estudo.

2.2. Avaliacao histopatoldgica

As formagbes cutdaneas e os linfonodos foram seccionados
longitudinalmente, acompanhando seu maior didmetro e submetidos ao
processamento histolégico convencional. Foram procedidos cortes histologicos
de aproximadamente 4 um do material parafinizado, sendo as amostras tumorais
coradas pela hematoxilina-eosina, e, quando necessario, pelo azul de toluidina,
possibilitando o diagndstico e graduagdo, como de baixo ou alto grau de
malignidade de acordo com os parametros preconizados por Kiupel et al. (2011).
Ja os cortes de linfonodo foram invariavelmente corados pelos métodos de
hematoxilina-eosina e azul de toluidina, possibilitando o rastreamento de
mastocitos e o enquadramento nos perfis de Weishaar et al. (2014),
caracterizando os linfonodos como sem metastase (HNO), pré-metastatico
(HN1), metastase inicial (HN2) e metastase evidente (HN3) (Quadro 1). Em
complemento, para a pesquisa de parametros estromais, foram acrescentadas
abordagens histoquimicas, imuno-histoquimicas e morfométricas. Cortes nodais
foram submetidos a coloragédo pelo tricromico de Masson investigando-se a
deposig¢ao colagénica em intersticio. Por fim, as amostras foram submetidas a
imunomarcagao para a actina de musculo liso, importante na caracterizagao de

diferenciagao miofibroblastica.
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Quadro 1. Graduacado histopatologica de linfonodos de caes portadores de

mastocitoma cutaneo.

Classificagao Critérios histopatolégicos

HNO Trés mastocitos ou menos, isolados, por campo de grande

aumento (400x) em seios ou parénquima nodal.

HN1 Mais de trés mastocitos, isolados, em quatro campos de

grande aumento (400x) em seios ou parénquima nodal.

HN2 Agregados de mais de trés mastocitos em seios ou

parénquima nodal ou tapetes de mastocitos em seios.

HN3 Discretos focos, ndédulos, tapetes ou massas evidentes de

mastocitos com desarranjo arquitetural.
Fonte: Weishaar et al. (2014) modificado.

Em todos as analises microscopicas as laminas foram examinadas por
dois pesquisadores (BAS e JGX) com o emprego de fotomicroscopio OPTICAM®
acoplado a camera digital, OPUHD 14.3MP, para documentagao dos achados e

avaliacbes morfométricas.

2.3. Quantificacao do colageno

Para a quantificagdo do colageno nodal, os cortes foram corados pelo
tricrémico de Masson e cinco campos de grande aumento (objetiva de 40x) com
maior intensidade de marcacao (“hot spots”) foram selecionados, obtendo-se
imagens digitalizadas, e submetidas a avaliagdo morfométrica com o emprego
do software de andlise de imagem Imaged (National Institutes of Health;
Bethesda, MD, EUA) com auxilio do plugin IHC Toolbox. Foi mensurado o
percentual da area ocupada por colageno por campo através de uma técnica de
limiarizagéo (threshold) para isolar a coloragao isolar e quantificar o colageno,
permitindo o calculo do indice de colageno (ICo), a partir da média de cada caso
(DANIEL et al., 2019). Para a quantificacdo nao foram consideradas as fibras

colagenas da capsula do linfonodo.
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2.4. Avaliacdo imuno-histoquimica

Foram realizados, a partir das amostras nodais selecionadas, cortes de
aproximadamente 4 um, submetidos a desparafinizagéo na estufa a 60-65°C por
uma hora, posteriormente passando por uma bateria de Xilol e diluicbes
decrescentes de alcool. Realizou-se a recuperagao antigénica por calor durante
um minuto a 125°C na panela elétrica Decloacker. Apds resfriamento da solugao,
procedeu-se a lavagem das laminas em solugdao TBS. Em sequéncia o material
foi submetido a bloqueio da peroxidase enddgena por cinco minutos, seguindo-
se lavagem das laminas com TBS. Posteriormente procedeu-se a incubagéo
com o anticorpo monoclonal primario de camundongo anti-humano, com
reatividade para caes anti-alfa actina de musculo liso a (a-SMA), clone 1a4,
DAKO®, overnight. Como anticorpo secundario foi utilizado o sistema
EnvisionFlex. Seguiu-se lavagem com solugdo TBS/agua deionizada e a
revelacdo realizada com emprego da diaminobenzidina (DAB) e a
contracoloragcdo com Giemsa por 15 minutos. O anticorpo empregado, sua

origem e concentragao estao listados no quadro 2.

Quadro 2. Protocolo da imunomarcacéao

Anticorpo Natureza Clone | Concentracdao | Rec. antigénica | Fabricante
Alfa actina Monoclonal 1a4 1:200 citrato (ph 5,6) DAKO

de musculo | Camundongo

liso

Foi investigada a distribuicio dos miofibroblastos nas areas de
colonizagdo tumoral nos linfonodos HN2/HN3 e em territérios analogos, nas
regides paracorticais principalmente, em HNO, a partir da expressao
citoplasmatica de a-SMA. A quantificagdo dos miofibroblastos foi realizada a
partir de “hot spots” em 10 CGA para cada amostra de linfonodo. A distingao
entre miofibroblastos e pericitos foi realizada pela disposicao das células,
considerando os pericitos sempre associados ao endotélio. Estes foram

excluidos da contagem.
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2.5. Avaliagao estatistica

A avaliagao estatistica foi realizada com o emprego do software GraphPad
Prism 9® , aplicando-se o teste T de Student, ndo pareado, considerando-se
p<0,05 estatisticamente significante, comparando a deposi¢cédo colagénica e a
contagem de miofibroblastos em linfonodos em relagéo aos grupos HNO, HN2 e

HN3 e em relag&o as neoplasias de baixo e alto grau de malignidade.
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3. RESULTADOS

Foram avaliadas 24 amostras de linfonodos provenientes de 22 caes
portadores de mastocitoma cutaneo, sendo que em dois pacientes foram
analisados dois linfonodos de regides distintas. Prevaleceram os animais sem
raca definida (S.R.D.) (69,1%), fémeas (63,6%), e com idade média de 10,8
anos. A neoplasia primaria foi mais frequentemente localizada nos membros
(45,4%), sobretudo os membros pélvicos, equivalente a 60% dos casos em

membros (Quadro 3).

Quadro 3. Dados clinicos, localizagdo e graduacéo histopatolégica das
neoplasias primarias e dos linfonodos avaliados.

Caso Racga Sexo Idade | Tumor primario Linfonodo Grau
(anos) tumor/linfonodo
1 SRD M 14 membro pélvico popliteo B/HNO
2a SRD F 10 membro pélvico inguinal A/HN3
2b SRD F 10 membro pélvico popliteo A/HN2
3 dogo F 7 membro pélvico popliteo B/HN2
4 SRD F - membro pélvico popliteo A/HNO
5 SRD M 14 Térax axilar B/HNO
6 SRD F 5 membro toracico cervical A/HN2
7a SRD F membro toracico axilar B/HN3
7b SRD F 9 membro toracico | pré-escapular B/HN3
8 SRD F - - - B/HNO
9 pit bull F 10 Mama inguinal A/HNO
10 SRD M 15 Térax axilar A/HN3
11 labrador F 15 Térax axilar B/HN2
12 SRD M 13 membro pélvico inguinal B/HNO
13 golden M 11 membro toracico cervical A/HN3
14 SRD F 8 perivulvar inguinal B/HN3
15 labrador F 8 pavilhdo cervical A/HN1
16 pinscher F 12 mama - B/HN2
17 pit bull M 5 Dorso axilar B/HN2
18 SRD M 10 Toérax axilar A/HN2
19 buldogue M - Orelha mandibular B/HNO
20 S.R.D. F 10 - - B/HNO
21 maltés F 7 - axilar B/HN2
22 SRD F - membro pélvico inguinal B/HN1
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As amostras descritas como “a” e “b” pertencem ao mesmo animal, porém de
linfonodos distintos.M:macho, F:fémea, A:alto grau, B:baixo grau , HNO:
linfonodo livre de tumor, HN1: pré-metastatico, HN2: metastase inicial, HN3:
metastase evidente.

Em termos de graduacdo histopatologica, 14/22 (63,6%) foram
mastocitomas de baixo grau e 8/22 (36,4%) mastocitomas de alto grau de
malignidade (Quadro 3). Considerando os linfonodos examinados, foram
encontradas metatases nodais em 56,25% das amostras provenientes de caes
com mastocitomas de baixo grau e em 75% dos linfonodos de animais com
lesdes de alto grau. Entre os mastocitomas de baixo grau foram analisados 16
linfonodos, sendo 31,2%(5/16) caracterizados como HNO, 12,5% (2/16) como
HN1, 31,2% (5/16) como HN2 e 25,0% (4/16) como HN3 (Figura 1). Enquanto
nos mastocitomas de alto grau foram analisados oito linfonodos, com graduacgéao
histopatoldgica de 25,0% (2/8) HNO, 37,5% (3/8) HN2 e 37,5% (3/8) HN3 (Figura

2). Nesse grupo nao foi detectado nenhum linfonodo com padrdo HN1.

Mastocitoma de baixo grau

v

b

N

numero de casos

HNO HN1

HN3

linfonodo

Figura 1. Graduacgéo histopatoldgica de linfonodos segundo Weishaar et al.
(2014), nos pacientes diagnosticados com mastocitoma de baixo grau de
malignidade.
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Figura 2. Graduagéo histopatoldgica de linfonodos segundo Weishaar et al.
(2014), nos pacientes diagnosticados com mastocitoma de alto grau de
malignidade.

Os linfonodos sem evidéncia de colonizacdo neoplasica (HNO),
apresentaram preservacdo arquitetural, com ativagdo variavel de seus
compartimentos. De maneira geral, predominaram foliculos linfoides secundarios
e expansoes focais paracorticais e sinusais. A principal representacao estromal
nesses casos situou-se em sitios capsulares, trabeculares e paracorticais. Essa

consideracao é valida também para a populagao miofibroblastica (Figuras 3 a 5).

Figura 3. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo reacional (HNO),
evidenciando delicada capsula densamente colagénica, com escassa deposi¢cao
de fibras em areas subjacentes (setas), tricromico de Masson. 400x.
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evidenciando imunomarcagao para actina de musculo liso concentrada em area
capsular (setas), DAB contracorada com Giemsa. 400x.

Figura 5. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo reacional (HNO),
evidenciando imunomarcagdo para actina de musculo liso em regido
paracortical, com destaque para a imunomarcagao pericitica em parede de
vénula de endotélio alto (seta). DAB contracorada com Giemsa. 400x.

Nos linfonodos invadidos por mastécitos neoplasicos, estes se
dispuseram predominantemente em tapetes, ocupando principalmente as
regides entre e abaixo dos foliculos linfoides, em padrédes HN2 e HN3, com

frequente infiltragdo eosinofilica associada (Figura 6).
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Figura 6. Fotomicrografia de linfonodo colonizado pbr células neoplasicas (HN3),
que se dispbe em tapete em regido paracortical (setas). Hematoxilina-eosina.
100x.

Ainda nos sitios de colonizagdo metastatica nodal foi identificada, com

frequéncia, a substituicdo de endotélio cubico caracteristico nas vénulas pés-



capilares por células pavimentosas (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo reacional (HNO),
evidenciando vénulas de endotélio alto em regido paracortical (seta).
Hematoxilina-eosina. 400x.

Figura 8. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo apresentando
colonizagdo por mastécitos neoplasicos (HN2), exibindo o predominio de
vénulas revestidas por endotélio pavimentoso (setas). Hematoxilina-eosina.
400x.

Nestes locais identificou-se uma maior deposigdo de colageno,
evidenciada e quantificada em cortes corados pelo tricrdbmico de Masson
(Figuras 9 e 10). Para a avaliagdo morfométrica foram avaliados “hot spots”
colonizados por mastécitos, predominantemente em paracortex, considerando-
se seu equivalente topografico em linfonodos HNO, totalizando 16 amostras. Foi
mensurado o percentual do campo ocupado por fibras colagenas, conforme
referido no item 2.3. A média da area colagénica foi de 1,87% em linfonodos
classificados como HNO (N=6); 0,89% no unico caso HN1; 12,70% em casos
HN2 (N=4); e 14,56% em lesdes HN3 (N=5), caracterizando-se diferenca
estatisticamente significante entre linfonodos HNO e HN2/HN3 (p < 0,0001, teste
T de Student ndo pareado) (Figura 11). Nao houve diferenga relativa a deposigao
colagénica entre os padroes HN2 e HN3. Nao foi possivel estabelecer a
comparagao com o grupo HN1 devido a amostragem reduzida. Foi comparada
também a deposicdo de colageno relacionada a graduagdo tumoral,
evidenciando-se que embora mastocitomas de alto grau tenham sido mais
eficientes em termos metastaticos, ndo mostraram diferenca em relagdao a

indugdo de desmoplasia quando comparados aos mastocitomas de baixo grau
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de malignidade (Figura 12).
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Figura 9. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo reacional (HNO),
evidenciando delicado estroma colagénico, predominantemente em cercanias
vasculares (setas). Tricrdbmico de Masson. 400x.

Figura 10. Fotomicrografia de corte histoldégico de linfonodo apresentando
colonizagao por mastocitos neoplasicos (HN2), acompanhados por densificagéo
estromal, esbogando traves (setas). Tricromico de Masson. 400x.
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Figura 11. Percentual do campo histolégico ocupado por deposi¢ado colagénica
em microambiente nodal de caes portadores de mastocitoma cuténeo, avaliado
em cortes corados pelo tricromico de Masson (N=18). Diferenga estatisticamente
significante com p<0,0001 entre os grupos *: HNO e HN2, ** entre HNO e HN3
(teste T de Student, ndo pareado).

Figura 12. Percentual do campo histolégico ocupado por deposi¢ao colagénica
em microambiente nodal de cdes portadores de mastocitoma cutaneo, de baixo
e alto grau de malignidade, avaliado em cortes corados pelo tricrbmico de
Masson (N=17), evidenciando auséncia de diferenga estatisticamente
significante entre os grupos. Teste T de Student n&o pareado, p>0,05.
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Em relagdo a imunopositividade para a actina de musculo liso, houve uma
distingao relativa aos compartimentos nodais, com rarefagcdo de marcagcédo em
foliculos e intensificagdo em territérios em seu entorno, em particular paracértex,
com ou sem colonizagao neoplasica, porém sem diferenga estatisticamente
significante, tanto entre os padrdes nodais, HNO, HN2, HN3, quanto em relagao
as amostras de mastocitomas de baixo e alto grau de malignidade (teste T de

Student, ndo pareado) (Figuras 13 a 17).

Figura 13. Fotomicrografia de corte histologico de linfonodo apresentando area
folicular com rarefagcdo estromal, acompanhada em periferia por densificagcao
estromal e imunopositividade para 1a4 (setas). DAB contracorado com Giemsa.
400x.

Figura 14. Fotomicrografia de corte histologico de linfonodo apresentando
colonizagao por mastdcitos neoplasicos (HN2), acompanhados por densificacéo
estromal e imunopositividade para 1a4 em trave conjuntiva (setas). DAB
contracorado com Giemsa. 400x.
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Figura 15. Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo apresentando regido
interfolicular apresentando estroma denso com imunopositividade para 1a4
(setas). DAB contracorado com Giemsa. 400x.
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Figura 16. Contagem de miofibroblastos em “hot spots” de linfonodos com
padrao HNO, HN2 e HN3 em caes portadores de mastocitoma cutaneo, de baixo
e alto grau de malignidade, a partir de cortes submetidos a imunomarcagao com
anticorpo 1a4, evidenciando auséncia de diferenca estatisticamente significante
entre os grupos, p>0,05.(N=13) (teste T de Student, ndo pareado).

Figura 17. Contagem de miofibroblastos em “hot spots” nodais, provenientes de
cdes portadores de mastocitoma cutdneo, de baixo e alto de grau de
malignidade, a partir de cortes submetidos a imunomarcagao com anticorpo 1a4,
evidenciando auséncia de diferengca estatisticamente significante entre os
grupos, p>0,05 (N=14), (Teste T de Student ndo pareado).



29

4. DISCUSSAO

A elevada frequéncia dos mastocitomas cutaneos em cées, sua
tendéncia a colonizar secundariamente os linfonodos, e a escassez de
informagdes acerca dos mecanismos envolvidos na progressao tumoral nesse
territorio (PEREIRA et al., 2015), tornam a investigacdo da relagdo entre o
mastocitoma cutaneo canino e o linfonodo relevantes. A analise das alteragdes
estromais no linfonodo, envolvendo a populacdo de células reticulares
fibroblasticas e a MEC nodal pode desvendar potenciais indicadores
progndsticos e eventuais alvos terapéuticos.

As amostras estudadas permitiram inferir que os pacientes estudados
sao idosos, com idade média aproximada de 11 anos, conforme descrito por
diversos autores (SHOOP et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2020). Apesar da maioria
das amostras serem provenientes de cdes SRD, algumas ragas destacadas
como predispostas apareceram neste estudo como o labrador retriever, o golden
retriever e o buldogue (PALMA et al., 2009). Os pacientes estudados em sua
maioria sao fémeas, embora nao haja descricdo de predilecao sexual para a
condigdo. Ja a localizag&do das neoplasias primarias nos membros, sobretudo os
pélvicos, foi predominante em consonéncia com descri¢gdes anteriores (GROSS
et al.,, 2005; KIUPEL, 2017). Nesse sentido também a colonizacdo nodal ¢é
caracteristicamente o principal sitio metastatico no paciente com mastocitoma
(RIBEIRO, 2022; TAMLIN et al., 2022), sendo que n&o houve referéncia a outros
focos metastaticos nos cées avaliados.

A relagcao entre graduacado histolégica e disseminagdo nodal em
mastocitomas cutaneos caninos & controversa. Para otimizar o rastreamento de
mastécitos neoplasicos, conforme indicado por Sabattini et al. (2022) todos os
linfonodos examinados foram submetidos as coloracdes de hematoxilina-eosina
e azul de toluidina. Nos pacientes avaliados neste estudo, o indice metastatico
apresentou-se mais elevado naqueles diagnosticados com mastocitomas de alto
grau (75%), quando comparados aos portadores de mastocitomas de baixo grau
(56,25%). Os achados de Stefanello et al. (2015), trabalhando com uma

amostragem total de 386 animais, apontaram no mesmo sentido, sendo a
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frequéncia de metastases nodais de 14,6% nos casos de mastocitoma de baixo
grau e de 29,7% nos portadores de lesdes de alto grau. Esses dados reforcam
um maior potencial metastatico por parte dos mastocitomas de alto grau. Em
contrapartida, dois estudos recentes ndo encontraram relagdo entre grau
histopatoldgico tumoral e metastase nodal (FERRARI et al., 2018; FERRARI et
al., 2021).

A analise dos dados referentes aos linfonodos classificados como HN1
foi impossibilitada devido a reduzida quantidade de casos que se enquadravam
nessa graduagdo. Tal fato pode estar relacionado com o tamanho amostral
estudado, reforgcando a necessidade de estudos futuros para melhor elucidagao
dos eventos iniciais da metastase nodal.

A disseminacéao neoplasica para linfonodos é marcada pela migracao via
linfatica, evento que evidencia a relevancia da linfangiogénese no processo,
desde o preparo do nicho pré-metastatico até o ingresso a partir do sistema
sinusal (GILLOT et al., 2021; HU et al., 2022), permitindo a identificacdo das
células tumorais ocupando o sistema sinusal (SOBIN et al., 2009). Nos casos
examinados foi usual a colonizagédo do parénquima nodal, em regides entre e
abaixo dos foliculos linfoides, ocupando principalmente paracortex, sendo
frequente a presenca de foliculos linfoides secundarios, circundados por tapetes
de mastdcitos neoplasicos. O emprego da contracoloracdo com Giemsa
mostrou-se uma estratégia Util favorecendo a co-localizacdo da populacéo
neoplasica em paralelo a visualiza¢do dos miofibroblastos imunomarcados. Esse
parametro topografico foi importante como referéncia para a comparacao entre
a disposicdo dos elementos estromais, miofibroblastos e colageno, nos grupos
HN2/HN3, e sem tumor, HNO.

Nos linfonodos com colonizagdo metastatica houve uma aparente
rarefagdo nos vasos delimitados por endotélio cubico, morfologia caracteristica
das vénulas pos-capilares paracorticais, sendo frequente a delimitacdo por
células pavimentosas, a semelhanca do descrito em amostras murinas e
humanas nas mesmas condicdes, fato que pode estar relacionado a ativacao e
destacamento das células reticulares fibroblasticas da parede venular, com
consequente comprometimento de suas atividades tréficas sobre o endotélio
(VELLA et al., 2023).

Nesse sentido cabe a reflexdo acerca das especificidades teciduais. No
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microambiente nodal a principal célula vocacionada para a sintese colagénica &
a célula reticular fibroblastica. No entanto essa populacdo também esta,
notadamente pela liberacdo de citocinas, envolvida na regulagdo da
movimentagao celular e na modulagao da condi¢do imunitaria no microambiente
nodal (PANOCHA et al.,, 2025). No contexto da invasdo neoplasica, s&o
possivelmente as principais células a integrarem a populagdo dos CAFs, que
exibem origem variada e heterogeneidade molecular (IKUTA et al., 2018; SAHAI
et al., 2020). Desempenham papel importante na produgao e remodelamento de
componentes da MEC, o que facilita a progressao tumoral. De maneira geral foi
identificada expressao de actina de musculo liso associada a capsula, trabéculas
nodais e paracoértex, com rarefagdo em areas foliculares em todas as amostras,
idependentemente da invasdo tumoral. Tais achados divergem de relatos que
referem incremento miofibroblastico associado a colonizagdo tumoral, em
malignidades como carcinomas de mama, carcinomas colorretais e carcinomas
espinocelulares humanos (ITOU et al., 2019). Além disso, foi demonstrado que
em carcinoma mamario humano os CAFs observados em linfonodos s&o dos
mesmos subtipos daqueles observados no tumor primario, demonstrando que o
o0 microambiente nodal tende a mimetizar o microambiente tumoral (PELON et
al., 2020).

Embora ndo tenha sido caracterizado um aumento na celularidade
miofibroblastica, nas amostras caninas avaliadas houve uma densificacao
estromal nos sitios de colonizagao metastatica, possivelmente em consequéncia
do aumento em sua atividade. Li et al. (2020) demonstraram a atuacdo de
miofibroblastos nodais na sintese de colageno tipo | mediante estimulo por
mastécitos. Em condigbes oncolégicas a ativagado miofibroblastica apresenta
motivagdes variadas, podendo relacionar-se ao silenciamento de PTEN, por
mutagcdo ou por evento epigenético, assim como a hiperexpressao de
oncogenes, como Kras, que em associagdo com o fator transcricional Snail
fomentam a transigao epitélio-mesenquimal e a deposi¢cao de colageno (XU et
al., 2019).

Daniel et al. (2019) descreveram uma relagao inversa entre deposicao
colagénica e agressividade tumoral em mastocitomas cutdneos caninos,

relacionando a rarefagdo do colageno a menor sobrevida do animal. Na literatura
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essa relagdo € ambivalente, visto que o colageno pode atuar tanto como uma
barreira em certos estagios do cancer, como também pode fomentar sua
expansao em outros momentos, sendo que os proprios subprodutos derivados
de sua degradagao podem incrementar a angiogénese e a invasao celular (Xu
et al., 2019). Nos linfonodos o remodelamento da MEC integra, em associa¢ao
com a linfangiogénese, as modificagées envolvidas no preparo do nicho pré-
metastatico, devendo-se principalmente a atividade de macrofagos (BIENIASZ-
KRZYWIEC et al., 2019). Rizwan et al. (2015) encontraram maior densidade
colagénica nos linfonodos metastaticos de carcinoma mamario humano, o que
foi relacionado a progressao tumoral. Essa modificagdo na paisagem tecidual
associa-se a alteragdes na rigidez tecidual, na imunidade tumoral e em seu
potencial metastatico (DISCHER et al., 2017; YAMAUCHI et al., 2018). Estudos
em diferentes condi¢cdes neoplasicas tém mostrado que a interacdo da célula
tumoral com o colageno é capaz de modificar sua atividade. Como exemplo, o
colageno I, com frequéncia o mais abundante no estroma neoplasico, ao interagir
com integrinas expressas pelas células tumorais pode determinar a reduc¢ao da
expressao de E-caderina e beta catenina, redugdo na diferenciagao celular,
inducdo de TEM e aumento de populagdo de células tronco tumorais em
carcinoma colorretal (KIRKLAND, 2009). Foi demontrado que o contato com o
colageno | também pode afetar a via da caspase-3/PI3K/AKT inibindo a apoptose
em pacientes com cancer cervical (LIU,LIAO & LI, 2017).

Curiosamente, apesar da elevada incidéncia de mastocitomas cutaneos
em caes, ha uma escassez de dados na literatura acerca da modulagao
microambiental nos sitios metastaticos nessa condi¢cdo, em particular no
microambiente nodal. Essa abordagem justifica-se ndo apenas por contribuir
para a compreensao da biologia dos mastocitomas, que representam um desafio
ao oncologista, dada a sua diversidade comportamental, mas também por inserir
no cenario em que predominam os carcinomas um modelo de sarcoma (TARPEY
etal., 2013).

A ampliagdo da amostragem e a investigagdo de parametros clinicos
adicionais, como a taxa de recidiva e metastatizagcdo tumorais e a sobrevida dos
animais sao fundamentais para elucidar a relevancia desses achados em termos
de qualidade de vida e devir dos caes. Por fim, a percepgcdo da desmoplasia na

historia natural da disseminacdo em mastocitomas pode contribuir para a
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inclusdo de estratégias terapéuticas complementares, incluindo o colageno
como alvo, enfocando principalmente a antagonizagdo a sua producéo,
restringindo, por exemplo a atividade dos CAFs (SHERMAN et al., 2014), ou
induzindo a sua degradagao (DONG et al., 2019).

5. CONCLUSOES

A disseminacido nodal foi um evento frequente em caes portadores de
mastocitomas cutaneos, acompanhando o grau histopatolégico de malignidade,
caracterizando-se pela colonizacdo preferencial de sitios paracorticais, em
associacdo com a modulacdo fenotipica das vénulas pds-capilares e o

incremento na deposigéo colagénica local.
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