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ABSTRACT. - [Evaluation of Microenvironmental Stromal Parameters as
Indicators of Biological Behavior in Canine Cutaneous Mast Cell Tumors].
Cutaneous mast cell tumor (MCT) is the most common malignant skin neoplasm in
dogs and frequently exhibits regional lymph node dissemination. Although
histopathological grading remains the primary prognostic tool, it does not fully
capture the clinical and biological heterogeneity of the disease. In this context,
stromal components of the tumor microenvironment have emerged as promising
targets for prognostic refinement. In the present study, 31 canine cutaneous MCT
samples and their corresponding regional lymph nodes were histologically evaluated,
with lymph nodes classified according to the presence or absence of metastatic
colonization. These findings were correlated with stromal parameters, including
collagen deposition assessed by Masson’s trichrome staining, and the presence of
tumor-associated macrophages (TAMs) and myofibroblasts, quantified by
immunohistochemistry. Nodal dissemination was more frequent in high-grade tumors.
Tumors with lymph node colonization exhibited significantly higher populations of
TAMs and myofibroblasts compared to non-metastatic cases (unpaired Student’s t-
test, p < 0.05). No significant differences in TAMs or myofibroblasts were observed
between histological grades. Collagen deposition index showed no statistical
association with any evaluated parameter. These findings reinforce previous reports
demonstrating the influence of stromal components on neoplastic behavior and

highlight their potential utility as prognostic markers and therapeutic targets.

Keywords: CAFs; immunohistochemistry; veterinary oncology; prognosis; TAMs



RESUMO. - [Avaliacdo de parametros estromais microambientais
como indicadores do comportamento biolégico em mastocitomas
cutaneos canino]. O mastocitoma cutédneo € a neoplasia maligna cutanea mais
comum em céaes, apresentando frequente disseminacgao para linfonodos
regionais. Embora a graduacao histopatologica seja o principal instrumento
prognostico, isoladamente néo é capaz de contemplar integralmente a
heterogeneidade clinica e bioldgica observada na doenca. Nesse cenario,
componentes estromais do microambiente tumoral surgem como alvos
promissores para o aprimoramento progndéstico. Neste estudo foram avaliadas
histopatologicamente 31 amostras de mastocitomas cutaneos caninos,
diagnosticadas e graduadas e os respectivos linfonodos, classificados quanto a
presenca ou ndo de colonizagdo metastética, correlacionando-os a parametros
estromais: deposicao colagénica em cortes corados pelo tricrdomico de Masson,
presenca de macrofagos associados ao tumor (TAMs) e de miofibroblastos,
ambos por meio de imunomarcacao. A disseminacao nodal foi mais frequente
em caes portadores de mastocitomas cutaneos de alto grau de malignidade.
Identificou-se incremento na populacéo de TAMs e de miofibroblastos nos
mastocitomas cutaneos que desenvolveram colonizacédo nodal em relacao aos
gue ndo apresentaram disseminacéo (teste T de Student, ndo pareado, p<0,05).
Nao houve diferenca estatistica entre TAMs e miofibroblastos relacionada ao
grau de malignidade tumoral. J& o indice de deposicdo colagénica ndo
apresentou significancia estatistica em relacdo a nenhum dos parametros
avaliados. Tais achados ratificam dados da literatura, evidenciando a influéncia
de componentes estromais sobre 0 comportamento neoplasico e sua potencial

utilidade como parametros prognésticos e alvos terapéuticos.

Palavras-chave: CAFs; imunomarcacao; oncologia veterinéria; progndstico; TAMs.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias cutaneas representam uma parcela importante das doencas
tumorais caninas, sendo 0 mastocitoma cutdneo a mais prevalente em céaes,
compreendendo aproximadamente 20-25% dos tumores de pele na espécie.
Proveniente das células mastocitarias, a doenca apresenta um comportamento
biolégico e clinico altamente heterogéneo que nem sempre reflete sua graduacao
histopatolégica, com frequente disseminacdo para linfonodos regionais. Apesar do
tratamento cirdrgico em muitos casos se mostrar eficaz e resolutivo, surgem
limitacbes quando do diagndstico tardio, especialmente pela dificuldade em se
alcangar margens cirargicas livres, o que implica em procedimentos mais mutilantes,
lesbes recorrentes e fomento ao potencial metastatico.

Uma fracdo de cdes com tumores classificados como de baixo grau,
frequentemente apresenta lesdes mais agressivas do que o esperado para essa
categoria, reforcando a necessidade de parametros adicionais que aumentem a
precisdo progndstica.

Nos ultimos anos, a compreensao sobre o papel do microambiente tumoral na
progressao neoplasica, influenciando seu crescimento, invasao, angiogénese, escape
imune e metastase tem avancado substancialmente possibilitando a identificacdo de
biomarcadores que possam auxiliar na estimativa da evolucao tumoral.

Os macrofagos associados ao cancer (TAMs) sdo células plasticas originadas de
monaocitos circulantes ou de macrofagos residentes, capazes de adquirir dois
fendtipos distintos, M1 e M2, dos quais o Ultimo destaca-se como a populagédo imune
inata predominante no microambiente tumoral, relacionando-se a diversos fatores
vinculados & inducdo e progressdo tumoral, favorecendo processos como
angiogénese, imunossupressao e disseminacdo metastatica.

Ja os fibroblastos associados ao cancer (CAFs) séo fibroblastos modulados
fenotipicamente no microambiente tumoral, adquirindo plasticidade funcional,
aumento da atividade secretora e contrétil, vinculados a deposi¢éo e remodelagéo de

componentes da matriz extracelular, contribuindo para a formagédo de um estroma
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desmoplasico, rigido e denso, associando-se predominantemente a acdes pro-
tumorigénicas.

A matriz extracelular, por sua vez, especialmente o colageno, desempenha papel
estrutural e funcional relevante na progressao tumoral. Alteracées em sua densidade,
composicao e na organizacao das fibras colagénicas, modulam processos biolégicos
e moleculares como adeséo, motilidade celular e elasticidade tecidual, estabelecendo
relacdo direta com a agressividade biolégica da doenca oncolégica.

Dessa forma, alteragcdes quantitativas desses marcadores, uma vez justificadas e
compreendidas, podem contribuir com informacfes importantes sobre a evolucéo
desses processos.

Nesse sentido, o presente estudo tem por objetivo comparar os TAMs, 0s
miofibroblastos (CAFs) e a deposicdo colagénica, com a graduacao histopatoldgica, e
a presenca ou auséncia de metastases linfonodais em mastocitomas cutaneos
caninos, visando identificar possiveis associacdes destes parametros com a

progressédo da doenca.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastocitoma Cutaneo em Céaes

O mastocitoma € uma neoplasia, proveniente de mastdcitos, caracterizada como o
tumor cutaneo mais comum em caes e com menor prevaléncia entre os felinos e outras
espécies domésticas (PALMA et al., 2025). Os mastdcitos sdo provenientes de células
hematopoéticas pluripotentes CD34+ que migram pelo sangue até atingirem 0s
tecidos periféricos, onde sofrem maturacdo e diferenciagdo para as ceélulas
mastocitarias residentes e funcionais, sob influéncia de fatores locais
(KIRSHENBAUM et al., 1991). Sua incidéncia, principalmente cutanea e subcutanea,
representa cerca de 20 a 25% de todos os tumores cutdneos em caes, sendo a
segunda neoplasia maligna mais prevalente, apds os tumores de glandula mamaria
(SOUZA et al., 2006; MEIRELLES et al., 2010; SABATTINI et al., 2014; HORTA et al.,
2018)
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N&do ha predilecdo por sexo e, apesar da possibilidade de acometimento de
qualquer racga, estudos sugerem que os braquicefalicos apresentam-se predispostos.
Villamil et al., 2011, sugerem que a forma cutanea da doenca apresenta uma
incidéncia até dez vezes maior em Boxers do que em cdes sem raca definida (2,35%
vs 0,23%). Outras racas predispostas sdo Boston Terrier, Buldogue Inglés e Francés,
Shar-pei, Pug e Dachshund (BOSTOCK, 1973; MEIRELLES et al., 2010; PALMA et
al., 2025). Apesar da predisposicéo, Boxers e Pugs, de maneira geral, parecem
apresentar tumores com comportamentos menos agressivos, enquanto Shar-peis e
Labradores geralmente desenvolvem tumores de graus mais elevados, com piores
prognésticos (MOCHIZUKI et al., 2016; TOSTES et al.,, 2017). Segundo estudo
retrospectivo recente, baseado em uma ampla amostragem, a frequéncia de
mastocitomas de alto grau foi significativamente maior em Labradores (45,2%; 14/31,
p=0,002), enquanto todos os Pugs (100%, 12/12) presentes no levantamento
apresentaram tumores de baixo grau, com melhores prognésticos (TAMLIN et al.,
2022).

Apesar de ser passivel de ocorrer em qualquer idade, com casos relatados em caes
de 7 meses, a incidéncia aumenta com a idade, acometendo animais em uma faixa
etaria média de 8,5 anos (OLIVEIRA et al., 2020; LONDON; SEGUIN, 2003).

Embora ndo possua uma etiologia completamente elucidada, fatores genéticos,
epigenéticos e inflamatoérios ja foram apontados como predisponentes para o
desenvolvimento da doenca (DALECK et al., 2016; NARDI et al., 2022).

A diferenciacdo entre as formas de apresentacdo, cutdnea ou subcutanea, é
extremamente relevante, uma vez que implica em uma gama de particularidades em
relacdo a prevaléncia, diagnodstico, aplicabilidade dos sistemas de graduacao
histopatoldgicos, prognéstico, abordagem terapéutica, comportamento bioldgico,
tempo de sobrevida, taxa de recidiva e risco metastatico (LLORENS et al., 2025).

Os mastocitomas cutaneos originam-se na derme e podem se estender para o
subcutédneo subjacente até atingir camadas musculares, sendo esta a forma mais
comum e geralmente mais agressiva da doenca (MINNOYE et al., 2024).

J4 a forma subcutanea origina-se na hipoderme, apresentando um padrdo de

crescimento expansivo e bem delimitado, geralmente restrito ao tecido adiposo
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subcutaneo. E menos frequente que os cutdneos e, em geral menos agressivo.
Inicialmente, ndo compromete a derme ou a epiderme, motivo pelo qual a pele
sobrejacente pode permanecer integra, sem sinais de ulceracdo. Contudo, com o
crescimento tumoral, pode haver compressédo de estruturas adjacentes como pele,
vasos e musculos superficiais (MINNOYE et al., 2004; RIBEIRO et al., 2022).

2.1.2 Aspectos Clinicos

Clinicamente notam-se lesGes nodulares com crescimento Unico ou multiplo, de
aspecto elevado, eritematoso e alopécico, sua apresentacdo pode variar de nédulos
soltos e méveis até até lesdes mais infiltrativos e aderidas aos planos profundos,
principalmente em casos de maior agressividade, acometendo a pele e, menos
frequentemente, o subcutaneo (KIUPEL & CAMUS, 2019). Esses nédulos, no entanto,
apresentam grande heterogeneidade, com tamanhos e aspectos variados, podendo
ocorrer desde nodulos firmes, elevados, pruriginosos e ulcerados até formas mais
irregulares, de consisténcia mole, sem eritema ou ulceragéo, assemelhando-se muito
a lipomas cutaneos (LONDON; SEGUIN, 2003; NARDI; DALECK, 2016).

Vale ressaltar que as manifestacbes cutdneas e subcutaneas sao
macroscopicamente semelhantes e apenas o exame histopatolégico € capaz de
diferencia-las (NARDI; DALECK, 2016).

Tumores dérmicos medem em sua maioria até 3 centimetros, porém ha relatos de
massas que alcancaram 10 centimetros ou mais (LONDON; SEGUIN, 2003).

Entre as lesdes cutaneas, os locais mais acometidos s&o tronco e regiao perineal
(50-63%), seguido pelos membros (33-40%), afetando de maneira semelhante
membros pélvicos e toracicos, e menos frequentemente cabeca e pescocgo (10-15%)
(LONDON; SEGUIN, 2003; NARDI; DALECK, 2016; SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL,
2016; RIBEIRO et al., 2022). Lesdes com incidéncia em escroto e plano nasal foram
relacionadas a graus mais altos da doenca com piores prognosticos e indice
metastatico precoce (HORTA et al., 2018).
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Os linfonodos regionais sao os sitios metastaticos mais comuns, ressaltando a
importancia da avaliacao linfonodal durante o estadiamento clinico (RIBEIRO et al.,
2022).

Os 6rgaos internos sdo menos acometidos, entretanto apresentam piores
prognoésticos e sdo mais dificeis de deteccdo ao exame clinico, podendo ocorrer
principalmente em intestino, figado, baco e rim (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL, 2016;
RIBEIRO et al., 2022).

Além da presenca das formacdes tumorais, sinais secundarios estdo presentes em
até metade dos cdes afetados e sdo, em suma, relacionados a sindromes
paraneoplasicas decorrentes da excessiva degranulacdo mastocitaria e a
consequente liberagdo exacerbada de histamina, heparina, fatores quimiotaticos para
eosindfilos e enzimas proteoliticas, que provocam diversos sinais clinicos, como
anorexia, vomito, hematoquezia, melena, anemia, dor abdominal decorrentes de
ulceracdes gastrointestinais, que podem evoluir para perfuracdes gastrointestinais,
peritonite e sepse (WELLE et al., 2008; NARDI; DALECK, 2016).

O atraso na cicatrizacdo e a deiscéncia dos pontos observados ap0s a resseccao
cirirgica séo atribuidas a liberacdo de aminas vasoativas e enzimas proteoliticas que,
ao se ligarem a receptores H1 e H2, exercem um efeito supressor sobre os fatores de
crescimento fibroblasticos, reduzindo a fibroplasia e o processo cicatricial no cerne da
ferida cirargica (NARDI; DALECK, 2016).

A degranulacdo mastocitaria exacerbada pode ser evidenciada ao exame fisico,
uma vez que, com a manipulacdo da area tumoral, surgem eritemas, edemas e
papulas, logo apés a palpacao, caracterizando o tipico sinal de Darier, um fendmeno
clinico evidente em tumores mastocitarios (LONDON; SEGUIN, 2003). Casos mais
graves também sdo relatados com a presenca de disturbios de coagulacao,
hipotensdo e colapso circulatorio, todos decorrentes da massiva liberagcdo de

histamina e aminas vasoativas (WELLE et al., 2008).
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2.1.3 Diagnéstico

A citologia permanece como o método de eleicdo para diagndstico inicial de
mastocitomas. E rotineiramente realizada por meio de punc&o aspirativa por agulha
fina (FNAC) ou por imprint das lesdes em laminas de vidro, seguido por coloracdes de
Romanowsky, Giemsa ou Azul de Toluidina (LONDON; SEGUIN, 2003; MACKNEILL,
2011). E uma técnica rapida, de baixo custo e minimamente invasiva, capaz de
conferir um diagnostico precoce (MACKNEILL, 2011).

Apesar de sua utilidade e notavel facilidade de realizacdo, a citologia apresenta
limitacBes, 0 que torna o exame histopatolégico o fator prognéstico individual mais
relevante para cdes e gatos portadores de mastocitomas (SLEDGE; WEBSTER;
KIUPEL, 2016).

Além de informar o tipo tumoral e a adequacdo da excisdo cirdrgica, a
histopatologia auxilia na graduacdo da doenca, conferindo informacdes valiosas
acerca de diversos parametros celulares e estromais, que se traduzem sob a
perspectiva prognéstica, possibilitando, até certo ponto, prever comportamentos
tumorais mais ou menos agressivos, discernir sobre as melhores estratégias
terapéuticas e até mesmo estimar o risco de ocorréncia de quadros metastaticos
(PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984; KIUPEL et al., 2010).

A classificacdo histologica, apesar de essencial e pertinente para fornecer
subsidios sobre o potencial metastatico da doenca, ndo prediz isoladamente o
comportamento biolégico esperado. Nesse contexto, marcadores imuno-
histoquimicos como o0 Ki67 e KIT, e a deteccdo de mutacéo ativa do gene c-kit por RT-
PCR, surgem como abordagens alternativas e enriquecedoras (SABATTINI et al.,
2014).

Para o prognoéstico, deve ser também considerado o estadiamento, de maneira
que todos o0s animais com suspeita de mastocitoma devem ser estadiados,
envolvendo desde uma abordagem minima - hemograma, bioquimica sérica e puncéo
de linfonodos regionais para avaliagéo citologica - até avaliagbes mais completas com
ultrassonografia abdominal, radiografia toracica e, quando possivel, puncéo de figado,
baco e avaliacdo da medula 6éssea (STEFANELLO et al., 2015).
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Apesar da citologia de linfonodos ser relevante como triagem para casos
metastaticos, resultados falsos negativos ndo sdo raros de ocorrer, por isso, a
linfadenectomia, para avaliacdo histopatolégica completa do linfonodo, € sempre
recomendada (COSTA-CASAGRANDE et al., 2008; GIULIANO et al., 2016).

Conforme proposto pela Organizacdo Mundial da Saude, o estadiamento clinico
permite avaliar a extensdo da doenca, estando diretamente relacionado ao
prognostico esperado para cada caso. (Figura 1) (OWEN, 1980; LONDON; SEGUIN,

2003).

Estagio Definicdo Subestagio (OMS)

0 Tumor Unico excisado incompletamente A: Sem sinais sistémicos

[os)

(comprovado histologicamente, sem : Com sinais sistémicos

envolvimento de linfonodo regional.

| Um tumor confinado a derme, sem : Sem sinais sistémicos

envolvimento de linfonodo regional. : Com sinais sistémicos

1 Um tumor dérmico com envolvimento de : Sem sinais sistémicos

linfonodo regional. : Com sinais sistémicos

11 Multiplos tumores dérmicos OU um tumor : Sem sinais sistémicos

W > ® > W >

grande/infiltrativo, com ou sem : Com sinais sistémicos

envolvimento de linfonodo regional

v Qualquer tumor com metastase distante -
(inclui mastocitemia e/ou acometimento

de medula 6ssea)

Figura 1. Estadiamento da OMS para mastocitomas cutaneos caninos baseado em critérios

clinicos segundo Owen, 1980.

Estagios clinicos mais altos estdo associados a reducdo do intervalo livre de
doenca e do tempo de sobrevida (O'’KEEFE, 1990).

2.1.4 Aspectos Histologicos
Ao exame histoldgico, os mastoécitos sdo caracterizados como células pleomorficas,

podendo assumir formatos esféricos, estrelados ou fusiformes; possuem nucleos

arredondados e granulos citoplasmaticos de conteado predominantemente
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proteoglicano acido, formado por inUmeras substancias como histamina, heparina e
enzimas proteoliticas, sendo este material intracelular, o responsavel por conferir a
tonalidade violeta quando corado por corantes do tipo Romanowsky ou Azul de
Toluidina, fenébmeno denominado de “metacromasia” (DUNCAN; PRASSE, 1979).

Os mastocitos neoplasicos podem apresentar granulos em quantidade variavel
conforme o grau de diferenciacdo tumoral, de maneira que, em neoplasias pouco
diferenciadas, alguns podem até perder a sua capacidade de expressao, ou expressa-
los em quantidades insuficientes para a visualizagdo, um fator frequentemente
relatado como dificultador do diagndstico. Nessas ocasifes, os métodos histoquimicos
de evidenciacdo, como os corantes de Giemsa ou Azul de Toluidina sdo os mais
indicados, destacando os granulos em purpura (WELLE et al, 2008).

Mastocitomas geralmente apresentam mastécitos dispostos em corddes ou fileiras,
uma disposicao vinculada a graus tumorais mais baixos, ou entdo podem aparecer
em grupos, em um arranjo arquitetural com padrdo em lencois, denso e difuso, com
maior celularidade, pleomorfismo e incremento mitético (HORTA et al., 2018). Seus
nucleos podem variar em formato e tamanho conforme o grau de progressao tumoral,
apresentando células bi ou multinucleadas, com a presenca frequente de figuras de

mitoses em tumores pouco diferenciados (BOSTOCK, 1973).

2.1.5 Graduacéao Histopatoldgica

Acerca do comportamento biolégico, os mastocitomas cutaneos apresentam um
perfil variado associado a sua graduacédo histopatoldgica, e por conseguinte, a sua
velocidade de desenvolvimento e potencial metastatico (SLEDGE; WEBSTER,;
KIUPEL, 2016).

Dois sistemas de graduacdo histopatolégica sdo comumente utilizados para
mastocitomas cutaneos caninos. O protocolo de Patnaik, em trés graus, e o sistema
de Kiupel, em dois graus. Em ambos, graus mais altos predizem maior agressividade,
com maior potencial metastatico e maior mortalidade relacionada, orientando manejo
cirirgico e adjuvante (PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984; KIUPEL et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2022).
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O sistema de graduacao de Patnaik para mastocitomas cutaneos foi proposto em
1984 e rapidamente se tornou o sistema mais utilizado mundialmente, sendo o
primeiro a conseguir correlacionar com sucesso os achados histolégicos com o tempo
de sobrevida dos pacientes (PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984). As lesfes foram
graduadas com base em caracteristicas histomorfolégicas que incluem celularidade,
morfologia celular, invasividade, atividade mitética, extensdo do envolvimento tecidual
e reacdo estromal. Sob esse prisma, mastocitomas de grau |, ou seja, bem
diferenciados, apresentam um bom progndstico, e em geral, sdo curados apenas com
as resseccoes cirargicas completas, ao passo que, mastocitomas de grau lll, sdo
pouco diferenciados, localmente invasivos e com elevado potencial metastatico. Ja os
mastocitomas de grau intermediario (grau Il), sdo os mais dificeis de prever e sédo
apontados como potencialmente curados através de ressecgdes cirdrgicas mais
amplas, apesar de apresentarem entre 5 e 22% de metastatizacdo (SABATTINI et al.,
2024).

Nesse sistema de graduacao, Patnaik e colaboradores estabeleceram as seguintes
caracteristicas atribuidas a cada grau histolégico:

Grau 1: fileiras ou aglomerados de mastocitos neoplasicos bem diferenciados e
monomorficos, nucleos arredondados, pequenos granulos intracitoplasmaticos,
proliferacdo confinada a derme, sem figuras de mitose ou binucleacdo, com minima
reacao estromal/necrose.

Grau 2: mastocitos moderadamente pleomdérficos, nucleos redondos/pleomérficos,
granulacao variavel, extensdo a derme profunda e ao subcutaneo, ocasionalmente
mais profundo; zero a duas mitoses por campo de maior aumento, areas discretas de
edema, necrose e hialinizagéo colagénica.

Grau 3: mastécitos com pleomorfismo acentuado, nucleos vesiculares pleomoérficos
com multiplos nucléolos; células em camadas densas substituindo o subcutaneo e
planos profundos; trés a seis mitoses por campo de grande aumento, com hemorragia,
edema, necrose e hialinizagéo.

Apesar de ter sido considerado o padréo-ouro por muitos anos, a alta prevaléncia

de casos diagnosticados como Grau Il, a alta variabilidade interobservador, e
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comportamentos bioldgicos variados, foram apontadas como causas importantes que
reduziam a acuracia do método (NARDI et al., 2022).

Em 2010, Kiupel et al. propuseram uma nova forma de graduacao histologica para
mastocitomas cutaneos, baseada em um sistema de apenas duas categorias, a fim
de predizer com maior acuracia o comportamento bioldgico dos tumores, e por
conseguinte, agregar um valor prognostico mais assertivo a pratica, sendo este o
protocolo mais utilizado atualmente.

Nesse sistema, critérios citolégicos mais objetivos sdo levados em consideracéo,
reduzindo a variabilidade interobservador e principalmente, auxiliando na
caracterizacdo dos casos intermediarios e heterogéneos de Patnaik, o que alinhou de
maneira mais coesa 0 comportamento biolégico esperado com a sua respectiva
graduacéo (KIUPEL et al., 2010).

Dessa maneira, 0s tumores que possuirem um ou mais dos seguintes critérios
apresentados a seguir sdo caracterizados como alto grau (Grau Il de Kiupel), enquanto
os tumores de baixo grau (Grau | de Kiupel) ndo apresentam nenhuma delas (Figura
2) (DE NARDI et al., 2022).

Kiupel - Sistema de Graduacéo para Mastocitoma Cutdaneo em Pequenos Animais - Grau Il

(Alto) incluem a presenca de qualquer uma das seguintes caracteristicas:

7 Figuras Mitéticas em 10 campos de alta poténcia (HPF)

= 3 Células multinucleadas (pelo menos 3 nucleos) em 10 HPF

2 Nucleos bizarros em HPF

A EANEENERN

Cariomegalia (os didmetros nucleares variam pelo menos duas vezes em = 10% das células

Figura 2. Protocolo de graduacéo histopatolégica para mastocitomas cutaneos segundo Kiupel et al,
2010.

Os pacientes com mastocitomas de alto grau apresentam uma meédia de
sobrevivéncia menor que quatro meses e maiores chances de metastase, enquanto
os diagnosticados como baixo grau, obtiveram uma média de sobrevivéncia maior que
dois anos e menores chances de metastase (KIUPEL et al., 2010).

Em um estudo recente que utilizou 95 mastocitomas cutaneos para comparar 0s

meétodos de graduacéo, evidenciou-se que, com base no sistema de Patnaik, 74,6%
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dos patologistas concordaram no diagnostico de mastocitomas de grau lll, 63% no
diagnéstico de grau Il e 63,1% no de grau |, ao passo que, valendo-se do sistema de
graduacdo de Kiupel, todos os 6 patologistas identificaram os mesmos 10
mastocitomas como tumores de alto grau, corroborando os resultados indicados pelo
estudo original de Kiupel que identificou uma consisténcia de 96,8% de acordos entre
os laudos de diferentes avaliadores (KIUPEL et al., 2010).

O sistema de Kiupel tem a vantagem de eliminar o grau intermediario, mantendo
um alto valor preditivo sobre a mortalidade tumoral (SABATTINI, 2014).

Em conclusao, a literatura € de maneira geral, consonante sobre o melhor valor
progndéstico do sistema de duas categorias proposto por Kiupel, sendo um método
capaz de associar significativamente mastocitomas de alto grau com aumento da
mortalidade e maior risco de desenvolvimento metastatico, fornecendo informacdes
valiosas sobre a necessidade de terapia adicional na abordagem terapéutica dos caes
acometidos (KIUPEL et al.,, 2010; SABATTINI et al.,, 2024). Com esse sistema,
tumores de comportamentos mais agressivos podem ser prontamente identificados,
permitindo ao tutor e ao clinico, lancar médo de testes complementares como a
expressdo de KIT ou triagem de mutacBes em c-kit para selecionar a terapia mais
adequada (KIUPEL et al., 2010).

Como levantado pelo préprio trabalho de Kiupel e Camus (2019), embora as
caracteristicas histolégicas fornecam informacges imprescindiveis para predizer o
comportamento biolégico da doenca, aproximadamente 5% dos cées portadores de
mastocitomas de baixo grau morrerdo em decorréncia da doenca enquanto até 20%
deles desenvolverdo tumores adicionais que podem refletir quadros metastaticos. Até
15% dos cdes com mastocitomas de baixo grau ja exibem disseminacao para 0s
linfonodos regionais no momento da apresentacéo (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL,
2016). Horta et al. (2018) identificaram maior risco de 6bito relacionado ao
mastocitoma em pacientes com recidivas (locais ou distantes) e metastase linfonodal.
Esses dados ressaltam a importancia de que o prognostico da doenca ndo deve se
basear exclusivamente na graduacéo histopatologica, independentemente do sistema

utilizado, mas sim considerar também, os resultados do estadiamento clinico. A
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disseminacéo linfonodal € um fator chave para recomendacéo de tratamento sistémico
associado a abordagem cirurgica (STEFANELLO et al., 2015).

Mesmo tumores de baixo grau devem ser monitorados clinicamente e ter seu risco
avaliado com ferramentas adicionais, como marcadores proliferativos, expresséo de
KIT e analise de mutagdes em c-kit para melhor estimar o risco metastatico (KIUPEL
et al., 2010).

2.1.6 Estadiamento Tumoral

O estadiamento tumoral é utilizado para descrever a extensdo da doenca
neoplasica, permitindo assim uma maior compreensdo do seu comportamento
biolégico, conferindo critérios imprescindiveis para o correto diagnostico, progndéstico
e terapéutica. Sua realizacdo envolve diversos critérios, desde a medi¢cdo do tumor
até a avaliacdo dos ganglios linfaticos e utilizacdo de técnicas de diagndéstico por
imagem quando indicado (YAMAGAMI et al., 1996).

Sabe-se que as taxas de sobrevida sdo maiores nos casos em que a doenca esta
localizada do que naquelas em que a lesdo se estende além do 6rgdo de origem,
difundindo-se para sitios secundarios a distancia (TORIBIO et al., 2012).

Segundo os autores, dentre os diversos sistemas de estadiamento tumoral, o
sistema conhecido como TNM (Tumor-Nodo-Metastase) adotado pela Organizacédo
Mundial de Saude, sendo T — Extensao do tumor primario; N — Auséncia ou presenca
do acometimento de linfonodos regionais; M — Auséncia ou presenca de metastase a
distancia, € o sistema padrdo para a maioria dos tumores em medicina veterinaria,
desenvolvido e publicado pela Uniédo Internacional contra o Céancer, possibilitando a

caracterizagdo da extensdo anatdbmica da doenga (OWEN, 1980).
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2.1.7 Tratamento

Sempre que possivel, apos o diagnostico citolégico, a biopsia excisional deve ser
empregada a fim de remover completamente a massa tumoral (SLEDGE; WEBSTER,;
KIUPEL, 2016).

O manejo de cées e gatos acometidos por mastocitomas cutaneos deve ser
pautado sobretudo no estadiamento clinico, graduacao histolégica e a localizacao
anatébmica do tumor. Lesfes Unicas e menos severas, como as de grau | e algumas
de grau Il, que sejam passiveis de remocdo completa, embasadas por margens de
pelo menos 2 centimetros livres de tumor a analise histopatoldgica, sdo geralmente
abordadas apenas com a resseccdo cirargica, que se presta tanto ao proposito
terapéutico como diagnostico (HORTA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020).

De maneira geral, o tratamento de elei¢cdo € a excisdo cirlrgica que, embora muitas
vezes seja resolutivo, exige margens cirurgicas de 1 a 3 centimetros do noédulo, o que
muitas vezes reflete em taxas de recorréncia variaveis, de 3% a 11% em tumores
totalmente excisados e de 18% a 38% em tumores excisados de maneira incompleta
(DE NARDI et al.,, 2022). Mastocitomas recorrentes estdo associados a mau
prognostico, com taxas de Obito de 86% a 100% dos casos, conforme relatado em
estudos prévios (BOSTOCK, 1973; PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984). Em casos
de massas de maiores proporc¢des, a citorreducdo do tumor, bem como a reducéo da
inflamacé&o peritumoral, pode ser promovida por radio ou quimioterapia pré-operatoria,
ou por farmacos como a vinblastina e a prednisolona, evitando-se assim cirurgias mais
agressivas (HORTA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020). A amputacdo de membros,
garantindo ressecc¢do completa com margens livres de pelo menos 2 centimetros, é a
opcao mais agressiva, que pode comprometer a qualidade de vida e deve ser
ponderada cuidadosamente (DICKERSON et al., 2015).

E necessario cuidado adicional durante o procedimento cirlirgico, uma vez que,
devido a descarga exacerbada de heparina, pode haver indu¢cdo a coagulopatia,
promovendo sangramento exacerbado (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL, 2016).

Associado a excisao cirdrgica, a linfadenectomia deve ser realizada sempre que

possivel (OLIVEIRA et al., 2020). Em linfonodos metastaticos, a remocdo dos



27

linfonodos regionais tem potencial terapéutico, promovendo reducdo de recidivas
locais e de metastases distantes (DE NARDI et al., 2022). Para metastases linfonodais
confirmadas, ou em tumores de alto grau, o estadiamento completo e a terapia
sistémica devem ser prontamente empregados independentemente de outros
achados (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL, 2016). Para tumores de baixo grau, a terapia
sistémica deve ser considerada, uma vez que haja de Ki-67 elevado, mutacao no éxon
11 de c-kit ou padréo de KIT 2 ou 3 (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL, 2016).

A radioterapia pode ser empregada apds a cirurgia, com ou sem quimioterapia, e
tem sido sugerida de forma profilatica em linfonodos regionais de alto risco, mesmo
guando citologicamente negativos (LEJEUNE et al., 2013).

A eletroquimioterapia (ECT) é uma técnica utilizada para lesdes cutaneas
neoplasicas com alta efichcia e baixa toxicidade, através da combinacdo de
guimioterapicos com pulsos elétricos permeabilizantes (eletroporacdo), permitindo
uma potencializacdo da passagem transmembranal dos quimioterdpicos e
consequente maior captacdo pelas células tumorais, culminando em dano ao DNA e
morte celular; além do efeito citotoxico direto, outras vantagens da técnica sao
descritas como potencial efeito antitumoral, como vasoconstricdo e recrutamento
imunologico (MIR et al., 1998; SPUGNINI et al., 2006).

Para quadros metastaticos, doenca avancada ou tumores inoperaveis, a cura
completa néo é esperada, sendo instaurado tratamento paliativo visando estabilizagao
e qualidade de vida (CARLSTEN et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2020).

As terapias de suporte sdo importantes adjuvantes para minimizar os efeitos
secundarios provocados pelos mastocitomas, como a hiper-histaminemia. Anti-
histaminicos H1 (como difenidramina, clorfeniramina) e H2 (como cimetidina,
famotidina ou ranitidina) reduzem a hipersecrecdo de acido cloridrico associada a
liberacdo anormal de histamina pelas células tumorais; para as ulceracdes
gastrointestinais, o sucralfato pode ser utilizado como protetor de mucosa (O’KEEFE,
1990).
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2.1.8 Marcadores Progndsticos

Dada a prevaléncia e o comportamento biolégico varidvel dos mastocitomas
cutadneos em caes, o estabelecimento de prognostico acurado é de suma importancia,
permitindo assim que a melhor abordagem terapéutica seja selecionada, caso a caso
(MISDORP, 2004; SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL, 2016).

Diversas caracteristicas clinicas sdo reconhecidas como tendo utilidade
prognéstica, incluindo local e tamanho do tumor, presenca de nddulos satélites,
ocorréncia de sinais paraneoplasicos como o sinal de Darier, vdmitos e hemorragias
gastrointestinais, estadiamento clinico, status metastatico de linfonodos e 6rgaos
viscerais (WELLE et al., 2008; THOMPSON et al., 2010; STEFANELLO et al., 2015).

A presencga de lesBes multiplas ao diagndstico deve ser considerada, mas nao
indica necessariamente doenca mais agressiva (TAMLIN et al., 2022).

Linfonodos sentinela séo definidos como os primeiros a receber drenagem linfatica
de um tumor e representam o principal local de metastase (THOMPSON et al., 2010).

Estudos apontam que cdes com metastase confirmada na cirurgia apresentam
risco 4 vezes maior de Obito em até 12 meses do que cdes sem metastase, ao passo
que, a linfadenectomia em caes com metastase linfonodal tem sido associada a maior
probabilidade de sobrevida em 12 meses (94% com linfadenectomia vs 78% sem
linfadenectomia) (TAMLIN et al., 2022).

O diagnéstico histopatoldgico, segundo a graduacao de Kiupel, tem sido apontado
como o fator prognédstico independente mais importante para os mastocitomas
cutdneos (STEFANELLO et al., 2015). Ainda assim, enfatiza-se que nenhum
parametro isolado é completamente eficiente (TAMLIN et al., 2022).

Atualmente uma gama de diversos fatores progndsticos associados aos
mastocitomas cutaneos sdo descritos pela literatura, sendo eles: caracteristicas
clinicas, critérios histologicos considerados pelos sistemas de graduacéo de Patnaik
e Kiupel, contagem mitotica, atividade proliferativa abordada pelo indice de Ki-67,
mutacdo de proto-oncogenes como o c-kit e padréo de expressdo da proteina KIT
(SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL, 2016).
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A proliferacdo celular indica o niamero de células no ciclo celular (fracdo de
crescimento) e a velocidade com que as células progridem nesse ciclo (taxa de
proliferacdo). Nenhum indice Unico é capaz de avaliar simultaneamente fracdo de
crescimento e taxa de proliferacdo, o que significa que é necessario a avaliagdo de
multiplos marcadores para aferir plenamente a proliferacdo celular (DE NARDI et al.,
2022).

Apesar de nao refletirem a fracdo de crescimento global, as contagens mitGticas
tém incontestavel valor progndstico e podem ser realizadas prontamente com o exame
de laminas coradas por hematoxilina e eosina (HE) (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL,
2016). O indice mitotico (MI) € uma medida indireta de proliferacéo celular, realizada
de maneira visual pelo patologista, e correlaciona-se diretamente ao grau histolégico;
cdes com MI <5 sobrevivem significativamente mais que agueles com MI >5, enquanto
cades com MI >5 em 10 campos de grande aumento tém sido associados a desfechos
clinicos desfavoraveis e a um maior potencial metastatico (ROMANSIK et al., 2007;
KIUPEL; CAMUS, 2019). No entanto, alguns mastocitomas cutaneos biologicamente
agressivos, apresentando baixo indice mitético, j& foram descritos na literatura
(KIUPEL et al., 2010). De fato, as mitoses distinguem apenas as células na fase “M”
do ciclo celular, o que pode levar a subestimacdo da fracdo de crescimento total,
quando analisada exclusivamente, uma vez que muitas células podem estar em ciclo
proliferativo, mas em fases distintas, G1, S, G2. Outra limitacdo da técnica é a sua
inerente subjetividade, visto que, por ser um método manual de avaliacdo, sempre ha
a possibilidade de variabilidade entre os observadores (SLEDGE; WEBSTER,;
KIUPEL, 2016).

Em contraste, um indice de fracdo de crescimento, avaliado por imuno-
histoquimica, como o Ki-67, identifica células em todas as fases do ciclo celular,
através da quantificacdo de um proteina nuclear expressa por células em ciclo celular,
conferindo uma visdo mais ampla e quantitativamente fidedigna sobre a atividade
proliferativa tumoral, além de ser menos sujeito a interpretacdes distintas e subjetivas
(STREFEZZI et al., 2009). No entanto ela ndo é capaz de informar sobre a velocidade

com que as células progridem no ciclo (FREYTAG et al., 2021).
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Mastocitomas de baixo grau, com baixo indice de proliferacdo, determinado por
baixo Ki-67, tém probabilidade muito baixa de recidivar, mesmo com margens
cirargicas incompletas (LONDON; SEGUIN, 2003).

A avaliagcdo de fatores moleculares também agrega grande valor prognéstico; um
deles € a mutacdo no proto-oncogene kit, que codifica a proteina KIT, um receptor
tirosina-quinase transmembrana envolvido no desenvolvimento, proliferacao e funcéo
de mastécitos, melandcitos, células intersticiais de Cajal e células-tronco
hematopoiéticas (KIUPEL; CAMUS, 2019).

Oncogenes sdo genes envolvidos na transformacdo neoplasica, derivados de
proto-oncogenes, ou seja, genes normais e constituintes de toda e qualquer célula,
regulando o crescimento e diferenciagao celulares (DE NARDI et al., 2022).

No caso do proto-oncogene Kit, sua funcao esta vinculada a codificagdo de uma
proteina que atua como receptor transmembranal do tipo tirosina quinase,
responsavel por se ligar ao Fator de Células Tronco (SCF), uma citocina capaz de
estimular desenvolvimento, maturacdo e sobrevivéncia de mastdcitos e outras
linhagens celulares hematopoéticas ja descritas (LONDON; SEGUIN, 2003).

Mutacdes neste gene provocam sobretudo uma ativacdo constitutiva do receptor,
mesmo na auséncia do seu ligante, fazendo com que, em Ultima analise,
sobrevivéncia, proliferacédo celular desregulada e secrecdo de citocina quimiotaticas
para mastoécitos sejam promovidas (LONDON; SEGUIN, 2003; HORTA et al., 2018).

Pesquisas acerca do tema denotam o papel central desse processo no
desenvolvimento de mastocitomas cutaneos caninos, estando diretamente associado
a pior prognostico, maior risco de metastase e morte (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL,
2016; RIBEIRO et al., 2022). Freytag et al. (2021) observaram niveis mais altos de
KIT a medida que diminuia a diferenciacdo tumoral, identificando muta¢cdes em
tumores grau Il e lll, mas ndo em grau |; sugerindo que mutagdes e expressao de KIT
podem estar relacionadas a tumorigénese e progressao dos mastocitomas.

A variabilidade clinica observada em tumores classificados como de baixo grau,
mas que ainda assim evoluem com recidivas, metastases ou Obito, reforca a
necessidade de métodos complementares capazes de ampliar a acuracia progndstica.

Nesse contexto, cresce o interesse pela avaliagdo de componentes do microambiente
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tumoral, incluindo os macrofagos associados ao tumor (TAMs), os fibroblastos
associados ao cancer (CAFs), e a deposicdo e organizacdo do colageno na matriz
extracelular (SLEDGE; WEBSTER; KIUPEL, 2016).

Esses elementos estromais participam ativamente da progressdo neoplasica por
meio da remodelacao tecidual, promoc¢&o angiogénica, modulacdo imune e facilitagdo
da disseminacado metastatica. Assim, a caracterizacao do infiltrado celular e da matriz
extracelular, bem como sua interacdo com as células tumorais, desponta como
ferramenta promissora para refinar a capacidade progndstica e preditiva, permitindo a
identificacdo mais acurada de tumores biologicamente agressivos e favorecendo a

adocéao de condutas terapéuticas customizadas (RIBEIRO et al., 2022).

2.2 Oncogénese e Microambiente Tumoral

Até o final do século XX, a oncogénese era compreendida predominantemente
como um processo de base genética, sustentado pela ideia de que alteracbes
moleculares direcionavam o desenvolvimento tumoral, conceito fortalecido pelas
descobertas de J. Michael Bishop e Harold Varmus, laureados com o Prémio Nobel
em 1989, que demonstraram que 0s oncogenes derivam de proto-oncogenes
celulares normalmente envolvidos na regulacdo do crescimento e diferenciagcdo, mas
que, quando mutados, contribuem para a tumorigénese (NUSSE; VARMUS, 1982).

De forma basica, até esse momento, a oncogénese era tida como resultado do
acumulo de mutacBes em oncogenes e genes supressores tumorais, que permitiam
que células normais superassem restricbes de replicacdo celular, atingindo um
potencial de crescimento ilimitado e descontrolado (BIED et al., 2023).

Embora inicialmente a compreensdo da doenga oncoldgica tenha enfocado
especificamente as caracteristicas das células neoplasicas, com o avanco das
técnicas de investigacdo, tornou-se evidente que as condicbes microambientais
relativas ao sitio de crescimento tumoral influenciam decisivamente no devir da
doenca oncoldgica (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Nesse contexto, no inicio do
século XXI, surge uma grande mudanga no paradigma oncolégico, particularmente

salientado pela revisdo de Hanahan & Weinberg, 2000, consolidando uma viséo
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multifatorial para a génese tumoral. Em seu trabalho, os autores destacam a expanséo
tumoral como um processo heterotipico, com importante participacdo do estroma
tecidual, sendo um ambiente hospitaleiro necessério para a viabilizacdo da expanséo
neoplasica em um sitio secundario (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Diversos estudos
tém demonstrado que a aquisicao de fendtipos mais agressivos pelas células tumorais
€ dependente das interacbes diretas e/ou indiretas com o0s componentes do
microambiente tumoral (TME) (BRANDNER e HAASS, 2016).

A relagdo entre inflamagéo cronica e tumorigénese foi proposta pela primeira vez
por Rudolf Virchow em 1863, apds a observacao de que leucécitos infiltrantes eram
uma caracteristica marcante dos tumores (apud VIRCHOW, 1873; QUAIL; JOYCE,
2013).

Atualmente, o papel inflamatorio na tumorigénese € amplamente aceito, sendo este
um componente essencial de todos os tumores, atuando em diferentes estagios do
desenvolvimento tumoral, desde sua iniciacdo e promoc¢do, até sua conversao
maligna, invasdo e metastase, com evidentes repercussfes sobre o sistema
imunoldgico, e consequentemente sobre as respostas a terapéutica aplicada (SICA,
ALLAVENA; MANTOVANI, 2008; MANTOVANI, 2017; HANAN, 2022).

Um dos mecanismos descritos pelo qual a inflamacgéo é capaz de incitar a iniciacdo
tumoral é pela producéo de fatores de crescimento e citocinas, substancias capazes
de conferir um fen6tipo semelhante ao de células-tronco a progenitores tumorais,
ampliando assim o pool de células alvo para 0s processos mutagénicos mais
relevantes (CHEN et al., 2008). Outro aspecto relevante é notado pela grande
requisicdo de suprimento sanguineo intratumoral, a medida que o tumor cresce, sua
demanda metabolica e nutricional supera o aporte disponivel, gerando hipoxia; a
deficiéncia de oxigénio ativa vias de resposta celular, promovendo a producdo de
fatores angiogénicos, como VEGF, e citocinas, como a IL-6 (KARIN; GRETEN, 2005).
Paralelamente, a morte celular provocada pela baixa concentracdo de oxigénio atua
como um potente estimulo inflamatorio, recrutando células do estroma e do sistema
imune para fomentar a neovascularizagéo; forma-se, assim, um ciclo vicioso no qual
inflamacgéo, angiogénese e progressdo tumoral se retroalimentam, favorecendo a
manutencao e expansao da neoplasia (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Com base na renovacao celular continua e na proliferacéo induzida pela inflamacéao
associada ao tumor, tumores foram chamados de “feridas que nao cicatrizam”
(DVORAK, 1986).

Como aponta Mantovani et al., 2002, a maioria, sendo todas, as neoplasias solidas
desencadeiam uma resposta inflamatoria intrinseca capaz de moldar um
microambiente pro-tumorigénico, no qual a inflamacao, primariamente comprometida
em uma resposta fisioldgica de cicatrizacdo e reparacdo tecidual, € subvertida em
beneficio do desenvolvimento tumoral. Assim, alteragbes nos componentes
microambientais podem definir consequéncias notaveis sobre as propriedades da
ECM, modificando caracteristicas como composicdo molecular, rigidez e orientagcéo
das fibras, atuando diretamente em processos bioldgicos que fomentam a progressao
tumoral, como adesdo e motilidade celular, neoangiogénese, evasdo imune e
metastase (PAOLILLO; SCHINELLI, 2019). Entendemos, portanto, 0 microambiente
tumoral, ndo apenas como o local de desenvolvimento do tumor, mas também como
um complexo ecossistema, onde além das células neoplasicas, h4 uma grande
populacdo de células da imunidade inata (incluindo macréfagos, neutréfilos,
mastocitos, células mieldides supressoras, células dendriticas e células NK), células
da imunidade adaptativa (linfocitos T e B) e células estromais, como fibroblastos,
células endoteliais, pericitos, células mesenquimais, componentes da matriz
extracelular (ECM), como colageno, enzimas remodeladoras como as
metaloproteinases (MMPs), citocinas e quimiocinas inflamatorias, fatores de
crescimento e nutrientes, todos em constante comunicagéo por meio de contato direto
ou por sinalizacdo quimica via citocinas, seja de maneira autécrina ou paracrina
(VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; JOYCE; POLLARD, 2008).

Desse modo, o microambiente tumoral pode ser compreendido como um sitio de
inflamacéo latente, no qual uma grande gama de componentes celulares e
moleculares estdo implicados em alteracdes fenotipicas sobre as células tumorais,
modulando a evolucédo da doenca (KOMI; REDEGELD, 2019; ROGERS; HOLEN,
2011; EBLE; NILAND, 2019; HANAHAN, 2022).

O desenvolvimento de metastases € descrito como um processo complexo

composto por etapas: invaséo local, intravasamento para 0s vasos sanguineos ou
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linfaticos, sobrevivéncia na circulacdo, extravasamento para 0 sitio secundario e
colonizacédo do nicho pré-metastatico (MICALIZZI; MAHESWARAN; HABER, 2017).
Estudos correlacionam de maneira direta diversas vertentes do processo metastatico
com a colaboracdo entre células cancerosas, imunes e inflamatérias do estroma
tumoral (KALLURI; WEINBERG, 2009).

Outro ponto chave, relaciona-se a conexao do processo inflamatério e mecanismos
epigenéticos, como o silenciamento génico por microRNAs e a metilagdo do DNA,
ambos envolvidos na inativagéo de genes supressores tumorais como o INK4a e APC,
comprometidos, portanto, com a progressao da doenca (COOPER; FOSTER, 2008).

Também células T podem exercer tanto funcdes anti como pré-tumorigénicas, de
modo que, o aumento no numero de linfocitos citotoxicos e T auxiliares de perfil Thi,
por exemplo, correlacionam-se com maior sobrevida em alguns canceres, como
carcinoma colorretal, melanoma, mieloma multiplo e carcinoma de pancreas
(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Por outro lado, ha evidéncias de
subconjuntos de células T implicadas em promocao tumoral, incluindo células Th2 e
Th17 (DENARDO et al., 2009). Esta ambiguidade funcional pode ser evidenciada até
mesmo em células Treg, que além da sua funcdo pré-tumorigénica, implicada na
supressdo das respostas imunologicas, eventualmente antagonizam a progressao
tumoral por meio da supressdo inflamatéria (GALLIMORE; SIMON, 2008). O que
determina se prevalecera uma resposta inflamatéria favoravel ao crescimento tumoral
ou nao, esta diretamente relacionado ao perfil de mediadores imunoldgicos presentes,
as citocinas atuantes, a quantidade e ao grau de ativacdo das diferentes popula¢cdes
celulares que compdem o TME (LIN; KARIN, 2007).

Varios tipos celulares além dos linfocitos estdo associados ao TME e ao seu
contexto inflamatério; fibroblastos associados ao tumor (CAFs) e macréfagos
associados ao tumor (TAMs) sédo dois exemplos de importancia central (RASKOV et
al., 2021).

A coexisténcia de CAFs e TAMs em canceres de mama e oral foi correlacionada a
piores progndsticos e menor sobrevida (CENDROWICZ et al., 2021). Juntos CAFs e
TAMs coordenam a inflamacédo pro-tumoral, formam barreiras fisicas e quimicas que

limitam a atuacdo de farmacos e comprometem a ac¢do imunologica antitumoral,
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atuando sinergicamente. Sao frequentemente detectados em regifes semelhantes do
tecido tumoral, e sua presenca combinada é indicativo de prognéstico desfavoravel
em varios canceres em humanos (COMITO et al., 2013; MANTOVANI et al., 2022).
Por muitos anos, as abordagens terapéuticas concentraram-se em atuar
diretamente sobre as células tumorais, no entanto, com o crescente entendimento
sobre os mecanismos envolvidos no TME e sua correlacdo multifatorial com o
desenvolvimento e progressdo do cancer, pesquisas recentes visam outras
abordagens farmacologicas; células estromais do microambiente sdo geneticamente
estaveis em comparacao com as células tumorais e provavelmente menos suscetiveis
a mecanismos de resisténcia terapéutica (MARUSYK; ALMENDRO; POLYAK, 2012).
Nas proximas sessdes, o papel multifatorial e dindmico de CAFs e TAMs sera
melhor destrinchado, a fim de se ressaltar todos os seus principais papéis na

complexidade inerente ao microambiente tumoral.

2.3 Fibroblastos Associados ao Cancer e Colageno

Os fibroblastos sdo os tipos celulares residentes predominantes no tecido
conjuntivo, descritos pela primeira vez ao final do século XIX, como células de origem
mesenquimal que ndo pertencem aos compartimentos epitelial, vascular ou imune,
essenciais para a manutencdo da arquitetura tecidual e dos componentes estromais
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2018; ROBBINS e COTRAN, 2021). Sao responsaveis
pela sintese e secrecdo de diversos componentes, como colagenos tipo I, lll, IV e V,
fibronectina e laminina, fornecendo o arcabouc¢o necessario para outros tipos celulares
(TOMASEK et al., 2002). No tecido integro, em condi¢cdes homeostaticas, na auséncia
de sinais ativadores, mantém-se em estado quiescente, com baixa taxa proliferativa e
atividade secretora reduzida, sendo entdo denominados fibrécitos (GLABMAN;
CHOYKE; SATO, 2022). Por sua notoria capacidade de secrecdo dos principais
componentes da ECM, a acéo fibroblastica, quando inserida no contexto reparador,
envolve incremento proliferativo e secretor, o que caracteriza a sua “ativagéo”,
mediada sobretudo por sinais inflamatérios (KALLURI, 2016), possibilitando o

remodelamento da ECM, orquestrado pela capacidade de secrecdo de MMPs e seus
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inibidores (TIMPS), regulando tanto a deposicdo como a degradacao colagénica
(OHLUND, D.; ELYADA, E.; TUVESON, 2014). Entre o leque de perfis de ativagdes
possiveis, destaca-se o fenétipo miofibroblastico, caracterizado pela expressao de alfa
actina de musculo liso (a-SMA), uma proteina intracitoplasmatica que confere elevada
capacidade contrétil, codificada pelo gene ACTA2, semelhante as células musculares,
motivo pelo qual sua nomenclatura foi atribuida (ZEISBERG, E.M; ZEISBERG, M,
2012). Miofibroblastos foram identificados e descritos inicialmente em feridas
cutaneas, associados principalmente a fase proliferativa e cicatricial do processo
inflamato6rio, momento no qual a contracdo da ferida é facilitada pelo seu ganho de
habilidade contratil (OZDEMIR et al., 2014). No contexto neoplasico, essa mesma via
de ativacdo fibroblastica € cooptada pelo tumor, originando uma populacdo que,
embora fenotipicamente similar, & funcionalmente distinta, referida pela literatura
como fibroblastos associados ao céancer (CAFs) (MUELLER; FUSENIG, 2004).
Fibroblastos associados ao cancer compartiiham inameras caracteristicas de
fibroblastos metabolicamente ativos durante o reparo, como alta taxa proliferativa,
secrecao potencializada de colageno e maior capacidade de remodelacdo da ECM,
porém mantém seu perfil de ativacdo de forma persistente, fornecendo sinais
oncogénicos paracrinos ao tecido em transformacdo, o que o0s correlaciona
diretamente a modulagcéo e progressao da doenca tumoral, fomentando processos
como angiogénese, invasao, imunossupressao e metastase (BHOWMIC; NEILSON;
MOSES, 2004; ORIMO; WEINBERG, 2006; FRANCO et al., 2010). A maioria dos
estudos aponta para a possibilidade de varios precursores celulares, além dos
fibroblastos residentes teciduais, células-tronco mesenquimais derivadas da medula
Ossea, células epiteliais, adipécitos, células endoteliais e pericitos estéo
potencialmente implicados na sua génese resultando em uma variagdo em seu
fendtipo, expressao génica e consequentemente, funcado (HINSHAW; SHEVDE, 2019;
PING et al., 2021). Como ha multiplos fendtipos possiveis, geralmente aplica-se uma
combinagdo de marcadores, sendo os mais estabelecidos, alfa-actina de musculo liso
(a-SMA), proteina de superficie de fibroblastos (FAP), PDGFR-a e B, vimentina e
prolil-4-hidroxilase (TOGO et al., 2013).
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CAFs a-SMA+ geralmente associam-se, mas nao se limitam, a maior producéo e
modulacdo da matriz, facilitando a adeséo célula-ECM e modulando componentes da
imunidade adaptativa. Por outro lado, CAFs FAP+ frequentemente sdo descritos,
sobretudo em neoplasias epiteliais humanas, em especial, carcinomas, como
subpopulacdes imunossupressivas, responsaveis por conferir maior rigidez e
alinhamento de fibras secretadas (NURMIK et al., 2019).

CAFs sdo implicados em diversas vertentes pro-tumorais, o estroma reativo e
desmoplasico modulado pela sua agcao contém maiores quantidades de componentes
da ECM que contribuem para a manutencéo das caracteristicas do TME, influenciando
diretamente processos como migracdo e invasao celular, angiogénese,
disponibilidade de fatores de crescimento, influéncia sobre o metabolismo e
epigenoma das células tumorais, inducdo a imunossupressao, transicao epitélio-
mesenquimal e metastase (KRAMAN et al., 2010; EREZ et al., 2010; KALLURI, 2016).

Diversos estudos demonstram que a presenca de CAFs ativados no TME esta
associada a um pior progndstico em multiplos canceres, associando-se diretamente a
resisténcia farmacoldgica, fomento a metastase e incentivo a quadros recidivantes
(FENG et al., 2022).

Fibroblastos normais, quando co-injetados com células neoplasicas, promoveram
maior crescimento tumoral em comparacao com células tumorais isoladas (ORIMO;
WEINBERG, 2006). Em carcinomas mamarios, estudos apontam que até 80% dos
fibroblastos estromais sdo modulados para o fenétipo de CAF (WINER; ADAMS;
MIGNATTI, 2018). Ensaios in vivo evidenciaram que tumores co-injetados com CAFs
nao s6 cresceram em menos tempo, mas também apresentaram maior vascularizacéo
e menor necrose do que tumores formados apenas por células tumorais (EREZ et al.,
2010). O estroma reativo do TME apresenta aumento expressivo de fibroblastos
ativados, maior densidade capilar, acimulo de fibrina e deposicdo anormal de
colageno tipo I, com um padrdo mais rigido e contratil (KALLURI, 2016). Essa
constante desregulacdo da ECM resulta em alteracfes biomecanicas e bioquimicas
gue facilitam o crescimento, invasao e metastase tumoral (EBLE; NILAND, 2019). A
deposicao colagénica exacerbada constitui uma barreira fisica que protege as células

tumorais, impedindo a infiltracdo de linfocitos citotoxicos no tumor, dificultando a agéo
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farmacoldgica e promovendo escape imune (SALMON et al., 2012). A fibrose também
eleva a presséao do fluido intersticial e reduz a penetracdo de quimioterapicos no tumor
(HELDIN et al., 2004).

Além de suas propriedades na manutencao e progressao das doencas neoplésicas,
pesquisas também atribuem aos CAFs um papel relevante na iniciacdo tumoral. Em
modelos murinos, 0 enxerto de células epiteliais prostaticas transformadas co-
injetadas com CAFs levou ao desenvolvimento de neoplasias de grandes volumes, ao
passo que, quando estas mesmas células neoplasicas eram co-injetadas com
fibroblastos normais, ndo apenas o volume tumoral foi reduzido, como também a sua
viabilidade, formando tumores transitérios sem suporte por neovascularizacdo ou
deposicao de matriz alterada, culminando com a regressao da massa tumoral (OLUMI
et al., 2000).

Além dos efeitos evidentes sobre as células tumorais, o colageno também
influencia ativamente células infiltrantes, como linfécitos e macréfagos (XU et al.,
2019).

Além dos fatores sollaveis, leucdcitos infiltrantes decorrentes do processo
inflamatorio também contribuem para a modulacdo de fibroblastos em CAFs através
de contato direto, mediado por moléculas de adesdo como ICAM-1 e VCAM-1,
destacando mais uma vertente de conexao entre a inflamagé&o cronica, induzida pelo
insulto tumorigénico ininterrupto e formacao de um microambiente que propicia ainda
mais a progressao tumoral (DVORAK, 1986).

Segundo Raskov et al. (2021) a modulacao de fibroblastos para CAFs também
pode ser desencadeada pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
comum em quadros de inflamacédo crénica e em processos neoplasicos, devido ao
metabolismo tumoral desregulado pela alta taxa glicolitica e pela hipdxia. Esses
radicais livres ativam vias intracelulares em fibroblastos locais, estimulando a
expressao de fatores de crescimento como PDFG e TGF-f, induzindo a liberagdo de
mais quimiocinas da familia CXCL12. Fibroblastos residentes também podem
estimular sua propria transformacdo em CAFs, ativando de forma autdcrina a via TGF
B/Smad (LYN et al., 2021).
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Em termos metabdlicos, CAFs parecem mimetizar o estado glicolitico observado
em células altamente proliferativas (VANDER; CANTLEY; THOMPSON, 2009). O
grupo de pesquisa coordenado por Michael P. Lisanti (2014), atribui aos CAFs um
conceito metabdlico sinérgico as células tumorais, conhecido como Efeito Warburg
Reverso, no qual, fibroblastos ativados sofrem reprogramacdes metabdlicas induzidas
por fatores do TME, como estresse oxidativo e sinalizacdes paracrinas mediadas por
citocinas e exossomos, conduzindo-os a um estado semelhante de preferéncia por
glicélise aerdbica (LIANG et al., 2022).

Embora tais alteracBes metabdlicas sejam amplamente descritas em tumores
epiteliais, sobretudo em células carcinomatosas, ha evidéncias de que sarcomas
também exibem coexisténcia entre metabolismo glicolitico e fosforilagdo oxidativa
mitocondrial. Estudos j& observaram o aumento da expressao de marcadores como
GLUT1 e HIF-1a em mastocitomas, sugerindo o mesmo tipo de reprogramacao
metabdlica (DEBERARDINIS et al., 2008).

Além da ampla gama de func¢fes atribuidas aos CAFs, evidéncias também os
implicam em fungBes imunorregulatorias, que favorecem o estabelecimento de um
estado imunossupressor, modulando o trafego e o fendtipo de células imunes
(MONTERAN; EREZ, 2019).

Mastdcitos representam outra populacdo celular com interac6es pro-tumorais
significativas com os CAFs. Evidéncias provenientes de modelos in vitro e de tumores
prostaticos humanos indicam que mastécitos podem induzir a diferenciacdo de
fibroblastos residentes em CAFs, enquanto estes, por sua vez, recrutam mastocitos
por eixos quimiocinicos como CXC12/CXCR4 (ELLEM et al., 2014). Uma vez
estimulados, mastécitos CXCR4+ secretam VEGFs, TGF-, MMPs e IL-6,
contribuindo para a agressividade tumoral e induzindo a transformacédo maligna de
células epiteliais (QUAIL; JOYCE, 2013).

2.4 Macrofagos Associados ao Cancer

Os macrofagos séo células fagocitarias profissionais, componentes da imunidade

inata, de origem hematopoiética, tendo os mondcitos circulantes como seus
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precursores. Uma vez infiltrados nos tecidos, mondcitos diferenciam-se em
macrofagos especializados na deteccéo, fagocitose e destruicdo de componentes
nocivos ao hospedeiro, fornecendo defesa imediata (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017). ApoOs detectarem insultos teciduais estas células utilizam receptores de
superficie, como os receptores Toll-like (TLRS), capazes de reconhecer componentes
de patégenos, desencadeando cascatas de sinalizacdo para producdo de fatores
solaveis, como citocinas, enzimas e mediadores inflamatdrios que afetam nédo apenas
0 microambiente envolvido, mas também medeiam interacBes entre outros tipos
celulares do sistema imune (MARTINEZ, 2008). Além de atuarem como componentes
diretos na destruicdo de antigenos, macréfagos também séo células apresentadoras
(APCs), capazes de apresentar peptideos antigénicos através do complexo de
histocompatibilidade de classe Il (MHC Il), atuando principalmente na reativacao de
linfécitos T CD4+ previamente sensibilizados (HIRAYAMA; LIDA; NAKASE, 2017).

Assim como ocorre nos CAFs, essas células podem ser moduladas fenotipica e
funcionalmente para perfis distintos envolvidos em papéis especificos. No TME,
macrofagos sé@o frequentemente desviados para perfis envolvidos em diversas
vertentes pro-tumorais, fomentando o crescimento e progressdo da doenca
(TAGLIAVINI, 2022).

Pesquisas indicam que existem ao menos dois estados principais distintos de
ativacdo entre macréfagos, a ativacdo classica, M1, envolvida no combate a
patdgenos e acdes primordialmente anti-tumorais, e a ativacdo alternativa, M2,
envolvida no reparo tecidual, imunossupressao e a¢ao pro-tumoral (MANTOVANI et
al., 2002). Entre os componentes imunes do TME, os TAMs sdo frequentemente
descritos como a populacdo mais abundante e apresentam predominantemente
fendtipos semelhantes ao perfil M2, frequentemente correlacionados a pior
prognéstico (BIED et al., 2023). Macréfagos M2 apresentam um perfil transcricional
distinto daqueles M1, com capacidade de secrecdo de citocinas, quimiocinas e vias
de ativacdo metabdlicas proprias, desempenhando fun¢des fundamentais na
progressdo da tumorigénese, atuando como promotores de proliferacdo e
invasividade celular, fomentando a angiogénese, metastase e resisténcia

farmacoldgica, e atuando ainda na liberagcéo de fatores de crescimento que induzem
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a progressao da doenca tumoral, como VEGF e MMPs (VITALE et al., 2019; CHEN;
et al., 2021).

TAMs também sdo associados a caracteristicas biolégicas em neoplasias caninas;
Raposo et al. (2013) e Withers et al. (2019), correlacionaram a maior infiltracdo de
macrofagos com diminuicdo na sobrevida e com o menor intervalo livre de doenca em
neoplasias mamarias e osteossarcomas.

Ha evidéncias de que diferentes morfologias de macrofagos refletem distintos
estados de polarizacdo, sendo os de perfil M1 mais propensos a assumir formas
arredondadas, enquanto os M2 tendem para uma morfologia mais alongada e
fusiforme (MCWHORTER et al., 2013; DONADON et al., 2020). Corroborando essa
teoria, o estudo de Bertola et al. (2024), buscou investigar a presenca de TAMs em
mastocitomas caninos, observando que em todos 0s mastocitomas avaliados,
macrofagos Ibal+ foram a principal populacdo celular infiltrante, representando até
14% da area tumoral, dados compativeis com o0s de oncologia humana.
Adicionalmente, os autores observaram um predominio de macréfagos estrelados e
fusiformes, principalmente em linfonodos metastaticos, sugerindo um perfil de
ativacdo semelhante ao M2 ao passo que, em mastocitomas ndo metastaticos, a
predominéancia observada foi de macréfagos com morfologias mais esféricas e
arredondadas, sugerindo um perfil de ativagcdo semelhante a M1 (BERTOLA et al.,
2024).

TAMs estédo vinculados a uma hiperexpressao de ligantes inibitérios como a PD-
L1, atuando como freios imunolégicos que levam os linfocitos T CD8+ a um estado de
exaustdo funcional, comprometendo sua capacidade de atacar as células tumorais
(PAN et al., 2020).

Atualmente, reconhece-se que TAMs raramente exibem fendétipos M1 e M2
“puros”, e diversos subtipos ja foram descritos, como M2a, M2b, M2c, M2d, cada qual
com uma combinacao distinta de perfis secretores, dai a preferéncia da literatura pela
denominagéao “semelhante a M1 ou M2”, sugerindo possiveis modulagdes fenotipicas
mais proximas a polarizagdo M1 ou M2 (SICA et al., 2008).

Em cées, a caracterizagdo imunofenotipica dos macréfagos € limitada, uma vez

gue nao ha anticorpos amplamente validados para a diferenciacédo inequivoca entre
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M1 e M2 na espécie (MONTEIRO et al., 2021). Do ponto de vista morfoldgico, essa
diferenciacdo também né&o é fidedigna, uma vez que macréfagos em diferentes
estados de ativagcdo podem apresentar morfologias semelhantes nas preparacoes
histologicas convencionais (MANTOVANI, 2017).

O anticorpo que reconhece Ibal (lonized calcium-binding adaptor molecule 1) é
amplamente empregado como marcador pan-macrofagico, permitindo a identificacédo
geral dessas células no tecido, sem distin¢cdo funcional quanto ao perfil de ativacao
(MONTEIRO et al., 2021).

No ambito tumoral, é atualmente aceito que a populacdo de TAMs derive de duas
populacdes macrofagicas distintas, sendo uma delas, a de macrofagos residentes
teciduais derivados da linhagem embrionaria, e outra proveniente da diferenciacéo de
mondcitos da medula 6ssea (MANTOVANI et al., 2022; TAGLIAVINI, 2025).

A acidificacdo do meio provocada pelo alto nivel de acido lactico proveniente do
metabolismo tumoral e das células estromais, além da privacdo de nutrientes e
inerente hipoxia associada ao TME, também estao entre os componentes de destaque
neste processo (TAGLIAVINI, 2025).

Estudos indicam que a hipbxia perene no microambiente tumoral pode exercer uma
presséao significativa na transicao fenotipica de macréofagos; a secrecao de citocinas
como endotelina e VEGF, pelas células cancerosas, sobretudo em areas hipoxicas e
necréticas do TME, é uma grande responsavel pelo povoamento de TAMs
semelhantes a M2, que uma vez atraidos e modulados, perpetuam o0s sinais
angiogénicos, amplificando o processo e reforcando a neovascularizacdo local
(LEWIS; MURDOCH, 2005).

Uma vez polarizados para o perfil M2, TAMs intensificam a hipdxia microambiental,
estimulando a formacédo de vasos aberrantes, ineficientes no transporte de oxigénio,
ou remodelando e densificando o estroma, o que comprime a vasculatura, dificultando
a perfusdo (LEWIS; MURDOCH, 2005).

Ao promover a acidificagdo do meio, células tumorais inibem as vias glicoliticas das
células estromais em detrimento da ativagdo de genes vinculados a fosforilagéo
oxidativa e oxidag&o de 4cidos graxos, como resultado, células infiltrantes do estroma

tumoral, como os macrofagos M2, deixam de ser competidoras, “economizando”
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glicose e deixando-as disponiveis para o metabolismo de células tumorais e células
Tregs, que também preferem vias glicoliticas, perpetuando o estado imunossupressor
e sustentando o crescimento tumoral (COLEGIO et al., 2014).

Uma vez estabelecidos, macréfagos M2 estdo envolvidos em uma gama de
vertentes pré-tumorais, contribuindo para angiogénese, linfangiogénese, supressao
imunologica, tumorigénese induzida por hipoxia, secrecéo de fatores de crescimento,
metaloproteinases, metastase, resisténcia farmacolégica, dentre outros, assumindo
papéis relevantes desde a iniciacdo tumoral até sua progressdo para hichos
secundarios (HAO et al., 2012).

Em tumores mamarios, por exemplo, a maior expressao de TAMs correlacionou-se
positivamente com invasédo celular, metastase linfonodal, aumento da angiogénese e
menor sobrevida (MONTEIRO et al., 2021).

J4 em sarcomas de tecidos moles caninos, a maior infiltracdo de TAMs foi
relacionada ao maior grau histolégico e maior atividade proliferativa tumoral
(MONTEIRO et al., 2021; TAGLIAVINI, 2025).

TAMs também estdo envolvidos ativamente no remodelamento da ECM,
degradando componentes da matriz com suas MMPs, aumentando sua rigidez através
de acdo enzimédtica, e reorganizando fibras de colageno, atuando de maneira
associada aos CAFs na confeccao de um estroma construido a favor da manutencao
tumoral (AFIK et al., 2016; MADSEN et al., 2017).

De fato, a correlacao entre o recrutamento de TAMs durante a progressao tumoral
e as taxas metastaticas € evidenciada por diversos autores (QIAN et al., 2009;
DENARDO et al., 2009; LIN et al., 2001; MANTOVANI et al., 2017).

Camundongos nocautes para o gene CSfl, um fator de crescimento macrofagico
importante, apresentam um grande atraso no desenvolvimento de carcinomas
metastaticos (LIN et al., 2001). Em pacientes com cancer pancreatico, macréfagos
polarizados para o perfil M2 foram associados ao crescimento acelerado de
metastases hepaticas (YOSHIKAWA et al., 2012). Em modelos murinos, o bloqueio
no recrutamento de TAMs através de anticorpos neutralizantes, reduziu a carga

metastatica em canceres de pulméo e figado (AUGUSTE et al., 2007).
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Dessa maneira, concentracbes elevadas de TAMs no TME estdo geralmente
associadas a piores progndsticos e a baixa sensibilidade ao tratamento em diversos
tipos tumorais (DENARDO et al., 2009; CASSETA; POLLARD, 2018).

Analogamente as novas perspectivas terapéuticas direcionadas aos CAFs, TAMs
também tém sido alvo de iniUmeras pesquisas de cunho translacional e oncoldgico,
visando a sua modulacdo ou reprogramacdo como estratégia de intervencéo
antitumoral (CENDROWICZ et al., 2021).

A repolarizacdo dos TAMs para um fendétipo pro-inflamatério semelhante a M1
parece restaurar, ao menos parcialmente, sua capacidade citotdxica direta e estimular
respostas imunolégicas do tipo Thl, configurando uma abordagem terapéutica
promissora (PATHRIA; LOUIS; VARNER, 2019)

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Foram analisadas 31 amostras de mastocitomas cutaneos caninos e 21 linfonodos
sentinelas e/ou regionais, incluindo amostras recém excisadas e emblocadas, que
passaram por avaliagdo macroscopica, processamento histolégico e coloragao,
provenientes dos servicos de patologia cirargica dos hospitais veterinarios Hvet-
UNIP/SP e Vet Popular, mediante autorizacdo dos tutores pela assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As amostras coletadas foram
imediatamente imersas em solucao de formol a 10%, e fixadas por ao menos 24 horas
para posterior emblocagem em parafina e realizagdo de cortes histolégicos de 4um
para diagnostico microscopico. Os cortes de pele foram submetidos as coloragfes
pela hematoxilina-eosina e tricromico de Masson. No caso dos linfonodos, além da
hematoxilina-eosina também foi empregada a coloracao pelo azul de toluidina, para
evidenciagdo da metacromasia em granulos citoplasmaticos, auxiliando na
identificagdo dos mastécitos. O estudo adotou como Unico critério de inclusdo a

confirmacéo histopatoloégica de mastocitoma cutaneo. N&o houveram critérios de
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exclusdo ou restricdo quanto a raca, género ou idade. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o niimero de protocolo 3141101224,

3.2 Avaliacéao histopatoldgica

Todas as amostras cutaneas foram submetidas a diagnéstico e graduacao
histopatolégica de malignidade de acordo com o protocolo estabelecido por Kiupel e
colaboradores (2010), no qual as lesGes tumorais sdo identificadas como de baixo ou
alto grau segundo parametros estabelecidos pelos autores, e os linfonodos
classificados de acordo com o protocolo de Weishaar e colaboradores (2014), como
livres de metastase (HNO), pré-metastaticos (HN1), e metastaticos (HN2-3).

As laminas foram examinadas por 2 avaliadores em fotomicroscépio OPTICAM®
acoplado a camera digital, OPUHD 14.3MP.

3.3 Avaliacao histoquimica - tricrémico de Masson

Cortes histol6gicos de mastocitomas cutaneos foram submetidos a coloracdo
pelo tricrdbmico de Masson permitindo a evidenciagéo das fibras coladgenas coradas
em azul. Para a quantificacao da deposicao colagénica nas lesées foram selecionados
5 campos de grande aumento (objetiva de 40x), para cada caso, em areas tumorais
com a maior intensidade de marcagao ("hot spots”). A partir destes foram obtidas
imagens digitalizadas, com o emprego do fotomicroscépio OPTICAM® acoplado a
camera digital, OPUHD 14.3MP. Com o auxilio do software de analise de imagem
ImageJ (National Institutes of Health; Bethesda, MD, EUA), foi mensurado o
percentual da area ocupada por colageno por campo, permitindo o calculo do indice
de colageno (ICo), obtido a partir da média dos cinco campos avaliados em cada caso
(DANIEL et al., 2019).
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3.4 Procedimento imuno-histoquimico

Foram realizados, nas amostras em que dispunhamos de graduacao histologica e
classificagao nodal, cortes de aproximadamente 4 um, submetidos a desparafinizagao
na estufa a 60-65°C por uma hora, posteriormente passando por uma bateria de Xilol
e diluicbes decrescentes de alcool. Seguiu-se a recuperagcdo antigénica por calor
durante um minuto a 125°C na panela elétrica Decloacker. Apos resfriamento da
solucdo, procedeu-se a lavagem das laminas em solucdo TBS. Em sequéncia o
material foi submetido a bloqueio da peroxidase enddégena por cinco minutos,
seguindo-se lavagem das laminas com TBS. Em sequéncia as amostras foram
incubadas com os anticorpos primarios, overnight. Como anticorpo secundario foi
utilizado o sistema EnvisionFlex. Seguiu-se lavagem com solugdo TBS/agua
deionizada e a revelacdo procedida com emprego da diaminobenzidina (DAB) e a
contracoloragdo com Hematoxilina de Harris por 15 minutos. Os anticorpos

empregados, suas origens e reatividade estao listados no quadro 1.
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Quadro 1 - Painel de marcadores imuno-histoquimicos

Anticorpo Natureza Origem Reatividade Clone Fabricante
Alfa actina de Monoclonal Camundongo Anti-humano lad DAKO
musculo liso
Ibal Policlonal Coelho Anti-humano Fujifilm
Wako

As laminas foram examinadas em microscopio Optico Opticam® acoplado a
camera, obtendo-se imagens digitalizadas, com o emprego do fotomicroscopio
OPTICAM® acoplado a camera digital, OPUHD 14.3MP, para documentacdo dos

achados e morfometria.

3.4.1 Avaliacdo imuno-histoquimica — macrofagos associados ao tumor (Ibal+)

Dezesseis amostras foram submetidas ao procedimento, das quais quatorze
mostraram-se adequadas para quantificacdo. A imunomarcacdo para lbal, foi
caracterizada pela presenca de material intracitoplasmatico castanho, frequentemente
em padréo granular.

As imagens obtidas foram submetidas a quantificacdo celular manual em objetiva
de 60x, selecionando-se 3 campos para cada caso, permitindo a contagem de células
imunopositivas (TAMs) e mastécitos, gerando o indice macrofagico (Ima), cujo valor
final foi obtido através da relacdo entre a somatdria de macréfagos em funcdo da

somatoria de mastdcitos nos trés campos quantificados:

X macréfagos Ibal (3 campos)

Ima = — o
¥ mastécitos neoplasicos (3 campos)

3.4.2 Avaliacdo imuno-histoquimica — miofibroblastos (aSMA+)
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Dezesseis amostras foram submetidas ao procedimento, das quais doze
mostraram-se adequadas para quantificacdo. A imunomarcacao para alfa actina de
musculo liso (1a4+), foi caracterizada pela presenca de material intracitoplasmatico
castanho. As imagens obtidas foram submetidas a quantificacdo celular manual das
células imunomarcadas em objetiva de 60x, selecionando-se 5 campos contiguos
para cada caso, partindo de areas com maior concentracdo de células imunopositivas

(“hot spots”).

3.5 Tratamento Estatistico

A avaliacéo estatistica foi realizada com o emprego do software GraphPad Prism
9®. Todas as laminas que tiveram seus parametros estromais analisados, indice
macrofagico, populagéo miofibroblastica e indice colagénico, foram confrontadas com
0s graus histopatologicos de seus respectivos casos, pelo sistema de dois grupos
(baixo grau x alto grau) em um primeiro momento, e posteriormente com a presenca
ou auséncia de metastase nodal (HNO x HN2-3), ambos com o emprego do teste T de

Student ndo pareado, considerando-se p<0,05.

4. RESULTADOS

O estudo compreendeu a avaliacdo de mastocitomas cutaneos de 29 cées,
totalizando 31 lesdes, considerando que um dos caes apresentava 3 formacdes
distintas, que foram avaliadas independentemente.

Prevaleceram animais sem raca definida (SRD) (15 de 29; 51,7%), fémeas (20 de
29; 69%), com idade média de 9,5 anos (Figuras 3 a 7). A localizacdo anatémica mais
frequente da neoplasia foi a regidao do tronco (15 de 31; 48,3%) (Figura 8). As

informacdes acerca dos casos avaliados estdo descritas no Quadro 2.
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Quadro 2. Dados clinicos, localizagdo e graduacéo histopatolégica das neoplasias primarias e dos
linfonodos avaliados. provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de Sao Paulo no
periodo de 2023 e 2025.

Caso Raca Idade | Género Tumor Graduacéao Classificacao
(anos) Primario Histopatologica Nodal
1 SRD 8 F Perivulvar Baixo HNO
2 Labrador 8 F Pavilhdo Alto HN3
Retriever auricular
3 Pinscher 12 F Mama Baixo HN1
4 Pitbull Terrier 5 M Dorso Baixo HN2
5 SRD 10 M Toérax Alto HN2
6 Buldogue Francés - M Pavilhdo Baixo HN3
auricular
7 Labrador F - Baixo -
: 8
Retriever
8 Pinscher 5 F Dorso Baixo -
9 SRD 4 F Coxim Baixo -
10 Maltés 7 F - Baixo HNO
11 Shih Tzu 15 F Mama Baixo -
12 Golden Retriever M Flanco Baixo HNO
13 SRD - F Membro Baixo HN1
pélvico
14 Pitbull Terrier 11 M Membro Baixo HNO
pélvico
15 SRD 6 F Abdomen Baixo -
16 SRD 12 F - Baixo -
17-A | Golden Retriever 9 M Flanco Baixo HNO
17-B | Golden Retriever 9 M Axila Baixo HNO
17-C | Golden Retriever 9 M Torax Baixo HNO
18 SRD 14 F Cotovelo Baixo -
19 Yorkshire Terrier 11 F Cervical Baixo -
20 SRD 10 F Mgm.bro Alto HN3
pélvico
21 Dogo Argentino 7 F Mgm.bro Baixo HN2
pélvico
22 SRD - F Mgm.bro Alto HNO
pélvico
23 SRD 14 M Toérax Baixo HNO
24 SRD 5 F Digito Alto HN2
25 SRD 9 F Mempro Baixo HN3
toracico
26 SRD - F Flanco Baixo HNO
27 Pitbull Terrier 10 F Mama Alto HNO
28 SRD 15 M Peitoral Alto HN3
29 SRD 13 M M(?m_bro Baixo HNO
pélvico
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As amostras descritas como “A, B e C” sdo provenientes do mesmo animal, porém,

sao tumoracdes distintas, avaliadas independentemente.

Distribuicao de caes acometidos por mastocitoma
cutaneo segundo a raga (n=29)
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Figura 3. Frequéncia das racas de cées acometidas por mastocitoma cutaneo provenientes de

Hospitais Veterinarios localizados na cidade de S&do Paulo no periodo de 2023 e 2025.

Distribuicao de caes acometidos por mastocitoma
cutaneo segundo o género (n=29)

0O Machos B Fémeas

Figura 4. Proporcdo de machos e fémeas acometidos por mastocitoma cutédneo provenientes de

Hospitais Veterinarios localizados na cidade de Sdo Paulo no periodo de 2023 e 2025.
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Distribuicao de mastocitomas cutaneos
segundo a faixa etaria (n=29)
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Figura 5. Frequéncia das faixas etarias de cdes acometidos por mastocitoma cuténeo
provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de S&o Paulo no periodo de 2023
e 2025.

A figura 6 e 7 confere uma classificacédo etaria com base em critérios especificos
para cada porte, uma abordagem fundamentada no fato de que caes de porte pequeno
atingem a senilidade em idades mais avancadas, enquanto cdes de maiores portes
apresentam envelhecimento mais precoce, assegurando assim maior acuracia
biol6gica nas comparacdes. Os animais sem raga definida (SRD) ndo foram incluidos
nessa categorizacdo devido a heterogeneidade fenotipica intrinseca ao grupo, o que
dificulta a determinacdo acurada do porte real e, consequentemente, dos respectivos
limites etarios (BONAGURA; KIRK, 2009).
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Ragas Pequenas e Médias (n=8)
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Figura 6. Frequéncia de cdes de porte pequeno e médio acometidos por mastocitoma cutdneo
segundo a classificacao etéria, provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de
Sao Paulo no periodo de 2023 e 2025.
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Figura 7. Frequéncia de cdes de porte grande e gigante acometidos por mastocitoma cutaneo
segundo a classificacao etéria, provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de
Sao Paulo no periodo de 2023 e 2025.
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Distribugdao dos tumores primarios por localizacao
anatomica (n=31)

B Tronco CO0Membros B Cabecga e Pescoco M Desconhecido

Figura 8. Propor¢cdo das regides anatdmicas comprometidas por mastocitomas cutaneos
provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de S&o Paulo, no periodo de 2023 e
2025.

Em relacdo a graduacéo histopatolédgica, a maioria das les@es foi classificada

como tumores de baixo grau (24 de 31; 77%), conforme evidenciado na Figura 9.

Graduacgao Histopatoldgica - Protocolo de Kiupel
(n=31)

@ Baixo Grau [Alto Grau

Figura 9. Propor¢cdo de mastocitomas cutdneos graduados em baixo e alto grau segundo o
protocolo estabelecido por Kiupel et al. (2010) provenientes de Hospitais Veterinérios localizados
na cidade de Sao Paulo, no periodo de 2023 e 2025.
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No que diz respeito a classificacdo linfonodal, a maioria dos casos foram

classificados como HNO (10 de 21; 47,5%), como pode ser observado na Figura 10.

Classificagao Linfonodal (n=21)

EHNO EHN1 EmHN2 OHN3

Figura 10. Propor¢ado de linfonodos classificados segundo o protocolo de Weishaar et a/. (2014)

provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de Sao Paulo, no periodo de 2023 e 2025

Entre os casos graduados histopatologicamente como baixo grau de
Kiupel, a maioria apresentou linfonodos classificados como HNO (8 de 14; 57,1%),
conforme Figura 11.

Mastocitomas Cutaneos de Baixo Grau x
Estadiamento Nodal (n=14)

EHNO EHN1 EHN2 OHN3
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Figura 11. Proporcao da classificagdo nodal nos casos graduados como baixo grau, provenientes de

Hospitais Veterinarios localizados na cidade de Sao Paulo, no periodo de 2023 e 2025.

J& para os casos graduados histopatologicamente como alto grau de Kiupel, a
maioria apresentou linfonodos classificados como HN3 (3 de 7; 43%), conforme Figura
12.

Mastocitomas Cutaneos de Alto Grau x
Estadiamento Nodal (n=7)

EHNO EHN2 OHN3

Figura 12. Proporcéo da classificagdo nodal nos casos graduados como alto grau provenientes de

Hospitais Veterinarios localizados na cidade de Sao Paulo, no periodo de 2023 e 2025.

Cortes histologicos corados em HE foram analisados, permitindo a diferenciacéo
entre os padrdes de baixo e alto grau segundo os critérios de Kiupel. As figuras 13 e
14 evidenciam diferencas morfolégicas entre os graus de malignidade, destacando-se
a arquitetura relativamente ordenada, maior uniformidade celular e nuclear, baixa
celularidade e discreto pleomorfismo nos casos de baixo grau, em contraste com a
marcante desorganizacdo tecidual, intensa atipia citonuclear e elevada densidade

celular observadas nos tumores de alto grau.
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Figura 13. Fotomicrografia de corte histoldgico de mastocitoma de baixo grau, HNO,
evidenciando a menor celularidade e o discreto pleomofirsmo citonuclear. Hematoxilina-eosina, objetiva
40x

Figura 14. Fotomicrografia de corte histolégico de mastocitoma de alto grau, HN3, evidenciando
abundante colonizac¢édo por mastécitos neoplasicos com intensa atipia citonuclear. Hematoxilina-eosina,
objetiva 40x

A andlise histologica das laminas marcadas por imuno-histoquimica, permitiu ndo
apenas caracterizar morfologicamente a distribuicdo das células tumorais como
também identificar as populacdes celulares estromais de interesse. As figuras 15 a 18
apresentam fotomicrografias de cortes histoldgicos de mastocitomas de baixo e alto
grau, classificados respectivamente como HNO e HN3, nas quais é possivel observar
a disposicdo de macrofagos positivos para iba-1 e miofibroblastos positivos para
actina de musculo liso (ambos marcados em castanho) entre o grupo de células
neoplasicas. Vale a referéncia a morfologia frequentemente alongada da populacao

macrofagica infiltrante.



57

| ’ ' iv @ o q : . -

NI 0 A Ak (b 0,

» — $ L -

L . ..'\ '\ ‘ - ’
» ‘ .“. a"*‘n.‘.' "‘

A .. .~ ‘: ‘..'

.
-

: : -
v . &
. . ‘e ? v AN
g 3‘ "., Ro, %07 ) ‘.)A- vl v
e " y . - ~ - .2 v‘
B Sl \'L‘ ' VA . v b A
Figura 15. Fotomicrografia de corte histolégico de mastocitoma de baixo grau, HNO,
evidenciando disposicdo de macréfagos positivos para iba-1 (setas), entre grupos de células
neoplasicas. DAB contracorada com hematoxilina, objetiva 60x.
Figura 16. Fotomicrografia de corte histolégico de mastocitoma de alto grau, HN3, evidenciando
disposicdo de macrofagos positivos para iba-1 (setas), entre grupos de células neoplasicas. DAB

contracorada com hematoxilina, objetiva 60x.

Figura 17. Fotomicrografia de corte histoldgico de mastocitoma de baixo grau, HNO,
evidenciando disposi¢ao de miofibroblasto positivo para actina de musculo liso (setas), entre grupos de
células neoplasicas. DAB contracorada com hematoxilina, objetiva 60x.

Figura 18. Fotomicrografia de corte histolégico de mastocitoma de alto grau, HN3, evidenciando
disposicdo de miofibroblastos positivos para actina de musculo liso (setas), entre grupos de células

neoplasicas. DAB contracorada com hematoxilina, objetiva 60x.
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Ambos, indice macrofagico e contagem miofibroblastica, ndo apresentaram
diferencas estatisticas significantes em relacdo a graduacao histopatoldgica (Figuras
19 e 20).
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Figura 19. Quantificagdo macrofagica em cées portadores de mastocitomas cutaneos de baixo
e alto grau de malignidade, a partir de cortes submetidos a imunomarcacéo com anticorpo ibal,
evidenciando auséncia de diferenca estatisticamente significante entre os grupos, p>0,05 (n=14).

Figura 20. Quantificacdo miofibroblastica em cées portadores de mastocitomas cutaneos de
baixo e alto grau de malignidade, a partir de cortes submetidos & imunomarcagdo com anticorpo para
alfa actina de musculo liso, evidenciando auséncia de diferenca estatisticamente significante entre os

grupos, p>0,05 (n=12).

Em contrapartida, para ambos, observou-se correlacdo significativa entre
linfonodos metastaticos e ndo metastéaticos, com aumento da infiltracdo associada a

disseminacgéao tumoral (p<0,05, teste T de Student ndo pareado), (Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Quantificacdo macrofagica em cades com linfonodos estadiados e classificados em
metastaticos ou ndo metastéaticos, a partir de cortes submetidos a imunomarcagao com anticorpo ibal,
evidenciando presenca de diferenca estatisticamente significante entre os grupos, p<0,05 (n=10).

Figura 22. Quantificacdo miofibroblastica em cées com linfonodos estadiados e classificados
em metastaticos ou ndo metastéaticos, a partir de cortes submetidos a imunomarcag¢@o com anticorpo
para alfa actina de musculo liso, evidenciando presenca de diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos, p<0,05 (n=10).

J& para a analise histoquimica, realizada a partir do tricrémico de Masson, foi
possivel observar os feixes de fibras colagénicas (azul) dispostas entre o0s
agrupamentos de células neoplasicas (Figura 23).
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Figura 23. Fotomicrografia de corte histolégico de mastocitoma de baixo grau,

evidenciando delicada deposicdo de fibras colagenas coradas em azul (setas), em meio a

agregados de células neoplasicas. Tricromico de Masson, objetiva 40x.

A quantificacdo do percentual de area ocupada pelas fibras colagénicas e sua
posterior correlacdo com as graduacdes histopatoldgicas e os estadiamentos nodais

nao revelaram significancia estatistica (Figuras 24 e 25).
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Figura 24. Quantificacdo percentual da deposicdo colagénica em caes portadores de
mastocitomas cutaneos de baixo e alto grau de malignidade, a partir de cortes submetidos a coloracéo
histoquimica por tricrdbmico de Masson, evidenciando auséncia de diferenga estatisticamente
significante entre os grupos, p>0,05 (n=10).

Figura 25. Quantificagdo percentual da deposi¢cdo colagénica em cdes com linfonodos
estadiados e classificados em metastaticos ou ndo metastaticos, a partir de cortes submetidos a
coloracéo histoquimica por tricrdmico de Masson, evidenciando auséncia de diferenca estatisticamente

significante entre os grupos, p>0,05 (n=10).
5. DISCUSSAO

O cancer é hoje compreendido como um espectro de doencas distintas,
tornando-o altamente diversificado e imprevisivel, marcado por inlUmeras variaveis
gue o moldam de maneira Unica, tanto em relacédo a miriade de diferentes tumores
possiveis, cada qual com suas peculiaridades, como também entre os diferentes
individuos acometidos por um mesmo tipo tumoral, culminando em processos de
carater multifacetado e de complexo manejo (HANAHAN, 2022). Recentemente,
a interacdo entre células tumorais e 0 microambiente tumoral tem atraido grande
interesse cientifico envolvendo um numero crescente de terapias direcionadas a
essas interacfes (COSTA et al., 2018).

Embora imprescindiveis, os sistemas de graduacdo histomorfologicos
apresentam limitagbes, ndo sendo capazes de prever de forma acurada o
comportamento biolégico de lesdes tdo heterogéneas como as neoplasicas
(STREFEZZI et al., 2009).

E nesse ambito que elementos ndo neoplasicos ganham destaque.
Componentes estromais, diferentemente das células tumorais, estdo menos
sujeitos a alteracdes genéticas recorrentes capazes de conferir resisténcia
terapéutica, geralmente apresentam grande plasticidade sendo passiveis de
modulacéo, em grande parte epigenética, moldadas pelas proprias caracteristicas
do microambiente tumoral, o que os torna alvos prognosticos e terapéuticos
promissores (KALLURI, 2016; SAHAI, 2020).
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Na medicina humana, CAFs, TAMs e a propria matriz colagénica, vém
sendo protagonistas em diversas pesquisas, visando o ganho terapéutico e a
reducdo de efeitos colaterais. No entanto, em oncologia veterinaria este campo
permanece ainda pouco explorado (GIULIANO et al.,, 2016; BERTOLA et al.,
2024).

Dada esta lacuna de conhecimento, este estudo se propés a investigar a
correlacdo entre componentes estromais do microambiente tumoral e graduagao
e disseminacdo em mastocitomas cutaneos caninos, avaliando seu potencial
prognastico.

Os achados deste estudo permitiram observar que, como descrito na
literatura, os linfonodos foram frequentemente colonizados por células tumorais
(11 de 21; 52,3%), constituindo o principal sitio metastatico identificado
(WEISHAAR et al., 2014).

No que diz respeito as graduacdes histopatolégicas e as classificacdes
nodais, observou-se maior frequéncia de indices metastéticos elevados (HN2-
HN3) em pacientes diagnosticados com mastocitomas de alto grau (5 de 7;
71,4%), corroborando os achados de Stefanello et al. (2015) e Horta et al. (2018).

No entanto, é importante ressaltar que, mesmo entre as amostras com
baixo grau de malignidade observou-se colonizagdo linfonodal em estagio
evolutivo avancado (HN2-HN3) (4 de 14, 25,5%), reforcando o carater altamente
heterogéneo da doenca e a limitacdo dos métodos diagndsticos classicos em
preverem, isoladamente, comportamentos biol6gicos agressivos.

Estudos em oncologia humana e veterinéria indicam que CAFs e TAMs
atuam de forma sinérgica na promocao da invasédo e da metastase, modulando
tanto a arquitetura da matriz extracelular quanto o perfil imunoldgico local,
apresentando elevado potencial prognostico (COMITO et al., 2013; GIULIANO et
al., 2016; RASKOV et al., 2021; BERTOLA et al., 2024).

Nesse estudo foram empregados anticorpos anti-humano que apresentam
reatividade cruzada com tecido canino, e que se mostraram adequados para a
investigacéo proposta (STREFEZZI et al., 2009).
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Os TAMs apresentaram morfologia heterogénea, com frequente
tortuosidade citoplasmatica e presenca de projecdes, evento ja relatado por
Bertola et al. (2024) em estudo com mastocitomas caninos, sugerindo uma
modulacdo para um perfil M2 (MCWHORTER et al., 2013; DONADON et al.,
2020). Em nossa amostragem o indice macrofagico e a contagem miofibroblastica
nao se correlacionou com a graduacao histopatolégica de Kiupel, em contraste
com os achados de Costa et al. (2022) e Takaki (2025), nos quais foi observado
maior percentual de Ibal+ em mastocitomas cutdneos de alto grau e maior
expressdo de miofibroblastos em carcinomas de células escamosas felino,
respectivamente. Também Gregorio et al. (2016) observaram associa¢ao positiva
entre a alta infiltracdo de macréfagos e tumores de graus mais elevados em um
estudo com 50 amostras de mastocitomas cutaneos caninos.

Por outro lado, observou-se correlacdo significativa dessas populacdes
celulares no tumor cutaneo primario e a presenca de disseminacéao nodal (HN2-
HN3), sugerindo uma participacdo mais direta desses componentes estromais nos
eventos de disseminagdo e progressao do que nas caracteristicas morfologicas
do tumor primario. Estes resultados corroboram, ao menos em parte, os achados
de Bertola et al. (2024). Embora os autores tenham demonstrado intensa
infiltracdo de macréfagos Ibal+ nos mastocitomas cutdneos caninos, algo nao
observado no presente estudo, eles também relataram que células Ibal+ com
morfologia fusiforme/estrelada se associaram a linfonodos sentinela classificados
como HN2—-HN3, sugerindo um fenotipo TAM pré-tumoral.

A auséncia de correlagdo entre a marcagao para a-SMA e a graduacéo
histopatoldgica observada neste estudo pode, em parte, refletir diferencas
intrinsecas entre subpopulacdes de fibroblastos associados ao tumor; uma vez
que nossa analise contemplou apenas CAFs a-SMA+. Nao foram avaliados
fibroblastos ativados FAP+, marcador utilizado por Giuliano et al. (2016), os quais
demonstraram correlagao significativa com os sistemas de Patnaik e Kiupel e com
indices proliferativos. Assim, é possivel que diferentes subtipos de CAFs

apresentem relevancias biologicas distintas no mastocitoma canino.
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E também relevante considerar que a auséncia de correlacdo entre a
guantidade absoluta de TAMs/CAFs e o grau histopatolégico ndo implica
necessariamente auséncia de relevancia biolégica. Diversos autores ressaltam
gue a funcdo dessas células depende mais de seu estado de ativacéo, polarizacao
e perfil secretor do que de sua densidade numérica (MANTOVANI et al., 2017,
KIEFFER et al., 2020; SAHAI et al., 2020). Assim, & possivel que tumores
histologicamente semelhantes apresentem microambientes profundamente
diferentes, nos quais TAMs e CAFs, mesmo em numeros estaveis, exibem
atividades pro-metastaticas intensificadas, o que seria consistente com o0s
achados do presente estudo. Essas interpretacfes podem ser reforcadas pelo
trabalho de Pulz & Strefezzi (2019), que identificaram, por meio de analise
molecular guiada por RNA-sec, hiperexpressdo de genes funcionalmente
relacionados a ativacdo de CAFs e a remodelacdo da matriz extracelular em
mastocitomas de alto risco, mesmo quando as diferencas histoldgicas eram pouco
marcantes.

Dessa forma, os resultados reforcam a importancia de incluir marcadores
estromais na avaliacdo, uma vez que esses parametros fornecem informacdes
adicionais sobre aspectos dinamicos da interacdo tumor—estroma,
complementando as interpretacdes obtidas pela graduacdo morfolégica. Assim, a
infiltracdo macrofagica e miofibroblastica pode refletir sobretudo a capacidade
invasiva e metastatica e o estado funcional do microambiente, mais do que o grau
morfoldgico classico.

TAMs de tumores que metastatizam podem estar hiperpolarizados para
fendtipos M2, caracterizado pela secrecao de citocinas imunossupressoras como
IL-10 e TGF-B, mesmo sem aumento numérico (PAN et al., 2020; MANTOVANI et
al., 2022). CAFs podem apresentar hiperexpressao génica associada ao perfil
secretor, resultando na sintese aumentada de citocinas pro-tumorigénicas e
imunossupressivas como CXCL12, TGF-B e IL-6 (ORIMO et al., 2005; SAHAI,
2020). Os CAFs, particularmente aqueles com fenoétipo miofibroblastico a-SMA+,
sd0 os principais responsaveis pela produgdo e remodelamento do colageno

intratumoral, modulando rigidez, orientacdo e densidade das fibras, assim, a
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deposicdo colagénica representa, em grande medida, um produto da sua
atividade funcional (KALLURI, 2016; SAHAI et al., 2020).

Salzedas (2025) demonstrou incremento significativo de colageno nos
nichos de colonizacdo nodal, caracterizando desmoplasia, mesmo sem aumento
concomitante da celularidade miofibroblastica, sugerindo que a remodelacéo
estromal pode refletir maior atividade funcional dessas células sem expansao
numérica associada. No presente estudo, a quantificacdo da deposicédo
colagénica por meio do tricromico de Masson nao evidenciou diferengas
significativas entre mastocitomas cutaneos graduados histopatologicamente em
baixo e alto grau, tampouco entre os distintos estagios de comprometimento
linfonodal. Esses achados sugerem que, a0 menos nha casuistica avaliada, o
percentual de area colagénica intratumoral, isoladamente, ndo se associa de
forma direta a agressividade histopatolégica nem ao potencial metastatico da
neoplasia. No entanto, o incremento na deposi¢do colagénica € amplamente
relatado como fator progndstico negativo em diversos tipos tumorais. O aumento
da densidade de deposicdo colagénica ja foi associado a iniciacdo, progressao e
invasdo em carcinomas mamarios murinos (PROVENZANO et al., 2008).

Paes et al. (2022), apresentaram resultados contrarios, relatando que
fibroblastos e fibras de colageno foram frequentemente encontrados em aspirados
citolégicos de caes acometidos por mastocitomas cutaneos de baixo grau, embora
esta técnica ndo tenha apresentado valor progndstico definido. Em sua pesquisa,
0s autores descreveram que o colageno parece refletir o tempo de doenca e néo
necessariamente o grau de agressividade. Mastocitomas de baixo grau, com
evolugcBes mais cronicas, apresentavam maior presenca de fibroblastos e fibras
colagenas, enquanto quadros mais agudos, ulcerados e proliferativos,
apresentavam pequena quantidade de colageno e frequentemente associados a
casos biologicamente mais agressivos (PAES et al., 2022). Daniel et al. (2019),
também observaram uma relacdo inversa, sendo que menores indices de
colageno no tumor estavam presentes em lesdes de alto grau de malignidade,
talvez como desdobramento de elevada atividade proliferativa tumoral associada

a sintese de MMPs. Esses pacientes apresentaram menor tempo de sobrevida
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poOs-cirdrgica. E importante salientar, contudo, que o estudo de Daniel e
colaboradores avaliou o colageno em relacdo a desfechos clinicos como
mortalidade e tempo de sobrevida, enquanto, no presente trabalho, a anélise foi
direcionada principalmente a graduacao histologica e ao estadiamento linfonodal,
Oou seja, aspectos que nao necessariamente refletem o mesmo momento da
evolucao tumoral. Além disso, diferencas metodolégicas, como o nimero amostral
e aforma de selecdo dos campos, podem explicar, a0 menos em parte, a auséncia
de correlacao encontrada na casuistica atual.

Apesar da relativa limitacdo prognadstica atribuida ao tricrémico de Masson,
esta técnica permanece como uma das mais utilizadas, principalmente devido a
sua acessibilidade e facilidade de emprego, permitindo a avaliagdo concomitante
de caracteristicas citonucleares, além de destacar as fibras colagénicas. A
avaliacdo de colageno intratumoral corado por tricromico de Masson possibilita
uma quantificacdo global, mensuravel pelo software ImageJ; com a captura
predominante de feixes mais espessos de colageno, particularmente tipo |, ao
passo que fibras mais finas, potencialmente enriquecidas em outros tipos
colagénicos, podem ser subestimadas. Estudos recentes tém sugerido que
subtipos especificos de colageno e fracbes mais delicadas da matriz, como fibras
pericelulares e reticulares, podem exercer efeitos distintos sobre a atividade de
células imunes e sobre a biologia tumoral (PAOLILLO; SCHINELLI, 2019; XU et
al., 2019).

No estudo de Takaki (2025), em felinos acometidos por carcinomas de
células escamosas, foi observada maior tendéncia a agregacgao colagénica em
lesbes de maior grau histologico.

Xu et al. (2019) reforca que n&o existe um sentido Unico que correlacione
coldgeno e agressividade bioldgica tumoral, sua interacdo € altamente
dependente de inimeras variaveis inseridas em um sistema multidimensional que
esta a todo momento sendo alterado.

Diversas linhas de pesquisa convergem em assumir que provavelmente o
mais relevante ndo seja a quantidade, mas sim a organizagéo e arquitetura das
fibras de colageno (SALMON et al., 2012; DRIFKA et al., 2016; XU et al;. 2019).
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O fato do colageno atuar como marcador progndéstico positivo em
determinadas neoplasias e negativo em outras, evidencia a complexidade do
papel biolégico da matriz extracelular (DANIEL et al., 2019; PAOLILLO;
SCHINELLI, 2019; XU et al., 2019). Ainda n&o esta totalmente esclarecido o que
determina essa dualidade, mas € plausivel que fatores epigenéticos, imunoldgicos
e biomecanicos, além da composicdo celular do microambiente sejam
determinantes. (ZEISBERG, E.M; ZEISBERG, M, 2012; OHLUND, D.; ELYADA,
E.; TUVESON, 2014; HINSAW; SHEVDE, 2019). Nesse contexto, a auséncia de
correlacdo entre o percentual de deposicdo colagénica e a graduacéo
histopatoldgica ou o estadiamento linfonodal observada neste estudo ndo exclui a
relevancia biol6gica do colageno no microambiente dos mastocitomas, mas indica
gue seu impacto progndstico possivelmente depende de parametros arquiteturais
e funcionais mais refinados. Estudos futuros, com amostras mais amplas e
ferramentas analiticas capazes de explorar aspectos adicionais da matriz
colagénica, sdo necessarios para esclarecer de forma mais abrangente o papel
desse componente estromal.

Sob a vertente epidemiolégica, os resultados demonstraram que, embora
a maioria dos cdes acometidos por mastocitomas cutaneos caninos seja idosa,
com idade média equivalente a 9,5 anos, como descrito na literatura, quatro casos
(13,7%), ocorreram em animais mais jovens, com idade entre 4 e 5 anos,
evidenciando a grande relevancia de abordagens diagndsticas, mesmo para
animais fora da faixa etaria de maior risco.

Apesar de a maioria dos cdes diagnosticados nao ter apresentado raca
definida (15 de 29; 51,7%), dentre os animais com raga predominaram 0s com
reconhecida predisposi¢cédo, como os retrievers (labrador e golden) (WELLE et al.,
2008).

As amostras estudadas foram majoritariamente de fémeas (20 de 29; 69%),
embora ndo haja descricao de predilecéo sexual para o0 acometimento da doenca
(LONDON; SEGUIN, 2003).

Em relagéo a localizacdo das lesdes primarias, os achados corroboraram

plenamente o exposto pela literatura, sendo a regido do tronco a mais afetada (15



68

de 31; 48,3%), seguida pelos membros (10 de 31; 32,2%) e menos
frequentemente a cabeca e o pescoco (3 de 31; 9,75%) (WELLE et al., 2008).

Este estudo apresentou algumas limitagdes que devem ser consideradas
na interpretagcdo dos resultados. A principal refere-se ao tamanho amostral
reduzido, o que pode limitar o poder estatistico e a deteccdo de associacdes mais
sutis entre os parametros avaliados. Além disso, nao foi possivel obter acesso aos
dados clinicos longitudinais como estadio tumoral, intervalo livre de doenca ou
sobrevida, impedindo a analise direta do impacto progndstico dos achados
estromais.

No &ambito metodolégico, a caracterizacdo celular restringiu-se a
marcadores Unicos, incapazes de abranger todas as possiveis sub-estratificacfes
celulares, uma vez que a populacdo macrofégica foi avaliada exclusivamente por
Ibal, sem discriminacéo fenotipica mais ampla, e os fibroblastos associados ao
cancer apenas por meio da expressdao de a-SMA. De forma semelhante, a
avaliagdo da matriz colagénica concentrou-se na densidade absoluta das fibras,
nao contemplando aspectos estruturais, como orientagéo, rigidez ou composicao
dos diferentes subtipos de colageno.

Embora o Tricrbmico de Masson seja amplamente utilizado para a
identificacdo de fibras colagénicas, a técnica ndo permite a distincdo entre
diferentes tipos ou graus de maturacdo das fibras, restringindo a andlise a
densidade total de colageno. Assim, o emprego futuro de métodos mais sensiveis
e especificos, como imunomarcacfes direcionadas a componentes da matriz
extracelular ou técnicas capazes de diferenciar classes fibrilares, poderia fornecer
uma caracterizagdo estromal mais refinada e biologicamente informativa. Tais
limitacbes reforcam a necessidade de estudos futuros com casuisticas mais
amplas e metodologias capazes de capturar outros fatores inerentes a
complexidade funcional do microambiente tumoral e o avango efetivo em termos

prognaosticos e terapéuticos.



69

6. CONCLUSAO

O mastocitoma cutaneo canino apresenta, com frequéncia, disseminacao
nodal, mesmo em lesdes de baixo grau histoldgico, existindo uma relagéo direta
entre infitracio macrofagica e miofibroblastica no tumor primario e
comportamento metastatico. A deposicdo colagénica ndo apresentou correlacao
significativa com a graduacao histopatolégica ou com a disseminacdo nodal nas

amostras avaliadas.
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