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RESUMO
LEITE, N.G. Quantificacdo dos macrofagos M1 e M2 associados a mastocitomas

cutéaneos caninos. 2022. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em biociéncia animal). Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos. Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga,
2022,

O mastocitoma (MCT) é um dos tumores cutaneos de maior ocorréncia na clinica de
pequenos animais. Sua prevaléncia é maior em cées do que em gatos e seu comportamento
bioldgico é bastante variavel. Devido ao comportamento biol6gico agressivo deste tumor,
bem como suas caracteristicas macroscopicas extremamente variaveis, se faz necessario
0 estudo de novos indicadores prognosticos. A compreensdo dos mecanismos de
desenvolvimento e crescimento tumorais que envolvem leucécitos no microambiente
neoplésico € uma questdo importante tanto para o prognostico do cancer, quanto para o
desenvolvimento de terapias antineoplasicas. Macrdfagos Associados ao Tumor (TAMS)
podem exibir fendtipos M1, importantes células efetoras imunes, ou M2, capazes de
suprimir a funcdo dos M1 e influenciar a angiogénese e o reparo tecidual. O papel dos
macrofagos M1 e M2 em neoplasias humanas tem sido amplamente estudado em cancer
de mama, pulméo e pancreas em humanos, mas em medicina veterinaria 0s estudos a
respeito de sua influéncia no comportamento de neoplasias ainda sao escassos. O objetivo
do presente estudo foi identificar e categorizar os diferentes feno6tipos de macréfagos em
MCTs e compara-los a graduacéo histoldgica, morte em funcdo da doenca e tempo de
sobrevida. Trinta e quatro casos de MCTs cutaneos caninos foram avaliados por meio de
imuno-histoquimica para identificacdo, quantificacdo e avaliacdo da distribuicdo tecidual
dos macrofagos M1 e M2. As informagbes obtidas foram comparadas aos graus
histopatoldgicos, mortalidade em funcdo da doenca e tempo de sobrevida pos-cirdrgica.
MCTs de alto grau histologico apresentam maior densidade de macréfagos M2
identificados pela positividade para CD163. Ndo houve correlacdo entre a densidade de
macrofagos M2, quantificada por escores, e densidade microvascular intratumoral
(MVD). Novos estudos devem ser realizados a fim de confirmar nossas observagoes e
elucidar o papel dos macrofagos M2 nessa neoplasia.

Palavras-chave: Mastocitoma, Macréfagos Associados ao Tumor, Progndstico



SUMMARY

LEITE, N.G. Quantificagcdo dos macrofagos M1 e M2 associados a mastocitomas
cutaneos caninos. Quantification of M1 and M2 macrophages associated with canine
mast cell tumors. 2022. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em biociéncia animal). Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos. Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga,
2022.

Mast cell tumor (MCT) is one of the most frequent cutaneous tumors in small animal
clinical practice. Its prevalence is higher in dogs than in cats and its biological behavior
is quite variable. However, due to the biological behavior of this tumor, as well as its
extremely variable macroscopic characteristics, the identification of new prognostic
indicators is needed. Understanding the mechanisms of tumor development and growth
involving leukocytes in the neoplastic microenvironment is an important issue both for
the prognosis of cancer and for the development of antineoplastic therapies.

Tumor Associated Macrophages (TAMS) can exhibit M1 phenotypes, important immune
effector cells, or M2, capable of suppressing M1 function and influencing angiogenesis
and tissue repair. The role of M1 and M2 macrophages in human neoplasms has been
widely studied in breast, lung and pancreas cancer in humans, but in veterinary medicine,
studies regarding their influence on the behavior of neoplasms are still limited. The aim
of the present study was to identify and categorize the different macrophage phenotypes
in MCTs and compare them to histological adoption, disease-related death and survival
time. Thirty-four cases of canine cutaneous MCTs were evaluated using
immunohistochemistry to identify, quantify and evaluate the tissue distribution of M1 and
M2 macrophages. The information was advanced to histopathological grades, mortality
due to the disease and post-surgical survival time. High histological grade MCTs have a
higher density of M2 macrophages identified by CD163 positivity. There was no
interference between M2 macrophage density, quantified by scores, and intratumoral
microvascular density (MVD). New studies must be carried out in order to confirm our
observations and to elucidate the role of M2 macrophages in this neoplasm.

Keywords: Mast Cell Tumor, Tumor Associated Macrophages, Prognostic.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

O céncer é uma doenca multifatorial, crénica e complexa, com alta incidéncia de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (ARGYLE; BLACKING, 2008, DALECK et
al., 2009; HANAHAN; WEINBERG, 2011). A ocorréncia de cancer em cdes e gatos tem
sido cada vez mais significativa, sendo uma das principais causas de 6bito em animais de
companbhia, ainda que diversos estudos sobre tratamento e caracteristicas bioldgicas da
doenga tenham avangado (ARGYLE; BLACKING, 2008; PANG; ARGYLE, 2016;
WITHROW et al., 2013).

O mastocitoma (MCT) representa o terceiro subtipo de neoplasia mais comum em
cdes, sendo a neoplasia que representa até 11% de todos os tumores cutaneos caninos
(MACY,1985; DE NARDI et al, 2018). E considerada a segunda neoplasia que mais
acomete cées, depois dos tumores de mama malignos e sua incidéncia varia entre 20,9 e
22,4%. (DE NARDI et al, 2002; MEIRELLES et al, 2010) O diagnostico e progndstico
estdo baseados na avaliacdo histoldgica, entretanto, novos marcadores prognosticos
complementares vém sendo estudados (MELO et al., 2012; MELO, 2013; THOMPSON
etal., 2011). Entre os principais, podemos destacar a localizagéo tumoral, o estadiamento
clinico, a contagem de figuras mitoticas, a expressao da proteina Ki67, a existéncia
metastases linfonodais e a expressdo de KIT (BLACKWOOD et al., 2012; DE NARDI et
al., 2018).

Nem sempre ha sucesso em acOes terapéuticas antineoplasicas em humanos, tais
como a quimioterapia, radioterapia e intervencao cirdrgica, acarretando o aumento no
interesse cientifico em relagdo ao papel do sistema imunologico no comportamento
bioldgico e progressdo tumoral, com vistas a imunoterapia (HANAHAN; TORREZINI;
ATHANAZIO, 2008; WEINBERG, 2011). Para os MCTs de grau intermediéario e alto
grau em cdées, tais insucessos sdo bastante frequentes e pouco se sabe sobre o papel do
sistema imune no desenvolvimento e progressao deste tumor canino (BLACKWOOD et
al., 2012)

Células ndo-cancerosas participam ativamente em diferentes processos de
progressao tumoral, tais como angiogénese, metastase e proliferacdo celular. Sendo
assim, o tumor pode ser visto como um tecido complexo, com distor¢do da homeostasia
tecidual original, onde células normais sdo cooptadas a funcionar de acordo com a di-

namica tumoral, ditada sobretudo pelas células cancerosas. Paul Ehrlich, no inicio do
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século XX, propds a importancia do sistema imune na progressdo neoplasica
(TORREZINI; ATHANAZIO, 2008). As hipoteses de imunovigilancia propostas por
MacFarlane Burnet e Lewis Thomas, na década de 1950, sugeriam a capacidade do
sistema imunoldgico em identificar células neoplasicas, assim, controlando sua
proliferacdo, nos organismos multicelulares (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010;
TORREZINI; ATHANAZIO, 2008).

A imunovigilancia é uma proposta de que o sistema imune tem a capacidade de
reconhecer e de produzir anticorpos contra agentes infecciosos ou células tumorais.
(TORREZINI; ATHANAZIO, 2008). Os primeiros estudos relacionando tumores e o
sistema imunolégico foram realizados a partir do século XIX. William Coley injetou
residuos bacterianos em determinados sitios tumorais e observou a regressdo de um
sarcoma. A partir de entdo, iniciaram-se, também, estudos de novas interacdes entre as
estruturas imunoldgicas e a carcinogénese (McCARTHY, 2006)

Entre as células do sistema imunoldgico, as mais abundantes encontradas no
microambiente tumoral s&o os macro6fagos (MONTEIRO et al., 2018; ROY NOY, 2014),
porém, ao invés de apresentarem acdo tumoricida, os macréfagos podem adotar um
fendtipo pré-tumoral, promovendo a invasdo e migracdo de células tumorais, além de
suprimir a acdo antitumoral, tanto em sitios primarios quanto em metastéticos
(MONTEIRO et al., 2018; RAPOSO et al., 2014; ROY NOY, 2014).

Em Medicina Veterinaria, sdo escassos 0s estudos descrevendo os padrdes de
infiltracdo de TAMs e sua relacdo com a progressdo e prognostico de tumores caninos,
assim como sobre a polarizacdo de macrofagos M1/M2. Os estudos disponiveis sdo
relacionados com carcinomas de mama ou doencas infecciosas como esporotricose e
leishmaniose (ALEGRANCI, 2013; BEIRAO et al., 2015; KROL et al., 2012;
MONTEIRO et al., 2018; MOREIRA et al., 2016; RAPOSO, et al., 2014).

A demonstracdo de possivel relagdo entre TAMSs e a malignidade de MCTs pode
tornar os macréfagos um alvo terapéutico no futuro. A principal vantagem de té-los nesta
posicao € que o alvo da terapia antineoplasica ndo seria uma célula cancerosa, que possuli
caracteristicas estruturais e moleculares heterogéneas, e sim uma célula normal do
organismo, em que as drogas utilizadas agiriam de forma mais especifica e homogénea.
Dessa forma o objetivo do presente estudo foi avaliar a frequéncia de macréfagos M1 e
M2 na regido intratumoral de mastocitomas cutaneos caninos, comparando as diferentes
graduacdes histopatoldgicas, & mortalidade relacionada ao tumor e a sobrevida, a fim de

determinar se sdo marcadores progndsticos para mastocitomas cutaneos caninos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Mastécito

Os mastdcitos foram descritos no final do século XIX, mais precisamente em
1877, por Paul Ehrlich (CRIVELLATO et al., 2003; MACY 1985). Ao estudar diversos
tecidos notou a presenca de um material abundante e compactado no citoplasma, por
acreditar que esse material tivesse uma funcé@o de nutricdo o denominou “Mastzellen”,
que significa “células bem nutridas ou alimentadas” (CRIVELLATO et al., 2003; MACY
1985; MOTA, 1995).

Mastocitos sdo ceélulas pleomorficas, podendo ser encontradas de forma
fusiforme, esférica ou estrelada. Possuem ndcleo redondo ou ovoide e citoplasma repleto
de granulos que se dispdem de maneira homogénea (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
2000; GARCIA et al., 1998). Seus granulos citoplasmaticos se coram de maneira
metacromatica, quando corados em corantes catiénicos, como azul de toluidina, Giemsa
e pandtico. A metacromasia ocorre devido a presenca de proteoglicanos acidos, que se
coram distintos em relacdo aos grénulos de DNA nuclear (HUNTLEY, 1992;
KRISHNASWAMY et al., 2001; LEMARIE et al., 1995; MACY, 1985).

Desempenham papel fundamental na imunidade natural e adquirida, atraves da
liberacdo de mediadores quimicos, frente a um estimulo apropriado (BOYCE, 2003;
DALECK, 2009; GALEI et al., 2005; KIRSHENBAUM, 2000; LONDON e SEGUIN,
2003; MARONE, 1997; MARSHALL, 2004; VOHHRINGER, 2013). Em seu citoplasma
0S mastocitos armazenam granulos com papéis ativos biologicamente, como heparina,
histamina, fator quimiotatico para eosindéfilos, citocinas e enzimas proteoliticas (JAIN,
1993, MACY, 1985; CROSS, MERCER. 1993).
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2.2 O Mastocitoma

2.2.1 Incidéncia e Etiopatogenia

O mastocitoma é a neoplasia maligna mais frequente em cées, compreendendo
uma incidéncia variando entre 20,9% e 22,4% das neoplasias que acometem esta espécie
(DE NARDI et al., 2002; MEIRELLES et al., 2010). Estudos correlacionam a maior
incidéncia de mastocitomas cutaneos aos processos inflamatorios, em locais onde lesfes
de pele preexistiam, bem como exposic¢ao constante a substancias irritantes (DALECK et
al., 2009; HAHN et al., 2000; THAMM et al., 2013). Acredita-se que a doenca seja
multifatorial (COUTO, 2007; DE NARDI et al., 2002; FURLANI, 2004; MEDLEAU,
2003; THAMM et al., 2013).

S&o agrupados na categoria de neoplasias de células redondas, juntamente com
linfoma, histiocitoma, melanoma amelanético e tumor venéreo transmissivel, 0s quais
devem ser considerados no diagndstico diferencial (PALMA et al., 2009). Apresentam
diferentes comportamentos biologicos, altas taxas de metastase e recidiva, além de

prognostico reservado e dificil tratamento (WELLE et al., 2008).

2.2.2 Fatores Predisponentes

O mastocitoma pode ocorrer em qualquer raga canina, inclusive em animais sem
raca definida, entretanto, refere-se que racas como: Boxer, Boston terrier, Bullmastiff,
Labrador, Golden Retriever, Cocker Spaniel, Schnauzer, Teckel e Shar-pei e Bulldog
inglés tém maior predisposi¢do a essa neoplasia (MEDLEAU, 2003; MOCHIZUKI et al.,
2016; SMIECH et al., 2018; THAMM, 2013; WELLE et al., 2008).

Em seus estudos MOCHIZUKI et al. (2016) e SMIECH et al. (2018)
demonstraram correlacdo de tumores com maior malignidade em animais da raca Shar-
pei, enquanto cdes das racas boxer e Pug demonstraram comportamento biol6gico

tumoral menos agressivo.
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N&o hé predisposicdo sexual para esta neoplasia, segundo a maioria dos autores
(MEDLEAU, 2003; PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984; THAMM; VAIL, 2007;
WELLE et al., 2008). Entretanto, White et al. (2011) apontam que machos castrados
apresentam maior probabilidade para o desenvolvimento da doenca, assim como fémeas
castradas. Estudos que investigaram a presenca de receptores de estrogeno e progesterona
em MCTs se mostraram divergentes (ELLING; UNGEMACH, 1982; LARSEN; GRIER,
1989).

O MCT cuténeo ja foi relatado em cées com idades entre um més e 17 anos, mas
sabe-se que a idade média dos animais ao diagnostico esta entre 8 e 9 anos (COUTO,
2007; DABSON; SCASE, 2007; DE NARDI et al., 2002; FURLANI, 2004; GOVIER,
2003; MEDLEAU, 2003; SIMOES; SCHONING; BUTINE, 1994).

2.2.3 Localizacdo e Caracteristicas Macroscoépicas

A pele é o local mais frequentemente afetado por mastocitomas, podendo também
manifestar-se na forma subcuténea e visceral, esse Ultimo conhecido como sistémico
(PRADO et al., 2012; WITHROW et al.; 2013). A neoplasia tem maior ocorréncia no
tronco (50 a 60%), seguida pelas extremidades (25 a 40%), posteriormente cabeca e
pesco¢o (10%). Multiplos nddulos sdo observados em 3 a 14% dos casos
(JOSELEVITCH etal., 2018; LONDON; SEGUIN, 2003; SIMOES et al., 1994; WELLE
et al., 2008). Considera-se importante para a previsdo do progndstico a localiza¢do da
neoplasia, sendo os tumores das regides inguinal, perianal, focinho e cavidades oral e
nasal considerados mais agressivos (GOVIER, 2003; KIUPEL, et al., 2011; LONDON;
THAMM; VAIL, 2013; MULLINS et al., 2006; PALMA, et al., 2009; WITHROW et al.,
2013).

A macroscopia tipica é descrita como uma leséo alopécica, eritematosa, nodular,
sem capsula e dermoepidérmica, mas podem se assemelhar a varios outros tipos de lesdes,
neoplasicas ou ndo, diminuindo as chances de um diagndstico precoce, bem como de
prever seu comportamento. Muitas vezes s&o confundidos com lipomas, sobretudo os de
consisténcia macia, sem eritema e prurido (BLACKWOOD et al. 2012; THAMM; VAIL,
2007).
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Figura 1. A- Nodulo eritematoso em regido de abdémen de cdo. B- Nodulo Gnico, bem
circunscrito em regido de térax canino. C- Mltiplos nédulos em regido de face de cao.

D- Multiplos noédulos ulcerados em regido de flanco de céo.

Fonte: Harrington e Gold, Noah archive, University of California — Davis. Disponivel

em: https://davisthompsonfoundation.org/noahs-arkive/ Acesso em 28/11/2022.

2.2.4 Comportamento Biologico e Metéastases

O mastocitoma apresenta comportamento bioldgico bastante variavel, sendo
classificados como tumores potencialmente malignos, podendo ocasionar metéstases e
eventualmente, a morte. Aproximadamente 50% dos casos apresentam comportamento
agressivo, com taxas de recidiva e metastase entre 28 a 80% (BLACKWOOD et al. 2012;
KIUPEL et al. 2004; MACY, 1985; YAGER; SCOTT, 1993; SIMOES, 1994; O’KEEFE,
1990; PATNAIK et al. 1984).
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As complicagfes relacionadas ao mastocitoma estdo ligadas a desgranulacao e
liberagdo de histamina, heparina e serotonina, bem como fatores quimiotaticos de
eosinofilos e enzimas proteoliticas, que por sua vez pode ocasionar sindrome
paraneoplasicas, incluindo Ulceras gastrointestinais, anorexia, émese, hematoquezia,
melena, anemia e até perfuracdo gastrica ou intestinal, e em casos extremos choque
anafilatico (BLACKWOOD et al., 2012; DOBSON; SCASE, 2007; GLEIXNER et al.,
2007; WELLE et al., 2008).

As ulceragdes ocorrem mais frequentemente no estdmago, mais precisamente no
piloro e com menor frequéncia em duodeno, e compreendem de 25 a 83% das lesdes
observadas durante a necrdpsia, relacionadas como causa mortis 0 mastocitoma
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002, LONDON; SEGUIN, 2003; LEMARIE et. al,
1995; YAGER; SCOTT, 1993). A possivel causa pela qual ocorre a manifestacdo destas
lesBes esta relacionada ao fato do aumento da secrecdo de acido cloridrico, liberacdo de
fibrolisina, lesionando a rede vascular, tendo como efeito a trombose e infarto dessa
regido (BLACKWOOD et al., 2012; MACY, 1985; O'KEEFE, 1990; ROGERS 1993;
YAGER; SCOTT, 1993).

Disturbios da coagulacéo e retardo na cicatrizacdo sdo comumente observados. A
liberacdo de enzimas proteoliticas e aminas vasoativas pelo tumor € considerado o
principal mecanismo, além da diminuicdo da producdo de muco nestas areas
(GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002). A cicatrizagdo se torna comprometida, uma vez
que a histamina liberada se liga a receptores H1 e H2 de macréfagos, resultando na
liberacdo de fator supressor de fibroblastos (GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002;
MACY, 1985).

A histamina plasmatica pode se elevar de modo significativo em cdes acometidos
por mastocitoma cutaneo canino (FOX; ROSENTHAL; TWEDT, 1990). Quando
comparados com mastdcitos normais, mastocitos neoplasicos apresentam de 25 a 50%
mais histamina (MACY, 1985). Ndo ha correlacdo entre concentracdes plasmaticas de
histamina e/ou gastrina com grau ou estadiamento do tumor, sendo esses indices
considerados de baixa importancia ao diagnostico e prognéstico da doenca (FOX;
ROSENTHAL; TWEDT, 1990; THAMM; VAIL, 2007).

A manipulacdo excessiva da massa tumoral durante o exame e/ou criocirurgia
pode desencadear extensa de desgranulacdo de mastocitos neoplésicos e a histamina
liberada dessas células podem desencadear eritema, urticéria e edema no tecido lesionado,
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bem como em sua extensdo, sendo esse evento caracterizado como sinal de Darier
(THAMM; VAIL, 2007). As complicagGes relacionadas a excessiva desgranulacdo dos
mastocitos sdo hemorragias locais, devido a problemas de coagulacdo relacionados a
heparina, que podem levar ao choque hipotensivo, além de reacdo anafilatica aguda
(BLACKWOOD et al., 2012; MACY, 1985; ROGERS, 1993; YAGER; SCOTT, 1993).

2.2.5 Diagndstico e Fatores Prognosticos

O diagnostico citologico é um método vantajoso, de baixo custo, rapido e pouco
invasivo. E amplamente utilizada no diagndstico de neoplasias, principalmente as de
células redondas (BLACKWOOD et al.; 2012; GOLDSCHMIDT; HENDRICK; 2002;
WELLE et al.; 2008). Pode ser realizado por meio de citologia aspirativa por agulha fina
(CAAF) ou imprint (decalque) das lesbes (MACY, 1985; LONDON; SEGUIN, 2003;
PALMA et al., 2009; RECH, 2003). Deve-se realizar o exame citoldgico previamente a
excisdo cirurgica, afim de um melhor planejamento no que diz respeito a extensdo da
cirurgia. Entretanto, ndo se exclui o exame histopatologico para defini¢do do diagnéstico
definitivo, classificacdo e obtencdo do prognostico (GOVIER, 2003; LONDON et al.;
2009; LONDON; SEGUIN, 20013; THAMM; VAIL, 2007).

Diversos fatores progndésticos sdo considerados na tentativa de um melhor
entendimento do comportamento biolégico do tumor, bem como decisdo de tratamento e
compreensdo do progndstico. Todavia, a analise de fatores isolados ndo é suficiente para
previsdo do comportamento da neoplasia (TAKEUCHI et al., 2013; THAMM; VAIL,
2007; WELLE et al., 2008). A graduacdo histopatolégica € o fator prognostico mais
utilizado para avaliar o comportamento tumoral, valor prognéstico e melhor terapia a ser
instituida em casos de mastocitomas (FINORA et al., 2006; KIUPEL et al., 2011; MACY,
1985; STREFEZZI; XAVIER; CATAO DIAS, 2003).

A graduacdo histopatoldgica é realizada com base nos métodos de Patnaik et al.
(1984), em trés graus de malignidade, e Kiupel et al. (2011) em MCTs de baixo ou alto
grau de malignidade. Na primeira, analisam-se caracteristicas como formato e arranjo
celular, relacdo ndcleo/citoplasma, quantidade e coloragdo dos granulos
intracitoplasmaticos, condensacdo da cromatina, indice mit6tico, nimero e caracteristica

das figuras mitoticas, bem como invasdo de tecidos adjacentes (PATNAIK; EHLER;
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MACEWEN, 1984). Na segunda proposta, 0s critérios sdo mais objetivos, como a
quantificacdo de figuras de mitose, células multinucleadas, nucleos bizarros e
cariomegalia em 10 campos de grande aumento (KIUPEL et al., 2011). Embora haja um
refinamento nos parametros analisados na segunda proposta de graduacdo, a classificacdo
histoldgica pode ndo ser suficiente para determinar o prognostico de cada paciente com
precisdo (MELO et al., 2012; MELO, 2013; THOMPSON et al., 2011).

Para MCTs, foi proposta a graduacdo citologica (CAMUS et al., 2016) em que
caracteristicas como a presenca de células multinucleadas, nucleos bizarros,
cariomegalia, anisocariose e anisocitose, figuras de mitose e quantidade de granulos
citoplasmaticos sdo analisadas. A neoplasia é considerada de alto grau quando trés ou
mais destes critérios estdo presentes (BRAZ etal.,2017; CAMUS et al., 2016; ROSOLEM
etal., 2013; SCARPA et al., 2014; STREFEZZI, et al., 2010).

A morfometria nuclear € um marcador que associado ao exame citoldgico se torna
mais objetivo, otimizando o diagndstico (STREFEZZI; XAVIER; CATAO DIAS, 2003)
Também foi aplicada na histopatologia com sucesso (MAIOLINO et al., 2005).

Com relagdo a proliferacdo celular, um dos principais marcadores € o indice
mitotico, que foi correlacionado a graduacdo histopatoldgica, sobrevida e incidéncia de
metéstases (PREZIOSI et al. 2007; ROMANSIK et al., 2007; Strefezzi et al., 2010). Outro
marcador importante é a proteina Ki67. Essa proteina se expressa em todas as fases do
ciclo celular em que a célula esteja se replicando (KIUPEL et al.,2004; SAKAI et al.,
2002). A proliferacdo de Ki67 apresenta alta correlacdo com o aumento na taxa de
recorréncia dos mastocitomas (WEBSTER et al., 2006). Outros indicadores foram
testados, porém, cairam em desuso. Entre eles, destacam-se: a contagem de AgNORs
(regides organizadoras nucleolares com afinidade pela prata), que esta associada a um
pior prognostico, correlacionando-se com aumentos de taxas de recidiva local, metastases
e mortalidade (RECH et al., 2004; WEBSTER et al., 2007; WELLE et al., 2008); e a
expressao imuno-histoquimica de PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular)
(WEBSTER et al., 2007; WELLE et al., 2008; STREFEZZI et al.; 2009).

A expressdo do oncogene CD117/KIT é considerado um importante fator
prognostico para MCT, pois esté relacionada com o desenvolvimento e progressdo da
doenga, uma vez que KIT interage com Stem cell factor (SCF), estimulando fatores de
crescimento do tumor (LETARD et al., 2008; LONDON et al.,1999; WELLE et al.,

2008). Foi caracterizada por meio de imuno-histoquimica por Kiupel et al. (2004), sendo
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que os padrdes de expressdo KIT Il e 1l (marcacdo focal citoplasmatica e marcacao forte
difusa citoplasmaética, respectivamente) sdo correlacionados a piores prognosticos.

O gene TP53 é um gene supressor de tumor que exerce importante atividade no
controle do ciclo celular, inibindo o crescimento e a diferenciacdo das células. Sua
expresséo pode ser influenciada por diversos mecanismos, como a expressao do oncogene
MDM2, que leva a ubiquitinizacdo de TP53. A mutacdo desse gene quando analisada
juntamente com MDM2 sugere aumento da carcinogénese nos mastocitomas caninos
(GINN et al., 2000; GINN et al., 2007; NASIR et al., 2001; WU et al., 2006). Estudos
demonstraram a expressdo de TP53 correlacionada ao grau histopatoldgico, taxa de
recorréncia e tempo de sobrevida em diversos tumores humanos (GINN et al., 2000;
JAFFE et al., 2000; WU et al., 2006).

A proteina BAX é uma proteina pro-apoptética, regulada por TP53, cuja avaliacdo
de seu potencial ¢ um importante indicador prognéstico (STREFEZZI et al., 2012).
Aumento da expressdéo de BAX em mastocitomas demonstrou correlagdo com a
malignidade, progressao tumoral e morte em decorréncia do tumor, além do aumento do
risco de morte em até cinco vezes (STREFEZZI et al., 2012; BARRA et al., 2018).

2.2.6 Tratamento

A escolha do tratamento a ser instituido é pautada em fatores progndésticos, como
apresentacdo de sinais clinicos, localizacdo, tamanho do tumor e indices de proliferacdo
(GRANT et al., 2008; THAMM; VAIL, 2007; WELLE et al., 2008). A compreensao das
alteragdes nos proto-oncogenes, genes supressores de tumor e outros fatores que
influenciam o desenvolvimento de MCTs de grau Il e 111 poderdo contribuir para melhores
estratégias de diagnostico precoce da doenca e planejamento terapéutico (HARRIS;
HOLLSTEIN, 1993).

O principal tratamento para mastocitomas cutaneos caninos solitarios e néo-
metastaticos é a excisdo cirdrgica (GOVIER, 2003; MISDORP, 2004; NORTHRUP et
al., 2004; WELLE et al., 2008). Indica-se uma margem de seguranca de 3 cm ao redor de
todo o tumor, incluindo margem profunda, que pode incluir a exérese de um plano fascial,
sempre que possivel (BLACKWOOD et al., 2012; SEGUIN et al., 2001; SIMPSON et
al., 2004; WITHROW et al., 2013). E imprescindivel considerar o grau histolégico, de
modo a avaliar os riscos de recidiva tumoral, mesmo com completa remocéo das margens

de seguranca. Em casos de tumores de alto grau Ill, ou véarias massas tumorais,
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recomenda-se o tratamento multimodal, visto que esses apresentam uma maior taxa de
recidiva e metéstases (RISSELADA et al., 2015; THAMM, VAIL, 2007).

Michels et al. (2002) e Murphy et al. (2004) relataram que, em média, para caes
com mastocitomas bem diferenciados ou classificados como intermediarios, a auséncia
de margens cirargicas adequadas nao afetou a sobrevida e, respectivamente o prognostico
da doenca. Entretanto, a ressec¢do cirirgica completa ndo é garantia de auséncia de
recidiva e/ ou metéastase, tendo uma taxa de recorréncia de 5 a 23% dos casos (MICHELS
etal., 2002; MURPHY et al.; 2004; SEGUIN et al., 2001; SEGUIN et al., 2005).

A radioterapia é um tratamento comumente utilizado como adjuvante quando a
excisdo cirdrgica ndo pode ser realizada de forma ampla e idealizada (BLACKWOOD et
al., 2012; ROGER, 1993). Também pode ser empregada em casos onde ndo exista a
possibilidade de realizar a excisdo da massa tumoral por completo, entretanto, nesses
casos preza-se pela qualidade de vida do paciente, uma vez que o progndstico e sobrevida
séo ruins (BLACKWOOD et al., 2012; ROGERS, 1996; WITHROW et al., 2013). O
método também pode ser utilizado de forma paliativa, no controle de metéstases,
metastases de linfonodos locais/regionais e em caso de tumores inoperaveis
(BLACKWOOD et al., 2012; WELLE, et al., 2008).

Em mastocitomas de grau | e Il com completa excisao, a radioterapia apresentou
bons resultados como unica terapéutica, em baixas doses (40 a 45 Gy). Em casos mais
complicados indica-se aplicacdes de doses mais altas (48 a 57 Gy), em trés ou quatro
aplicacdes semanais. Em geral, 50% dos pacientes apresentam resultados positivos, com
controle de 1 ano da neoplasia (THAMM; VAIL, 2007). Porém, em animais com
mastocitomas de grau Ill, a radioterapia ndo se mostrou tdo efetiva, pois embora a
radioterapia possa prevenir a recorréncia local, em geral ha desenvolvimento de metastase
(ROGERS, 1996).

A quimioterapia pode ser utilizada quando houver necessidade de terapia
sistémica, em tumores de alto grau e na presenca de fatores que diminuem a sobrevida,
como marcadores de proliferacdo celular elevados, no intuito de retardar ou impedir
metastases (BLACKWOOD et al., 2012). Em tumores de baixo grau, pode ser utilizada
como terapia neoadjuvante, com proposito de diminuir a massa tumoral (DOBSON;
COHEN; GOULD, 2004).

As drogas mais utilizadas sdo vimblastina, prednisona e lomustina, seguido por
ciclofosfamida e clorambucil (LONDON; SEGUIN, 2003; MCCAW et al., 1994;
THAMM et al., 1999, THAMM et al., 2006). A lomustina pode ser utilizada de maneira
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alternada com a vimblastina (MCCAW et al., 1994). THAMM; TUREK; VAIL (2006) e
Webster et al., 2008, relataram que animais que receberam o tratamento quimioterapico
de vimblastina associada a prednisona, juntamente com a resseccao cirdrgica tiveram uma
melhor prognédstico e aumento do tempo de sobrevida. Estudos escassos apresentam
outros farmacos como agentes quimioterapicos para o tratamento de mastocitoma cutaneo
canino, esses ainda ndo fundamentados (BLACKWOOD et al., 2012).

Os inibidores de tirosina-quinase (TKI) sdo moléculas pequenas, com capacidade
de bloquear a atividade dos receptores celulares, inibindo o sitio de ligacdo do ATP e,
consequentemente, bloqueando a sinaliza¢do bioquimica para proliferacdo, angiogénese
e apoptose (BLACKWOOD et al., 2012; LEITE et al., 2012). Em Medicina Veterinaria,
os medicamentos aprovados pela agencia Europeia de Medicamento (EMA) para o
tratamento de mastocitomas sdo Fosfato de Toceranib e Masitinib (HAHN et al., 2008;
HAHN et al., 2010; LONDON et al., 2009).

O Fosfato de Toceranib atua no bloqueio do receptor KIT, além de bloquear outros
receptores do mesmo tipo, como do fator de crescimento endotelial vascular (VEFGR) e
o derivado de plaquetas (PDGFR). E indicado em casos de mastocitomas com recidivas,
de grau Il e I1l, com ou sem comprometimento de linfonodos, e/ou em casos onde néo
seja possivel a excisdo completa do tumor. Ja o Masitinib inibe de modo seletivo as
proteinas quinases de KIT, PDGFR-a e PDGFR-P. E indicado em MCTs de graus 11 e III
guando ndo h& possibilidade de resseccdo cirdrgica e hd mutacdo de KIT.
(BLACKWOOD et al., 2012; BONKOBARA, 2015; HAHN et al., 2008; HAHN et al.,
2010; LONDON et al., 2009).

O Masitinib apresentou boa eficacia em relagdo a sobrevida dos pacientes
portadores de mastocitoma cutaneo, com aumento de 12 a 34 meses na sobrevida destes
animais (HAHN et al., 2010). Animais com doenca estavel superior a 10 semanas
apresentaram melhora de 59% com o0 uso de Fosfato de Toceranib. Essa resposta
aumentou em pacientes sem comprometimento metastatico em linfonodos regionais
(HAHN et al., 2010; LONDON et al., 2009).

Receptores de tirosina quinase compreendem um grupo de receptores
transmembranicos que levam a ativacdo celular. A atividade da tirosino-quinase
desencadeia proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia dos mastocitos quando ativados
pelo seu ligante. DisfuncBes nesses receptores estdo intimamente relacionadas a
neoplasias malignas, angiogénese tumoral e metastases (BLACKWOOD et al., 2012;
GALLI etal., 2005; LONDON et al., 1996; TAKEUCHI et al., 2013).
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O proto-oncogene KIT é um bom exemplo. Em mastocitomas, as mutacdes desse
gene sdo associadas ao desenvolvimento da doenga em 15 a 40% dos casos, sobretudo
em tumores pouco diferenciados (LETARD et al., 2008; TAKEUCHI et al., 2013). Em
mastocitomas de grau Il e Ill, essas mutagfes podem representar uma taxa de 30%
(BLACKWOOD et al., 2012).

Outras modalidades de terapia como crioterapia, corticosteroides,
eletroquimioterapia e imunoterapia foram propostas, embora ainda menos estabelecidas
e/ou eficientes (BLACKWOOD et al., 2012). Os corticosteroides podem ser utilizados
em aplicagdes intralesionais em tumores inoperaveis ou quando ndo ha resposta a outros
tratamentos (FAN; DE LORIMIER, 2005; ROGER, 1996). Ndo ha estudos que
correlacionem essa terapia com tratamentos sistémicos. (BLACKWOOD et al., 2012).

A eletroguimioterapia envolve a associacdo de farmacos como a cisplatina ou
bleomicina. Os medicamentos sdo aplicados, no local da lesdo ou de modo sistémico,
concomitantemente a pulsos elétricos. O propdsito é otimizar a absor¢édo local do farmaco
por meio da eletroporacdo celular (SUZUKI et al., 2015; SPUGNINI et al., 2011;
TOZON; SERSA, 2001). Os resultados sao variaveis, de acordo com a origem do tumor
(CEMAZAR, 2001). Cemazar et al. (2016), demonstraram que a eletroquimioterapia
associada a eletrotransferéncia de IL-12 peritumoral apresentou significante resposta
antitumoral e prevencdo a metastase em cdes com mastocitomas (CEMAZAR et al.,
2016).

Grier et al. (1995) utilizou 0 método de terapia por hiposmolaridade, proposto por
Paul Ehrlich. A terapia consiste na aplicacdo de &gua destilada por via subcutanea, com
proposito de que as células se rompam, devido o meio hipo-osmético, consequentemente
levando a apoptose celular. Entretanto, os resultados ndo foram consideraveis para o
intuito proposto, que era prevenir recidivas apds a ressecgdo cirurgica de mastocitomas,
além de tratar pequenos tumores.

A crioterapia ou criocirurgia € uma modalidade terapéutica indicada para tumores
de mastdcitos tenham tamanho inferior a 1 cm ou tumores localizados em regides em que
a excisao cirargica seja dificil (LONDON; SEGUIN, 2003; BLACKWOOD et al., 2012).
Entretanto, sua utilizacdo ndo é muito empregada, visto que h& grande risco de
desgranulac@o de mastécitos (KRAHWINKEL, 1980)



29

2.3 O Macréfago

Em 1882, o bidlogo russo Elie Metchnikoff descreveu o processo onde particulas
eram engolfadas por células moveis, originando a compreensdao do processo hoje
conhecido como fagocitose. Metchnikoff, juntamente com Paul Ehrlich, ganharam o
prémio Nobel em fisiologia e medicina, no ano de 1908, pela teoria da imunidade humoral
(GORDON, 2016).

Macrofagos sdo células consideradas de primeira linhagem na defesa
imunoldgica, de origem hematopoiética, multifuncionais, pertencem ao sistema
mononuclear fagocitico (BANKS, 1991; GORDON; TAYLOR, 2005; GOMEZ,
PERDIGUERO; 2014; HASHITOMO et al., 2013; ZHANG et al., 2008). Macrofagos
presentes nos tecidos sao originados de mondcitos sanguineos (GINHOUX; JUNG, 2014,
VAN FURTH, 1970; VAN FURTH, DIESSELHOLF-DEN DULK,1970).

2.3.1 Subtipos de Macrdéfagos

Os macrdéfagos podem ser divididos em dois subgrupos e/ou vias principais de
ativacdo: macrdéfagos M1, ou ativados pela via cléssica, e macréfagos M2, ou ativados
alternativamente (BARBOSA et al., 2015; DERLINDATI et al., 2015; FAGONE et al;
2012; KRAUSGRUBER,2011; MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZI; GORDON,
2014; SICA A; MANTOVANI, 2012; TAKEYA; KOMOHARA, 2016).

Macréfagos M1 sdo ativados a partir de sinais considerados classicos, como IFN-
y e LPS. IFN-y controla programas especificos de expressdo génica envolvendo
receptores de citocinas (receptores de CSF2RB, IL15-a.[RA], IL2RA e IL6R) e tém como
marcadores de ativacdo celular CD36, CD38, CD69 e CD97, levando a producdo de
mediadores envolvidos na resposta pré-inflamatoria. Estas células secretam 6xido nitrico,
fatores inflamatorios e quimiocinas, como IL-12, 1L-23, MHC-I1 e membros da familia
B7 como B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), cuja fungédo primaria € ativar a resposta imune
Th1 para exercer efeito antitumoral (DERLINDATI et al., 2015; FAGONE et al; 2012;
KRAUSGRUBER,2011; MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZI; SICA A;
MANTOVANI, 2012).

Macréfagos M2 sdo ativados por meio de interleucinas IL-4, IL-10, IL-13,
complexos imunes, entre outros, sendo sua principal caracteristica a producao de altos

niveis de IL-10, que atua inibindo a inflamacéao e promovendo a reparacéo e remodelacao
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tecidual. Este ultimo tem como marcadores de ativagdo celular as moléculas CD163,
CD204 e CD206 (ALEGRANCI, 2013; BARBOSA et al., 2015; BEIRAO et al., 2015;
KRAUSGRUBER,2011; MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZI; GORDON, 2014;
ONG et al., 2011; SICA A; MANTOVANI, 2012; TAKEYA; KOMOHARA, 2016;
ZHANG et al., 2018).

A via M2 requer dois tipos de moléculas de sinalizadoras: a citocina Th2 e o
indutor do fator de necrose tumoral enddgeno ou exdgeno (SICA et al., 2012; HAIXIA et
al., 2014). Citocinas como IL-4 e IL-13, vitamina D3, TGF-b, PGE2 e glicocorticoides
sdo os principais fatores para induzir a ativacdo de macréfagos M2 (JOSEPHS; BAX;
KARAGIANNIS,2015). Uma vez polarizado, os macr6fagos M2 secretardo antagonistas
do receptor de quimiocinas, IL-1, metaloproteinases de matriz (MMP) e regulardo
positivamente a expressdao de MHC, restringindo a resposta imune e estimulando a
invasdo tumoral, crescimento e metastase pela secrecdo de I1L-10, TGF-b, evitando que
as células T exercam efetivamente o efeito antitumoral (MIRA et al., 2013).

Macrofagos polarizados em M2 séo divididos em quatro subtipos: M2a, M2b,
M2c e M2d, cada macrdfago polarizado exibe um perfil de expressdo diferencial de
citocinas, enzimas e marcadores de superficie celular, conforme Quadro 1.
(MANTOVANI, 2004; CHANMEE, 2014).

A polarizacdo dos macrdfagos ocorre por meio de complexa atividade e estrategia,
envolvendo células T e diversas citocinas (FUNES et al., 2018). As citocinas Th2, como
IL-4 e IL-13, podem estimular a conversdo de macréfagos em fendtipo M2a. Essas

citocinas ativam a atividade anti-inflamatorias, limitando mediadores inflamatorios.
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Quadro 1. Fendtipos de Macrdfagos classicamente ativados (M1) e ativados

alternativamente (M2)

M1 M2A M2B M2C M2D
ESTIMULAC IFN- gamma IL4 ICs IL-10 IL-6
Ao/ LPS IL-13 IL-1R TGF- LIF
ATIVACAO GM-CSF Infeccéo beta Adenosina
fungica e GCs
helmintica
MARCADORE CD68 CD163 CD86 CD163
S DE CD86 MHC 11 MHC II TLR1
SUPERFICIE CD80 SR TLRS
MHC Il MMR/CD206
IL-1R CD200R
TLR2 TGM2
TLR4 DecoyR
iINOS IL-1R |1
SOCS3 Apenas para rato.
Ym1/2
Fizzl
Arg-1
SECREQAO TNF IL-10 IL-1 IL-10 IL-10
DE CITOCINA IL-1beta TGF-beta IL-6 TGF- IL-12
IL-6 IL-1ra IL-10 beta TNF-alra
IL-12 TNF-alfa TGF-beta
) IL-23
SECRECAO DE CCL10 CCL17 CCL1 CCR2 CCL5
QUIMIOEINA CCL11 CCL22 CXCL10
CCL5 CCL24 CXCL16
CCLS8
CCL9
CCL2
CCL3
CCL4

Fonte: BIORAD, 2020

Ja os macrdéfagos M2b séo ativados por TLRS, LPS, alem de complexos imunes.

Sabe-se que M2b séo células contrarias a M1, devido a elevada producéo de IL-10, IL-B,

IL-6 e TNFa e baixa producdo de IL-12, o que favorece a resposta de TH2 e os

diferenciam como células anti-inflamatorias. Macréfagos M2c recebem estimulos de IL-

10, TGF B e glicocorticoides. Sao conhecidos como macrdéfagos desativados, por

suprimirem citocinas pré inflamatorias, como iNOS. Macréfagos M2d sdo ativados por

fatores de crescimento, induzidos por TLR, através de receptor de adenosina e

desempenham importante papel imunossupressor (BARROS et al., 2013; CHISTIAKOV
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et al., 2015; HAO et al., 2012; MATOVANI et al., 2002; SICA, MATOVANI, 2012;
VALLEDOR, RICOTE, 2004).

Com grande plasticidade, macréfagos podem assumir diferentes fenotipos e
respostas, de acordo com os estimulos recebidos do microambiente tecidual. Através de
estimulos especificos de citocinas, em resposta a interleucinas, podem assumir diferentes
papéis, agindo a favor da defesa do organismo ou ainda adotar capacidade pro-tumoral,
estimulando a angiogénese, remodelacdo de tecidos e consequentemente contribuindo
com a progressdo do tumor e metastases (BINGLE et al., 2002; GORDON; TAYLOR,
2005; HAGEMANN et al., 2009; LIPPITZ, 2013; MANTOVANI etal., 2012; MOSSER;
EDWARDS, 2008; MOVAHEDI et al; 2010; NGAMBENJAWONG et al., 2017,
ONUCHIC: CHAMMAS, 2010; POLLARD, 2004; REICHRATH, 2016; SICA,
MANTOVANI, 2012).

2.3.2 Macrofagos Associados ao Tumor (TAMs)

O microambiente tumoral € um ambiente complexo onde células do sistema imune
inato e adaptativo interagem com diferentes células neoplasicas, por meio de
sinalizadores quimicos (HANAHAN; COUSSENS, 2012; LORUSSO; RUEGG, 2008).
Macrofagos constituem grande populagéao celular dentro do microambiente tumoral e suas
interacdes implicam significativamente no comportamento biolodgico e prognostico dos
tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011; LIPPITZ, 2013; NGAMBENJAWONG et
al., 2017; ONUCHIC; CHAMMAS, 2010; POLLARD, 2004). Tais macréfagos sdo
denominados macrofagos associados ao tumor (TAMs) (HAO et al, 2012,
NGAMBENJAWONG et al., 2017, ONUCHIC; CHAMMAS, 2010; POLLARD, 2004).

A presenca de macrdfagos periféricos ao tumor tem forte correlagdo com a invaséo
local e angiogénese tumoral, por produzirem VEGF, angiogenina e TNF-alfa, uma vez
que esses séo capazes de realizar degradacgéo de matriz extracelular por meio de proteases
e metaloproteinases (BINGLE et al., 2004; HANAHAN et al., 2011 MURDOCH et al.,
2004; RIABOV et al., 2014).

Macrofagos associados ao tumor produzem metaloproteinases que modulam o
microambiente tumoral. As metaloproteinases exercem um papel pré-oncogénico, devido
a sua capacidade de degradacao da matriz extracelular, favorecendo a formacao de novos
vasos sanguineos (BINGLE et al., 2002).
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Em muitos tipos de tumores humanos malignos a presenca de TAMs M2 esta
associada a um mau prognostico clinico. Esta associacdo foi detectada em melanoma,
linfoma, leiomiossarcoma, tumores pancreaticos, carcinoma de celulas renais, glioma de
alto grau (KOMOHARA et al., 2012), carcinoma oral de células escamosas (BARBOSA,
2015), colangiocarcinomas (HASITA et al., 2010), adenocarcinoma endometrial
(KUBLER et al., 2014), tumores ovarianos (ORRE; ROGERS, 1999), cancer de mama
(BINGLE et al., 2006; YUAN et al., 2014), linfoma de Hodgkin, cancer cervical uterino
e cancer esofagico (TAKEYA; KOMOHARA, 2016). Para os carcinomas colorretais, ha
fortes evidéncias de que os TAMs facilitam a progresséo tumoral, bem como crescimento
e agressividade (ONG et al; 2012; ZHONG et al., 2018).

Em contraste, outros estudos com cancer de colén e mama a expressao de TAM
ndo foi correlacionada a um pior prognoéstico (ZHOU et al., 2010; MAHMOUD et al.,
2012), assim como a alta relacdo M1/M2 foi associada a sobrevida prolongada em
pacientes com cancer de ovario (ZHANG et al., 2014). Yuri et al (2015) relatou que, a
densidade de TAM ndo teve correlacdo com prognostico em cancer de prostata (YURI et
al., 2015).

Poucos estudos em oncologia veterinaria demonstram que a densidade de TAMs
é correlacionada com piores progndésticos. Em cdes com linfoma e cancer de mama, os
TAMs sdo fontes de MMP-9, uma protease que exerce um papel pré-tumoral por degradar
a matriz extracelular e favorecer a angiogénese, gracas a sua capacidade de liberar fatores
de crescimento como o VEGF (ARESU et al., 2014; ARICO et al., 2013; RAPOSO, et
al. 2014). Em adenocarcinomas mamarios caninos de diferentes graus de malignidade,
com ou sem metastase a distancia, a infiltracdo de TAMSs, assim como a expressdo de
MCSF-R (receptor para o fator de crescimento estimulador de col6nias estimulantes de
macrdfagos) foi relacionada com pior prognostico (KROL et al., 2012; RAPOSO et al.,
2012).

HUETE (2016) ndo encontrou diferencas significantes na incidéncia de TAMs em
animais com mastocitoma cutaneo entre os graus histopatologicos, bem como relacdo a
sobrevida pds-cirurgica. Porém, o marcador utilizado neste estudo ndo era capaz de
distinguir entre macréfagos M1 e M2.

N&o ha relatos de trabalhos quantificando subtipos de TAMs em mastocitomas
cutaneo canino. Macrofagos sdo importantes células presentes no microambiente tumoral,

tanto em tumores humanos como em cdes, por isso a importancia de se estudar essas



34

células, sobretudo em mastocitomas, que sdo tumores de grande prevaléncia na espécie

canina

3.0BJETIVOS

Os objetivos gerais do presente estudo sao:

e Identificar e quantificar os macrofagos M1 e M2 em MCTSs cutaneos caninos;

Objetivos especificos:

e Verificar sua relacdo com a taxa de proliferacdo celular, niUmero de vasos
sanguineos intratumorais e graduacéo histopatoldgica do tumor;

e Verificar suas utilidades como indicadores prognosticos, individualmente ou
combinados, para mortalidade em funcdo da doenca e tempo de sobrevida pos-

cirdrgica.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Origem dos Materiais e Critérios de Incluséo e Excluséo

Os mastocitomas cutaneos caninos utilizados no presente projeto, aprovado pela
CEUA (protocolo n° 7606111019) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
da Universidade de Sdo Paulo (FZEA - USP) foram obtidos no banco de tumores do
Laboratdrio de Patologia do Departamento de Medicina Veterinaria da FZEA-USP, bem
como de casos provenientes da casuistica do Hospital Veterinario da FZEA-USP. Foram
utilizadas 34 amostras de MCTs de diferentes graus histopatologicos, tratados por cirurgia
com margens amplas visando a cura da doenga como Unica forma de tratamento, e com
acompanhamento clinico pds-cirdrgico minimo de 180 dias, para casos censurados. Para
inclusdo nesse estudo, as amostras deveriam conter historico retrospectivo completo, tais
como nome, idade ao diagnostico, sexo, raga, localizacdo do tumor, presenca ou nao de
metastases, data da primeira consulta, data da cirurgia, tempo de sobrevida pos-cirdrgica

se houve uso de quimioterapicos, recidiva e causa mortis. As informag6es foram obtidas
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por meio de consulta de prontuarios e entrevista com proprietarios e/ou médicos
veterinarios por telefone ou e-mail. O acompanhamento clinico foi realizado por um
periodo minimo de 180 dias para 0s casos censurados na andlise estatistica. Casos de
animais que vieram a Obito por causas ndo relacionadas ao MCT e vivos ao final desse

estudo foram censurados para a analise de sobrevida.

4.2 Processamento Histopatoldgico

As amostras de MCTs cutaneos caninos foram fixadas em formol a 10% por 48
horas e processadas conforme as técnicas rotineiras de inclusdo em parafina. Cortes de
aproximadamente 3 pum de espessura foram corados pela técnica da Hematoxilina &
Eosina para diagndstico e graduacdo histolégica das lesdes, segundo os critérios
estabelecidos por Patnaik et. al. (1984) e Kiupel et al. (2011) e por Azul de Toluidina,
guando necessario, para evidenciacdo dos granulos citoplasmaticos (PROPHET et al.,
1992). A graduacdo histoldgica foi realizada seguindo os critérios propostos por Kiupel
et al. (2011).

4.3 Contagem de macrdfagos e vasos sanguineos.

Para a contagem de macrofagos, bem como de vasos sanguineos, foram
selecionados cinco campos ndo-sobrepostos com alta frequéncia (“hot spots”) de
macrofagos e vasos em cada amostra, utilizando a objetiva de 40x. Uma imagem foi
digitalizada ao centro da area ocupada pelo tumor e as outras 4 ao redor desta, a cada 45°
(0, 3, 6, 9h). As imagens foram obtidas em microscépio binocular (Leica® DM500)
acoplado a cémera de alta definicdo (Leica ICC50 HD®, Leica®), conectado a
computador dotado de sistema de andlise de imagens. Os valores de cada campo foram
somados para obtencédo do valor final de contagem de macrofagos e vasos, para cada caso.

Em animais com mais de uma leséo, utilizou-se o valor mais alto para cada parametro.

4.4 Processamento Imuno-Histoquimico

O processamento imuno-histoquimico foi realizado no Laboratorio de
Histopatologia do Departamento de Medicina Veterinéria da FZEA-USP. A técnica foi
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realizada com base no método descrito por Hsu et al. (1981), com modificacdes, a fim de
se obter protocolos imuno-histoquimicos padronizados individuais para os anticorpos
primarios policlonais de coelho anti-iNOS de camundongo (Abcam®, cod. ab3523;
Bioss®, cdd. bs-2072R), para marcacdo de macrofagos M1; e anti-CD163 humano
(Abcam®, cod. ab182422; Bioss®, cod. bs-2527R) para marcacdo de macréfagos M2,
bem como o anticorpo policlonal de coelho anti-vWF humana (Dako®, IR527) para
marcacgdo de vasos sanguineos e, monoclonal de camundongo anti-Ki67 humana (MIB-
1, Dako®), para avaliacdo da proliferacdo celular, de acordo com as orientacdes do
fabricante. Os cortes histologicos de MCTs, de aproximadamente 3 um de espessura,
aderidos a ldminas de vidro silanizadas (Starfrost®), foram desparafinados em estufa por
50 minutos a 65°C, seguidos de imersdo em xilol 100%, 2 banhos de 15 minutos cada. A
hidratacéo foi realizada em concentragdes decrescentes de etanol (etanol absoluto, 95% e
70%), com banhos de 5 minutos e, finalmente, banho em agua destilada.

A recuperacdo antigénica, bloqueio de proteinas inespecificas, bloqueio da
peroxidase endégena, bem como tampéo de lavagem foi especifico para cada anticorpo,
conforme anexos A, B, C,D e E.

Os cortes histoldgicos foram delimitados com caneta hidrofébica e,
posteriormente, as amostras foram submetidas a incubacdo com anticorpo priméario. A
incubacdo do anticorpo primario foi realizada overnight a temperatura de 4°C, por 18
horas, com as dilui¢cdes descritas. As laminas de controle negativo foram incubadas com
tampéo PBS com BSA, sob as mesmas condi¢cdes que as amostras positivas, a fim de
confirmar a especificidade do anticorpo e desconsiderar interacfes inespecificas. No dia
seguinte, as amostras eram novamente lavadas trés vezes em solucdo tampédo por 5
minutos cada, em seguida incubadas com anticorpo secundario (EasyLink ONE, EP-12-
20502, EasyPath®) por 30 minutos em temperatura ambiente. A revelagéo foi realizada
com o cromdgeno Diaminobenzidina (Cromo6geno DAB, EP-12- 20542, EasyPath®), por
20 segundos, seguido de banho em agua destilada. A contracoloragéo foi realizada com
Hematoxilina por 30 segundos, seguida de lavagem em agua corrente. Em seguida foi

realizada a desidratacdo da lamina e montagem da laminula.

Para as laminas controle do anticorpo anti-iNOS (Bioss®, cod. bs-2072R), foi
utilizada pele de cdo com abscesso; do anticorpo anti-CD163 (Abcam®, c6d. ab182422),
linfonodo de coelho; do anticorpo anti-CD163 (Bioss®, cod. bs-2527R), linfonodo
canino; e do anticorpo anti-vWF (Dako®, IR527), o proprio mastocitoma canino.
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4.4.1 Avaliacédo das imunomarcacoes

As avaliagOes das imunomarcacdes foram realizadas em imagens obtidas em
microscopio binocular (Leica® DM500) acoplado a cadmera de alta definigdo (Leica
ICC50 HD®, Leica®), conectado a computador dotado de sistema de analise de imagens.
A avaliacdo para positividade de CD163 foi realizada, inicialmente, em positiva ou
negativa, e de forma semiquantitativa, utilizando escores para 0 nimero de macréfagos
M2 marcados (0 para negativo, 1+ para macrofagos isolados e 2+ para grupos de
macrofagos).

A avaliacdo de VWEF foi realizada na regido intratumoral, por meio de 5 imagens
em campos ndo-sobrepostos, a objetiva de 40x (uma imagem ao centro da lesdo e as outras
4 ao redor da primeira, a cada 45°). Foram contados microvasos (0,500 um) e a média de
vasos por imagem foi considerada como a densidade microvascular (MVD).

Para analise do marcador ki67 (MIB-1, DAKO) foram utilizados dados do banco
de tumores do Laboratério de Patologia, do Departamento de Medicina Veterinaria da
FZEA-USP, de estudos anteriores de JOSELEVITCH et al (2018), onde realizaram a
quantificacdo de ki67 na regido intratumoral de MCTs por meia de analise de cinco
campos microscopicos de 400x considerados de maior frequéncia de imunomarcacéo
(“hot spots”). As imagens dos campos (0,08mm cada) foram salvas e 0s mastdcitos
positivos e negativos foram contados usando um software de analise de imagem (ImageJ,
NIH, USA).

4.5 Analise estatistica

Os dados foram testados para normalidade pelos testes de Anderson-Darling e
Komolgorov-Smirnov e, como néo apresentaram distribuicdo normal, as analises foram
realizadas por testes ndo-paramétricos. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para
comparacdo da positividade de imunomarcacdo entre o0s graus histopatologicos
estabelecido segundo Kiupel et al. (2011). As correlagcGes entre os parametros estudados
foram verificadas por testes de correlacdo de Spearman. A andlise de sobrevida foi



38

realizada pelo método de Kaplan-Meier seguido de pos-teste de Mantel-Cox (logrank). A
analise estatistica foi realizada com o auxilio dos softwares GraphPad Prism® (versédo 8

para MacQOS, GraphPad Software Inc.), com nivel de significancia de 5%.

5. RESULTADOS

5.1 Avaliacéo da populacéo estudada

Foram incluidos neste estudo 34 cées diagnosticados com MCTs, sendo dezesseis
machos (47,1 %) e dezoito fémeas (52,9 %). A maior incidéncia foi em cdes sem raca
definida (9/34, 26,5%), seguida por animais das racas Labrador retriever e Golden
retriever, (5/34, 14,7%). As demais racas foram, em ordem decrescente de frequéncia:
Boxer e Pitbull (4/34, 11,8%), Dachshund (2/34, 6%); Fila brasileiro, Doberman pinscher,
Séo Bernardo, Schnauzer e Blue Heeler com um exemplar de cada (1/34, 2,9%).

A média de idade dos cdes com MCT neste estudo foi de 9 anos, variando de 3 a
16 anos. Os dados estdo resumidos no Quadro 3. Quanto a localizacdo dos tumores a
maior incidéncia foi na regido de extremidades e membros, acometendo 41,2% (14/34)
dos casos, seguida da regido de torax e inguinal (7/34, 20,6%), regido abdominal (5/34,
14,6%), e cabeca e pescoco (1/34, 3%). A maioria dos animais apresentava multiplas

lesGes (21/34, 61,8%) e treze animais apresentavam uma Unica lesdo (13/34, 38,2%).



Quadro 2 — Distribuicdo dos dados dos animais incluidos no estudo, incluindo sexo, raca, idade,

localizacdo de lesdo, grau histopatologico conforme Kiupel et al (2011), score de ki67, CD163 e MVD.

Identificacdo do | DEINIEAO | sexo tdade | O ZR0 92| ciupel | kis7 | CD163 | MVD

RS-26 Fila M 10 Torax 1 12,73% 0 1,2

474 Boxer F 4 Extremidade 1 2,00% 0 5,6
H198-14 Golden F 9 Extremidade 1 8,75% 0 5,6
H431-21 Labrador M 10 Inguinal 1 1 48
H129-14 Pit Bull F 12 Inguinal 1 4,80% 1 5,6
H493-19 SRD F 6 Extremidade 1 1 7
H525-15 Boxer M 7 Extremidade 1 2 0
37543C SRD M 9 Inguinal 1 3,97% 2 5,4
H39-14 Labrador M 9 Extremidade 1 3,80% 2 7.8
H78-12 Boxer M 12 Torax 2 4,59% 1 7,2
H22-14 Pit Bull F 7 Térax 2 13,12% 2 4.4
RS-02 Dachshund M 12 Abddmen 2 2,27% 2 2,4
HO04-16 SRD M 13 Abddmen 2 2 5,2

LESAO MULTIPLA

H02-21 SRD F 14 Extremidade 1 2 1,8
37800-C2 Dachshund M 10 Extremidade 2 2 3,2
H71-12 Labrador F 8 Torax 2 8,53% 0 14
H74-12 Labrador F 8 Térax 2 10,05% 0 4,6
H73-12 Labrador F 8 Térax 2 0 5,4
H73-15 Pitbull M 10 Inguinal 2 2 4,6
H74-15 Pitbull M 10 Inguinal 2 0 48
H069/21 SRD F 4 Abddmen 2 2 58
H510/21 SRD F 8 Extremidade 2 1 5,4
37104-C2 Boxer F 8 Extremidade 2 2,86% 1 3,2
36513-C Doberman M 9 Extremidade 2 6,59% 5
H65-21 Bersrf;r o F 8 Abdémen 2 1 2,8
H1249-18 Blue Heeler F 8 Cabeca/pescogo 2 0 4
H432-21 Schnauzer M 16 Extremidade 2 1 5,4
H1058/19 SRD F 10 Inguinal 2 2 46
H1059-19 SRD F 12 Extremidade 2 2 4,6
H171-19 SRD M 5 Extremidade 2 0 10,2
H430-21 Golden F 10 Inguinal 2 0 6,2
H439-21 Golden M 11 Extremidade 1 2 10,2
H497-15 Golden F 3 Abdomen 1 1 5,2
H978/19 Golden M 6 Térax 1 1 10

Legenda — M: macho, F: fémea, SRD: sem raca definida
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5.2 Marcag6es Imuno-Histoquimicas

Inicialmente, foram adquiridos dois anticorpos, selecionados com auxilio da
ferramenta BLAST (NCBI-NIH) e alinhamento de proteinas da espécie do anticorpo
primério com a proteina de cdo. O anticorpo anti-CD163 (Abcam®, cod. ab182422),
utilizado para marcacdo de macrdéfagos polarizados em M2 foi testado em diversas
variacdes de protocolo, conforme ANEXO A. Apesar de possuir indicacdo para tecidos
caninos e de apresentar marcacdo especifica e esperada em tecidos de coelho (Fig. 1), ndo

houve marcacdo alguma em tecidos caninos.

Figura 2 - Fotomicrografias de linfonodo de coelho mostrando padrbes de
imunomarcagao para CD163

FONTE: LEITE, 2021.
Legenda: Imunomarcacgdo para CD163. Nota-se a marcacgdo citoplasmatica granular em
macrdfagos na regido de seios medulares do linfonodo de coelho em (A) Obj. 40x e (B)

Obj. 100x. Imuno-histoquimica, DAB, contracoloracdo com Hematoxilina de Harris.

Para avaliacdo dos macrofagos M1 utilizamos o anticorpo anti-iNOS (Abcam®,
cdd. ab3523), cujo fabricante atestava em datasheet a reatividade para tecido canino. O
anticorpo foi testado por diversas vezes e variagdes de protocolos, conforme descrito no
ANEXO B. Embora tenha indicacao para tecido de cdo pelo fabricante, ndo obtivemos
resultados satisfatorios em nenhum dos testes. Adquirimos, entdo, um novo anticorpo

para marcacdo de macrofagos M1, Anti-iNOS (Bioss®, cod. bs-2072R), cujo fabricante
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também atestava em datasheet a reatividade para tecido canino. Para esse Anticorpo
obtivemos resultados satisfatérios com imunomarcacdo positiva em tecido controle
(abscesso cutaneo de cdo, Figura 3). Os controles negativos foram realizados com 1gG de
coelho, onde obtivemos o resultado esperado. Porém, observamos marcagdes em granulos
mastocitarios (Figuras 3 e 4).

Figura 3 - Fotomicrografias de abscesso cutaneo canino mostrando padrbes de
imunomarcacao para iNOS.

WiNG
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FONTE: LEITE, 2021.

Legenda: Imunomarcacao para iNOS. Nota-se a marcacao citoplasmatica granular

em macréfagos (A) Obj. 40x e (B) Obj. 100x; Controles negativos para iNOS com IgG
normal de coelho em substituicdo ao anticorpo primario (C) Obj. 40x e (D) Obj. 100x.

Imuno-histoquimica, DAB, contracoloracdo com Hematoxilina de Harris.
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Figura 4 - Fotomicrografias de MCTSs caninos mostrando padrdes de imunomarcagédo
para iNOS.

FONTE: LEITE, 2021.
Legenda: Imunomarcacéo para iNOS em MCTs cutaneos caninos. Notam-se marcagoes
citoplasmaticas granulares em mastdcitos e macrofagos (A, C e E) Obj. 40x (B, D e F)

Obj. 100x. Imuno-histoquimica, DAB, contracolora¢cdo com Hematoxilina de Harris.
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Figura 5 - Fotomicrografia de tecido cutdneo canino mostrando padroes de
imunomarcacao de iINOS em mastdcito.

FONTE: LEITE, 2021.
Legenda: Imunomarcacdo para iNOS. Nota-se a marcacdo citoplasmatica granular
inespecifica em mastdcito (seta). Obj. 100x. Imuno-histoquimica, DAB, contracoloracao

com Hematoxilina de Harris.

O anticorpo para avaliacdo dos macréfagos M2, anti-CD163 (Bioss®, cdd. bs-
2527R), foi eficiente e possivel de se determinar um protocolo de marcagdo imuno-
histoquimica para o em tecido canino descrito (ANEXO D). Obtivemos resultados
satisfatorios com imunomarcacdo (Figura 6), restrita a células mononucleares

compativeis com macréfagos.

A imunomarcacao para CD163 foi positiva em 70,6% dos casos (24/34) e negativa
em 29,14% dos casos (10/34), sendo que o padrdo de imunomarcacdo encontrado foi

citoplasmatico granular
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A imunomarcacdo para anti-vWF foi positiva em 97% dos casos (33/34), e em 3%
dos casos ndo houve marcacéo (1/34), sendo que o padrao de imunomarcagdo encontrado
de células endoteliais, (Figura 7)

Figura 6 - Fotomicrografia de tecido cutaneo canino (mastocitoma) mostrando scores

para o numero de macrofagos M2, bem como padrdes de imunomarcagdo de CD163 em
macrofago.
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FONTE:- LEHE2022:
Legenda: Fotomicrografia de imunomarcagdo de CD163 em mastocitoma cutaneo canino,

bem como escore para o nimero de macrofagos. A e B — Fotomicrografia de mastocitoma
cutaneo canino, escore 0 (0 = negativo, nenhum macréfago encontrado). Objetiva 40x e
100x, respectivamente. C e D - Nota-se marcacao citoplasméatica em macrofagos (setas),
escore 1 (1= macrdfagos isolados). Objetiva 40x e 100x respectivamente. E e F - Nota-se
marcacao citoplasmatica em macréfagos (setas), escore 2 (2 = grupos de macrofagos)
Objetiva 40x e 100x, respectivamente. Cromoégeno DAB, contracoloracdo em

Hematoxilina de Meyer

Figura 7 - Fotomicrografia de MCT mostrando padrdes de imunomarcagéo de
VWF em células endoteliais.

FONTE: LEITE, 2022.

Legenda: Fotomicrografia de imunomarcacdo de vVWF em mastocitoma cutineo
canino. Nota-se marcacao de células endoteliais (setas). Objetiva 40x, cromogeno DAB,

contracoloracdo em Hematoxilina de Meyer
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A comparagdo das imunomarcacdes de CD163 entre os graus histopatologicos
classificados pelo método de Kiupel et al. (2011) apresentou diferencas estatisticamente
significantes para positividade das amostras em relacdo ao escore, com maior quantidade
de macrdéfagos nos MCTs de alto grau (p=0,0386, Figura 8)

Figura 8 — Distribuicao dos escores de macrofagos em funcdo da graduacéo de Kiupel
etal. (2011).
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Legenda: Observa-se que nos MCTs de alto grau os macr6fagos sdo mais numerosos.
Teste de Mann-Whitney (p=0,0386).

A densidade de vasos sanguineos em relacdo a graduacdo de Kiupel et al (2011)
ndo apresentou valores estatisticamente diferentes (p=0,6026). Para esta anélise foram
comparadas 19 lesdes de baixo grau a 11 les6es de alto grau (Figura 9).
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Figura 9 — Distribuicdo das contagens de vasos sanguineos em funcéo da graduacdo de
Kiupel et al. (2011)
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Legenda: Teste de Mann-Whitney (p= 0,6026)

Foram realizados também testes de correlacdo para 32 lesbes disponiveis,
comparando-se imunomarcacdo de CD163 e a MVD, que ndo apresentaram correlagéo
entre si (p = 0,5601; Figura 10). O mesmo ocorreu para a comparacdo CD163 e indice de
Ki67 (p = 0,3101; Figura 11) e Ki67 e MVD (p = 0,2859; Figura 12).

Figura 10 — Teste Spearman de correlacao para 32 lesdes disponiveis com CD163 e VWF.
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Legenda: Teste de correlagéo de Spearman (p = 0,5601).
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Figura 11— Teste Spearman de correlagdo para 13 lesdes disponiveis para analise de ki67
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Legenda: Teste de correlacdo de Spearman (p = 0,3101)

Figura 12 — Teste Spearman de correlagdo para 13 lesdes disponiveis para analise de ki67
(proliferacdo celular) e MDV (microdensidade vascular).
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Legenda: Teste de correlagdo de Spearman (p = 0,2859)



49

A sobrevida dos animais estudados em fungéo da imunomarcacao para CD163 foi
nédo apresentou diferencas significantes entre os grupos (escores) estudados (p=0,2201,

mediana de sobrevida foi de 612 dias para escore 2, Fig.13).

Figura 13 - Curva de sobrevida de Kaplan Meier para os pacientes estudados, em funcao
da expressao imuno-histoquimica para CD163.
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Legenda: Kaplan Meier (p=0,2201), mediana de sobrevida = 612 dias.
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6. DISCUSSAO

Mastocitomas cutaneos caninos (MCTs) sdo tumores com alta incidéncia na
clinica médica de pequenos animais, sendo o tumor de pele de maior malignidade,
correspondendo a 11% dos casos de neoplasias cutaneas em cdes (DE NARDI et al.,
2022). A graduacdo histoldgica ainda € a ferramenta progndstica mais utilizada para
determinar tratamento e prognostico, entretanto, sabe-se que ela ndo consegue prever o
comportamento de todos MCTs, sendo assim, necessario o estudo de marcadores
adicionais, visando predizer o comportamento desses tumores. (STREFEZZI et al, 2009;
STREFEZZI et al, 2010; KIUPEL et al, 2011).

No presente estudo, encontramos porcentagens semelhantes de acometimento
pelos MCTs em fémeas e machos, em concordancia com varios autores que relatam néo
haver predisposicdo sexual para acometimento dessa neoplasia (LONDON, SEGUIN,
2003; PATNAIK; EHLER; MACEWEN, 1984; SMIECH et al, 2018; THAMM; VAIL,
2007; WELLE et al., 2008). Apenas o estudo de Simdes et al. (1994) indicou maior
incidéncia em fémeas. A idade média dos animais ao diagndstico também corroborou
dados da literatura, ou seja, cdes idosos sdo mais acometidos. (BLACKWOOD et al,
2012; SMIECH et al, 2018; STREFEZZI et al, 2010; THAMM, 2013).

Com relacdo as racas dos cées obtivemos 26,5% dos casos representados por
animais sem raca definida e 73,5% dos casos por animais de raca. Entre os ultimos as
racas Labrador Retriever e Golden Retriever foram as mais prevalentes, cada uma
representando 14,7%, seguida de Boxer e Pitbull, representando 11,8% cada, 0 que
corrobora com a maior parte dos estudos os quais relatam maior incidéncia nas ragas
Labrador Retriever, Golden Retriever e Boxer como as mais prevalentes (DE NARDI et
al, 2002; KIUPEL et al, 2011; MOCHIZUKI et al, 2016; SMIECH et al, 2018). Nossa
casuistica provavelmente nao reflete adequadamente a populacao canina no Brasil, uma
vez que o0s casos selecionados vieram de hospitais especificos (hospitais escola e clinicas

especializadas em oncologia).

Em relagdo a localizagdo das lesdes, 41,2% foram em extremidade/membros,
seguida por torax e regido inguinal, cada uma representando 20,6%. A literatura descreve
taxas semelhantes a estas (BOSTOCK, 1973; BLACKWOOD et al, 2012; WELLE et al,
2008). No que diz respeito a presenca de maltiplos nddulos, 61,8% dos animais inseridos
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neste estudo apresentaram lesdes mdaltiplas. Entretanto, € sabido que os MCTs se
apresentam como lesdes Unicas na maioria dos casos (MURPHY et al, 2006). O'Connell
e Thompson (2013) sugerem em seus estudos que multiplas lesdes ndo tiveram
significancia na sobrevida global de pacientes com MCTs. Em contrapartida, Kiupel et

al. (2005) referem um pior progndstico para esses pacientes.

A graduacdo histopatologica dos MCTs ainda € uma questdo que gera bastante
discussao, principalmente em tumores que sao classificados em situacdes limitrofes entre
os graus. A classificacdo de Patnaik et al. (1984) é a mais utilizada, porém, em nosso
estudo, classificamos os tumores pela proposta de Kiupel et al. (2011), uma vez que sO
estava disponivel uma lesdo de grau I, insuficiente para analises estatisticas. Os MCTs de
baixo grau foram a maioria, resultado semelhantemente ao observado por outros
pesquisadores (KIUPEL et al, 2004; WELLE et al, 2008; TAKEUCHI et al, 2013).

Nas Ultimas duas decadas, estudos evidenciaram a importancia da compreensao
do microambiente tumoral, sendo este determinante no comportamento e
desenvolvimento do cancer (KIM; BAES, 2016). O microambiente tumoral é apontado
também como potencial alvo terapéutico, uma vez que células tumorais interagem com
células do proprio organismo e desempenham papéis decisivos na progressao do tumoral,

metastase e respostas terapéuticas (XIAO; YU, 2021).

Sabe-se que macrofagos compreendem grande parte do infiltrado tumoral. Porém,
ao invés de desempenharem acéo antitumoral, podem favorecer a progressdo, liberando
fatores de crescimento, remodelando a matriz extracelular, facilitando a angiogénese e
formagdo de metéastases (MONTEIRO et al., 2018; KIM; BAES, 2016). Macrofagos
associados ao tumor tém sido amplamente estudados em diversos canceres humanos, uma
vez que estdo intimamente ligados a angiogénese e metastase (LEEK et al., 2006;
MANTOVANI et al., 2012; YURI et al., 2015). HANAHAN e WENBERG (2011)
sugerem que macréfagos na margem do tumor tém habilidade de promover a invasao
local, ativando enzimas que degradam a matriz extracelular, como metaloproteinases e

proteases.

Os macrofagos podem se polarizar em dois perfis: M1, ativados pela via classica;
e M2, ativados por via alternativa. Macrofagos M1 possuem atividade antitumoral, devido
as citocinas liberadas, e os M2 sdo considerados pré-tumorais, uma vez que tém a

capacidade de suprimir a funcdo dos primeiros, além de atuar diretamente na angiogénese
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e no reparo tecidual. Sdo relacionados a pior prognoéstico em diversos canceres
(BARBOSA et al.,, 2015; DERLINDATI et al., 2015; FAGONE et al; 2012:
KRAUSGRUBER 2011, MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZI; GORDON, 2014,
TAKEYA; KOMOHARA, 2016).

Utilizamos o marcador CD163 para identificacdo dos macréfagos M2. Embora
tenhamos comparado as proteinas CD163 humana e de coelho com a CD163 de céo por
alinhamento de proteinas para escolha dos anticorpos a serem adquiridos, bem como nos
apoiados em recomendacdes dos fabricantes dos anticorpos primarios, a marcacao dos
macrofagos M2 com o anticorpo anti-CD163 da marca Abcam® (cdd. ab182422) ndo
rendeu resultados satisfatorios. Acreditamos que o CD163 canino apresente pequenas
variacdes moleculares que dificultaram as ligac6es especificas nos sitios de ligacdo. Em
um segundo momento, utilizando o anticorpo CD163 da marca Bioss® (cdd. bs-2527R),

atingimos um resultado positivo.

A contagem das células positivas para CD163 foi realizada independentemente da
intensidade da coloracdo da marcacdo, conforme descrito na literatura, pois a distin¢ao
entre células fortemente marcadas e fracamente marcadas durante a contagem pode ser
considerada subjetiva e induzir a erros de avaliacdo quando feita avaliacdo direta (SCOTT
etal., 1991).

Em relacéo ao anticorpo iNOS, apesar de alcangarmos os resultados esperados na
marcacdo de macrofagos M1 nos tecidos controle, ainda verificamos a marcacdo de
mastocitos, mesmo apos diversas variacfes de protocolo para recuperagdo antigénica,
blogueio de proteinas e de peroxidase enddgena. Inicialmente, acreditivamos que
mastocitos ndo produziam iNOS, uma vez que este é considerado um marcador confiavel
para macréfagos M1. Entretanto, percebemos que 0s mastocitos caninos reagem de modo
variavel a esse marcador, tanto em processos inflamatérios como nos MCTs. Uma das
possibilidades para explicar este fato pode ser a ligacdo ibnica inespecifica entre o
anticorpo anti-iNOS e os granulos de mastocitos (HARLEY et al., 2002). Tal ligacéo
inespecifica ocorre pelo fato de os granulos dos mastdcitos possuirem sulfatos e grupos
carboxila (BUSSOLATI; GUGLIOTTA, 1983). Bussolati e Gugliotta (1983), relataram
que um pré-tratamento das laminas com polipeptidio sintético de poli-L-lisina, de carga
positiva, pode impedir a ligacdo ibnica inespecifica do anticorpo aos granulos dos
mastocitos. Entretanto, ndo obtivemos resultados satisfatorios utilizando esta técnica,

mesmo apos diversas alteracdes de protocolo descritos no ANEXO F.
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E importante ressaltar que, dentre as dificuldades encontradas durante o processo
da imuno-histoquimica, a maior delas ocorreu pela falta de anticorpos especificos para
tecidos de cdo. Na falta de anticorpos especificos para a espécie canina adaptamos
anticorpos que apresentaram reatividade cruzada entre antigeno do anticorpo adquirido e
antigeno canino, ou seja, proteinas similares.

Analisamos a correlagdo entre a densidade microvascular e a quantidade de
macrofagos M2 por meio da imunomarcacdo de VWF, mas ndo encontramos resultados
significantes entre os parametros (p = 0,5601). Sabe-se que a presenca de macréfagos no
sitio tumoral tem alta correlacdo com a invasao e angiogénese tumoral, pelo fato destas
células produzirem VEGF, angiogenina e TNF-alfa, realizar degradacdo de matriz
extracelular por meio de proteases e metaloproteinases, além de suprimirem a funcéo
antitumoral das células T, o que favorece a angiogénese e a progressdo neoplasica
(BINGLE et al., 2004; HANAHAN; WENBERG, 2011; RIABQOV et al., 2014). A
presenca de macréfagos M2 em diversos canceres humanos e sua capacidade de favorecer
a angiogénese e, consequentemente, promover metastases tem sido estudada amplamente
(BINGLE et al., 2006; BARBOSA, 2015; KOMOHARA et al., 2012; TAKEYA;
KOMOHARA, 2016; KUBLER et al., 2014; YUAN, 2014; ZHONG et al., 2018).
RIABQV et al. (2014) sugerem que a presenca de TAMs em areas menos vascularizadas
do tumor e estarem associados a uma expressao pro-angiogénica, com alta expressao de
VEGF-A. KOMOHARA et al (2012) relata essa associa¢do a um mau prognastico clinico
em tumores pancreaticos, linfoma, melanoma, leiomiossarcoma, carcinoma de células

renais e glioma de alto grau.

Na oncologia veterinaria, poucos trabalhos relatam sobre a densidade de TAMs
associados ao prognostico em caes. Em adenocarcinomas mamarios caninos de diferentes
graus de malignidade, com ou sem metéstase a distancia, a infiltracdo de TAMs, assim
como a expressdo de MCSF-R (receptor para o fator de crescimento estimulador de
colbnias de macrdfagos) foi relacionada com pior prognostico, com resultados similares
aos estudos em humanos (KROL et al., 2012; RAPOSO et al., 2012).

HUETE (2016) ndo encontrou diferencas significantes na incidéncia de TAMs em
animais com MCTs entre os graus histopatolégicos, bem como a relagéo a sobrevida pés-
cirurgica. Cabe destacar que o marcador utilizado neste estudo, CD68, ndo distinguia

entre macrofagos M1 e M2,
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N&o foram encontrados trabalhos avaliando a quantidade de macréfagos M2 em
MCTS cutdneos caninos, nem buscando relaciond-los ao progndéstico desta doenca.
Nossos resultados ndo apontam diferencas significantes na incidéncia de macrofagos M2

em animais com MCT e na densidade microvascular (MDV).

Para contagem de macrdfagos M2 intratumorais, ndo foi possivel detectar
diferencas entre as sobrevidas dos animais analisados quando divididos pelos escores
propostos para avaliacdo da marcacdo de CD163. Resultados semelhantes foram obtidos
na comparacao aos graus histopatolégicos seguindo a classificacdo proposta por Kiupel
et al. (2011). Foi analisada, ainda, a correlagéo entre Ki67 e VWF, no intuito de verificar
se 0 numero de vasos sanguineos facilitaria a proliferacdo celular, mas sem resultados
significantes. Nossos resultados discordam dos estudos em canceres humanos (KUBLER
etal., 2014; YUAN et al., 2014).

Entretanto, pudemos observar que a densidade de macrofagos M2 correlaciona-
se positivamente com os graus histopatologicos de Kiupel et al. (2011), ou seja, maior
namero de macrdfagos é encontrado em MCTs de alto grau. Novos estudos devem ser
realizados afim de confirmar nossas observaces e elucidar o papel dos macréfagos M2
em MCTs, visto que o reduzido nimero de amostras, bem como a dificuldade de

acompanhamentos clinicos podem resultar em um viés de analise.
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7. CONCLUSOES

A densidade de macrofagos M2, identificados pela positividade para
CD163, é maior nos MCTs de alto grau histopatoldgico;

Né&o ha correlacdo entre a quantidade de macréfagos marcados por CD163
e 0 nimero de vasos sanguineos marcados por VWF ou o indice de Ki67;
A densidade de macrofagos M2 ndo € um indicador prognéstico para
mortalidade em funcdo do MCT, nem para o tempo de sobrevida pds-
cirargica;

Estudos complementares, com maior nimero de casos analisados, sao

necessarios para a confirmacdo de nossas observacoes.
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ANEXO A - Variagdes de protocolo utilizado para marcagdo de macréfagos polarizados
em M2, anticorpo anti-CD163 (Abcam®, cdd. ab182422)

Diluicdo Bloqueio de Bloqueio da Tamp3o de
do Recuperacéo antigénica proteinas peroxidase Lavg em
anticorpo Inespecificas enddgena g
. Citrato pH 6,0; Leite molico Peroxido de
1:50 92 °C panela de pressao; 3 min 5%, 30 minutos hidrogénio a 3% TBS pH 9,0
. Citrato pH 6,0; Leite molico Peroxido de
1:100 92 °C panela de presséo; 3 min 5%, 30 minutos hidrogénio a 3% TBS pH 9,0
i Citrato pH 6,0; Leite molico Peroxido de
1:100 92 °C panela de presséo; 3 min 5%, 30 minutos hidrogénio a 5% TBS pH 9,0
Solucéo de bloqueio
. _ Dako (Protein Block .
1:100 . CHaopHBO: ger i Free Ready- | | Coroxidode pgpgg
92 °C panela de presséo; 3 min A hidrogénio a 5%
to-use, cddigo:
X090930-2)
1:100 Citrato pH 6,0; Leite molico Peroxido de TBSCC?;' 9.0
' 92 °C panela de presséo; 3 min 5%, 30 minutos hidrogénio a 5%
Tween 1%
. . . TBS pH
1:100 o Citrato pH 6’0: ) . Sem bloqueio _Perozqc_jo de 9,00 Com
92 °C panela de pressdo; 3 min hidrogénio a 5%
Tween 1%
. Citrato pH 6,0; . Peroxido de
1:100 92 °C panela de pressdo; 3 min Sem blogueio hidrogénio a 5% TBS pH 9,0
. Citrato pH 6,0; Leite molico Peroxido de
1:100 95 °C steamer; 20 min 5%, 30 minutos hidrogénio a 5% TBS pH 9,0
. TRIS EDTA pH 9,0; Leite molico Peroxido de
1:100 92 °C steamer; 20 min 5%, 30 minutos hidrogénio a 5% TBS pH 9,0
. TRIS EDTA pH 9,0; Leite molico Peroxido de
1:100 92 °C panela de presséo; 3 min 5%, 30 minutos hidrogénio a 5% TBSpH 9,0
1:100 Citrato pH 6,0; Leite molico Peroxido de I(D:oBri PrUvZeLrl]
' 92 °C panela de pressdo; 3 min 5%, 30 minutos hidrogénio a 5% 1%
: , : PBS pH 7,4
1:100 o Citrato pH 60 ) . Sem blogueio _Perozqc_io de Com Tween
92 °C panela de pressao; 3 min hidrogénio a 5% 1%
1:200 Citrato pH 6,0; Leite molico Peroxido de TBS pH 9,0

92 °C panela de presséo; 3 min

5%, 30 minutos

hidrogénio a 3%
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ANEXO B — Variag@es de protocolo utilizado para marcacao de macréfagos polarizados
em M1 para o anticorpo anti-iNOS (Abcam®, cdd. ab3523)

Diluicéo Bloqueio de Bloqueio da x
~ o i . Tampéo de
do Recuperacdo antigénica proteinas peroxidase |
. . e . avagem
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3 min 3%
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Citrato pH 6,0; (Protein Block Peroxido de PBS pH 7.4
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. Com Tween 1%
3 min Ready-to-use, 3%
cbdigo:
X090930-2)
. . Peroxido de
1100 92 °C(::Itar1?1te()ladee6'?e’ssé0' Leite molico hidrogénio a PBSpH 7,4
' P 3 min P " 5%, 30 minutos 3% com Com Tween 1%
metanol
. . Peroxido de
1100 92 °C(::Itar1?1te()ladee6'?e’ssé0' Leite molico hidrogénio a PBSpH 7,4
' P 3 min P " 5%, 30 minutos 5% com Com Tween 1%
metanol
. . Peroxido de
1:100 92 °C(::gar1?1te()ladee%?éssé0' Sem bloqueio hidrogenio a PBS pH 7.4
: . ' 5% com Com Tween 1%
3 min
metanol
. . Peroxido de
1:100 92 °C(::Itar1?1teoladee6'?e’ssé0' Sem bloqueio hidrogénio a PBS pH 7,4
: P gep ' g 5% com Com Tween 1%
3 min
metanol
Citrato pH 6,0; ;er‘éx'gr‘]’igz PBS pH 7,4
1:100 92 °C panela de pressdo; ~ Sem blogueio g Triton X- 100
. 5% com
3 min
metanol
TRIS EDTA pH 9,0; : . Peroxido de
] o T Leite molico . o PBSpH 7,4
1:100 92 °C panela _de pressao; 5%, 30 minutos hidrogénio a Com Tween 1%
3 min 3%
_ : . Peroxido de
1:100 TRIS EDTA pH 9,0; Leite molico hidrogénio a PBS pH 7,4

92 °C steamer; 20 min

5%, 30 minutos

3%

Com Tween 1%
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ANEXO C - Diluigdo do anticorpo, recuperacdo antigénica, bloqueio de proteinas
inespecificas, bloqueio da peroxidase enddgena e tipo de tampéao de lavagem do protocolo

utilizado para marcagdo de macrofagos polarizados em M1 para o anticorpo anti-iNOS
(Bioss®, cod. bs-2072R)

Diluicdo do  Recuperacéo Bloque,|o de Bloquqo da Tampaéo de
. N proteinas peroxidase
anticorpo antigénica : e ! lavagem
inespecificas endogena
. Soro de cabra
TriseEDTA pH o .
S P a 10%, diluido Peroxido de
. 9.0, panela de . e PBSpH 7,4
1:100 ress30. 3 em PBS com hidrogénio a Com Tween 1%
Pressao, BSA, 40 7%, 30 minutos
minutos -
minutos.

ANEXO D - Diluicdo do anticorpo, recuperacdo antigénica, blogueio de proteinas
inespecificas, bloqueio da peroxidase enddgena e tipo de tampé&o de lavagem do protocolo

utilizado para marcacao de macrdofagos polarizados em M2 para o anticorpo anti-CD163
(Bioss®, cod. bs-2527R)

Diluigao Recuperacdo Bloqueio de proteinas Bloquglo da Tampéo de

do N . e peroxidase
. antigénica inespecificas ] lavagem
anticorpo enddgena
Solucdo de bloqueio
Citrato pH 6.0, Dako (Protein Block Peroxido de PBS pH 7,4
1:400 Steamer, 20  Serum-Free Ready-to- hidrogénio a 9%, Com
minutos use, cédigo: X090930- 30 minutos Tween 1%
2)

ANEXO E - Diluicdo do anticorpo, recuperacdo antigénica, blogueio da peroxidase
enddgena e tipo de tampéo de lavagem do protocolo utilizado para marcacdo de vasos
sanguineos para o anticorpo anti- VWF (Dako®, IR527)

Diluicdo do  Recuperagao Bloque,lo de Bloquglo da Tampao de
. NS proteinas peroxidase
anticorpo antigénica : e ] lavagem
inespecificas enddgena
Tampéo de
. recuperagéo i
Anticorpo Kit Dako High _ Bloquelo_Easy TBS pH 7,4
Dako pronto Sem bloqueio  Path - Erviegas,
pH, panela de . Com Tween 1%
para uso « 10 minutos
pressao, 2
minutos
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ANEXO F - Variacdes de protocolo utilizado para blogueio de mastdcito com Poli L-

lisina. Anticorpo anti-iNOS (Bioss)

Diluicio do  Recuperacdo  Blogueio poli | Blgg)li%oag:l Tampéo de
anticorpo antigénica lisina (sigma) pero> Lavagem
endogena
Citrato pH 6,0; 30 minutos Peroxido de
1:150 90 °C panela de ! hidrogénio a TBSpH 7,6
X . . temp. ambiente
pressdo; 3 min 5%
Citrato pH 6,0; 60 minutos Peroxido de
1:150 90 °C panela de - hidrogénio a TBSpH 7,6
x .~ temp. ambiente.
pressao; 3 min 5%
Citrato pH 6,0; 90 minutos Peroxido de
1:150 90 °C panela de . hidrogénio a TBSpH 7,6
x . temp. ambiente
pressao; 3 min 5%
TRISEDTA Peroxido de
1:150 opH 20; . 60 minutos, hidrogénio a TBS pH 9,0
92 °C steamer;  temp. ambiente
: 5%
20 min
TRISEDTA Peroxido de
1:150 PHO.0; o d0minutos, i ianioa TBS pH 7.6
92 °C steamer; temp. ambiente.
: 5%
20 min
Citrato pH 6,0; 60 minutos Peroxido de
1:150 90 °C panela de - hidrogénio a TBS pH 7,6
X . temp. ambiente
pressao; 3 min 9%
Citrato pH 6,0; 90 minutos Peroxido de
1:150 90 °C panela de - hidrogénio a TBS pH 7,6
X . temp. ambiente
pressao; 3 min 9%




