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RESUMO

O mastocitoma cutaneo canino apresenta comportamento biolégico altamente
variavel, tornando desafiadora a previsdo de sua agressividade e risco de metastase.
Este estudo teve como objetivo avaliar a relacdo entre cinco indices hematologicos
inflamatérios  razdo  neutrdfilo/linfocito  (NLR),  mondcito/linfécito  (MLR),
plaguetas/linfocito (PLR), eosindfilo/linfocito (ELR) e o indice imune-inflamatério
sistémico (Sll), e graduacdo histopatologica tumoral e disseminacdo nodal,
investigando seu potencial como marcadores prognésticos acessiveis na pratica
veterindria. Foram analisadas 29 amostras sanguineas de cédes distribuidos em
grupos controle, mastocitoma cutaneo de baixo grau, mastocitoma cutaneo alto grau,
com e sem a presenca de metastase nodal. Modelos de regressdo multinomial e
binaria penalizados (Elastic Net) foram aplicados para identificar os indices mais
relevantes, considerando a forte colinearidade encontrada entre algumas variaveis.
Os resultados demonstraram que MLR e ELR foram os marcadores mais associados
aos tumores de alto grau, enquanto o NLR apresentou maior capacidade preditiva
para metastase linfonodal. PLR e Sl ndo exibiram impacto significativo em nenhum
dos modelos. A acuracia do modelo para metastase atingiu 95%, sugerindo potencial
clinico relevante. Contudo, limitacdes como o tamanho amostral reduzido, a
distribuicdo desigual entre os grupos e a auséncia de controle de fatores de confuséo
exigem cautela na interpretacdo. Em sintese, este estudo evidencia que alguns
indices hematolégicos inflamatérios podem auxiliar na avaliacdo da agressividade e
do risco de disseminacdo do mastocitoma canino. Apesar do potencial identificado, a
aplicacao clinica isolada desses marcadores deve ser cuidadosa, reforcando a
necessidade de estudos futuros com amostras maiores e integracdo de marcadores

moleculares e histopatoldgicos.

Palavras-chave: Mastocitoma cutaneo canino. indices hematoldgicos inflamatorios.
Marcadores prognosticos. Metastase linfonodal. Elastic Net



ABSTRACT

Canine cutaneous mast cell tumor exhibits highly variable biological behavior, making
it challenging to predict its aggressiveness and risk of metastasis. This study aimed to
evaluate the relationship between five inflammatory hematological indices — NLR,
MLR, PLR, ELR, and SIIl — and tumor histopathological grade and nodal
dissemination, investigating their potential as accessible prognostic markers in
veterinary practice. A total of 29 blood samples from dogs were analyzed and
distributed into control, low-grade cutaneous mast cell tumor, high-grade cutaneous
mast cell tumor, and groups with or without nodal metastasis. Penalized multinomial
and binary regression models (Elastic Net) were applied to identify the most relevant
indices, considering the strong collinearity observed among some variables. The
results showed that MLR and ELR were the markers most strongly associated with
high-grade tumors, whereas NLR demonstrated greater predictive capacity for lymph
node metastasis. PLR and Sll did not exhibit significant impact in any of the models.
The model accuracy for metastasis prediction reached 95%, suggesting relevant
clinical potential. However, limitations such as the small sample size, unequal group
distribution, and the absence of control for confounding factors warrant caution in
interpretation. In summary, this study highlights that some inflammatory hematological
indices may assist in assessing aggressiveness and risk of dissemination in canine
mast cell tumors. Despite the identified potential, the isolated clinical use of these
markers should be approached prudently, reinforcing the need for future studies with

larger samples and integration of molecular and histopathological markers.

Key-words: Canine cutaneous mast cell tumor. Inflammatory hematological indices.
Prognostic biomarkers. Lymph node metastasis. Elastic Net
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1 INTRODUCAO

O mastocitoma é um tumor de origem mastocitaria que se desenvolve
predominantemente na pele dos caes, sendo considerado uma das neoplasias
cutaneas mais frequentes na espécie, atingindo incidéncia entre 20,9% e 22,4% em
estudos brasileiros. Embora apresentem comportamento bioldégico extremamente
variadvel, a taxa de recidiva depende principalmente do grau histopatoldgico, sendo
maior nos tumores de alto grau (De Nardi et al., 2002; De Nardi et al., 2022a; Meirelles
et al., 2010).

Seu potencial metastatico varia conforme a classificacdo histopatologica, que
continua sendo a ferramenta padréo utilizada por patologistas na avaliacdo do
comportamento biolégico, no estabelecimento do progndstico e na definicdo de
condutas terapéuticas (De Nardi et al., 2022a). As regides do tronco, membros,
perineo, cabeca e pescoco estdo entre as areas de ocorréncia mais comuns, sendo
que a localizacao anatémica da lesdo pode influenciar o progndéstico, especialmente
quando envolve areas de dificil ressec¢ao ou regides mucocutaneas (Natividade et al.,
2014; Cavalcante et al., 2020).

Macroscopicamente, 0 mastocitoma se manifesta como nédulos elevados,
alopécicos e eritematosos na derme canina, podendo apresentar-se como lesées
Unicas ou multiplas (Garrett, 2014). O diagnostico é mais comum em caes adultos,
geralmente com mais de 8 anos, sem evidéncia de predisposi¢cdo sexual (Withrow,
2006). Algumas racas expressam predisposicdo genética, incluindo Boxer, Boston
Terrier, Labrador Retriever, Golden Retriever e Pugs (Garrett, 2014). A prevaléncia ea
diversidade clinica desta neoplasia refletem sua importancia na rotina oncolégica
veterindria, tornando essencial a busca por métodos de avaliacdo progndstica mais
confiaveis e complementares a analise histopatolégica (Cavalcante et al., 2020).

Esse tipo de tumor possui relagéo intrinseca com processos inflamatorios, dada
a funcdo primaria das células mastocitarias nas respostas imunes. Entender essa
interrelacéo € crucial para compreender o comportamento do tumor e suas possiveis
respostas terapéuticas. Nesse sentido, o microambiente tumoral composto por células
tumorais, imunocompetentes e fatores sollveis tem sido considerado um importante
regulador da progressdo neoplasica (Hanahan; Weinberg, 2011; Natividade et al.,
2014; Stephen J. Withrow, 2006).

A literatura recente destaca que a resposta inflamatdria sistémica, resultante da
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interacdo dindmica entre o sistema imunologico do hospedeiro e o microambiente
tumoral, pode refletir aspectos fundamentais e multifatoriais do comportamento
biolégico das neoplasias, incluindo sua agressividade, capacidade metastatica,
resposta ao tratamento e prognaostico clinico (Hanahan; Weinberg, 2011; Cavalcante
et al., 2020).

Parametros hematoldgicos simples, como a razao neutrofilo/linfocito (NLR),
mondcito/linfocito (MLR), plaquetas/linfécito (PLR), eosindfilo/linfocito (ELR) e o indice
imune-inflamatério sistémico (Sll), vém sendo investigados na medicina humana por
sua capacidade de predizer desfechos clinicos em neoplasias como cancer cervical,
mamario, gastrointestinal e pulmonar (Uribe-Querol et al., 2023).

Esses indices refletem o equilibrio entre células pro-inflamatorias e anti
inflamatérias no sangue periférico e, por consequéncia, o grau de ativacdo
imunoldgica sistémica frente ao tumor. A presenca de inflamacao croénica, evidenciada
por esses biomarcadores, tem sido associada a pior prognostico, maior taxa de
metéstase, menor tempo livre de doenca e sobrevida reduzida (Uribe-Querol et al.,
2023).

Embora os estudos que avaliam indices hematoldgicos inflamatorios na
oncologia veterinaria ainda sejam relativamente limitados, pesquisas recentes tém
indicado que esses marcadores podem oferecer informacfes Uteis sobre o
comportamento biolégico de algumas neoplasias caninas.

No caso dos mastocitomas, trabalhos exploratorios observaram associacdes
entre indices como NLR, PLR e SlI e variaveis progndsticas relevantes, sugerindo um
possivel papel complementar desses parametros na avaliacao clinica (Horta et al.,
2018; Oliveira et al., 2022). Apesar desses achados, tais indices devem ser
interpretados com cautela e ndo substituem métodos diagndsticos e prognésticos
tradicionais, sendo necessérias investigacfes adicionais para definir sua real
aplicabilidade na pratica veterinaria.

Os biomarcadores inflamatérios, por serem de baixo custo e facilmente
acessiveis por exames laboratoriais de rotina, podem representar ferramentas
auxiliares valiosas no contexto oncoldgico veterinario, especialmente quando
integrados a dados clinicos, histol6gicos e comportamentais do tumor (Cavalcante et
al., 2020; Natividade et al., 2014).
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1.1 Comportamento tumoral e leucocitéaria

Considerando o papel central da inflamagao no desenvolvimento e progressao
do mastocitoma canino, conforme discutido anteriormente, torna-se essencial
aprofundar a compreensao da relacdo entre 0 comportamento tumoral e a atuacéo
das células inflamatorias do sistema imune (De Nardi et al., 2022a). A presenca e 0
perfil das populagcbes leucocitdrias no microambiente tumoral exercem influéncia
direta sobre a biologia da neoplasia, podendo modular desde o crescimento local até
o potencial metastatico (De Nardi et al., 2022a; Horta et al., 2018). Nesse contexto,
investigar a participacdo de diferentes subtipos de leucdcitos e seus efeitos sobre o
tumor permite avancar na caracterizacdo de marcadores imunologicos que reflitam a
agressividade tumoral, além de auxiliar na definicdo de abordagens terapéuticas mais
especificas e individualizadas.

Nos anos 2000, ja havia indicios consistentes de que a inflamacédo associada
ao tumor podia ndo apenas acompanhar o processo neoplasico, mas também
potencializar sua progressao e conferir as células tumorais habilidades essenciais a
sua sobrevivéncia, evasdo e disseminacdo (Hanahan; Weinberg, 2011). Mdltiplas
linhas de evidéncia demonstram que as células do sistema imune sdo capazes de
promover a angiogénese, a invasividade tecidual e a proliferacéo celular desregulada,
componentes chave da tumorigénese (Maltby; Khazaie; McNagny,2009). Além disso,
foi observado que essas células inflamatérias, ao infiltrarem o tecido neopléasico,
podem produzir enzimas degradadoras de matriz extracelular, como
metaloproteinases, facilitando a expansao tumoral ao permitir que as células malignas
migrem e invadam tecidos adjacentes, sem depender da sintese dessas enzimas pela
prépria célula tumoral (Chen et al., 2017).

As células leucocitarias, portanto, exercem um papel ambiguo na
tumorigénese. Neutrofilos, por exemplo, podem tanto apresentar fun¢do tumoricida
guanto atuar na promocéo do crescimento tumoral, a depender do estimulo recebido
e do contexto do microambiente (Rizzi et al., 2025a). A expressdo de mediadores
inflamatorios, citocinas, quimiocinas e moduladores imunoldgicos pode ditar a
polarizagdo funcional dessas células, inclinando-as a promocéo de resposta imune
antitumoral ou a sustentacdo de um estado inflamatorio crénico e permissivo a
progressédo da doenca (De Nardi et al., 2022a; Rizzi et al., 2025a). Essa ambiguidade

funcional evidencia a importancia da analise qualitativa e quantitativa dos leucécitos
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periféricos e infiltrativos no contexto do mastocitoma canino (Cavalcante et al.,
2020;De Nardi et al., 2022b; Natividade et al., 2014).

A interacdo continua entre as células tumorais e as popula¢des leucocitérias
constitui um dos pilares da dinamica evolutiva do tumor, interferindo diretamente no
equilibrio entre eliminacdo tumoral e escape imunolbgico. A presenca, proporgcao e
tipo de leucdcitos infiltrantes como linfocitos, neutrofilos, mondcitos e eosindfilos,
influenciam tanto na resposta inflamatéria quanto na eficacia dos mecanismos imunes
de controle tumoral (Aradjo et al., 2023a; Macfarlane et al., 2016; Rizzi et al., 2025b).
Em muitos casos, o comportamento agressivo do mastocitoma esté relacionado com
o grau de infiltracdo por células inflamatérias, tornando essas populacées alvos
promissores para investigacao progndéstica e, futuramente, terapéutica (Araugjo et al.,
2023b; Costa et al., 2022; Macfarlane et al., 2016; Natividade et al., 2014).

1.2 Aspectos clinico-patolégicos e sistemas de graduacdo do mastocitoma

cutaneo canino

O mastocitoma cutaneo canino (MCC) é uma das neoplasias mais
frequentesem cées, respondendo por cerca de 16—21% dos tumores cutaneos nessa
espécie, o que reforca sua relevancia em oncologia veterinaria de pequenos animais
(Freytag et al., 2021a).

Tradicionalmente, a avaliacdo prognéstica baseia-se em caracteristicas
clinicas, como localizagdo anatémica, presenca de multiplos nédulos, envolvimento de
linfonodos regionais e metastases sistémicas, além de parametros histopatologicos
como grau, indice mitético e padrdo de infiltracéo tecidual. Estudo recentes (Halsey et
al., 2017a; Kiupel; Camus, 2019) tém demonstrados que tumores cutaneos localizados
em extremidades distais tendem a apresentar comportamento menos agressivo, ao
passo que massas em mucosas, jungdes mucocutaneas ou tronco podem estar
associadas a maior risco de recorréncia local e disseminacdo, dependendo da
combinacao de fatores clinicos e histologicos.

Diversos estudos ao longo dos anos propuseram diferentes sistemas de
classificacdo histopatoldégica para os mastocitomas caninos, refletindo a ampla
variabilidade morfolégica e de comportamento biolégico desses tumores.
Historicamente, o sistema de graduacao de Patnaik, que classifica os MCC em graus

[, 1 e lll, representou um marco na estratificacdo prognoéstica, ao demonstrar
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associacao entre morfologia tumoral e tempo de sobrevida (Freytag et al., 2021a). No
entanto, cerca de 40% dos tumores sdo classificados como grau Il, categoria
heterogénea em termos de comportamento bioldgico, dificultando a tomada de
decisdo clinica. Diante dessa heterogeneidade e com o intuito de melhorar a
reprodutibilidade entre observadores e reduzir a subjetividade diagnéstica, (Kiupel;
Camus, 2019) desenvolveram um sistema de graduacéo simplificado, dividido apenas
em baixo e alto grau, o que aprimorou a correlagédo entre graduacgéao histoldgica, risco
de metastase e mortalidade especifica por MCC.

Essa classificacdo demonstrou maior consisténcia entre patologistas e melhor
correlacdo com os desfechos clinicos. De acordo com seus critérios, um mastocitoma
é considerado de alto grau quando apresenta pelo menos um dos seguintes achados:
sete ou mais figuras mitéticas em 10 campos de grande aumento (CGA); trés ou mais
células multinucleadas contendo trés ou mais nucleos em 10 CGA; trés ou mais
nacleos bizarramente pleomorficos em 10 CGA; ou evidéncia de cariomegalia.
Evidéncias recentes reforcam que tumores classificados como debaixo grau
apresentam prognostico amplamente favoravel, com sobrevida superior a dois anos e
baixa taxa metastatica, ao passo que aqueles de alto grau cursam com evolugéo
agressiva, maior disseminacdo metastatica e média de sobrevida inferior a quatro
meses (De Nardi et al., 2022a; Kiupel; Camus, 2019).

Ainda assim, mesmo com a adocéo sisteméatica da graduacéo de Kiupel et al,
2011 estudos recentes enfatizam que tumores de mesmo grau podem exibir respostas
distintas ao tratamento e desfechos divergentes, sugerindo que a graduacéo isolada
nao captura toda a complexidade biolodgica da doenca. (Kiupel, Camus, 2019).

Além do grau histologico, outros parametros histopatoldgicos, como o indice
mitoético, a profundidade de invasao, a presenca de necrose e o comprometimento de
margens cirargicas, também se mostraram importantes para estimar prognastico (De
Nardi et al., 2022a; Horta et al., 2018). Estudos cirlrgicos retrospectivos apontam que
a combinacdo de margens histologicamente livres com tumores de baixo grau esta
associada a maiores taxas de controle local e sobrevida prolongada, enquanto a
excisdo incompleta de massas de alto grau ou com alto indice mitético aumenta
significativamente a probabilidade de recidiva e necessidade de terapias adjuvantes
(Halsey et al., 2017a; Kiupel; Camus, 2019).

Esses achados reforcam que o MCC exige abordagem multidimensional,

integrando dados clinicos, cirdrgicos e histologicos para orientar condutas.



17

1.3 Marcadores imuno-histoquimicos e moleculares de valor prognaostico

Com o intuito de refinar a estratificacdo de risco além da graduacgéo histoldgica,
diversos marcadores imuno-histoquimicos foram propostos como potenciais
indicadores prognoésticos no MCC. A revisdo sistematica e meta-analise do autor
(Freytag et al., 2021) demonstrou que, entre mais de 50 biomarcadores avaliados, a
expressdo elevada de Ki-67 e BAX, bem como a expressédo aberrante de KIT,
apresentaram associagao consistente com aumento da chance de morte relacionada
ao tumor. Nessa publicacao, tumores com maior indice de Ki-67 ou hipo expressao de
BAX, assim como aqueles com padrdao aberrante de imunomarcacdo de KIT,
apresentaram maior probabilidade de evolugcdo desfavoravel, o que indica o potencial
desses marcadores para complementar a graduacao histolégica na prética clinica
(Freytag et al., 2021)

A mesma revisdo destaca que, apesar da grande variedade de proteinas ja
estudadas, incluindo p53, PCNA, VEGF, CD31, proteinas pro- e antiapoptoticas e
moléculas inflamatérias como COX-2 e PGE, , poucos marcadores dispbem de
evidéncias robustas o suficiente para serem incorporados rotineiramente na rotina
diagnoéstica (Freytag et al.,, 2021a). Entre as limitacbes apontadas, os autores
enfatizam o pequeno tamanho amostral de muitos estudos, a heterogeneidade de
racas, a auséncia de padronizacdo das técnicas imuno-histoquimicas e a falta de
dados clinicos e de seguimento em longo prazo, fatores que dificultam a validacéo
definitiva desses biomarcadores (Freytag et al., 2021a).

Dentro desse contexto, alguns estudos aprofundam a compreensao sobre a via
do receptor tirosina-quinase KIT como eixo central da oncogénese dos MCC (Halsey
etal., 2017a). Nesse estudo, os autores desenvolveram um ensaio imuno histoquimico
especifico para quantificar a forma fosforilada de KIT (pKIT) e investigaram sua
associagado com dois sistemas de graduacao (Patnaik e Kiupel), com o indice mitotico,
Ki-67, padrao de localizagcdo de KIT, mutagbes em c-kit e resposta ao inibidor de
tirosina-quinase toceranib. A expressao de pKIT mostrou correlacao significativa com
o sistema de dois niveis de Kiupel e com mutacdes em c-kit, além de tendéncia de
associagdo com indice mitético e Ki-67, sugerindo que a ativagdo constitutiva dessa
via esta relacionada a fendtipos mais agressivos (Halsey et al., 2017a). De forma

interessante, o potencial de pKIT como marcador farmacodindmico, demonstra
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reducdo da expressdo de pKIT em bidpsias obtidas poucas horas apds a
administracdo de toceranib em cées respondedores, em comparacdo a nhao
responsivos. Esses achados reforcam o papel de marcadores imuno-histoquimicos
ndo apenas na predi¢do de progndéstico, mas também no monitoramento de resposta
terapéutica e na selecéo de pacientes candidatos a terapias alvo. Ainda assim, grande
parte dos estudos envolvendo esta tematica ressaltam a necessidade de estudos
adicionais, com delineamentos mais padronizados e amostras maiores, para

consolidar o uso rotineiro desses biomarcadores.

1.4 Heterogeneidade bioldgica, localizacao tumoral e implicagcfes progndsticas

Além das varia¢gdes moleculares, a localizagdo anatdmica do MCC contribui de
forma significativa para a heterogeneidade de comportamento clinico. Os
mastocitomas primarios intranasais, por exemplo, correspondem a aproximadamente
1% de todas as neoplasias intranasais caninas e exibem comportamento clinicamente
agressivo, com altas taxas de metastases em linfonodos regionais e tempo de
sobrevida inferior a um ano na maioria dos casos (Larsen; Watson; Mufioz Gutiérrez,
2022).

Além disso, a baixa frequéncia de duplicaces internas em c-KIT nessa série
de casos indica que o comportamento agressivo de mastocitomas mucosos pode
decorrer de outros mecanismos celulares e microambientais, o que reforca a nocao
de que o MCC é uma entidade biologicamente heterogénea, em que o microambiente
inflamatorio local, a vascularizacéo, a interacdo com a mucosa e a resposta imune do
hospedeiro desempenham papéis complementares na determinacdo do progndstico
(Larsen; Watson; Mufioz Gutiérrez, 2022). Essa heterogeneidade também é
evidenciada em outros estudos (Halsey et al., 2017a; Kiupel;, Camus, 2019)
ressaltando que, mesmo dentro de um mesmo grau histolégico e com marcadores
imuno-histoquimicos semelhantes, cdes podem apresentar respostas terapéuticas e
tempos de sobrevida muito distintos.

Esse cenario leva a busca por abordagens integrativas que combinem
informacdes clinicas, histopatologicas, moleculares e de resposta inflamatoria
sistémica, com o objetivo de construir modelos progndésticos mais acurados e

aplicaveis a rotina clinica.
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1.5 Lacunaentre biomarcadores teciduais e indices hematoldgicos inflamatorios

Apesar do avango no conhecimento sobre biomarcadores teciduais, como Ki
67, KIT/pKIT, BAX e outros, a maior parte dos estudos concentra-se em analises de
amostras tumorais fixadas em formol e incluidas em parafina, que exigem
infraestrutura laboratorial especializada, anticorpos especificos e métodos
padronizados de quantificacdo (Freytag et al., 2021a). Embora alguns estudos
mostraram marcadores com forte associacdo com desfechos, a variabilidade
metodoldgica e a escassez de dados clinicos e estatisticos limitam sua incorporacéo
ampla na rotina, especialmente em servicos com recursos limitados. Entre os
biomarcadores mais estudados incluem-se Ki-67 (indice proliferativo), KIT e pKIT
(padrbes de expressao e ativacao), BAX e Bcl-2 (marcadores de apoptose), AQNORs
(proliferacdo nuclear), PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular) e p53
(disfuncao de ciclo celular), todos com potencial prognostico, mas ainda dependentes
de maior validagéao clinica (Freytag et al., 2021a).

Por outro lado, indices hematoldgicos inflamatoérios derivados do hemograma
completo, como as razdes neutrofilo-linfécito, mondcito-linfocito, plagueta-linfocito,
eosinofilo-linfécito e o indice inflamatorio sistémico, tém sido amplamente estudados
em medicina humana e, mais recentemente, em medicina veterinaria, como
marcadores indiretos da interacdo entre inflamagcdo sistémica, imunidade e
progressao tumoral. Estudos em cdes com neoplasias sélidas sugerem que valores
elevados desses indices se associam a maior carga tumoral, progressao mais rapida
da doenca e pior sobrevida global, justamente por espelharem um estado de
inflamac&o crdnica e imunossupressao relativa (Cavalcante et al., 2020; Freytag et al.,
2021).

Contudo, ha escassez de trabalhos que correlacionem, de forma sistematica,
esses indices com as caracteristicas clinicas, histolégicas e moleculares do
mastocitoma cutaneo canino. Este estudo propfe-se a investigar se indices
inflamatorios obtidos do hemograma podem refletir o comportamento biolégico dos
MCC , utilizando-se como parametros a graduagao histopatolégica de malignidade e
a disseminagdo nodal em consonancia com as caracteristicas clinicas e histolégicas,
representa, portanto, uma oportunidade promissora para o desenvolver ferramentas
prognasticas de baixo custo e facil aplicacao na pratica clinica veterinaria — ponto que

sera aprofundado na justificativa e nos objetivos deste estudo.



2 OBJETIVO

Avaliar a relagdo entre marcadores hematoldgicos inflamatérios e;

e a presenca de mastocitoma cutaneo,

o diferentes graus de mastocitomas cutaneos;

a presenca ou auséncia de disseminacgao tumoral para linfonodos.

20
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Paulista (UNIP), sob o protocolo n°3141101224. Todos os tutores dos
cdes incluidos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
autorizando o uso dos dados clinicos, laboratoriais e histopatolégicos para fins de

pesquisa, de acordo com as normas de bem-estar animal e a legislacéo vigente.

3.2 Delineamento do estudo

Foi conduzido um estudo observacional, analitico, transversal e retrospectivo,
com abordagem quantitativa, visando avaliar a relacdo entre indices hematologicos
inflamatdrios e o comportamento bioldgico do mastocitoma cutdneo em cées.

Foram analisados, de forma integrada:

e dados hematoldgicos obtidos a partir do hemograma completo, obtido

previamente a exerese tumoral;

e classificacao histoldégica dos mastocitomas;

e classificacdo do linfonodo em relacao a disseminacéo tumoral.

A partir dessas informacgfes, foram avaliadas associacdes entre os indices
inflamatorios:

1. grau histolégico do mastocitoma,;

2. presenca de metastase linfonodal.

3.3 Populacéo, critérios de incluséo e grupos de estudo

Foram incluidos 29 cées, atendidos em servicos de clinica e patologia
veterinaria do Hovet-UNIP e do Hospital Veterinario Vet Popular, localizados na cidade
de Sé&o Paulo, distribuidos em trés grupos:

e G1 — Grupo Controle (n = 10): cées higidos, sem histérico ou sinais clinicos

de neoplasia e doencas inflamatorias.

e G2 — Mastocitoma de baixo grau (n = 22): cades com mastocitoma cutaneo
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classificado como baixo grau de malignidade, segundo o sistema de Kiupel.
G3 — Mastocitoma de alto grau (n = 7): cdes com mastocitoma cutaneo
classificado como alto grau.

Além da estratificacdo por grau histolégico, os caes com mastocitoma foram

categorizados conforme:

Metastase linfonodal:

HNO: auséncia de metastase nodal (n = 11);
HN1-3: presenca de metastase nodal (n = 9);

I: status nodal indeterminado (n = 9);

Critérios de inclusao:

cées de qualquer raca, idade ou sexo;

diagndstico histopatologico confirmado de mastocitoma cutaneo (para G2 e
G3);

disponibilidade de hemograma completo realizado no periodo prévio a
cirurgia;

ficha clinica contendo informag@es sobre idade e sexo

e avaliacdo histopatologica do linfonodo sentinela e/ou regional

Critérios de exclusao:

auséncia de hemograma completo compativel com o momento do
diagndstico;

dados histopatolégicos incompletos ou sem classificagdo segundo Kiupel;
presenca de doencas inflamatérias graves nao neoplasicas, potencialmente
capazes de interferir de forma importante nos indices hematoldgicos

inflamatorios (a critério do pesquisador e do orientador).

3.4 Coleta e processamento das amostras

3.4.1 Amostras sanguineas e hemograma

Foram obtidos 2 mL de sangue periférico de cada céo, por puncdo venosa, em

tubos contendo anticoagulante EDTA. As amostras foram analisadas em laboratorio

de diagndstico veterinario para realizacdo de hemograma completo, incluindo:
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e contagem total de leucdcitos;

e contagens absolutas de neutrdfilos, linfocitos, mondécitos e eosindfilos;
e contagem de plaquetas;

e avaliacdo morfologica em esfregaco sanguineo, quando indicada.

Esses dados constituiram a base para o calculo dos indices hematolégicos
inflamatérios.

3.4.2 Amostras teciduais e analise histopatologica

Fragmentos de lesdes cutdneas compativeis com mastocitoma, bem como
linfonodos regionais suspeitos de metastase, foram colhidos durante bidpsias incisivas
ou procedimentos cirurgicos de excisdo. Todas as amostras foram avaliadas por um
Unico patologista ao longo do estudo, o que garante padronizacdo dos critérios
diagndsticos, mas também representa uma limitagdo metodolégica, uma vez que o
padréo-ouro em estudos de mastocitoma envolve a avaliacdo independente por dois
ou mais patologistas para reducdo do viés de interpretacdo. Assim, embora os
diagndésticos tenham seguido critérios consolidados na literatura, a auséncia de leitura
dupla ou revisédo interobservador deve ser considerada como potencial fonte de
variabilidade

As amostras foram:

e fixadas em formol tamponado a 10%;

e processadas em rotina histotécnica;

e seccionadas em cortes de aproximadamente 4 um;

e coradas em hematoxilina-eosina (HE) e azul de toluidina (linfonodo).

A andlise histopatoldgica e a graduac¢éo dos mastocitomas foram realizadas por
patologistas veterinarios, de forma cega em relacdo aos indices hematoldgicos,
utilizando o sistema de graduac&o em dois niveis proposto por Kiupel et al. (2011):

Quando disponivel, o linfonodo regional foi classificado histopatologicamente
seguindo o protocolo de Weishaar et al., 2014, referindo-se a presenga ou auséncia
de metastase, compondo as categorias HNO (auséncia de metastase), HN1-3

(presenca de metastase) ou indeterminado (1).
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3.5 Calculo dos indices hematoldgicos inflamatérios

A partir das contagens celulares obtidas no hemograma, foram calculados os
seguintes indices inflamatdérios sistémicos:

¢ NLR=neutrofilos absolutos/linfocitos absolutos

¢ MLR=mondcitos absolutos/linfocitos absolutos

¢ PLR=plaquetas/linfocitos absolutos

e ELR=eosinofilos absolutos/linfocitos absolutos

e SlI (indice inflamatdrio-imune sistémico)

Sll=plaguetasxneutrofilos absolutos/linfocitos absolutos

Esses indices foram comparados:

e entre G1, G2 e G3 (controle, baixo e alto grau);

e entre HNO (sem metastase) e HN1-3 (com metastase) — sendo o grupo |

descrito, mas néo incluido nas analises binarias de metastase.

3.6 Andlise estatistica descritiva e avaliacao de colinearidade

Os dados foram organizados em planilhas eletrénicas e analisados em software
estatistico, incluindo GraphPad Prism®e R (pacote gimnet) (GraphPad Software,
2024).

Inicialmente, foi realizada andlise descritiva das variaveis:

e cdalculo de médias, desvios-padrdo, medianas e intervalos
interquartis;estratificacdo por grau histologico, presenca de metastase e
neoplasia concomitante (Tabelas 1, 2 e 3 dos resultados).

Em seguida, foi construida uma matriz de correlacdo entre os cinco indices
(NLR, MLR, PLR, ELR e Sll), a fim de verificar a colinearidade. Foi observada
correlagéo elevada (r 2 0,7) entre:

e NLR e PLR;

e NLR e Sll;

e PLReSIl.

Essa colinearidade justificou o uso de modelos de regressao penalizados
(Elastic Net) em vez de regressdes logisticas convencionais, com o objetivo de:

e reduzir o impacto de variaveis redundantes;
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e evitar sobreajuste (overfitting);

e preservar a interpretabilidade clinica dos indices.

3.7 Modelagem estatistica avancada

3.7.1 Modelo 1 — Associagdo entre indices hematologicos e grau do mastocitoma

Para avaliar a associacao entre os indices hematologicos inflamatoérios e o grau
do mastocitoma, foi ajustado um modelo de regressdo logistica multinomial
penalizada, considerando:

e Desfecho multinomial:

o G1: caes sem mastocitoma (controle);
o G2: mastocitoma de baixo grau;
o G3: mastocitoma de alto grau.
e Variaveis preditoras continuas:
o NLR, MLR, PLR, ELR, SII.

Foi utilizado o método Elastic Net (a = 0,5), que combina as penalizacdes
LASSO e Ridge, permitindo simultaneamente:

e controle da colinearidade;

e selecao das variaveis mais influentes.

A funcdo cv.gimnet, com validacdo cruzada em 5 folds, foi utilizada
para:escolher o valor de A que minimizou o erro de classificacao;

e definir o conjunto final de variaveis com coeficientes diferentes de zero. Os
coeficientes obtidos na escala de log-odds foram posteriormente
convertidos em odds ratios (OR), facilitando a interpretacao clinica do efeito
de cada indice sobre a probabilidade de o céo pertencer a cada categoria

de grau tumoral.
3.7.2 Modelo 2 — Associagao entre indices hematologicos e metastase linfonodal
Para investigar a relacdo entre os indices inflamatorios e a presenca de

metastase linfonodal, foi ajustado um modelo de regressdo logistica binaria

penalizada, considerando:
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e Desfecho binario:
o HNO: auséncia de metastase linfonodal;
o HN1-3: presenca de metastase linfonodal.
Caes com status linfonodal indeterminado (grupo 1) foram excluidos desta
analise especifica.
e Variaveis preditoras: NLR, MLR, PLR, ELR e SlI.
Novamente, foi utilizado o método Elastic Net (a = 0,5), com validagéo cruzada
(cv.glmnet, 5 folds), selecionando o A que resultou em:
e erro de classificagcdo minimo (~5%);
e acuracia aproximada de 95%, conforme descrito na secdo de resultados. Os
coeficientes foram convertidos em odds ratios, permitindo a avaliacdo do
aumento ou reducdo das chances de metastase linfonodal a cada

incremento unitario nos indices hematoldgicos.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise descritiva

Quadro 1 - Caracterizacdo dos casos avaliados quanto a raca, sexo, idade, localiza¢éo tumoral e status

nodal.

N° DA RACA SEXO | IDADE | LOCAL DO GRAU CLASSIFICACAO
AMOSTRA (ANOS)| TUMOR | HISTOLOGICO NODAL

01 SRD F 10 Membro A ‘
pélvico

02 SRD M 14 Membro B HNO
pélvico

03 Dogo F 7 Membro B HN2

Argentino pélvico

04 SRD F 12 Membro A HNO
pélvico
Membro

05 SRD F 9 ot B HN3

06 Pit Bull F 10 | Regidode A HNO
mama

07 SRD M 13 Membro B HNO
pélvico

08 SRD F 6 B HNO

09 SRD F 5 Membro A HN2
toracico

10 Pincher F 3 B

11 SRD M 10 A HN3

12 SRD M 5 B

13 Bull Terrier F 4 B

14 Maltés F 7 B HNO

15 Shih-Tzu F 15 Regido de B
mama -

16 Yourshire M 4 Plano nasal B HNO

17 SRD F 9 Perivulvar B HN1
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18 Pastor de F 13
Millinois — —
19 SRD F 5
20 SRD F 10 HN1
21 SRD F 11
22 Labrador F 11
23 SRD F 10 HNO
24 SRD F 2 Mama HN3
25 Yorkshire F 11 HNO
26 SRD F 8 HNO
27 Buldogue M 7 Inguinal HNO
Francés
28 SRD M 9 - -
29 Buldogue E 8 Membro HN3
Francés pélvico

Legenda: F: fémea; M: macho; A: alto grau; B: baixo grau.

Fonte: Dados da pesquisa, 2025

Observou- se (Quadro 1) a caracteriza¢do dos 29 casos incluidos no estudo,

descrevendo as variaveis demograficas e clinicas relevantes para a analise dos

mastocitomas caninos. Foram avaliadas raca, sexo, idade, localizacdo anatémica e

grau histolégico do tumor, bem como classificacdo nodal segundo os critérios

histopatolégicos. Essa sintese permite visualizar o perfil geral da populacdo estudada

e identificar padrdes epidemioldgicos importantes, que serdo explorados nas analises

subsequentes de distribuicdo etaria, predominio por sexo, topografia tumoral e

disseminagé&o nodal.
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Figura 1 - Distribuicdo das racas caninas acometidas pelo mastocitoma cutaneo provenientes de
Hospitais Veterinarios localizados na cidade de S&do Paulo no periodo de 2023 a 2025.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Visualiza-se na Figura 1 a diversidade racial entre os céaes avaliados, com maior
frequéncia observada na raca Buldogue Francés e Yorkshire. Observa-se também um
contingente expressivo de animais sem raca definida (SRD), o que é compativel com
o perfil populacional atendido em muitos servicos veterinarios. Essa heterogeneidade,
incluindo a elevada propor¢éo de SRD, confirma que o mastocitoma pode acometer
multiplas racas, sem padrao fenotipico exclusivo claramente estabelecido.

Figura 2 - Distribuicdo da populacdo canina com mastocitoma cutdneo segundo o sexo biolégico
provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de Sdo Paulo no periodo de 2023 a 2025.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.
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Observa-se (Figura 2) predominio marcante de fémeas (= 76%), indicando que,
nesta casuistica, o sexo feminino foi mais frequentemente acometido. A proporgéo de
machos foi menor, porém ainda representativa. Essa distribuicdo contribui para

caracterizar o perfil demogréfico basico da populacéo analisada.

Figura 3 - Estratificacdo etaria dos caes acometidos pelo mastocitoma cutaneo provenientes de
Hospitais Veterinarios localizados na cidade de S&do Paulo no periodo de 2023 a 2025.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Observa-se (Figura 3) que a maioria dos caes diagnosticados encontra-se na
faixa etéria adulta e idosa, com concentracédo de casos entre 7 e 10 anos, compativel
com o comportamento epidemiolégico conhecido do mastocitoma canino. Esses

dados reforcam o predominio da neoplasia em animais mais velhos.
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Figura 4 - Distribuicdo topografica dos mastocitomas cutaneos provenientes de Hospitais Veterinarios
localizados na cidade de S&o Paulo no periodo de 2023 a 2025.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Podemos observar (Figura 4) que a maioria das lesdes ocorreu em membros
pélvicos, seguidas por regibes de mama e membro tordcico. Essa variabilidade
anatdmica reforca o carater heterogéneo da apresentacdo clinica do mastocitoma.
Destaca-se que esse padréo difere do descrito em grande parte da literatura, na qual
as localizagBes mais comuns incluem tronco, membros toracicos, cabeca e pescoco.
Essa divergéncia pode refletir caracteristicas especificas da populacdo avaliada,

possiveis vieses amostrais ou particularidades regionais do servi¢o atendido.
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Figura 5 - Frequéncia dos mastocitomas cutdneos graduados em baixo e alto grau segundo
classificacdo de Kiupel et al. (2010) provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de
Sao Paulo no periodo de 2023 a 2025.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Observa-se (Figura 5) clara predominancia de mastocitomas de baixo grau (=
76%) em relagao aos de alto grau (= 24%). Esse padrao reflete a maior frequéncia
clinica de tumores com comportamento biolégico menos agressivo. No entanto, a

presenca de casos de alto grau refor¢a a relevancia da estratificacdo prognéstica.



33

Figura 6 - Classificacdo nodal dos mastocitomas cutaneos com base na classificacdo de Weishaar et
al. (2014) provenientes de Hospitais Veterinarios localizados na cidade de S&o Paulo no periodo de
2023 a 2025.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

A andlise (Figura 6) evidencia maior nimero de cées classificados como HNO,
indicando auséncia de metastase linfonodal. Entretanto, os grupos HN1, HN2 e HN3
também aparecem representados, refletindo presenca de disseminagéo tumoral em
parcela dos animais. Essa distribuicdo € essencial para as analises progndsticas

subsequentes
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Figura 7 - Comportamento dos indices Hematoldgicos Inflamatérios (NLR, MLR, PLR, ELR e
Sll) em Cées com Mastocitoma: Comparacédo entre Grupo Controle e Grupo Tumoral
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Os cinco graficos demonstram de forma consistente que todos os indices
hematoldgicos inflamatoérios avaliados (NLR, MLR, PLR, ELR e Sll) apresentam
valores aumentados no grupo tumoral em comparac¢éo ao grupo controle, refletindo o
estado inflamatério sistémico caracteristico do mastocitoma. Entre eles, o Sll se
destaca como o marcador mais impactante, evidenciado por sua mediana elevada e
ampla dispersao, sugerindo maior sensibilidade em captar alteracdes combinadas de
neutrofilos, plaquetas e linfocitos. O NLR e o PLR também exibem elevacdes
marcantes no grupo tumoral, reforgcando sua utilidade como biomarcadores de
agressividade e inflamacéo associadas ao tumor. Essa tendéncia geral de elevacéo
dos indices demonstra que o mastocitoma promove um desequilibrio inflamatério
detectavel no hemograma, fortalecendo a relevancia desses parametros como
potenciais marcadores prognésticos e ferramentas auxiliares na avaliagédo clinica e
terapéutica dos pacientes.

Os cortes histologicos corados em HE foram utilizados para a caracterizacéo
da histogénese tumoral e para a determinacéo do seu grau de malignidade, conforme
os critérios estabelecidos por Kiupel et al. 2011. Nas Figuras 8 e 9, é possivel observar
0 contraste entre as neoplasias de baixo e alto grau. Os mastocitomas de baixo grau
apresentam organizacao tecidual mais preservada, menor densidade celular, células
neoplasicas com maior uniformidade morfoldgica, ndcleos regulares, e pleomorfismo
discreto. Em oposic¢do, os tumores classificados como de alto grau exibem elevada
densidade celular, associada a acentuada perda da arquitetura, anisocariose,

incremento mitGtico, com atipias e eventual binucleacao.
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Figura 8 - Mastocitoma cutaneo de baixo grau (HNO) em corte histolégico corado por hematoxilina
eosina.

Fotomicrografia de corte histolégico de mastocitoma de baixo grau, HNO, evidenciando moderada
celularidade e o discreto pleomorfismo citonuclear, com frequente granulagdo citoplasmatica nas
células neoplasicas (setas vermelhas). Presenca de infiltracdo eosinofilica (setas azuis) e binucleagao
(seta verde). Hematoxilina-eosina, objetiva 60x
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Figura 9 - Mastocitoma cutaneo de alto grau (HN3) evidenciando intensa atipia citolégica e elevada
densidade celular.

Fotomicrografia de corte histoldgico de mastocitoma de alto grau, HN3, evidenciando densa populacao
de mastocitos neoplasicos com citoplasma amplo, deslocamento periférico nuclear. Presenga de figura
de mitose (seta vermelha), anisocariose (setas azuis) e binucleagdo (seta verde). Hematoxilina-eosina,
objetiva 60x

Fonte: Dados da pesquisa, 2025.
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Figura 10 - Linfonodo com infiltracdo metastatica por mastécitos neoplasicos (mastocitoma

metastatico).

Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo colonizado por células neoplasicas (HN3)
apresentando metacromasia citoplasmatica (setas vermelhas) em corte corado pelo azul de toluidina,
objetiva 40x.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Abaixo seguem duas tabelas com um descritivo geral, considerando todos os
indices.

e Grupos de mastocitoma (G1, G2, G3)

e Grupo de metastase nodal (HNO, HN1-3 e Indeterminado)

Tabela 1 - Estatisticas descritivas dos indices hematoldgicos inflamatérios segundo o grau histolégico
do mastocitoma cutdneo em caes

Grau do N Idade NLR MLR PLR ELR Sl
mastocitoma (médiat (média+DP) (média+DP) (médiax (média+x (médiaz
DP) DP) DP) DP)
G1 10 6.7 + 48+ 0.2+ 167.3 + 0.24 + 12739+
4.03 1.8 0.18 86.5 0.16 522.42
&2 99 8.23+ 6.79 £ 0.27 £ 299.43 + 0.19 + 2883.94 +
3.65 4.21 0.19 68.16 0.19 2383.43
o3 9.57 11.83 0.52 + 440.64 + 0.45 + 3524.29 +
2.23 13.08 0.39 517.28 0.5 4071.07

Legenda: G1: grupo controle; G2: mastocitoma de baixo grau; G3: mastocitoma de alto grau.
Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

A Tabela 1, evidencia um padrdo de incremento gradativo dos indices
hematoldgicos inflamatdérios conforme o grau histolégico do mastocitoma. Cées do
grupo controle (G1) apresentaram as menores médias de NLR, MLR, PLR, ELR e SlI,
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enguanto os animais com tumores de alto grau (G3) exibiram elevacfes marcantes,
especialmente no NLR (11.83 £ 13.08) e no Sll (3524.29 = 4071.07). O grupo
intermediario (G2) mostrou valores transitérios entre G1 e G3, configurando um
gradiente compativel com a progressao histopatologica. Esses resultados indicam que
a intensificacdo da resposta inflamatdria sisttmica acompanha o aumento da

agressividade tumoral.

Tabela 2 - Distribuicdo dos indices inflamatérios sistémicos (NLR, MLR, PLR, ELR e SllI) conforme
classificacéo linfonodal em cdes com mastocitoma cutaneo

Metéstase N NLR MLR PLR ELR Sli
nodal (médiat DP) | (média = DP) (média £ DP) | (média (médiax DP)
DP)
HNO 11 9.49 0.35 441.18 0.24 3913.73
+ + + + +
8.27 0.23 397.37 0.32 3512.82
HN1-3 9 10.23 0.41 322.08 0.24 3913.73
+ + + + +
8.74 0.39 219.54 0.32 3512.82

Legenda: HNO: grupo sem metastase nodal; HN1-3: grupo com metastase nodal
Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Na Tabela 2, observa-se uma andlise descritiva estratificada pelo status
metastatico, verificou-se que cdes com metastase linfonodal (HN1-3) apresentaram
médias mais elevadas de NLR (10.75 + 9.29) e ELR (0.31 + 0.38) quando comparados
aos animais sem metastase (HNO), cujos valores foram 7.65 + 5.21 e 0.22 + 0.26,
respectivamente. Esses resultados sugerem maior ativacao inflamatoria sistémica nos
casos com disseminacao linfonodal. O SII manteve-se elevado tanto em HNO quanto
em HN1-3, indicando associacdo com a carga tumoral global. Esses padrdoes sao
consistentes com os achados dos modelos estatisticos penalizados, que identificaram
o NLR como o marcador mais associado a presenca de metastase linfonodal.
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Figura 11 - Distribuicéo dos indices hematoldgicos (NLR, MLR, PLR, ELR e SllI) de acordo com o grau

histolégico do mastocitoma cutaneo
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Os indices hematolégicos NLR, MLR, PLR, ELR e Sl demonstram um aumento
gradativo e consistente conforme o avanco do grau histolégico do mastocitoma
cutaneo, com elevacdes marcantes principalmente no grupo G3. Esse padréo
evidencia que mastocitomas de maior agressividade induzem um estado inflamatorio
sistémico mais intenso, caracterizado por neutrofilia relativa, linfopenia e trombocitose
— alteracdes tipicas de microambientes tumorais mais desregulados. Entre os
marcadores, o0 Sll e o PLR apresentam as maiores amplitudes e dispersbes no G3,
destacando-se como potenciais indicadores de maior carga inflamatoéria e possivel
pior prognostico. Os coeficientes positivos do modelo Elastic Net corroboram esses
achados ao identificar esses indices como variaveis relevantes na diferenciacdo entre
0s graus histolégicos. Esses resultados reforcam a utilidade clinica dos biomarcadores
derivados do hemograma como ferramentas acessiveis, de baixo custo e

potencialmente aplicaveis no refinamento progndstico e estratificacdo de risco em
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cédes com mastocitoma

Figura 12 - Distribuicdo dos indices hematologicos (NLR, MLR, PLR, ELR e SllI) segundo o status de
metastase nodal (HNO e HN1-3)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Os indices hematologicos avaliados (NLR, MLR, PLR, ELR e SlI) exibem
apenas variagdes discretas entre os grupos HNO e HN1-3, sem diferencas claramente
definidas que indiguem uma resposta inflamatoria sistémica distinta associada a
presenca de metastase nodal. Embora alguns indices, como PLR e SlI, apresentam
medianas numericamente maiores no grupo HNO, esse comportamento sugere
auséncia de padrao consistente e reforca que a inflamacao sistémica derivada do
hemograma nao se altera de maneira previsivel diante da disseminacao linfonodal. A
baixa magnitude dos coeficientes estimados pelo modelo Elastic Net confirma essa
limitacdo, indicando que esses marcadores possuem reduzido poder discriminatorio
para detectar metastase nodal isoladamente. Esses achados sugerem que, ao
contrario do observado na diferenciacdo dos graus histolégicos do mastocitoma, 0s
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indices inflamatorios ndo sdo sensiveis para capturar o impacto biolégico da
progresséao linfonodal, evidenciando que outros parametros clinicos, citolégicos ou

moleculares podem ser mais apropriados para essa finalidade

Figura 13 - Andlise de Colinearidade dos Marcadores Inflamatorios Hematologicos.
Autocorrelagao entre os indices hematolégicos sistémicos
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Observa-se na Figura 12, que a matriz de correlacdo entre os indices
hematologicos inflamatoérios. Verificou-se alta colinearidade (r =2 0,7) nos pares NLR-
PLR, NLR-SII e PLR-SII, indicando forte redundancia entre esses marcadores. Em
contraste, MLR e ELR mostraram correlagdes baixas com os demais indices. Diante
desse padrao, optou-se pelo uso de regressao penalizada (Elastic Net), a fim de evitar

instabilidade dos coeficientes e garantir selecdo adequada das variaveis.
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Figura 14 - Selegdo do Parametro A no Modelo Elastic Net para Classificacdo do Mastocitoma
Modelo Multinomial (Mastocitoma)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Possivel identificar como o erro de classificacdo do modelo varia conforme a
forca da penalizagao (log A) no ajuste Elastic Net. Observa-se que o modelo apresenta
melhor desempenho com penalizacao fraca, quando mais variaveis permanecem
ativas, resultando em erro proximo de 0,44. A medida que a penalizagdo aumenta,
algumas variaveis sao excluidas e o erro tende a subir.

Esse comportamento reforca o achado da figura anterior: devido a alta
colinearidade entre NLR, PLR e SlI, o uso de regresséao penalizada é necessario para
estabilizar o modelo, permitindo selecionar apenas os preditores realmente
informativos, fornecendo o melhor equilibrio entre desempenho e controle da

colinearidade.
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Figura 15 - Razdes de Chances dos indices Hematolégicos na Discrimina¢do dos Graus
Histolégicos do Mastocitoma Canino (Modelo Multinomial Penalizado)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Os valores de “odds ratio” (OR) para cada indice hematologico, obtidos por
meio do modelo multinomial penalizado, permitem visualizar o quanto cada indice esta
associado a probabilidade de classificacdo do tumor como de baixo grau (G2) ou alto
grau (G3). Observa-se que os indices MLR e ELR apresentam os maiores valores de
OR para tumores de alto grau, indicando um aumento expressivo na probabilidade de
a neoplasia ser considerada mais agressiva quando esses indices estédo elevados. Em
contraste, os indices NLR, PLR e SllI, apds a penalizacdo, mostram efeito discreto ou
tendem a valores proximos de zero, sugerindo que seu poder discriminativo é limitado
nesse conjunto de dados (Figura 15).

Esses achados reforcam que MLR e ELR destacam-se como os marcadores
hematol6gicos mais promissores para a identificagdo de mastocitomas cutaneos

caninos com maior grau histologico (G3), contribuindo para o progndstico tumoral.
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Figura 16 - Efeito dos indices Hematoldgicos nas Probabilidades de Classificagdo Tumoral pelo Modelo
Multinomial Penalizado

Modelo Binario (Metastase Nodal: HNO vs HN1-3)
5 5 5§ 5§ 5 5§ 5 5 5 5 4 5 5 5 5 4 4 3 1

p e : - sesone

o : :
'y sece e ..
o]
= ! -
w g — 40000000 esees »
C 1
‘og-o TIIITY
© ;
o g t
!.é "g — oooooo?
= s
o YT
0 i
= T ] 000009000090000006900800099¢

o {

@ _

o

| I | | I | |
-8 =7 6 5 4 3 2

Log(%)
Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

O Gréfico, apresentado na Figura 16, referente ao Modelo Binario, demonstra
que o menor erro de classificacdo ocorre quando a penalizagao € pequena (log A < —
6), condicdo em que todas as variaveis permanecem no modelo. A medida que a
penalizacdo aumenta e os coeficientes s&o reduzidos a zero, o0 erro cresce de forma
consistente, indicando pior desempenho. Assim, o0 modelo binario discrimina melhor
entre cdes HNO e HN1-3 quando utiliza todos os indices hematoldgicos, destacando

a importancia conjunta desses marcadores na predi¢cdo de metastase nodal.
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Figura 17 - Razdes de Chances dos indices Hematoldgicos na Predicdo de Metastase Linfonodal em
Cées com Mastocitoma
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Fonte: Dados da pesquisa, 2025.

Os valores de “odds ratio” (OR) para cada indice hematoldgico, obtidos por
meio do modelo multinomial penalizado, permitem visualizar o quanto cada indice esta
associado a probabilidade de apresentar metastase nodal. Observa-se que o indice
NLR apresenta efeito mais robusto, com aumento das chances de haver metastase
nodal quando esse indice esta elevado.

O indice ELR, (Figura 17) embora tenha apresentado algum aumento nas
chances para presenca de metastase em linfonodo, revela baixa consisténcia ou
instabilidade apés a penalizacdo — o que reduz sua confiabilidade como marcador
discriminativo neste conjunto de dados. Em contraste, 0 MLR apresentou efeito
protetor, com o0 seu aumento associado a uma reducdo de chances de metastase. O
PLR mostrou efeito minimo, praticamente neutro, enquanto o Sll ndo apresentou

associagéo com o risco.
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5 DISCUSSAO

Os indices hematolégicos inflamatorios — como NLR, MLR, PLR, ELR e SlI,
tém ganhado destaque na literatura biomédica por refletirem, de maneira préatica e
acessivel, a interacdo entre inflamacao sistémica, microambiente tumoral e resposta
imune do hospedeiro. Em oncologia humana, esses indices ja foram amplamente
associados a progressdo tumoral, estadiamento clinico, risco de metastase e
sobrevida global, sendo utilizados como marcadores prognésticos complementares
em diversas neoplasias, incluindo carcinomas mamarios, ovarianos, pulmonares e
gastrointestinais. Na medicina veterinaria, entretanto, o uso desses marcadores ainda
€ incipiente e pouco padronizado, com estudos concentrados principalmente em
tumores mamarios, linffomas e mastocitomas. Ainda assim, trabalhos recentes
demonstram que alteracbes em neutroéfilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e
plaguetas podem refletir aspectos relevantes da biologia tumoral, como ativacéo
inflamatoria, imunossupresséao, angiogénese e disseminacdo metastéatica (Cavalcante
et al., 2020; De Nardi et al.,, 2022; Halsey et al., 2017; Kiupel e Camus, 2019;
Zmorzynski et al., 2024). Dessa forma, compreender o comportamento desses indices
no contexto do mastocitoma canino torna-se essencial para discutir adequadamente
seu potencial progndéstico e interpretar os achados deste estudo.

A presente pesquisa investigou o valor prognéstico de cinco indices
hematoldgicos inflamatérios: NLR, MLR, PLR, ELR e SlI, em cdes com mastocitoma
cutaneo, avaliando sua associacdo com a presenca de mastocitoma cutaneo, com o
grau histolégico do tumor e com a presenca de metastase linfonodal. A utilizacédo
desses marcadores, apesar de amplamente aplicada em oncologia humana, ainda é
incipiente na medicina veterindria, o que confere ao presente estudo relevancia clinica
e patolégica. Os achados obtidos foram confrontados com o corpo de literatura
disponivel, incluindo estudos focados em marcadores moleculares, caracteristicas
histopatoldgicas, comportamento biologico, proliferacdo celular, expressdo de KIT e
outras proteinas relacionadas a progressao tumoral, como alguns estudos tém
demonstrado (Cruz et al., 2020; Garrett, 2014b; Scase et al., 2006; Stefanello et al.,
2024; Webster et al., 2008).

Os resultados iniciais da analise descritiva demonstraram diferencas claras
entre 0s grupos tumorais e o grupo controle. Caes com mastocitoma, sobretudo os de

alto grau, exibiram maiores valores de NLR, ELR e SlI, além de varia¢cdes ampliadas
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em PLR e MLR. Essas observacfes sugerem que a agressividade tumoral esta
associada ao aumento da inflamacédo sistémica. O comportamento observado é
coerente com 0s mecanismos fisiopatoldgicos descritos nos estudos (Halsey et al.,
2017b; Scase et al., 2006), que descreveram como mastocitos neoplasicos promovem
cascatas inflamatérias e angiogénicas, capazes de alterar o perfil hematolégico
periférico. Esses estudos ressaltam que mediadores como histamina, TNF-q, IL-6 e
VEGF modulam respostas imunes sistémicas, potencialmente influenciando indices
como NLR e SlI (Da Silva; Jamur; Oliver, 2014; De Nardi et al., 2022a; Zmorzynski et
al., 2024).

A matriz de correlacdo apresentou um padrao marcante de colinearidade entre
NLR, PLR e Sll (correlagdes = 0,7), evidenciando que esses marcadores compartilham
informacdo hematolégica redundante devido a forte participacdo de neutrofilos,
plaguetas e linfécitos em seus calculos. Essa caracteristica justifica a adocdo do
Elastic Net, uma vez que regressdes logisticas convencionais apresentaram
instabilidade dos coeficientes e risco real de sobreajuste. Assim, a escolha
metodoldgica do modelo penalizado ndo apenas se alinha ao padrdo observado nos
dados, como também assegura interpretacdo mais robusta, restringindo o impacto da
colinearidade na inferéncia estatistica.

O desempenho do modelo multinomial ajustado pelo Elastic Net apresentou
erro de classificacdo préximo de 0,44, indicando uma acuracia moderada dentro do
cenario avaliado. Embora esse valor ndo represente uma capacidade preditiva
excelente, ele esta de acordo com o0 que se observa em estudos com amostras
pequenas e distribuicdo desbalanceada entre as classes, como frequentemente
ocorre em pesquisas com mastocitoma. Dessa forma, os indices hematolégicos,
mesmo com limitagdes inerentes, demonstraram potencial para contribuir com
modelos prognosticos iniciais e hipoteses clinicas relevantes, sobretudo quando
integrados a marcadores histoldgicos e moleculares.

Tomados em conjunto, os resultados evidenciam que diferentes indices
inflamatorios capturam dimensfes distintas da interagdo entre tumor e sistema
imunoldgico. A permanéncia de MLR e ELR nos modelos penalizados sugere que
esses marcadores podem representar vias inflamatorias mais especificas
relacionadas ao comportamento tumoral e a disseminagao nodal.

Ao mesmo tempo, a colinearidade entre NLR, PLR e Sl indica que tais

marcadores refletem um eixo comum de inflamacédo sistémica, o que ndo reduz sua
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importancia biolégica, mas demanda cautela no uso isolado. Esses achados reforcam
a necessidade de integrar abordagens hematoldgicas, histoldgicas e moleculares para
construir modelos prognésticos mais robustos e clinicamente aplicaveis.

A avaliacdo da colinearidade entre as variaveis revelou correlagfes elevadas
entre NLR, PLR e SlI, justificando plenamente a escolha de modelos penalizados. Os
modelos penalizados constituem uma abordagem estatistica que incorpora termos de
penalizacdo aos coeficientes de regresséo, com o objetivo de lidar com colinearidade
elevada e evitar o sobreajuste dos dados.

Entre esses métodos, o Elastic Net destaca-se por combinar simultaneamente
as penalizacdes L1 (Lasso) e L2 (Ridge), permitindo tanto reduzir coeficientes
inflacionados pela correlacdo quanto realizar selecdo de variaveis ao ajustar
automaticamente a contribuicdo de cada indice no modelo. Essa estratégia é
particularmente Gtil quando multiplos marcadores apresentam forte interdependéncia,
como observado entre NLR, PLR e Sll na presente casuistica, situacdo que
inviabilizaria regressdes tradicionais. Assim, o uso de modelos penalizados assegurou
estimativas mais estaveis, maior capacidade preditiva e selecdo dos indices realmente
associados aos desfechos de interesse.

Essa decisdo metodoldgica encontra respaldo em estudos de avaliacao
progndéstica em oncologia comparada, como (Garrett, 2014b; Scase et al., 2006), que
destacaram a importancia de abordar variaveis correlacionadas para evitar estimativas
instaveis. A adocéo do modelo Elastic Net também reduz o risco de super penalizacao,
problema amplamente discutido em pesquisas sobre predicdo tumoral, onde a
inconsisténcia entre observadores é citada como alvo de métodos analiticos mais
refinados.

O comportamento dos indices em relacdo ao grau histolégico do mastocitoma,
segundo os critérios de (Kiupel; Camus, 2019) que destacou o papel do MLR e do
ELR como potenciais marcadores discriminativos. Tumores de alto grau apresentaram
maiores valores de MLR e ELR, indicando a participacéo relevante de mondcitos e
eosinofilos no contexto sistémico.

Segundo Garrett (2014b) e Scase et al. (2006), a interagdo entre mastécitos e
células inflamatorias periféricas pode refletir o dinamismo tumoral, enquanto a
classificacdo histologica e expressdo de marcadores de tumores de mastocitos
caninos descrevem como infiltrados eosinofilicos se associam a tumores mais

invasivos. A maior contribuicdo do ELR no presente estudo reforga a hipotese de que
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eosinofilos desempenham papel mais marcante em tumores de alto grau,
possivelmente por influéncia de secrecfes mastocitarias que modulam a proliferacéo
e o recrutamento de células inflamatdrias.

A modesta participacdo do NLR no modelo multinomial, embora relevante,
contrasta com estudos que demonstram forte envolvimento desse marcador na
progressdo tumoral em outras neoplasias. Contudo, a literatura especifica sobre
mastocitoma € heterogénea. Enquanto artigos como Cruz et al., 2020; Garrett, 2014b;
Halsey et al., 2017b mostram a importancia geral de neutréfilos como mediadores
inflamatorios pré tumorais, ressaltam que alteracdes sistémicas podem variar
amplamente conforme localizagcdo anatdmica, mutacbes de KIT e microambiente
tumoral. Tais variabilidades reforcam a necessidade de interpretar o NLR no contexto
proprio do mastocitoma, reconhecendo que sua relevancia pode estar mais associada
a disseminacéo linfonodal do que ao grau tumoral.

O modelo binario para metastase linfonodal revelou desempenho superior, com
acuracia de 95%, e apontou o NLR como preditor significativo. Esse achado é
particularmente importante, pois a avaliacdo do linfonodo regional € uma das etapas
mais criticas no estadiamento do mastocitoma, conforme referido por Freytag et al.,
2021. A relevancia do NLR pode ser explicada por mecanismos ja discutidos em
estudos sobre disseminac¢do tumoral, como demonstrado por (Kiupel et al., 2011) que
descreveu o papel dos neutrdfilos na facilitacdo da invasédo e migracéo tumoral. Nesse
sentido, o NLR elevado pode refletir tanto a supresséo linfocitaria quanto a ativacédo
neutrofilica, dois processos fortemente associados a metastase (Da Silva; Jamur;
Oliver, 2014; Liu et al., 2024).

O comportamento elevado do ELR na predicdo da metastase nodal, embora
estatisticamente instavel, sugere possivel papel dos eosindfilos no contexto
metastatico. Estudos envolvendo fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
densidade microvascular em mastdcitos caninos, foi observado que os eosindfilos séo
fontes importantes de mediadores pro-angiogénicos, podendo contribuir para maior
vascularizagdo do microambiente tumoral e, consequentemente, facilitar a
disseminagéao (Freytag et al., 2021b; Halsey et al., 2017b).

No entanto, a literatura também reconhece que valores inflacionados de OR
podem indicar instabilidade numérica, especialmente em amostras pequenas, como
destacado nesses estudos (Bostock, 1973; Cavalcante et al., 2020; Natividade et al.,

2014), que recomendam cautela na extrapolagéo de marcadores isolados.
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Em relacdo ao PLR e ao Sll, sua auséncia de relevancia nos modelos
evidenciado neste estudo, contrasta com estudos de outras neoplasias, mas encontra
eco em artigos que demonstram variabilidade no mastocitoma. Trabalhos como nesta
revisdo (Freytag et al., 2021) ressaltam que a biologia do mastocitoma é multivariada,
envolvendo marcadores de proliferacdo, vias de sinalizacéo e fenotipos moleculares
gue nem sempre se refletem em parametros hematoldgicos periféricos. Isso reforca a
necessidade de integrar diferentes dimensdes de avaliagdo tumoral para construir
modelos progndsticos mais solidos.

Ao comparar os resultados deste estudo com a literatura focada em expresséo
de KIT — especialmente o que foi observado nestes estudos escrito por Halsey et al.,
2017; Scase et al., 2006, ambos perceberam uma convergéncia importante: tumores
biologicamente mais ativos e agressivos apresentam padrbes sistémicos mais
intensos, seja em sinalizacdo molecular (KIT ativado), seja em alteracdes
hematolégicas (aumento de NLR, MLR e ELR). Essa integracdo de achados abre
perspectivas para modelos progndsticos hibridos que combinem analises histolégicas,
moleculares e hematoldgicas.

O numero reduzido de cées e a distribuicdo desigual entre os grupos de
mastocitoma limitam a generalizacdo dos resultados. A literatura enfatiza
repetidamente que estudos com mastocitoma exigem grandes amostras e controle
rigoroso de variaveis externas, como demonstrado por De Nardi et al., 2022; Kiupel;
Camus, 2019, que mostraram que inconsisténcias na classificagcéo histol6gica podem
influenciar os resultados de pesquisas. Além disso, a dependéncia de indices
hematoldgicos simples pode ser afetada por condicfes inflamatorias ndo relacionadas
ao tumor, pelo estresse do animal ou por uso de medicamentos, conforme descrito em
estudos que abordam resposta inflamatoria sistémica em caes.

Em termos de perspectivas futuras, estudos prospectivos e multicéntricos sao
essenciais para validar a utilidade dos indices hematolégicos. A incorporacdo de
marcadores moleculares, como mutacdes c-KIT, expressao de Ki-67, BCL-2, p53 e
COX-2 — discutidas nos artigos escritos por Cruz et al., 2020; Garrett, 2014b; Scase
et al., 2006 — permitiram compreender melhor se existe sinergia entre marcadores
sistémicos e intratumorais. Outra linha promissora envolve integrar parametros de
neovascularizacdo, ja sugeridos em outros estudos, com indices inflamatoérios,
avaliando se a angiogénese contribui para alteracdes hematolégicas detectaveis

(Freytag et al., 2021b; Larsen; Watson; Mufioz Gutiérrez, 2022).
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Por fim, estudos experimentais também podem explorar se intervencdes
terapéuticas, como uso de anti-histaminicos, corticoides ou inibidores de tirosina-
quinase, modificam indices inflamatorios e se essas altera¢des se correlacionam com
respostas clinicas. Essa abordagem translacional, pode transformar os indices
hematolégicos em ferramentas dinamicas de monitoramento terapéutico, ampliando
sua aplicacao pratica (Freytag et al., 2021b).

Portanto, compreender a interacdo entre células hematolégicas e o
microambiente tumoral torna-se essencial para elucidar a complexidade biolégica dos
mastocitomas caninos, sobretudo diante da grande variabilidade clinica e progndstica
desta neoplasia. A participacdo de linfocitos, neutréfilos e plaquetas transcende seu
papel tradicional na resposta inflamatéria sistémica e assume funcdo decisiva na
modulagdo da progressao tumoral, influenciando mecanismos de invaséo,
angiogénese, imunossupressao e disseminacdo metastatica (Liu et al., 2024; Melo et
al., 2013).

A literatura demonstra que a dindmica celular periférica reflete, de forma
indireta, processos centrais que ocorrem no interior do tumor, justificando a relevancia
crescente dos indices hematologicos inflamatoérios, especialmente em mastocitomas
de alto grau ou com envolvimento linfonodal, nos quais métodos tradicionais de
estadiamento apresentam limitacdes importantes (Melo et al., 2013).

Os linfocitos representam o principal eixo da vigilancia imunoldgica contra
células malignas, influenciando diretamente a capacidade do organismo de controlar
e retardar a proliferacdo tumoral. Em mastocitomas, a presenca de linfopenia
periférica € frequentemente interpretada como sinal de exaustdo imune e
incapacidade de sustentar uma resposta citotoxica eficaz contra o tumor. A diminuicéo
dos linfécitos, refletida em indices elevados como NLR e MLR, associa-se a maior
agressividade tumoral, maior risco de metastase e sobrevida reduzida (Costa et al.,
2022).

Isso ocorre porque os linfécitos T e células NK desempenham papéis
fundamentais na destruicdo de células malignas e na modulacdo da resposta
inflamatoria (Da Silva; Jamur; Oliver, 2014; Zmorzynski et al., 2024). A queda dessas
populacdes facilita um ambiente de escape tumoral, permitindo que o mastocitoma
recrute outras populacdes celulares pro-tumorais e avance rapidamente,
especialmente nos tumores classificados como de alto grau pela graduacéo de Kiupel
(Kiupel; Camus, 2019; Melo et al., 2013).
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Os neutréfilos, por sua vez, ocupam papel paradoxal na biologia tumoral.
Embora tradicionalmente associados a defesa contra patégenos, no microambiente
neoplasico eles podem adquirir um fenotipo pré-tumoral, contribuindo para progressao
e metastase. Tumores solidos, incluindo mastocitomas agressivos, liberam
mediadores que estimulam o recrutamento e a reprogramacdo funcional dessas
células, favorecendo um perfil conhecido como N2, que secreta metaloproteinases,
espécies reativas de oxigénio, IL-8 e TNF-a, todas substancias que facilitam
angiogénese, degradacao da matriz extracelular e disseminagao tumoral.

A formacdo de NETs (neutrophil extracellular traps), jA descrita em varios
modelos tumorais, pode também potencializar a adesdo e migracdo de células
malignas (Araujo et al., 2023b; Da Silva; Jamur; Oliver, 2014). Esses mecanismos
explicam por que o NLR foi o indice com maior poder preditivo para metastase nodal
em sua tese, uma vez que elevadas contagens de neutrofilos associadas a linfopenia
sugerem um microambiente sistémico permissivo ao avanc¢o tumoral. O conceito é
refor¢cado por literatura que aponta neutréfilos como moduladores criticos da invasao
linfonodal (De Nardi et al., 2002; De Nardi et al., 2022b).

As plaguetas sdo outro componente chave na interface entre inflamacéao e
neoplasia. Atualmente reconhecidas como participantes ativas da biologia tumoral,
elas liberam fatores de crescimento como TGF-B, PDGF e VEGF, que estimulam
angiogénese, remodelacéo tecidual e protecdo das células tumorais contra o sistema
imune (Da Silva; Jamur; Oliver, 2014; Liu et al., 2024).

Em mastocitomas, h& evidéncias de que as plaquetas possam atuar como
“‘escudos biolégicos” que revestem células tumorais circulantes, auxiliando sua
sobrevivéncia e extravasao para orgaos-alvo, mecanismo fundamental na formacao
de metéstases. Alteracdes no PLR, mesmo quando ndo significativas em seu modelo
final, refletem processos bioldgicos reais e ja descritos na literatura, especialmente em
tumores de comportamento infiltrativo ou com propensdo a disseminacao
hematogénica. A elevacgéo do SlI, que combina neutroéfilos + plaquetas sobre linfocitos,
€ considerada um marcador robusto de ativacéo inflamatoria sistémica, embora em
seu conjunto de dados nao tenha se destacado, possivelmente devido ao tamanho
amostral e distribuicdo heterogénea dos casos avaliados (Melo et al.,, 2013;
Zmorzynski et al., 2024).

A relevancia dos monacitos, refletida diretamente no indice MLR, complementa

esse cenario. Os mondcitos sdo precursores dos macréfagos associados ao tumor



53

(TAMs), células reconhecidas por sua influéncia na promocdo de angiogénese,
imunossupressao e proliferacdo tumoral. Em mastocitomas, TAMs com fenétipo M2
sdo particularmente associados a tumores de alto grau e metastases regionais, pois
liberam IL-10, TGF-B e fatores anti-inflamatorios, como prostaglandina E2 (PGEZ2),
arginase-1 (ARG1) e citocinas moduladoras IL-4 e IL-13, que enfraquecem respostas
celulares antitumorais enquanto estimulam a progressao neoplasica (Maltby; Khazaie;
McNagy, 2009).

Este estudo identificou o MLR como um dos preditores mais fortemente
associados ao alto grau tumoral, reforcando a importancia da atividade monocitica na
evolucdo clinica. Estudos recentes sugerem gque o microambiente rico em TAMs pode
inclusive estar associado a padrdes especificos de ativacdo via KIT e mutacdes
relacionadas ao comportamento mais agressivo, achados compativeis com a literatura
contemporanea (Maltby; Khazaie; McNagny, 2009).

Os eosindfilos, incorporados ao indice ELR, também desempenham papel
relevante na fisiopatologia dos mastocitomas. Eles sao recrutados pelo mastécito por
meio de eotaxinas e IL-5 e participam de um ciclo de retroalimentacao inflamatoria,
potencializando a liberagcédo de histamina, proteases e mediadores bioativos.

A infiltracdo eosinofilica € frequentemente observada em mastocitomas
decomportamento agressivo e pode refletir ndo apenas a atividade tumoral local, mas
também distlrbios sistémicos como hipereosinofilia induzida por degranulacao
mastocitaria. O ELR mostrou-se associado ao alto grau, reforcando que a combinacéo
entre eosinofilia e linfopenia € um fenbmeno compativel com tumores proliferativos,
mais desorganizados e com maior capacidade de remodelacao tecidual, como ja
descrito em analises histopatolégicas tradicionais (Melo et al., 2013).

Ao integrar esses elementos, seus achados demonstram que a resposta
inflamatoria sistémica é capaz de refletir, com boa acuracia, aspectos centrais da
biologia tumoral, especialmente quando observada por meio de modelos analiticos
avancados como o Elastic Net. A selecdo de MLR e ELR como marcadores para alto
grau e de NLR para metastase nodal indica que os componentes hematoldgicos néo
sdo apenas indicadores inespecificos de inflamagdo, mas refletem mecanismos
celulares centrais, coerentes com a literatura contemporanea em oncologia
veterinaria. Esse padrédo, presente também em tumores mamarios e linfomas
estudados em alguns dos artigos anexados, refor¢ca que a hematologia periférica pode

contribuir  significativamente para estratificagdo prognéstica quando métodos
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moleculares e imuno-histoquimicos avancados néo estédo acessiveis (De Nardi et al.,
2022b).

Por fim, ao considerar a complexidade dos mastocitomas caninos — cuja
apresentacao clinica e comportamento sdo amplamente variaveis — o conjunto de
evidéncias aponta que a combinacdo entre parametros inflamatérios sistémicos,
achados histopatologicos e marcadores teciduais representa caminho promissor para
futuras pesquisas (Maltby; Khazaie; McNagny, 2009).

A tese contribui de forma relevante para esse avanco ao demonstrar que
indices hematolégicos podem ser incorporados como ferramentas complementares
para avaliacdo prognostica, especialmente em cenarios de recursos limitados.
Estudos futuros devem explorar a integracdo desses indices com dados moleculares,
expressdo de KIT/pKIT, Ki-67 e padrdes mutacionais, ampliando a capacidade de
estratificacdo e personalizacéo terapéutica em cdes com mastocitoma (De Nardi et al.,
2022b; Melo et al., 2013).

Um dos principais vieses desta pesquisa diz respeito ao tamanho amostral
relativamente reduzido e a distribuicio desigual entre os grupos analisados,
especialmente no caso dos cdes com metastase linfonodal, que representaram uma
parcela pequena da amostra total. E importante destacar que se trata de uma amostra
de conveniéncia, obtida a partir dos casos disponiveis durante o periodo estudado, o
gue, embora comum em pesquisas retrospectivas de mastocitoma, limita o controle
sobre variaveis clinicas e patologicas relevantes. Amostras pequenas e hao
probabilisticas tendem a gerar estimativas instaveis, aumentar a variabilidade interna
dos modelos e comprometer a capacidade de generalizacdo dos achados.

Nesse contexto, este trabalho deve ser compreendido como um estudo piloto,
cuja funcdo principal é estabelecer fundamentos analiticos e identificar padrdes
preliminares capazes de orientar investigacbes futuras com amostras maiores e
desenho prospectivo. Essa abordagem exploratéria é pertinente porque os indices
hematologicos inflamatérios podem sofrer influéncia significativa de condi¢des clinicas
nao tumorais, como inflamacdo sistémica, estresse fisioldgico, uso prévio de
corticosteroides ou comorbidades e, portanto, estudos subsequentes com maior poder
estatistico sdo necessarios para validar e ampliar os resultados aqui apresentados.
Assim, embora o presente estudo oferece contribuicbes importantes ao revelar
tendéncias iniciais, ele também reforca a necessidade de pesquisas multicéntricas e

com casuisticas ampliadas para confirmar o real valor progndstico desses indices no
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mastocitoma canino.

Além disso, a sub-representacao de certos grupos (como tumores de alto grau)
pode ter limitado a capacidade do modelo penalizado de capturar padrdes reais de
associacdo. Modelos multinomiais e binarios, embora adequados para esse tipo de
analise, sdo sensiveis a heterogeneidade amostral, e mesmo com o uso de Elastic
Net, que reduz overfitting, esse risco ndo é totalmente eliminado em conjuntos de
dados pequenos. Dessa forma, os achados desta pesquisa devem ser interpretados
levando em conta que diferengas observadas entre graus tumorais e estados
metastaticos podem refletir peculiaridades da amostra analisada, e ndo caracteristicas
universais dos mastocitomas caninos.

Outro viés relevante decorre da auséncia de controle formal de potenciais
varidveis de confusdo que possam afetar os indices hematolégicos inflamatérios
analisados. Parametros como NLR, MLR, PLR, ELR e SlI séo altamente sensiveis a
multiplos fatores além do tumor, incluindo infecgcdes concomitantes, alergias,
inflamacgBes cronicas, parasitoses, estresse fisioldégico, administracdo prévia de
corticoides, anti-inflamatérios ou quimioterapicos, além de efeitos relacionados a
idade, estado reprodutivo e comorbidades individuais.

Durante a coleta de dados, nem todas essas variaveis puderam ser controladas
ou padronizadas, e a auséncia desse controle reduz a capacidade de isolar o efeito
tumoral sobre os indices estudados, introduzindo possivel viés de confusao. Embora
os estudos enfatizaram a importancia de andlises integradas e controle de fatores
externos, a natureza retrospectiva e a impossibilidade de intervencao direta limitaram
tais controles neste estudo. Assim, parte dos padrbes observados pode refletir
influéncia mista entre atividade tumoral e fatores sistémicos nao relacionados,
comprometendo parcialmente a interpretacdo causal dos resultados.

Um terceiro viés decorre de limitacdes metodoldgicas intrinsecas ao uso de
indices hematologicos como marcadores prognésticos, bem como da forte
colinearidade observada entre NLR, PLR e SlI. Apesar do uso de modelos penalizados
como Elastic Net, técnica reconhecida por mitigar efeitos de colinearidade, ainda
existe risco de distorcao das estimativas, sobretudo quando preditores altamente
correlacionados competem entre si no mesmo modelo.

A interpretacdo de Odds Ratios extremamente elevados, como observado para
o ELR no modelo de metastase, pode representar tanto um sinal biologico verdadeiro

guanto uma artefato estatistico relacionado ao pequeno nimero de eventos positivos.
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Adicionalmente, indices hematolégicos sdo marcadores indiretos, derivados de
fracOes celulares periféricas que ndo necessariamente refletem de forma direta os
mecanismos tumorais intrinsecos.

Estudos recentes encontrados na literatura destacaram que a agressividade do
mastocitoma esta profundamente ligada a vias moleculares, como mutacdes de KIT,
padrées de proliferacdo, angiogénese e microambiente tumoral, que ndo sao
capturadas integralmente por indices hematoldgicos sistémicos.

Portanto, embora os modelos utilizados tenham sido estatisticamente
apropriados, existe risco de viés metodoldgico tanto na selecéo dos preditores quanto
na generalizacdo dos achados, exigindo validacdo futura em amostras maiores,

homogéneas e com integracao de variaveis clinicas, histolégicas e moleculares.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que os indices hematologicos
inflamatdrios apresentam potencial para auxiliar na caracterizacdo do comportamento
biol6gico do mastocitoma canino. Em especial, a elevagdo do MLR e o ELR se
destacaram como marcadores mais fortemente associados aos tumores de alto grau,
sugerindo que alteracdes nas propor¢cdes de mondcitos e eosinoéfilos podem refletir
maior agressividade tumoral. A elevacdo do NLR, embora de menor impacto na
diferenciac@o dos graus histologicos, mostrou relevancia significativa na predicao da
metastase linfonodal, indicando sua utilidade como marcador de disseminacao.

Em conjunto, esses achados reforcam que parametros hematologicos simples,
amplamente disponiveis na rotina clinica, podem fornecer informacdes
complementares as avaliacdes histoldgicas tradicionais, contribuindo para um

estadiamento mais refinado e potencialmente auxiliando no planejamento terapéutico.
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