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AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DA VIA PD-1/PDL-1 E DAS PROTEÍ- 

NAS CTLA-4, RANK-RANK-L E IFN- γ EM MASTOCITOMAS 

CUTÂNEOS CANINO DE ALTO GRAU: NOVAS PERSPECTIVAS DE 

USO DA IMUNOTERAPIA. 

 

RESUMO - O mastocitoma cutâneo (MCT) é o tumor cutâneo mais comum nos 
cães, sendo que os MCTs de alto grau possuem comportamento mais agressivo. A 
escolha do tratamento depende dos fatores prognósticos e do grau histopatológico 
relacionado ao tumor, porém até o momento não existem marcadores que relacionem 
a expressão dos tumores e possam prever a presença de metástase linfática. Desta 
forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressão da via PD-1/PD-L1 
no linfonodo metastásico e no MCT de alto grau, assim como também avaliar a ex- 

pressão da via RANK/RANK-L e das proteínas CTLA-4 e INF γ nesse tipo neoplásico, 

com o objetivo de determinar se trata-se de um tumor que pode ser responsivo a imu- 
noterapia. Foram selecionados 9 pacientes com MCT de alto grau, e avaliados quanto 
aos dados de resenha, como idade, sexo e raça, localização do tumor, número de 
nódulos, presença de metástase regional e a distância, estágio clínico, tempo de so- 
brevida e avaliação da expressão dos checkpoints, via RANK/RANKL e do IFNy com 
imunomarcação variando de moderada a intensa.Os MCT de alto grau com tamanho 
superior a 3 cm tiveram diferença estatística, concluindo que os tumores de 3 cm ou 
mais independentemente das características próprias do tumor podem ja estar asso- 
ciados com a presença de metástase linfática. Adicionalmente, o grupo de cães inclu- 
sos apresentavam características epidemiológicas variáveis, porém podemos concluir 
que no caso dos MCT de alto grau independente de raça, sexo, idade e estágio clínico, 
a presença das vias PD1-PD-L1, RANK/RANK-L e proteínas CTLA-4 e IFN-y estão 
ativas. Concluiu-se que o MCT parece ser um tumor passível de manipulação imuno- 
lógica através do uso da imunoterapia, sendo uma nova ferramenta para auxiliar no 
tratamento desses tumores. 

 

 
Palavras-chave: cães, checkpoints, metástases linfática. 
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EVALUATION OF IMMUNE CHECKPOINTS IN HIGH-GRADE CUTANEOUS 

MAST CELL TUMOR: A NEW PERSPECTIVE IN CANCER IMMUNOTHERAPY 

 
 

ABSTRACT - Cutaneous mast cell tumor (MCT) is the most common skin tumor 
in dogs, and high-grade MCTs have a more aggressive behavior. The choice of treat- 
ment depends on prognostic factors and the histopathological grade related to the tu- 
mor, however, to date, there are no markers that relate the expression of the tumors 
and can predict the presence of lymphatic metastasis. Thus, the present study aimed 
to evaluate the expression of the PD-1 / PD-L1 pathway in the metastatic lymph node 
and high-grade MCT, as well as also to evaluate the expression of the RANK / RANK- 
L pathway and CTLA-4 proteins and INFγ in this neoplastic type, in order to determine if 
it is a tumor that can be responsive to immunotherapy. Nine patients with high-grade 
MCT were selected and evaluated for review data, such as age, sex and race, tumor 
location, number of nodules, presence of regional metastasis and distance, clinical 
stage and survival time and evaluation expression of checkpoints, via RANK / RANKL 
and IFNy with immunostaining ranging from moderate to intense. High-grade MCTs 
larger than 3 cm had a statistical difference, concluding that tumors of 3 cm or more 
regardless of the tumor's own characteristics may already be associated with the pres- 
ence of lymphatic metastasis. Additionally, the group of dogs included had variable 
epidemiological characteristics, but we can conclude that in the case of high-grade 
MCTs regardless of race, sex, age, and clinical stage, the presence of the PD1-PD- 
L1, RANK / RANK-L and CTLA-4 and IFN-y proteins are active. We conclude that MCT 
appears to be a tumor amenable to immunological manipulation through the use of 
immunotherapy, which is a new tool to assist in the treatment of these tumors. 

 
Keyword: dogs, checkpoints, metastases lymph nodes. 
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 
1.- INTRODUÇÃO 

 
 

A prevalência do câncer em cães e gatos é crescente, isso ocorre por diversos 

fatores, sendo um dos mais importantes a expansão da longevidade proporcionada 

através dos avanços médicos e, tecnológicos dos cuidados em medicina veterinária. 

O câncer é a primeira causa de morbilidade e mortalidade em cães e gatos, atual- 

mente ao menos quatro milhões de cães e quatro milhões de gatos desenvolvemcân- 

cer por ano no mundo (HANSEN; KHANNA, 2004; ADAMS et al., 2010). 

Os cães desenvolvem naturalmente o câncer, isso permite compreender 

melhor a biologia do câncer, os métodos de prevenção e novos tratamentos que po- 

dem ser aplicados na medicina humana e veterinária, de forma que a medicina vete- 

rinária desempenha um importante papel na oncologia comparativa (LEBLANC et al., 

2016). 

A função do sistema imune no câncer por muito tempo não foi considerada por 

que que os tumores conseguem suprimir o sistema imune ativando vias regulatórias 

negativas, também conhecidas como os “checkpoints” que estão associados com o 

equilíbrio imune ou adotam funções para o escape (TOPALIAN et al., 2015). 

Os dois checkpoints mais estudados na medicina humana são o linfócito cito- 

tóxico proteína 4 (CTLA-4) e a proteína de morte celular programada (PD -1) e seu 

ligante 1(PD-L1) (CHEN; MELLMAN, 2017). A inibição desses checkpoints resulta no 

incremento na produção de IFNγ permitindo a eliminação das células tumorais (CHEN et 

al., 2009; PENG et al., 2012). No entanto, a sinalização entre o fator nuclear-kB 

(RANK) e seu ligante (RANKL) é importante na diferenciação e reabsorção dos oste- 

oclastos, mas também na proliferação, migração e metástase das células tumorais, 

podendo ser encontrado no microambiente tumoral e sobreexpressão em diferentes 

células, sendo indicador de prognóstico desfavorável (VAM et al., 2019). 

Na medicina humana há alguns anos a imunoterapia tem revolucionado o tra- 

tamento contra o câncer, aumentando o tempo de sobrevida em pacientes nas fases 
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terminais da doença. Na medicina veterinária, mais recentemente, tem-se observado 

novo campo de pesquisa nesta área para o tratamento dos tumores de maior desafio. 

O mastocitoma cutâneo (MCT) é o tumor cutâneo mais comum nos cães, em 

geral tem possui um comportamento muito variável, mas os MCTs de alto grau pos- 

suem comportamento mais agressivo, portanto o tratamento e prognóstico são um 

desafio para o clínico veterinário. 

A escolha do tipo de tratamento está relacionada com os fatores prognósticos 

presentes, principalmente os relacionados ao tumor, como grau histopatológico, ex- 

pressão de marcadores de proliferação celular e presença de mutação c-kit, porém 

até o momento não existem marcadores que relacionem a expressão dos tumores e 

possam prever a metástase linfática. 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressão da via 

PD-1/PD-L1 no linfonodo metastásico e no tumor MCT de alto grau, assim como tam- 

bém avaliar a expressão da via RANK/RANK-L e das proteínas CTLA-4 e INFγ nesse 

tipo tumoral determinar a responsividade à imunoterapia. 

 
 

2.- REVISÃO DE LITERATURA 

 
 
 

O mastocitoma canino (MCT) é uma proliferação de mastócitos neoplásicos 

derivados de precursores hematopoiéticos na medula óssea (WELLE et al, 2008; 

BLACKWOOD et al., 2012;LONDON; THAMM, 2013. O mastocitoma pode acometer 

as camadas da pele, tecido subcutâneo ou tecido visceral, e corresponde entre 16 a 

21% das neoplasias cutâneas e subcutâneas diagnosticadas em pequenos animais 

(DE NARDI et al., 2002; LONDON; THAMM, 2013), sendo considerado o tumor mali- 

gno cutâneo mais frequente em cães (VILLAMIL 2011). Possui maior incidência em 

cães idosos, de 8 a 9 anos de idade em média, embora haja relatos de casos de 

manifestação em cães mais jovens (MILLER, 1995; LONDON et al., 2009; KIUPEL et 

al., 2011; MAHLER, 2012). 
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As raças com maior incidência são os cães sem raça definida, porém várias 

raças podem apresentar predisposição, como aquelas raças descendentes do Bulldog 

(Boxers, Pugs, Boston Terrier, Buldogue Inglês), Labrador, Golden Retriever, Cocker 

Spaniel, Schnauzer, terriers, Beagle, Teckel, Sharpei. O aumento da incidência em 

certas raças sugere a possibilidade do desenvolvimento desse tipo tumoral estar li- 

gado a fatores genéticos (ARENDT et al., 2015; MOCHIZUKI et al., 2017; ŚMIECH, et 

al., 2017). Um recente estudo de associação do genoma, identificou que polimorfismo 

de nucleotídeo único (SNP) dentro do gene GNAI2 e genes da hialuronidase estão 

associados a um risco elevado de MCTs em Goldens Retrievers (ARENDT et al., 

2015). 

 

A etiologia ainda não está bem compreendida, existe uma teoria que relaciona 

a inflamação crônica observada na histologia devido a aplicação de substâncias irri- 

tantes, ou a presença de carcinógenos tópicos com maior chance de desenvolvimento 

tumoral, porém a epidemiologia da doença em cães não confirma essa relação no 

caso do desenvolvimento do mastocitoma cutâneo (LONDON; THAMM, 2020). 

 

As mudanças genéticas associadas com a doença em cães ainda não estão 

bem compreendidas. Alterações no gene supressor tumoral p53 foi relatada em al- 

guns cães, mas a perturbação na expressão das proteínas p21 e p27 (inibidores da 

cíclica - quinase dependente), também foi identificada em vários cães com MCTs (WU; 

HAYASHI; INOUE., 2004). A expressão do fator de crescimento angiogênico (VEGF) 

e seu receptor VEGFR2 foi demonstrado em vários cães com MCTs sugerindo que a 

ativação do VEGFR2 esteja relacionada com resultados pós-cirúrgicos inferiores 

(THOMPSON et al., 2016; DA SILVA et al., 2017). 

 

O receptor tirosina quinase (KIT) é produto do proto-oncogene c-kit que é 

expressado em diferentes tecidos como, glioblastoma, cérebro, precursores hemato- 

poiéticos, melanócitos, basófilos e mastócitos. O ligante do receptor KIT, fator células- 

tronco (SCF) também conhecido como fator de crescimento de mastócitos, é respon- 

sável pela proliferação, maturação, migração, degranulação, supressão da apoptose 

e na adesão da fibronectina . (GALLI et al., 1993; ROSKOSKI, 2005). 
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Foi descoberto que as mutações na região de codificação da justamembrana 

do proto-oncogene c-kit foram identificadas em vários MCTs caninos, o que pode de- 

sempenhar um papel importante na transformação neoplásica mesmo na ausência da 

ligação com o SCF. O aumento da fosforilação e/ou localização aberrante no cito- 

plasma, pode estar associado com a desregularização do KIT (THOMPSON et al., 

2016). Um número significativo de mastócitos expressa a mutação c-KIT principal- 

mente no éxon 11. Em cães, a ativação do c-KIT está presente em 25 a 30% dos 

MCTs de médio e alto grau, sugerindo que essa ativação pode estar relacionada à 

aumento da recorrência local, presença de metástase e a um prognóstico mais des- 

favorável (LONDON et al., 1999; MA et al., 1999;DOWNING et al., 2002; YUZBASI- 

YAN-GURKAN,2002);ZEMKE; YAMINI; YUZBASIYAN-GURKAN, 2002; WEBSTER et 

al., 2006; REGUERA et al., 2000). 

 

Outra via que está sendo estudada atualmente é a via de sinalização P13K / 

AKT / mTOR (fosfatidilinositol 3 quinase / proteininoquinase B / alvexamicina em ma- 

míferos) que é responsável pela regulação de uma variedade de processos celulares, 

entre eles a sobrevivência, migração, síntese protéica e progresso no ciclo celular, 

sendo considerada a segunda via mais alterada em processos neoplásicos (JIANG; 

LIU, 2009). 

 

A ativação dos receptores tirosina-quinase induz a ativação da via 

PI3K/AKT/mTOR (KNOWLDEN et al., 2008). A via P13K desempenha um papel fun- 

damental no crescimento, sobrevivência e funcionamento de mastócitos não neoplá- 

sicos, recentemente observada como uma via muito importante no desenvolvimento 

de mastocitomas caninos (FERREIRA, et al 2016) . 

 

A manifestação clínica do mastocitoma cutâneo é muito variável e, por vezes, 

a lesão pode ser imperceptível ou pode ser confundida com outras lesões cutâneas 

não neoplásicas (LONDON; THAMM, 2013). Nenhum fator isolado prevê com preci- 

são o comportamento biológico ou a resposta ao tratamento dos MCT caninos (LON- 

DON; THAMM, 2020). 

 

Os mastocitomas cutâneos bem diferenciados tendem a ser solitários, de ta- 

manho pequeno, crescimento lento e podemapresentar um período de evolução 
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longo, geralmente não são ulcerados, mas frequentemente geram alopecia local. Já 

os mastocitomas indiferenciados são caracterizados por crescimento rápido, maior 

extensão, presença de ulceração, e comumente produzem considerável irritação 

acompanhada de edema e inflamação periférica (DOBSON; SCASE, 2007; WELLE et 

al., 2008; LONDON; THAMM 2013). Somente 11 a 14% dos cães apresentam lesões 

múltiplas (VAN PELT; FOWLER; LEIGHTON, 1986; MULLINS et al., 2006; WELLE et 

al., 2008). 

 

A localização do tumor é considerado como um potencial indicador prognóstico 

(MULLINS et al., 2006; THAMM; TUREK; VAIL, 2006). Os tumores na região do pre- 

púcio/inguinal,base da cauda e regiões mucocutâneas (cavidade oral e períneo) são 

associados com comportamento mais agressivo (LONDON; THAMM, 2020). Aproxi- 

madamente 50 a 60% dos mastocitomas cutâneos estão no tronco e na região peria- 

nal, 40% nos membros e 10 a15% na cabeça e pescoço. Na região inguinal, prepucial 

e perianal são de manifestação pouco comum (WELLE et al., 2008), e estão relacio- 

nados com maior índice metastásico e recorrência (MACY et al., 1985; MACY et al., 

1986) porém Cahalane e colaboradores (2004) observaram que mesmo os cães com 

MCT na região do prepúcio e perianal com o tratamento adequado podem ter um 

tempo de sobrevida maior que o esperado. 

 

Existem relatos de mastocitomas cutâneos que ocorreram em outras áreas, 

incluindo a conjuntiva ocular, glândula salivar, nasofaringe, laringe, cavidade oral, ure- 

ter e medula espinhal (STEFFEY et al., 2004; MULLINS et al., 2006). 

 

O MCT é potencialmente metastásico, acometendo primariamente os linfono- 

dos e posteriormente ofígado, baço, intestino, e raramente o pulmão (Welle et al., 

2008; London e Thamm, 2013). Nos casos de disseminação sistêmica, os mastócitos 

malignos podem estar presentes na medula óssea e no sangue periférico (Thamm; 

VAIL, 2007). Qualquer mastocitoma, independente de seu grau pode potencialmente 

desenvolver metástase. A taxa de metástase dos mastocitomas indiferenciados varia 

entre 55% e 96%, sendo que a sobrevida média para esse grupo costuma ser inferior 

a um ano (HUME et al., 2011). 
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O estadiamento clínico foi desenvolvido pela Organização Mundial da Saúde 

(WHO siglas em inglês) e esta dividido em cinco estágios (tabela 1), porém Horta e 

colaboradores (2018), propuseram um estágio adicional na classificação WHO, divi- 

dindo o estágio III em dois subestágios, onde cães com metástase linfática regional 

apresentam um estágio superior, enquanto os cães com múltiplos tumores sem aco- 

metimento dos linfonodos regionais apresentam um estágio inferior (HORTA et al., 

2018). 

 

Tabela 1: Estadiamento Clínico para Mastocitoma Canino, feito pela Organização 
mundial da saude (WHO). 

ESTADIO DESCRIÇÃO 

 

0 
Tumor removido de forma incompleta sem metástase linfática 
a: Sem sinais sistêmicos b: Com sinais sistêmicos 

 

I 
Um nódulo na pele sem metastástase linfática 
a: Sem sinais sistêmicos b: Com sinais sistêmicos 

 

II 
Único nódulo com metástase linfática 
a: Sem sinais sistêmicos b: Com sinais sistêmicos 

 
III 

Múltiplos nódulos ou neoplasia de gran tamanho infiltrativo, com o sem 
metástase linfática 
a: Sem sinais sistêmicos b: Com sinais sistêmicos 

 
IV 

Qualquer tipo de tumor com metástase a distância ou tumor recorrente 
(incluindo sangue o a M. O) 
a: Sem sinais sistêmicos b: Com sinais sistêmicos 

 

 
2.1.- FATORES PROGNÓSTICOS E DIAGNÓSTICO 

 
A avaliação clínica com correto estadiamento é fundamental para determinar o 

prognóstico e a opção terapêutica mais adequada, já que o mastocitoma pode ser 

uma doença de alto potencial metastático. Ainda há controvérsias no prognóstico de 

mastocitomas múltiplos, vários estudos indicam que não há diferença no comporta- 

mento entre um mastocitoma cutâneo solitário e outro com múltiplas lesões (MURPHY 

et al., 2004; MULLINS et al., 2006; THAMM; TUREK; VAIL, 2006), no entanto, outros 

autores sugeriam pior prognóstico para cães com múltiplos tumores (KIUPEL et al., 

2005;PREZIOSI; SARLI; PALTRINIERI, 2007). A detecção da metástase linfática 
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ainda é um ponto controverso, alguns linfonodos metastásicos não possuem alteração 

macroscópica evidente, por esse motivo a punção citológica dos linfonodos locorregi- 

onais é importante, mesmo que os mesmo não estejam aumentados de tamanho 

(GARRETT, 2014). Em um estudo feito por Baginski e colaboradores (2014), avalia- 

ram 55 cães com MCTs já com presença de metástase linfática e demonstraram uma 

sensibilidade de 71% e uma especificidade de apenas 54% para palpação dos linfo- 

nodos como um preditor de metástase, 16 de 35 cães (46%) com linfonodos de tama- 

nho normal ao exame físico apresentavam metástase na avaliação histopatológica 

Enquanto Lejeune e colaboradores (2015), avaliaram 8 de 21 animais (38%) que apre- 

sentavam linfonodos de tamanho normal apresentavam metástase linfonodal. O en- 

volvimento dos linfonodos é associado a um pior prognóstico. 

Diversos estudos relatam um tempo de sobrevida maior em pacientes que re- 

ceberam tratamento local associado ao tratamento sistêmico (radioterapia, quimiote- 

rapia adjuvante e cirurgia). Os tratados com associação de terapias costumam apre- 

sentar melhor prognóstico do que os não tratados (THAMM et al., 1999; OZAKI et al., 

2002; MICHELS et al., 2002; MURPHY et al., 2004) No estudo de Humme e colabo- 

radores (2011), foi realizado uma comparação entre os mastocitomas cutâneos pouco 

diferenciados. Um grupo foi submetido a linfadenectomia, enquanto no outro grupo 

não foi realizado a ressecção dos linfonodos. sendo que a média de sobrevida foi de 

240 dias para o primeiro grupo contra 42 dias para o segundo grupo (Humme et al., 

2011). Bae e colaboradores (2020) descreveram que os pacientes com metástase em 

linfonodo regional possuem maior tempo de sobrevida quando comparados com 

aqueles cães com metástase a distância. 

Em geral, todos os pacientes devem realizar os exames complementares de 

estadiamento. A aspiração dos linfonodos para posterior análise citológica é impor- 

tante sobretudo naqueles cães com fatores prognósticos negativos associados ao 

MCT (GARRETT, 2014). 

As radiografias torácicas são indicadas para avaliação do linfonodo esternal se 

a massa estiver presente no abdômen. Pelo fato do MCT raramente metastatizar para 

o pulmão, as radiografias não são indicadas para avaliar a disseminação pulmonar. 

Recentemente foi demonstrado que o ultrassom tem uma baixa sensibilidade para a 

detecção de metástases no baço (43%) e no fígado (0%), sugerindo a necessidade 
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de realização de punção ecoguiada e posterior estudo citológico e/ou histopatológico 

do órgão alvo de metástase em todos os casos de mastocitoma (BOOK et al., 2011). 

O diagnóstico é feito associando-se os sinais clínicos em associação aos exa- 

mes citológicos e histopatológicos, sendo a graduação histopatológica a ferramenta 

diagnóstica mais importante para o mastocitoma cutâneo canino, válida para comple- 

mentar as informações doestadiamento clínico (PATNAIK et al., 1984; PREZIOSI; 

MORINI; SARLI, 2004; KIUPEL et al., 2011; THOMPSON et al., 2011). 

Vários sistemas de graduação foram propostos, mas o sistema de Patnaik et 

al. (1984) divide o MCT em 3 graus baseado na celularidade, morfologia celular, grau 

de invasão, atividade mitótica e presença de reação estromal. De acordo com isso, 

classifica-se: 

Grau I (baixo grau) os cães apresentam um bom prognóstico a longo prazo e 

geralmente o tratamento local com cirurgia é suficiente para controlar a doença; 

 

Grau II (Grau intermediário): 75% dos cães com tumores intermediários têm 

uma sobrevida longa se forem tratados cirurgicamente (MICHELS et al., 2002; 

MURPHY et al., 2004;MULLINS et al., 2006; SCHULTHEISS et al., 2011). Porém, o 

comportamento dos MCTs de Grau II é mais difícil de prever, sendo a maioria tratada 

com cirurgia ampla, mas 5% a 22% desenvolvem metástases. 

Grau III (alto grau): é considerado o tipo mais severo, mais de 80% metastati- 

zam, e a metástase é a causa mais frequente de morte, portanto é recomendável após 

tratamento local com cirurgia complementar com tratamento sistêmico através de qui- 

mioterapia (WELLE et al., 2008). 

Em 2011, Kiupel e colaboradores propuseram uma nova classificação que di- 

vide os tumores apenas em alto e baixo grau, para reduzir a incerteza do grau inter- 

mediário. Para serem classificados em alto grau de malignidade os tumores devem 

ter ao menos 7 figuras de mitose contadas em 10 campos de grande aumento, pelo 

menos 3 células multinucleadas, 3 núcleos com características pleomórficas e cario- 

megalia (representando 10% de células neoplásicas). Para pacientes que possuem 

tumores com essas características, o tempo de sobrevida é, em média, de quatro me- 

ses ou menos. Os mastocitomas que não possuem as características supracitadas 

são considerados de baixo grau e estima-se que o tempo de sobrevida seja superior 
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a 24 meses. No estudo original, este novo sistema de classificação demonstrou um 

alto valor diagnóstico (96,8%) e também prognóstico (KIUPEL et al., 2011). 

A classificação histológica dos MCTs pode nos fornecer informações sobre o 

potencial metastático desses tumores, mas não permite, por si só, predizer seu com- 

portamento biológico. Assim para uma caracterização mais completa, é necessário 

indicar provas moleculares, como a avaliação de marcadores de proliferação (Ki-67, 

AgNOR, PCNA e KIT), a detecção da mutação do gene c-KIT e o índice mitótico (OLI- 

VEIRA et al., 2020). Todos esses fatores podem agregar mais informação para o grau 

do tumor e tentar ajudar a estimar o comportamento clínico do MCT (KRICK et al., 

2017). 

O índice mitótico (IM) é caracterizado como um método para mensurar a ativi- 

dade proliferativa celular. É fácil de usar e consiste na contagem de 10 figuras mitóti- 

cas por grande campo de magnificação, realizado durante o estudo histopatológico, 

de modo que neoplasmas com maior índice mitótico estão relacionados com pior prog- 

nóstico (DE NARDI et al., 2016). Adicionalmente, o IM maior está associado com um 

aumento do risco de metástase, porém a localização da metástase não é prevísivel. 

Diversos estudos reportam diferentes valores de corte, mas foi proposto considerar o 

valor de 7 de IM para ser parte do novo estadiamento do MCT (PREZIOSI; MORINI; 

SARLI, 2004; ROMANSIK et al., 2007; KIUPEL et al., 2011; THOMPSON et al., 2011). 

A proteína Ki-67 é expressa em todas as fases do ciclo celular exceto na fase 

G0 e na fase precoce do G1. A expressão de Ki-67 indica divisão celular, sendo con- 

siderado um marcador prognóstico importante no MCT (ABADIE; AMARDEILH; DEL- 

VERDIER, 1999; SCASE et al., 2006). 

As proteínas AgNOR são proteínas associadas ao transcrição ribosomal do 

RNA, e seu número aumenta proporcionalmente à proliferação celular. A contagem 

de AgNORs por núcleos e o índice de Ki-67 demonstrou que estão relacionados com 

a recorrência de MCT (local e distante) e o risco de metástase assim como também a 

causa de morte por MCT. O resultado da multiplicação dos dois escores é um preditor 

de comportamento natural do MCT quando comparado com os parâmetros utilizados 

separadamente (Webster et al., 2007). Já no estudo de Ozaki e colaboradores (2007), 
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foi associado a presença de valores altos de Ki-67 com tempo mais curto de sobre- 

vida, porém não foi relacionado com a recorrência do tumor e/ou a presença de me- 

tástase em cães com MCT de margens comprometidas. 

A desregulação do KIT tem um papel importante no prognóstico dos MCTs. 

Três padrões foram identificados mediante a imunohistoquímica: membrana, fo- 

cal/pontilhado e coloração citoplasmática difusa. A presença ativa da mutação do c- 

kit tem sido associada com alto índice de recorrência local, metástase e óbito relacio- 

nado ao tumor, confirmando que a desregularização do KIT é o fenótipo mais agres- 

sivo dos MCTs (DOWNING et al., 2002; WEBSTER et al., 2004; ROBAT et al., 2012) 

. Os cães com mutação no exon 11 do c-kit possuem pior prognóstico (DOWNING et 

al., 2002). A presença da mutação do c-kit e marcação citoplasmática tem sido asso- 

ciadas com aumento do índice de Ki-67 e alta contagem de AgNORs (WEBSTER et 

al., 2007). 

Em diversos estudos não esta esclarecido se a causa de morte por MCT é por 

recorrência do tumor primário, crescimento de novos tumores ou por conta da pre- 

sença de metástases locais ou regionais. A associação entre todos esses fatores 

prognósticos e a presença da metástase no linfonodo regional não está bem estudada. 

No entanto, a metástase linfática regional é a primeira manifestação de metástase dos 

MCT mais agressivos (LONDON et al., 2013). 

 

2.2.- OPÇÕES DE TRATAMENTO 

 
A escolha do tratamento dependerá da presença ou ausência de fatores prog- 

nósticos negativos, estadiamento histológico e estadiamento clínico incluindo a pre- 

sença de metástase em linfonodo regional. Para os tumores localizados em áreas que 

permitem ampla excisão, a cirurgia é o tratamento de escolha (THAMM; VAIL, 2007). 

Com relação às margens cirúrgicas, desde a década de 1960, considera-se 

padrão a realização de três centímetros em todas as direções laterais e ao menos um 

plano fascial profundo (LONDON; SEGUIN, 2003; SCASE et al., 2006; THAMM; VAIL, 

2007). Alguns estudos demonstraram que os MCT grau I e II ou de baixo grau, meno- 

res que cinco centímetros de diâmetro podem ser empregadas margens de dois cen- 

tímetros laterais em todas as direções e um plano fascial profundo, e se necessário é 

importante considerar remover um plano muscular, por conta do risco de recorrência 
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local ou metástase em período inferior a dois anos de pós-operatório (SIMPSON et 

al., 2004; FULCHER et al., 2006). 

Todas as margens cirúrgicas devem ser estudadas histologicamente para con- 

firmar a excisão completa do tumor, sendo importante considerar nos casos em que 

a localização seja de difícil ressecção, uma biópsia incisional para confirmar o grau e 

determinar a terapia que será estabelecida posteriormente à cirurgia (LONDON et al., 

2013). 

Terapia adjuvante sistêmica deve ser considerada em cães com fatores prog- 

nósticos pobres como os MCT indiferenciados, de grau intermediário, com metástase 

regional ou a distância, tumores de alto grau, tumores com alta atividade proliferativa, 

ou naqueles localizados na mucosa ou na região de transição mucocutânea (THAMM; 

TUREK; VAIL, 2006; HILLMAN et al., 2010). Pode ser indicado tratamento neo-adju- 

vante (citorredução tumoral, para após alcançar redução do tamanho tumoral para 

que o mesmo seja removido cirurgicamente com margens livres) ou após a excisão 

de mastocitomas grau III/alto grau. Além de ser indicada também para os MCT recor- 

rentes e de remoção incompleta ou na presença tumoral de MCT grau I, II/baixo grau 

que não podem ser cirurgicamente tratados (WELLE et al., 2008). 

O MCT grau III/ alto grau com metástase linfática, possui prognóstico desfavo- 

rável, de forma que um adequado tratamento (através de cirurgia ou radioterapia) no 

linfonodo podem aumentar o tempo de sobrevida. Hahn e colaboradores (2004) de- 

mostraram que os cães tratados com cirurgia combinada com radioterapia na área do 

linfonodo regional metastásico, tiveram um tempo médio de sobrevida de 840 dias. O 

tratamento profilático com radioterapia no linfonodo pode aumentar o tempo de sobre- 

vida em cães com MCT alto grau, em relação aqueles que receberam tratamento qui- 

mioterápico com vimblastina (VBL) e prednisona (THAMM; TUREK; VAIL, 2006). 

Adicionalmente, Hume e colaboradores (2004) reportaram que 27 dos 43 cães 

com MCT grau III apresentaram recorrência local e/ou metástase regional e somente 

cinco cães desenvolveram metástase a distância, demostrando que os MCT alto grau 

tem baixo risco de desencadear metástase a distância. 

Existem diversos protocolos quimioterápicos para o tratamento do MCT, no en- 

tanto, o protocolo de vimblastina e prednisona e/ou lomustina são os mais comumente 
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empregados. A vimblastina, é um alcalóide vegetal que inibe a polimerização dos mi- 

crotúbulos e, consequentemente, bloqueia a metáfase e consequentemente atua na 

mitose. É associada aos corticóides como a prednisona, por essa contribuir na res- 

posta anti-tumoral diminuindo o edema peritumoral e a inflamação. Em um relato foi 

descrito que a resposta dos MCT aos corticóides estaria relacionada com a expressão 

de receptores específicos, portanto aqueles tumores que não expressam esses re- 

ceptores a resposta seria mínima (MATSUDA et al., 2011). O protocolo com vimblas- 

tina e prednisona para tratar MCT agressivos sem evidência macroscópica de metás- 

tases é de oito ciclos. Se houver doença mensurável, o tratamento será baseado no 

efeito clínico por doze semanas contínuas até a resposta máxima, para depois seguir 

com a administração a cada duas semanas, diminuindo a frequência de administração 

o máximo possível para manter o controle do tumor (MCNIEL et al., 2006; BAILEY et 

al., 2008). 

A lomustina (CCNU) é um agente quimioterápico alquilante que atua inibindo a 

síntese de DNA e RNA, sendo um fármaco inespecífico do ciclo celular. Estudos re- 

centes avaliaram a taxa de resposta dos diferentes protocolos citotóxicos e foi relatada 

uma resposta superior a 64% para a lomustina, no entanto os protocolos com multia- 

gentes podem obter uma taxa superior de resposta do que aquelas terapias de um 

único agente citotóxico (THAMM; MAULDIN;VAIL,1999; CAMPS-PALAU et al., 2007; 

COOPER et al., 2009; RASSNICK et al., 2010). A combinação de prednisona, CCNU 

e vimblastina foi usada em MCT com margens comprometidos com alto risco de dis- 

seminação, e gerou um tempo livre de doença de 865 dias (CAMPS-PAUL et al., 2007; 

DE NARDI et al., 2016). 

Como já foi discutido anteriormente, os MCT expressam o receptor KIT, porém 

uma minoria dos cães (20 a 40%)possuem a mutação genética c-kit que torna a pro- 

teína do KIT construtivamente ativa. Foram aprovados para uso dois medicamentos 

inibidores da tirosina quinase (TKIs), o Toceranib (TOC; Palladia, Zoetis) e Masitinib 

(MAS; Masivet, AB Science) (LONDON, et al., 2003; HANH, et al., 2008) 

Os inibidores de tirosina quinase (TKI) são indicados para o MCT grau II/baixo 

grau, MCTs alto grau resistentes a múltiplas drogas, MCTs inoperáveis, para tumores 

com presença de metástase regional e/ou a distância, recidivas ou por fim, como te- 

rapia de resgate (HANH et al., 2008; BLACKWOOD et al., 2012). 
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Em um estudo os cães com MCTs recorrentes e inoperáveis foram tratados 

com Masitinib, e observado aumento no tempo de sobrevida (12 a 24 meses) e longo 

tempo de controle da doença em comparação ao grupo controle (40% e 15%, respec- 

tivamente) (HANN et al., 2010). O Toceranib, é um fármaco que além de ter atividade 

no receptor KIT, tem atividade no fator de crescimento endotelial vascular e no recep- 

tor do fator de crescimento derivado das plaquetas, possuindo efeito antitumoral e 

antiangiogênico. Os cães com a presença de mutação no gene c-kit têm uma resposta 

biológica de 82%, em comparação com os cães que não apresentam a mutação 

(54%). A administração é feita pela via oral (VO), 3 vezes por semana, começando 

com um a dose de 2,75 mg/kg. Robat e colaboradores (2012) estão avaliando a pos- 

sibilidade de associar TOC com vimblastina (1,6 mg/m2), observando-se uma taxa de 

resposta de 71%. 

Os inibidores JAK2/STAT5, inibidores HSP90, inibidores da histona desacetilase, 

TRAIL e inibidores polo semelhante ao kinase - 1, são os novos tratamentos médicos 

que podem ser considerados para o tratamento do MCTs (KISSEBERTH et al., 2008; 

LIN et al., 2008; KELLER et al., 2018;). Porém, a possibilidade de considerar os trata- 

mentos de imunoterapia através de inibidores de checkpoints pode ser uma nova linha 

de tratamento nos pacientes com MCTde alto grau. 

 

2.-3 VIAS DE INIBIÇÃO DOS CHECKPOINTS PD-1/ PD-L1 E CTLA-4 

 
Na medicina humana na última década com as ferramentas da biologia mole- 

cular e maior compreensão dos mecanismos de controle do sistema imunológico, a 

imunoterapia é uma nova classe terapêutica que oferece uma abordagem mais dire- 

cionada, e, portanto, precisa para o tratamento do câncer proporcionando ganhos sur- 

preendentes na sobrevida para um grupo de pacientes que anteriormente tinham pou- 

cas opções de tratamento. Sendo reconhecida como um dos pilares do tratamento 

juntamente com a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia (BERGMAN, 2019). 

Na medicina veterinária, abordagens semelhantes estão sendo desenvolvidas 

para o tratamento do câncer canino, porém poucos reagentes imunológicos específi- 

cos foram desenvolvidos até o momento (ADDISSIE; KLINGEMANN, 2018). 
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As células neoplásicas são capazes de fazer moléculas imunossupressoras 

trabalharem em sua vantagem, inibindo os linfócitos anti-tumorais e assim escapando 

da destruição pelo sistema imunológico do hospedeiro (MICHOT et al., 2016). No mi- 

croambiente tumoral, moléculas immunossupressoras como o antígeno 4 associado 

ao linfócito T citotóxico, (CTLA-4) e a proteína de morte celular programada 1 (PD-1) 

e seu ligante (PD-L1) são fortemente sobreexpressadas (MELLMAN;COUKOS; DRA- 

NOFF, 2011). 

A CTLA-4 atenua principalmente a ativação de células T na fase de iniciação 

por meio de mecanismos intrínsecos e extrínsecos das células, já a PD-1 atenua prin- 

cipalmente na atividade de células T em tecidos periféricos, por meio de mecanismos 

intrínsecos de células (WALKER; SANSOM, 2011; TOPALIAN; DRAKE; PARDOLL, 

2012). 

Com base nisso, foram desenvolvidas novas opções terapêuticas como o Ipi- 

limumab (anti-CTLA-4), pembrolizumb (anti-PD-1), atezolizumb (anti-PD-L1) que re- 

presentam uma das abordagens de maior sucesso na descoberta de medicamentos 

contra o câncer nos últimos anos, inclusive com uso aprovado recentemente pela FDA 

(PENTO,2017). De fato, os inibidores dos checkpoints induzem regressão tumoral e 

estabilização prolongada da doença em pacientes com estados avançados do mela- 

noma metastásico, câncer do pulmão de células não pequenas (NSCLC), carcinoma 

de células renais e carcinoma urotelial (PARDOLL, 2012). 

A superexpressão dos checkpoints pelos tumores, o recrutamento de células 

imunossupressoras, fatores benéficos para o microambiente tumoral como a diminui- 

ção da apresentação do antígeno imunogênico pelo tumor, adequam o microambiente 

imunológico a um estado imunossupressor por meio de um processo denominado 

“imunoedição”. Esse processo tumorogênico apresenta três fases sendo: 1) elimina- 

ção inicial do tumor seguido por 2) um estado de equilíbrio entre o hospedeiro e o 

tumor e 3) o tumor evita a vigilância imunológica (KAJA, 2017). 

A proteína PD-1 possui dois ligantes PD-L1 e PD-L2 que são membros da fa- 

milia B7. São expressadas pelas células T CD4 e CD8, algumas natural killers (NK), 

células dendríticas (CD), mastócitos, macrófagos e linfócitos B (CEERAZ; NOWAK; 

NOELLE, 2013; MUENST et al., 2015). Em contraste com os ligantes B7, PD-L1 tam- 

bém é expresso em uma ampla gama de células endoteliais e vários tipos de células 
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epiteliais (FREEMAN et al., 2000; KEIR el al., 2008). Sinais inflamatórias incluindo 

os Interferons (IFN) tipo I e tipo II e fator de necrose tumoral (TNF) resultam em indu- 

ção adicional de PD-L1 em células hematopoiéticas, endoteliais e epiteliais. De forma 

que a ampla distribuição da expressão de PD-L1, apoia a importância das interações 

PD1/PD-L1 na regulação das respostas de células T reguladoras (Tregs) em tecidos 

periféricos saudáveis, particularmente em locais de inflamação. Portanto, a expressão 

do PD-L1 nos tecidos ativa a proteína PD-1 na superfície das células T produzindo a 

tolerância imunológica (MAHONEY; RENNERT; FREEMAN, 2015). 

Foi demostrado que o PD-1 regula o desenvolvimento, a manutenção e a fun- 

ção das Tregs, especificamente, a expressão de PD-L1 por as APCs que desempe- 

nham um papel crítico na indução da diferenciação das Treg e na manutenção de sua 

função supressora. Dada a expressão proeminente de PD-L1 por tumores e o papel 

estabelecido das Tregs como inibidores das respostas imune específicas do tumor, a 

via PD-1/PD-L1 mediada pelas Tregs dentro do microambiente tumoral pode demos- 

trar um mecanismo adicional de evasão tumoral (FREEMAN et al., 2000;LATCHMAN, 

et al., 2001; BROWN et al., 2003). 

Várias linhas de pesquisa sugerem que o PD-1 e seus ligantes regulam nega- 

tivamente as respostas imunes, inclusive mostraram que o microambiente tumoral 

manipula a via PD-1/PD-L1 e a indução da expressão de PD-L1 nas células tumorais, 

portanto leva à inibição das respostas imunes anti-cancerígenas, permitindo a pro- 

gressão e metástase do câncer. Em um experimento em murinos com melanoma, 

observaram que a inducção de PD-L1 em tumores inflamados é mediada primaria- 

mente por IFN-γ que é produzido pelas células T infiltradas que expressaram o Ag e 

portanto, expressam PD-1 (SPRANGER et al., 2013; ABIKO et al., 2015). 

É, importante ressaltar que esta supressão é reversível, e o bloqueio da via 

PD1/PD-L1 usando anticorpos anti-PD-1 ou PD-L1, pode restaurar as funções efeto- 

ras das células T, incluindo as capacidades de proliferação celular e secreção de ci- 

tocinas (WONG et al., 2007; CHEN;HAN, 2015). 

Os inibidores PD-1/PDL-1 evitam farmacologicamente a interação PD-1/PD-L1 

facilitando uma resposta positiva anti-tumoral. Embora, esses inibidores possuem cla- 

ros benefícios anti-tumorais, precisam ter uma população de células T capazes de 

reconhecer o tumor por meio das células APCs (CHEN;HAN, 2015). 
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Embora o câncer em cães possui um comportamento muito semelhante 

ao câncer dos humanos, incluindo a localização, progressão e resposta aos tratamen- 

tos, as populações de linfócitos caninos são menos definidas que os humanos e os 

reagentes de coloração e bloqueio que têm como alvo as vias de controle imunológico 

específicas, ainda não estão amplamente disponíveis (CHOI et al., 2020). 

Portanto, novos estudos nessas vias inibidoras de “checkpoints” são essenciais 

para melhorar o desenvolvimento de uma imunoterapia eficaz que pode induzir res- 

posta antitumoral em cães. 

Maekawa e colaboradores (2014 descobriram que o bloqueio da via PD-1/PD- 

L1 pelo anticorpo PD-L1 aumenta a produção de IFN-γ a partir das células tumorais 

infiltradas em cães com tumores. Essas observações demonstram que existem pos- 

sibilidades que as vias PD-1/PD L1 possam ser um alvo terapêutico para o tratamento 

dos tumores em cães. O outro checkpoint importante é o CTLA-4, que é uma proteína 

transmembrana do tipo I, membro da família dos B7/CD28, que tem afinidade com 

CD28 uma molécula co-estimuladora, que também se liga aos ligantes B7 como B7- 

1 (CD80) e B7-2 (CD86). Embora o CD28 seja detectado tanto em células T em re- 

pouso, quanto em células T ativadas, CTLA-4 é encontrado principalmente em células 

T ativas e células Treg, resultando na inibição da ativação e proliferação das células 

T e secreção de IL-12 (ALEGRE, et al., 1996; STOJANOVIC et al., 2014) 

CTLA-4 é expresso sempre pelas células Treg, mas também pode ser expresso 

transitoriamente na superfície por outras células T em 24 a 48 horas, especialmente 

células T CD4+ após a ativação (CHAN et al., 2014). As células T esgotadas são 

frequentemente caracterizadas pela expressão de CTLA-4. 

O CTLA-4 está localizado principalmente em vesículas intracelulares do com- 

plexo de Golgi e é apenas expresso após sinapse imunológica, antes de ser rapida- 

mente endocitado (SEIDEL; OTSUKA; KABASHIMA, 2018). Como CD80 e CD86 são 

expressos nas APCs, mas não em células tumorais não hematológicas, a supressão 

da imunidade anti-tumoral por CTLA-4 foi observada principalmente em órgãos linfói- 

des secundários, nos quais ocorre ativação das células T, e não dentro do microam- 

biente tumoral (TME) (TOPALIAN et al., 2015). CTLA-4 também pode remover CD80 

e CD86 (incluindo seus domínios citoplasmáticos) das superficies das células apre- 
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sentadoras de Ag via trans- endocitose, reduzindo, portanto, a desses receptores es- 

timuladores para outras células T que expressam CD28. É considerado um meca- 

nismo importante pelo qual as Treg medeiam à supressão imunológica em células 

expectadoras (WING; YO, 2008). 

As vias de sinalização específicas pelas quais CTLA-4 inibe a ativação de cé- 

lulas T ainda estão em pesquisa, embora a ativação da via fosfato tirosine com o do- 

mínio da região 2 (SHP2) para reduzir a ativação das células T é fundamental para 

manter a tolerância periférica, demonstrado pela linfoproliferação e o início da auto- 

imunidade em camundongos CTLA-4 -/- (WATERHOUSE et al., 1995; MARENGERE 

et al., 1996; LEE, et al., 1998). 

Com base no papel do CTLA-4 como regulador negativo da ativação das célu- 

las T, tornou-se um alvo atraente para aumentar a atividade efetora dos linfócitos T. 

No contexto da imunidade anti-tumoral, estudos em murinos e pacientes humanos 

com câncer, demonstraram que o bloqueio da CTLA-4 baseado em anticorpos mono- 

logais inibe a supressão imunológica associada a Treg e promove a função efetora 

das células T CD4+ e CD8 + (PEGGS, 2009; WEI et al., 2017). 

Ensaios clínicos com dois inibidores anti- CTLA-4 humanos denominados ipi- 

limumab, anticorpo monoclonal humano com uma vida média de 12 a14 dias, foi o 

primeiro inibidor checkpoint aprovado. E o Tremelimumab anticorpo humano IgG2a 

com uma vida média de 22 dias, demonstraram sucesso em estudos clínicos com 

pacientes com melanoma em estágio avançado, ambos anticorpos foram eficazes em 

induzir redução do tamanho tumoral e a chance do desencadeamento de metástases 

(PARDOL; DRAKE, 2012). 

O ipilimumab está sendo investigado como tratamento para uma variedade de 

tipos de câncer, incluindo, carcinomas de células renais (RCC), carcinoma de células 

não pequenas do pulmão (NSCLC), câncer de próstata, carcinoma urotelial, carci- 

noma de células escamosas (JENKINS; BARBIE; FLAHERTY, 2018). 

Na medicina veterinária, a expressão do PD-L1 e CTLA-4 em células linfoides 

neoplásicas são fator prognóstico em cães com linfoma de alto grau com fenótipo B 

(TAGAWA et al., 2018). Ariyarathna, e colaboradores (2020) estudaram a expressão 

de PD-L1 o CTLA-4 em tumores mamários caninos malignos e observaram que na- 
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queles que subsequentemente desenvolviam metástase, a imunomarcação foi signi- 

ficativamente mais alta quando comparados com aqueles que não desenvolviam a 

presença de metástase detectável clinicamente, além disso, maiores escores de imu- 

nomarcação de PD-L1 ou CTLA-4 foram associados com tempos de sobrevida mais 

curtos em cães com neoplasias mamárias malignas. Apesar do papel imunossupres- 

sor bem conhecido de CTLA-4, a associação entre a expressão da proteína CTLA-4 

pelas células cancerígenas o resultado da doença não está claro, possivelmente de- 

vido ao número ainda limitado de pesquisas (YU et al., 2015;SEIDEL; OTSUKA; KA- 

BASHIMA, 2018. 

 
2.4.- RECEPTORES TOLL LIKE (TLRS) E SUA FUNÇÃO NA IMUNOTERAPIA 

 

O sistema imune está composto por APCs, macrófagos e DCs, que em condi- 

ções normais são células imaturas, mas se ativam após se apresentarem ao Ag. O 

processo de captura do Ag requer a utilidade de vários receptores de reconhecimento 

de padrão transmembrana, os secretores (PRRs). Um dos PRRs mais bem caracteri- 

zados, são os receptores Toll-like (TLRs), um tipo de proteína tipo 1 com ectodomínios 

que contêm repetições ricas em leucina e desempenham papéis importantes no esta- 

belecimento da imunidade inata e adaptativa (ADAMS, 2009). 

Podem reconhecer uma ampla gama de padrões moleculares associados a pa- 

tógenos (PAMPs) incluindo certos Ag tumorais e microorganismos e padrões molecu- 

lares associados a danos (DAMPs) de células mortas e danificadas por causa da in- 

flamação, tendo como função mais relevante o recrutamento de leucócitos para teci- 

dos infectados e indução da resposta imune adaptativa (AKIRA; TAKEDA, 2004; 

GALLI et al., 2010; SATOH; AKIRA, 2016). 

Várias células, incluindo macrófagos, CDs, neutrófilos, NKs, e fibroblastos ex- 

pressam receptores Toll-like (TLRs) que são ativados pelo sistema imunológico (JA- 

NEWAY; MEXZHITOW, 2002; AKIRA; UEMATSU TAKEUCHI, 2006). 

Ao receber sinais por parte das APCs, as células T naïve podem se diferenciar 

em diferentes células T efetoras, incluindo células T CD4+ e CD8+ e juntamente com 

as NK modulam o microambiente tumoral eliminando posteriormente as células can- 

cerosas. Os TLRs são expressos principalmente em APCs, mas também podem ser 
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expressos em células epiteliais e tumorais, portanto alguns os consideram um gatilho 

para a progressão do tumor, enquanto outros como um alvo para o tratamento do 

câncer (HUANG et al., 2008; AMES; MURPHY, 2014; FESNAK et al., 2016). 

A expressão dos TLR está regulada positivamente em muitos tumores huma- 

nos como os de cólon, estômago, próstata, mama, ovários e cérebro, nos quais a 

sinalização pelos TLRs foi implicada no aumento da secreção de citocinas imunomo- 

duladoras (OLBERT et al., 2015. O tumor se mantém em crescimento e evita a detec- 

ção do sistema imune estabelecendo um ambiente pro-tumor imunossupressor. 

Os checkpoints vão regular negativamente a coestimulação necessária para a 

ativação de células T antitumorais no linfonodo e em tecidos tumorais. Além das ações 

imunossupressorass que o tumor induz, as células supressoras derivadas do mieloide 

suprimem a imunidade inata e adaptativa modificando a ativação das células T, de- 

senvolvendo reações inflamatórias no microambiente tumoral e promovendo outras 

células imunossupressoras que estimulam o crescimento do tumor e a resistência 

imunológica (PARKER; BEURY; OSTRAND-ROSENBERG,2015). 

Um grupo de TLRs é expresso na membrana plasmática, que é caracterizada 

pelo reconhecimento de lipídios e proteínas de ligação (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 

TLR6) e grupo de TLRs detecta diferentes ácidos nucléicos virais que estão localiza- 

dos em espaços lisossomais. Como TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 (AKIRA; TAKEDA, 

2004; TAKEDA; AKIRA, 2004; GALLI et al., 2010; ZHOU, 2014; SATOH; AKIRA, 

2016). Curiosamente, o TLR3 não é apenas expresso intracelularmente em DCs, mas 

também na superfície de outras células como as epiteliais e nos fibroblastos (MUZIO 

et al., 2000). A sinalização de TLR induz a ativação de genes de citocinas inflamató- 

rias, como interferon tipo I, TNF-α, IL-6, IL-1β e IL-10 para induzir apoptose; como 

também a expressão de moléculas co-estimulantes em células dendríticas e macró- 

fagos. Cada TLR recruta uma combinação específica de moléculas adaptadoras para 

ativar diferentes fatores de transcrição que darão origem à resposta apropriada e efe- 

tiva contra os patógenos estimulantes (AKIRA; TAKEDA, 2004; GALLI et al., 2010; 

SATOH; AKIRA, 2016). 

A ativação de TLRs na superfície das células epiteliais induz a expressão de 

moléculas de adesão intercelular (ICAM), as quais desempenham um papel funda- 

mental na implantação e adesão de leucócitos (SATOH; AKIRA, 2016). 
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Todos osTLRs com exceção do TLR3 utilizam a resposta primária de diferen- 

ciação da via dependente mieloide 88 (MyD88) e da proteína ativadora do domínio 

TIR (TIRAP); que é responsável pela produção do TNF- α, interleucina 1 (IL-1), IL-6 e 

outras citocinas que são dependentes do fator nuclear kappa B (RANKs) (AKIRA;TA- 

KEDA, 2004).. 

O TLR3 sinaliza por meio de uma via independente de MyD88 envolvendo in- 

terferon-β indutor de adaptador contendo domínio TIR (TRIF)/ molécula adaptadora 

relacionada a TRIF (TRAM) (AKIRA; TAKEDA, 2004; BROAD; KIRBY; JONES, 2007). 

O TRL 4 é o único receptor que utiliza quatro moléculas adaptadoras (MyD88, TRIF, 

TRAM), e pode desempenhar sua sinalização (AKIRA. TAKEDA, 2004;TAKEDA; 

AKIRA, 2004). Induz produção de IFN e consequentemente induz o TRAIL, que é um 

potente indutor da morte de células tumorais (LUO et al., 2004). 

A transmissão de sinais a partir de TLRs ocorre através de diferentes proteínas 

adaptadoras, que desencadeiam uma cascata de sinalização relacionando o fator de 

transcrição nuclear Kβ (RANK), da produção de moléculas inflamatórias e de sobre- 

vivência celular, como TNF-α, IL-1-IL-6 proteínas quinases ativadas por mitógeno 

(MAPKs), p38, proteína quinases c-jun - terminal N (JNKs) sinalização extracelular da 

proteína quinase reguladora (ERKs) e fatores reguladores de interferon (IRF3, IRF5 e 

IRF7) (AKIRA; TAKEDA, 2004; TAKEDA; AKIRA, 2004; SATOH; AKIRA, 2016). 

Vários agonistas de TLRs foram investigados como adjuvantes em vacinas 

contra o câncer em ensaios clínicos, inclusive para o tratamento do câncer de pulmão, 

próstata, ovário, mama, melanoma e linfoma com resultados promissores quanto a 

segurança e eficácia. O mecanismo proposto dos agonistas de TLR é de que os sinais 

da interação TLR-ligante podem induzir a secreção de algumas citocinas, incluindo IL- 

1, IL-6 e IL-12 pelas DCs. Essas citocinas são críticas para a diferenciação das células 

T, que são as peças-chaves na batalha contra as células cancerosas. A ativação indi- 

reta de células NK também é relatada em resposta à utilização de agonistas de TLRs 

para estimulação APCs (MEDZHITOV, 2001; LINK et al., 2006; MANEGOLD et al., 

2008; GOLDINGER et al., 2012). 

Um comportamento de interesse para a resposta antitumoral é o macrófago 

"classicamente ativado", usando TLR4a e IFN-γ, produzem citocinas e quimiocinas 
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pró inflamatórias essenciais para combater microambientes tumorais supressores, in- 

cluindo IL-12, IL-13, TNF, quimiocinas CC e síntese de óxido nítrico (GRETEN; 

GRIVENNIKOV,2019). 

IFN-γ é um tipo de citocina produzida principalmente pelos linfócitos T citotóxi- 

cos CD8+ (CTLs), NKs e macrófagos e é importante para a imunidade inata e adap- 

tativa. Genericamente é considerada uma citocina inflamatória que promove imuni- 

dade celular contra infeções virais, bacterianas e contra o desenvolvimento do tumor, 

através do estímulo a várias vias anti-proliferativas e anti-tumorais regula a diferenci- 

ação e função efetora de vários tipos de células do sistema imunológico e inibe o 

crescimento e sobrevida das células cancerígenas (LI et al., 2007; MARTINI et al., 

2010; ALSHAKER; MATALKA, 2011; TATE et al., 2012). 

O mecanismo de detecção imune inata de tumores imunogênicos que levam 

às respostas de células T adaptativas permanece indefinido, embora os IFNs estejam 

implicados neste processo (DIGHE et al., 1994; STREET; CRETNEY; SMYTH 2001). 

Woo et al. (2014) identificaram que a ativação espontânea de células T CD8+ contra 

tumores foi defeituosa em camundongos sem o fator estimulante do complexo de ge- 

nes de intérferon (STING), mas não em outras vias de sinalização inatas, sugerindo o 

envolvimento de uma via de detecção de DNA citosólico. In vitro, a produção de IFNs 

e a ativação de células dendríticas foram desencadeadas por DNA derivado de células 

tumorais, através de STING e IRF-3 . No entanto, no microambiente tumoral in vivo, 

o DNA de células tumorais foi detectado no interior de células apresentadoras de an- 

tígeno do hospedeiro, o que se correlacionou com a ativação da via de STING e a 

produção de IFNs (WOO et al., 2014). O trabalho de Woo et al. (2014) demonstrou 

que o mecanismo principal para a detecção imune inata do câncer ocorre através da 

via hospedeira STING, descoberta associada a implicações importantes para a imu- 

noterapia do câncer. 

 
2.5.- COMPLEXO DE FOSFATO INORGÂNICO1 (MRB-CFI-1) - ONCOTHERAD 

 
Tendo todos esses estudos e conhecimentos como base e sabendo que os 

agonistas das TLRs podem desenvolver uma boa resposta como tratamento para o 

câncer, a equipe de pesquisa do Laboratório NanoBIOSS (Instituto de Química - UNI- 
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CAMP) liderada pelos professores Nelson Duran e Wagner José Fávaro, desenvolve- 

ram um composto sintético com propriedades antitumorais e imunológicas, denomi- 

nado Modificador de Resposta Biológica - Complexo de Fosfato Inorgânico 1 (MRB- 

CFI-1). É um composto nanométrico de fosfato e sais metálicos associados a uma 

proteína glicosílaca de tamanho entre 420 - 530 nm que é patenteada na fase inicial 

nacional do PCT (número: BR 10201700127680) pela agência de inovação INOVA - 

UNICAMP (FÁVARO; DURÁN, 2017). Possui marca registrada e logotipo (On- 

cotherad). Este composto atua como um modificador da resposta biológica, desenvol- 

vendo a estimulação do sistema imune através da Fosforilação de aminoácidos hidro- 

xilados como serina, treonina e tirosina pelos compostos que apresentam sais de fos- 

fato. Além disso, o MRB-CFI-1 promove a ativação local do sistema imunológico no 

microambiente tumoral (FÁVARO; DURÁN, 2017). Tem sido demonstrado que a ad- 

ministração intra-tumoral de certos compostos de fosfato ativam o sistema imune no 

microambiente tumoral, causando uma importante regressão tumoral (SHIROTA et 

al., 2012; CORRALES et al., 2015). Fávaro e colaboradores (2019), avaliaram a res- 

posta do Oncotherad intravesical em camundongos com carcinoma urotelial e obser- 

varam que nos pacientes tratados com imunoterapia as lesões neoplásicas diminuí- 

ram em 80% dos animais. Os níveis de TLR4 aumentaram com o uso do Oncotherad, 

portanto os TLR4 provocam uma resposta local inflamatória com infiltração dos ma- 

crófagos, granulócitos e linfócitos, produzindo citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-2, 

IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12), IFN e TNF-α, consequentemente a resposta induz a produção 

dos T helper tipo 1 (Th1) ocasionando a ablação do tumor (GANDHI; MORALES; 

LAMM, 2013). Outro estudo realizado com o BRF-IFC-1 foi testado em ratos Fischer 

344 com a administração intra-peritoneal do nanofármaco a cada 72 horas, foi obser- 

vado que após a terceira aplicação, os animais tratados como o MRB-CFI-1 apresen- 

taram sinais intensos de inflamação peritoneal, os quais foram caracterizados por ru- 

bor, aumento da vascularização e presença de pontos hemorrágicos, além de peque- 

nos aglomerados de cristais de fosfatos na cavidade abdominal. Assim, tais resultados 

revelaram que o composto MRB-CFI-1 foi capaz de induzir a resposta inflamatória 

local, o que justifica sua avaliação como imunomodulador nos experimentos em ani- 

mais com câncer de bexiga invasivo de musculatura (CBNMI) induzidos quimicamente 

(FÁVARO; DURÁN, 2017). Em relação à atividade imunomodulatória do MRB-CFI-1, foram 
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analisados os níveis proteicos para TLR4, TRIF, IRF3, IFN-γ e iNOS nas bexigas urinárias 

dos animais induzidos quimicamente ao CBNMI. Os níveis proteícos para TLR4, TRIF, IRF3, 

IFN-γ e iNOS foram significativamente maiores na bexiga urinária dos animais tratados com 

MRB-CFI-1 via intravesical (FÁVARO; DURÁN, 2017).Além disso, acrescenta-se que o 

grupo de investigação da UNICAMP trabalhou com dois casos de mastocitoma cutâ- 

neo canino de alto grau com estágio clínico V, sem resposta à quimioterapia (vimblas- 

tina e lomustina), que foram tratados com o MRB-CFI-1 em associação com a qui- 

mioterapia, e obtiveram uma resposta favorável reduzindo o tamanho das lesões em 

80%, deixando um campo aberto para continuar investigando tanto a estrutura quí- 

mica, mecanismos anti-tumorais e imunomodulatórios nas células tumorais dos mas- 

tocitomas cutâneos, podendo considerar novas associações terapêuticas do MRB- 

CFI-1 e fortalecer uma possível nova linha terapêutica para esses tumores. 
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CAPITULO 2 - AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS CHECKPOINTS EM MASTO- 
CITOMAS CUTÂNEOS DE ALTO GRAU EM CÃES: NOVAS PERS- 
PECTIVAS DE USO DA IMUNOTERAPIA. 

 
 

 
RESUMO.- O mastocitoma (MCT) é a neoplasia cutânea mais comum nos cães, os 

os MCTs de alto grau possuam comportamento mais agressivo. A escolha do trata- 

mento é definida pelos fatores prognósticos presentes relacionados ao grau histopa- 

tológico, expressão de marcadores de proliferação celular e presença de mutação no 

gene c-kit, porém até o momento não existem marcadores que relacionem a expres- 

são dos tumores com a deteção da metástase linfática. O presente estudo teve como 

objetivo avaliar a expressão da via PD-1/PD-L1 no linfonodo metastásico e no tumor 

MCT de alto grau, assim como também avaliar a expressão da via RANK/RANK-L e 

das proteínas CTLA-4 e INFγ no MCT alto grau. Foram 9 MCT alto grau com diversas 

características relacionadas ao paciente ( idade, sexo, raça) assim como ao tumor 

(localização, numero de nódulos, metástase regional e a distância, estágio clínico e 

tempo de sobrevida) obtendo como resultado a expressão da via PD1/PD-L1 e CTLA- 

4, via RANK/RANKL e do IFNy com imunomarcação moderada a intensa, concluindo 

que os MCTs de alto grau indistintamente das variáveis própias dos animais e do 

tumor expresam fortemente os checkpoints, via RANK/RANK-L e INFγ resaltando que os 

tumores maior aos 3 cm podem expresar fortemente ditos marcadores indepen- 

dientemente das características macroscópicas que possam apresentar, adicional- 

mente o MCT alto grau pode responder a novas terapias como a imunoterapia. 

Palavras chaves: checkpoints, cães, mastocitoma metástases linfática, imunoterapia 
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CHAPTER 2.- IDENTIFICATION OF EXPRESSION OF THE CHECKPOINTS IN 
CANINE MAST CELL TUMOR HIGH GRADE: NEW IMUNOTHERAPIES PER- 
SPECTIVE. 

 
 

ABSTRACT-, Cutaneous mast cell tumor (MCT) is the tumor most common in dogs, 

being the high-grade MCTs with the most aggressive behavior. The choice of treatment 

is related to the prognostic factors present related to histopathological degree, expres- 

sion of markers of cell proliferation, c-kit mutation and clinical characteristics but so far 

there are no markers that relate the expression of the tumors with the early detections 

of lymphatic metastasis. Thus, the present study aimed to evaluate the expression of 

the PD-1 / PD-L1 pathway in the metastatic lymph node and in the high-grade MCT 

tumor, as well as also to evaluate the expression of the RANK / RANK-L pathway and 

CTLA-4 proteins and INFγ in the tumor. Were included 9 high-grade MCT with several 

characteristics related to the patient (age, sex, race) as well as the tumor (location, 

number of nodules, regional metastasis and distance, clinical stage and survival time) 

resulting in the expression of checkpoints , via RANK / RANKL and IFNy with moderate 

to intense immunostaining. Concluding that high-grade MCTs without distinction from 

epidemiological variables and tumor´s characteristics the checkpoints and 

RANK/RANK-L pathway and IFNy are expressed, in addition; the size tumor it is a 

negative fator prognosis regardless macroscopies characteristics that may be present, 

in addition MCT high grade could be respons new options of treatments, like immuno- 

therapy. 

Key word: checkpoints, dogs, mast cell tumor, metastases lymph nodes, 
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INTRODUÇÃO 

 

 
O mastocitoma canino (MCT) corresponde a 16 a 21% das neoplasias cutâneas 

diagnosticadas (Blackwood et al., 2012; London e Thamm, 2013), sendo considerado 

o tumor maligno cutâneo mais frequente em cães (Furlani et al., 2008). 

 

É potencialmente metastásico acometendo primariamente os linfonodos e pos- 

teriormente fígado, baço, intestino e, raramente, o pulmão (Welle et al. 2008 e London 

e Thamm, 2013). Nos casos de disseminação sistêmica, os mastócitos malignos po- 

dem estar infiltrados na medula óssea e no sangue periférico (Thamm, et al., 2007). 

 

Qualquer mastocitoma, independente de seu grau, pode desenvolver metás- 

tase. A taxa de metástase dos mastocitomas indiferenciados varia entre 55% e 96%, 

e a maioria dos animais afetados apresenta sobrevida média inferior à um ano (Humm 

et al., 2011). Portanto, a avaliação clínica e o estadiamento são fundamentais para 

determinar o prognóstico e o tratamento. (Mullins et al., 2006, Murphys et al., 2004, 

Thamm, Turek & Vail). 2006). 

 

Já que o envolvimento dos linfonodos é associado à um pior prognóstico, Horta 

e colaboradores (2018) propuseram um estágio adicional na classificação de WHO, 

dividindo o estadio III em dois subtipos, propondo aos cães com metástase linfática 

regional um estágio superior, enquanto aos cães com múltiplos tumores porém sem 

acometimento dos linfonodos regionais, um estágio inferior. 

 

A classificação histológica dos MCTs pode nos fornecer informações sobre o 

potencial metastático dos MCTs, mas não permite, por si só, predizer o comporta- 

mento biológico dos tumores. Assim, para uma caracterização mais completa, é ne- 

cessário solicitar provas moleculares, como a avaliação de marcadores de prolifera- 

ção (Ki-67, AgNORa, PCNA e KIT), a detecção da mutação do gene c-KIT (Oliveira et 

al., 2020). Todos esses fatores podem agregar mais informações para o grau do tumor 

na tentativa de conseguir prever o comportamento clínico do MCT (krick et al., 2017). 
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A disseminação linfática regional é a primeira manifestação de metástase dos 

MCT mais agressivos (London et al 2013). Por esse motivo, é interessante pesquisar 

novos marcadores que possam dar maior informação a respeito do risco de desenca- 

dear metástase linfática regional, consequentemente como uma ferramenta útil para 

auxiliar o clínico na escolha do tratamento. 

 

Na medicina, há alguns anos a imunoterapia tem revolucionado o tratamento 

contra o câncer, aumentando o tempo de sobrevida em pacientes nas fases terminais. 

Portanto, na medicina veterinária se abre um novo campo de pesquisa para o trata- 

mento dos tumores de maior desafio. 

As células neoplásicas são capazes de fazer moléculas imunossupressoras 

trabalharem em sua vantagem, inibindo os linfócitos anti-tumorais e assim escapando 

da destruição pelo sistema imunológico do hospedeiro (Michot, et al., 2016). No mi- 

croambiente tumoral, moléculas immunossupressoras como o antígeno 4 associado 

ao linfócito T citotóxico, (CTLA-4) e a proteína de morte celular programada 1 (PD-1) 

e seu ligante (PD-L1) são fortemente expressadas (Mellman, Coukos & Dranoff 

(2011), sendo os dois checkpoints mais estudados na medicina (Chen & Mellman, 

2017). 

A inibição desses checkpoints resulta no incremento na produção de IFNγ per- 

mitindo a eliminação das células tumorais (Chen et al., 2009; Pen et al., 2012). Porém, 

a sinalização entre o fator nuclear-kB (RANK) e seu ligante (RANKL) é importante na 

diferenciação e reabsorção dos osteoclastos, mas também na proliferação, migração 

e metástase das células tumorais, pode ser encontrado no microambiente tumoral e 

a super expressão em diferentes células é indicador de prognóstico desfavorável 

(Dam et al., 2019). 

Maekawa et al. (2015) descobriram que o bloqueio da via PD-1/PD-L1 pelo an- 

ticorpo PD-L1 aumenta a produção de IFN-𝛾 a partir das células tumorais infiltradas 

em cães . Essas observações sugerem que existem possibilidades da via PD-1/PD L1 

possa ser um alvo terapêutico para o tratamento dos tumores em cães. 
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Na medicina veterinária a expressão do PD-L1 e CTLA-4 em células linfoides 

neoplásicas são fator prognóstico negativo em cães com linfoma de alto grau de imu- 

nofenótipo B. Harsha e colaboradores (2020) estudaram a expressão de PD-L1 o 

CTLA-4 em tumores mamários caninos malignos e observaram que aqueles que sub- 

sequentemente desenvolviam metástase, a imunomarcação foi significativamente 

mais alta do que aqueles que não desenvolviam a presença de metástase clínica. 

Além disso, maiores escores de imunomarcação de PD-L1 ou CTLA-4 foram associ- 

ados com tempos de sobrevida mais curtos em cães com neoplasias mamárias ma- 

lignas. 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressão da via 

PD-1/PD-L1 no linfonodo metastásico e no tumor MCT de alto grau, assim como tam- 

bém avaliar a expressão da via RANK/RANK-L e das proteínas CTLA-4 e INFγ no 

MCT alto grau para futuras opções de tratamentos com imunoterapia. 

 
 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 
Amostras 

 
O presente estudo foi conduzido pelo Serviço de Oncologia do Hospital Veteri- 

nário “Governador Laudo Natel” - UNESP - Câmpus de Jaboticabal, no período de 

março 2019 a março de 2020. Foram incluídos neste estudo 10 cães com MCT diag- 

nosticados por meio de exame citológico e histopatólogico. Os tutores responsáveis 

pelos animais foram completamente esclarecidos do conteúdo da pesquisa e concor- 

daram em participar por meio da assinatura de um Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (ANEXO 1). 

Dos animais participantes, foram coletados dados de resenha e anamnese in- 

cluindo raça, idade, sexo, tempo de evolução (tempo transcorrido entre a deteção da 

neoformação pelo tutor até o momento do diagnóstico), ocorrência de recidivas; além 

de características pertinentes ao tumor como graduação histológica, localização, pre- 
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sença de ulceração, se tratava-se de um nódulo único ou múltiplos, tamanho, veloci- 

dade de crescimento e presença de metástase no linfonodo regional e/ou órgãos à 

distância. 

Como critério de inclusão foram considerado todos os animais com MCT alto 

grau em base a classificação do Kiupel et. al 2011 sem exclusão de idade, raça, sexo 

e estagio clínico. 

O estadiamento clínico dos pacientes foi realizado segundo o World Health Or- 

ganization Clinical Staging System for Mast Cell Tumors (ANEXO 2), que leva em 

consideração o número e tamanho do tumor, presença de metástase em linfonodos e 

à distância além da presença de sinais sistêmicos. 

Todos os pacientes foram submetidos a avaliações laboratoriais (hemograma, 

bioquímica sérica hepática e renal), exames de imagen (ultrassonografia abdominal e 

radiografia torácica). 

Para a identificação do linfonodo sentinela foi considerada a localização ana- 

tômica do tumor primário ou do tumor recorrente, baseada no mapa de Suami et al., 

2013. No mesmo dia do procedimento cirúrgico foi aplicado azul patente 0.1 mg/kg 

intradérmico ao redor do linfonodo e no caso dos pacientes com MCT em cabeça ou 

pescoço foi indicado retirar 2 linfonodos (mandibular e o retrofarígeo) usando o sis- 

tema de imagem no infravermelho próximo (NIR) (Alvarez, 2020). O tumor e os linfo- 

nodos foram armazenados em solução do formol a 10% para avaliação histopatólo- 

gica. 

Para a avaliação do tempo de sobrevida dos pacientes, foi realizado segui- 

mento cliníco a cada 3 meses, depois dos 6 meses foram feita as ligações telefónicas 

até após de um ano de tratamento. Tudos esses dados foram recopilados e distrubui- 

dos em tabelas no programa de Excel. 

 
Imunomarcação dos antígenos: PD1/PDL1, RANK , RANK-L , CTLA-4 e IFN-y 

 

 
Para as análises de imunohistoquímica, foram utilizadas amostras do tumor 

primário ou tumor recorrente e linfonodo dos cães com mastocitoma participantes 

deste estudo. As amostras foram previamente fixadas, processadas e emblocadas 

em parafina pelo Serviço de Patologia Veterinária da UNESP- Câmpus de Jaboticabal. 
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A seguir foram obtidos cortes com 5 µm de espessura no micrótomo rotativo 

Slee CUT5062 RM 2165 (Slee Mainz, Mainz, Alemanha), coletados em lâminas sila- 

nizadas. A recuperação antigênica foi realizada por incubação dos cortes em tampão 

citrato (pH 6.0) a 100ºC em microondas. O kit Easy Path foi utilizado para detecção 

dos antígenos de acordo com as instruções do fabricante. O bloqueio da peroxidase 

endógena foi através do Bloqueador de Peroxidase (EP12-20523) com posterior incu- 

bação em solução bloqueadora Soro de Cabra (EP-12-20532) 5% por 10 minutos em 

temperatura ambiente. 

 
Posteriormente, os antígenos PD1/PDL1, RANK , RANK-L , CTLA-4 e IFN-γ 

foram localizados através dos anticorpos primários específicos (Tabela 2), diluídos em 

Soro de Cabra (EP-12-20532) 1% e armazenados overnight a 4 ºC. Após lavagem 

com tampão TBS-T, os cortes foram incubados com polímero-HRP Easy Link One 

(EP-12-20503) por 25 minutos e, posteriormente, revelados com diaminobenzidina 

(DAB), contra corados com Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscópio 

DM2500 (Leica, Munique, Alemanha). 

 
Para avaliar a intensidade das imunorreações dos antígenos em células de 

mastocitomas e linfonodos caninos foram examinados dez campos com aumento de 

400x por animal e para cada anticorpo. Os resultados das imunomarcações foram 

analisados por porcentagem de imunorreatividade, através da quantificação da inten- 

sidade da marcação obtida nas diferentes situações pelo programa de análise de ima- 

gens ImageJ. 

 
Além da porcentagem de imunorreatividade de cada grupo experimental, clas- 

sificamos as imunomarcações por Escores (0 - 4) usando-se os seguintes critérios de 

intensidade: Escore 0 (ausência de imunorreatividade); 1 (muito fraca) 1-25% ; 2 

(fraca) 25-50%; 3 (moderada) 50-75%; e 4 (intensa imunorreatividade) >75% de célu- 

las positivas ou imunorreativas para o anticorpo analisado (O´Malley et al., 2019; Salvi 

et al., 2012; Sou et al., 2016). 
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Análise estatística 

 
 

As associações entre os resultados imunohistoquímicos (porcentagem de mar- 

cação em núcleo e citoplasma) e os parâmetros clínicos nos grupos, foram realizadas 

pelo Teste do Qui- Quadrado. Os resultados foram considerados estatisticamente sig- 

nificativos com P < 0,05, e o software de análise utilizado foi o Graphpad Prism versão 

9.0. 

 
Tabela 2. Características dos Anticorpos Primários para Imunomarcação utilizados 
em MCT canino. 

 

Anticorpos Primários 
Espécie

 
Código Fonte 

 hospedeira  

PD1/PD-L1 Rato, monoclonal sc-18027 DAKO, EUA 

   
Santa Cruz 

CTLA-4 Rato, monoclonal sc-376016 Biotechnology, 

   EUA 

   
Santa Cruz 

RANK Rato, monoclonal sc374360 Biotechnology, 

   EUA 

   
Santa Cruz 

RANK-L Rato, monoclonal sc-52950 Biotechnology, 

   EUA 

 

IFN-γ 

 

Coelho, policlonal 

 

sc-12755 

Santa Cruz 

Biotechnology, 
   EUA 
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RESULTADOS 

 
Dos 9 animais que foram incluídos neste estudo, os dados epidemiológicos, 

características clínicas dos pacientes e dos tumores estão compilados na tabela 2 e 

nos gráficos (Gráfico 1, 2 e 3 ). 

A idade média dos 9 animais incluídos nesse estudo foi de 8 anos, sendo que 

um cão da raça Pug tinha apenas 6 meses de idade. O grupo das raças puras, foi a 

mais representada correspodendo a 66,7% dos casos, dentre essas raças destacam- 

se o Golden Retriever, Labrador Retriever, Pug, Sharpei, Pinscher e Dachshund ter- 

rier. Em relação ao sexo, 55,6% dos pacientes eram fêmeas (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Distribuição dos casos acompanhados durante o estudo, organizada se- 
gundo características epidemiológicas como idade, raça e sexo. Serviço de Oncologia 
Veterinária (SOV), Jaboticabal, 2020. 

 

Nº de caso Idade(anos) Raça Sexo 

Caso 1 9 Golden Retriever Fêmea 

Caso 2 0.6 Pug Fêmea 

Caso 3 6.6 Shar-pei Macho 

Caso 4 8 Dachshund Fêmea 

Caso 5 12 SRD Fêmea 

Caso 6 7 Boxer Macho 

Caso 7 13 SRD Macho 

Caso 8 7 Labrador Macho 

Caso 9 10 SRD Fêmea 

 

 
Os tumores foram divididos em 2 grupos baseados em tamanho e característi- 

cas macroscópicas. Observou-se que 66,7% dos tumores apresentavam tamanho su- 

perior à 3 cm. Em relação a presença de ulceração, em 66,7% dos casos tal caracte- 

rística estava ausente, 88.9% dos pacientes apresentavam tumores únicos. Um único 

animal apresentou múltiplos nódulos (Gráfico 1 ). 
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Caraterísticas dos tumores MCT alto grau 

 
 

 
66.67% 

88.90% 

 
 
 
 
 

 
66.67% 

Tamanho tumor > 3 

Não Ulcerado 

Nº de nódulos Único 

 
 

 

Gráfico 1: Características dos tumores incluindo tamanho, número de nódulos e ul- 
cerações (Kiupel, et al 2011).Serviço de Onccologia Veterinária (SOV), Jaboticabal, 
2020. 

 

 
 

 
Em relação à localização, 2 animais (22,2%) possuíam os tumores nos mem- 

bros pélvicos e 1 animal apresentou a formação no membro torácico (11,1%), dois 

(22,2%) apresentavam na região de cabeça e pescoço, um na região inguinal (11,1%), 

e dois (22,2%) animais apresentaram na região torácica e um animial apresentou múl- 

tiplos nódulos em diferentes localizações (11,1%). (Gráfico 2). 



48 
 

Localização anatômica dos tumores 

MCT alto grau 

11.10% 

22.20% 

22.20% 

22.20% 

11.10% 

11.10% 

Membro pélvico 

Cabeça - pescoço 

Membro torácico 

Região inguinal 

Tórax 

Multiplo 

 
 

 

Gráfico 2: Distribuição da localização dos MCT alto grau. Serviço de Oncologia Ve- 
terinária, Jaboticabal, 2020. 

 

 
 

 
Um dado interessante foi em respeito da ocorrência de metástase em linfonodos regi- 

onais correspondendo a 88,9 % dos pacientes, não se observou metástase a distância 

em nemhum paciente. Em relação ao estágio clínico, 55,6% dos cães foram classifi- 

cados no estágio IIa, sendo também mais da metade dos MCT recorrentes (66,6%). 

(Gráfico 3,4,5). 



49 
 

Distribuição metástase linfática dos MCT 

alto grau 

 

11.10% 

 
 
 
 
 

88.90% 

metátase regional N0 

metátase regional N1 

Estagio clínico dos MCT alto grau 

baseado na clasificação pelo WHO 

11.10% 11.10% 

 
11.10% 

33.30% 55.60% 

Ia 

Iia 

IIIa 

Iva 

Ivb 

 
 

 

Gráfico 3: Distribuição gráfica relacionada a metástase aos linfonodos regionais. Ser- 
viço de oncologia veterinária (SOV), Jaboticabal, 2020 

 

 
 

Gráfico 4: Distrubuição gráfica dos estágios clínicos de tudos os animais com MCT 
alto grau. Serviço de oncologia veterinária (SOV), Jaboticabal, 2020 
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MCT alto grau reicidivantes 

 
 

 
33.30% 

Sim 

Não 

66.60% 

 
 

 

Grafico 5: Distrubuição gráfica dos MCT alto grau reicividantes. Serviço de oncologia 
veterinária (SOV), Jaboticabal, 2020 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
IMUNOMARCAÇÃO DAS PROTEÍNAS DA VIA PD-1/PD-L1 

 
 

No caso do linfonodo regional metastásico, o padrão de imunomarcação da via 

PD1/PDL-1 foi de escore moderado à intenso. Tendo a porcentagem mais alta de 

86.88% correspondendo ao escore 4 (intenso). Com relação ao tamanho do tumor e 

intensidade da imunomarcação se observou diferença significativa (P=0,0112). Pode- 

se notar que os tumores maiores que 3 cm de diâmetro tiveram uma imunomarcação 

celular mais intensa (79.95%) em 6 cães com MCT alto grau, quando comparado aos 

tumores com tamanho inferior a 3 cm, no quais a imunomarcação celular foi mode- 

rada (66.34%) (Figura 1, Tabela 4,5). 

 
A imunomarcação da via PD1/PD-L1 no MCT de alto grau, foi predominante- 

mente moderada a intensa e somente um caso teve imunomarcação fraca correspon- 

dendo ao score 2 (46.57%) A porcentagem mais alta que foi expresso foi de 80.5% 
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correspondendo também ao escore 4 (intenso). Com relação a características clínicas 

como raça, idade, sexo, estágio clinico e presença de metástase (regional e a distân- 

cia), localização, características próprias do tumor e recorrência não houve diferença 

significativa (P >0,05). (Gráfico 6, Tabela 2,4). 

 

 

Gráfico 6. 
Fotomicrografia mostrando a intensidade da imunomarcação de PD1/PD-L1 em MCT 
alto grau canino. A: MCT com marcação intensa nuclear e citoplasmática. B: Linfonodo 
metastático com marcação intensa, nuclear e citoplasmática. C: MCT alto grau com 
marcação moderada, nuclear e citoplasmática. C: Linfonodo metastático com 
marcação moderada, nuclear e citoplasmática. Imuno-histoquímica, DAB, contra- 
coloração Hematoxilina. Barra = 50 um. Campinas, 2020 
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Imunomarcação PD1/PDL1 

Amostra MCT alto grau  
Linfonodo 

metastásicos 
 

Nº caso 

CASO 1 3 (59.06 %) 3 (69,70%) 

CASO 2 3 (68.29%) 3 (70.90%) 

CASO 3 4 (80,50 %) 4 (78,53 %) 

CASO 4 3 (70.58 %) 3 (75.04 %) 

 
CASO 5 4 ( 80.50 %) 4 (77.29 %) 

 
CASO 6 3 (73.77 %) 4 (83,53 %) 

 
CASO 7 3 (74.83 %) 3 (63.12 %) 

 
CASO 8 3 (69.02 %) 4 (86.88 %) 

Tabela 4: Padrão de imunomarcação frente aos anticorpos primários PD1/PD- 
L1 em linfonodos metastásicos e MCT de alto grau em cães atendidos pelo 
Servico de Oncologia (SOV), Jaboticabal, 2020. 

 
 
 
 

Tabela 5: Associação entre a intensidade da marcação da via PD1/PD-L1 no MCT 
de alto grau com as variáveis clínicas dos pacientes e características tumorais. Ja- 
boticabal, 2020. 

 
 

 
PD1/PD-L1 (intensidade) 

VARIÁVEIS N n (%) P 

 

Ausência 
de 

marcação 

Fraca Moderada Intensa 

 

 

Raça 
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Srd 3 3 (71,12%) 1 (80.50%) 
 

Raça 6 1 (46.57%) 4 (64.29%) 1 (80.50%) 
 

Idade 

 
0.5258 

 

0 - 8 anos 5 1 (46.57%) 3 (66.03%) 1 (80.50%) 
 

> 8 anos 4 4 (68.11%) 1 (80.50%) 

 
0.3575 

 
 

 
 
 
 

Sexo  

Fêmea 
 

Macho 

5 
 

4 

1 (46.57%) 4 (66.74%) 
 

3 (67.85%) 

1 (80.50%) 
 

1 (80.50%) 

 
0.3575 

Estágío 
     

Ia 1 
 

1 (74.83%) 
  

IIa 5 
 

4 (66.74%) 1 (80.50%) 
 

IIb 0 
   

0.5923 

IIIa 3 1 (46.57%) 1 (54.96%) 
  

Iva 1 
 

1 (73.77%) 
  

IVb 1 
  

0 (0%) 
 

T (tamanho do tumor) 
 

> 3 cm 6 5 (65.48%) 1 (80.50%) 
 

< 3 cm 3 1 (46.57%) 2 (71.56%) 
 

N (linfonodo metastásico) 

 
0.2765 

 

N1 9 1 (46.57%) 7 (65.95%) 1 (80.50%) 
 

N0 0 1 (74.83%) 
 

M (metástase a distância) 

 
0.8515 

 

M0 9 1 (46.57%) 7 (67.22%) 1 (80.50%) 
>1 

M1 0 0 (0%) 

Localização 
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Cabeça e 
 

2 1 (68.29%) 1 (80.50%) 
 
 
 
 

 
 
 

Região 
inguinal 

 
 

 
1 1 (46.57%) 

 
0.1169 

 

Múltiplos 1 1 (54.96%) 

Recidiva 
 

Sim 6 1 (46.57%) 4 (62.83%) 2 (80.50%) 
 

Não 3 3 (73.06%) 
 

Número de nódulos 

 
0.5258 

 

Ùnico 8 1 (46.57%) 6 (69.26%) 1 (80.50%) 
 

Múltiplos 1 1 (54.96%) 
 

Ulceração 

 
0.8515 

 

Sim 3 2 (64.04%) 1 (80.50%) 
 

Não 6 1 (46.57%) 5 (68.49%) 

 
0.2765 

 
 

Tabela 6: Associação entre a intensidade da marcação da via PD1/PD-L1 no linfonodo 
regional com as variáveis clínicas dos pacientes e características tumorais. Jabotica- 
bal, 2020. 

 
PD1/PD-L1 no linfonodo (intensidade) 

VARIÁVEL N n (%) P 
 

Ausência 

 
 

Raça 

de 
marcação 

Fraca Moderada Intensa 

 

SRD 5 1 (65%) 4 (81%) 

Raça 5 3 (67.91%) 2 (77.87%) 

Idade 

 
0.1967 

pescoço 

Membros 

 

pélvicos - 
torácico 

3 3 (67.28%) 0 (0%) 

Tórax 2 2 (72.71%)  
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0 - 8 anos 

> 8 anos 

3 

7 

2 (67.01%) 

2 (67.35%) 

1 (77.29%) 
0.2598 

5 (80.48%) 

Sexo    

Fêmea 6 3 (68.53%) 3 (80.15%) 

Macho 4 1 (63.12%) 3 (79.75%) 0.4292 

 

 
Estágio 

   

Ia 1 1 (63.12%)  

IIa 5 2 (70.30%) 3 (79.74%) 

IIb 

IIIa 

1 

1 

 
 

1 (65.00%) 

1 (78.44%) 
0.4159 

Iva 1  1 (83.53%) 

IVb 1  1 (78.53%) 

T (tamanho do tumor) 

> 3 cm 

< 3 cm 

7 

3 

1 (69.70%) 

3 (66.34%) 

6 (79.95%) 
0.0112 

N (linfonodo    

metastásico)    

N1 

N0 

9 

1 

3 (51.40%) 

1 (63.12%) 

6 (79.95%) 
0.1967 

M (metástase a    

distância)    

M0 

M1 

8 

2 

4 (67.18%) 4 (80.69%) 
0.1967 

2 (78.49%) 

Localização 
   

 

Cabeça e 
pescoço 

2 1 (70.90%) 1 (77.29%) 0.8415 
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Membros    

pélvicos - 5 2 (67.35%) 3 (82.98%) 

torácico    

Tórax 2 1 (63.12%) 1 (75.04%) 

Região 
inguinal 

1  1 (78.44%) 

Múltiplos 1   

 

 
Recidiva 

   

Sim 

Não 

5 

5 

2 (70.30%) 

2 (64.06%) 

3 (79.72%) 
>0.9999 

3 (75.50%) 

Número de nódulos    

Ùnico 10 4 (67.18%) 6 (79.95%) * 
Múltiplos 0   

Ulceração    

Sim 

Não 

5 

5 

1 (69.70%) 

3 (66.34%) 

4 (80.29%) 
0.1967 

2 (79.29%) 
 
 
 
 
 

1.3 PROTEÍNA CTLA-4 

 

 
Das 9 amostras de cães com MCT nas quais foram avaliadas as características 

epidemiológicas e as variáveis relacionadas ao tumor, a média de imunomarcação da 

proteína CTLA-4 foi moderada (escore ) com uma média de 72,6% de células imunor- 

reativas. Não foram observadas diferenças significativas das porcentagens de imuno- 

marcação celular com as características epidemiológicas e clínicas (P=0.005). Com 

relação as características propias do tumor, o tamanho do tumor (>3 cm) e a porcen- 

tagem de imunomarcação celular, observou-se diferença significativa (P=0.057) (Grá- 

fico 7, Tabela 7). 
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1.4 PROTEINA DA VIA RANK/RANK-L 

 
 

No caso da via RANK/RANK-L a imunomarcação foi intensa (escore 4) para o 

RANK e com a média de 62,48% de células reativas. E em relação ao RANK-L a 

imunomarcação foi moderada, com um escore 3 e uma média de 71,75% de células 

imunomarcadas. (Gráfico 7, Tabela 8) 

Não foi observada associação significativa entre os escores das proteínas da 

via RANK/RANK-L e os parâmetros dos pacientes tais como raça, sexo, estadiamento 

clínico, metástase regional ou sistêmica, recidivas, localização, características 

próprias do tumor (P=0.005). Entretanto, a idade (0-8 anos) e o tamaño tumoral (>3 

cm ) tiveram diferença significativa a imunomarcação celular da proteína RANK-L 

(P=0.0578) e (P=0.027) respectivamente (Gráfico 7, Tabela 9). 

 
1.5 PROTEINA IFN-y 

 
 

No caso do INFy a imunomarcação foi moderada (escore 3) com uma média 

de 70,08% de células reativas na proteína. Com relação aos parâmetros clínicos dos 

pacientes e dos tumores e os achados imunohistoquímicos (escore e porcentagem de 

expressão) foi observada associação significativa (P=0.047). (Gráfico 7, Tabela 10). 
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Figura 7. 
 

Fotomicrografia mostrando a intensidade da imunomarcação da via RANK/RANK-L, e 
das proteínas CTLA-4 e IFNy em MCT alto grau canino. A: MCT com marcação in- 
tensa nuclear e citoplasmática. B: MCT alto grau com marcação moderada, nuclear e 
citoplasmática. C: MCT alto grau com marcação intensa, nuclear e citoplasmática. D: 
MCT alto grau com mar cação moderada, nuclear e citoplasmática. G: MCT com mar- 
cação intensa nuclear e citoplasmática. H: MCT alto grau com marcação moderada, 
nuclear e citoplasmática. Imuno-histoquímica, DAB, contra- coloração Hematoxilina. 
Barra = 50 um. Campinas, 2020. 
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Tabela 7: Associação entre a intensidade da marcação da proteína CTLA-4 no MCT 
de alto grau com as variáveis clínicas dos pacientes e características tumorais. Ser- 
vico de Oncologia Veterinária (SOV), Jaboticabal, 2020 



 

60 

CTLA-4 (intensidade) 
 

VARIAVEL N n (%) P 

  Ausência     

  de Fraca Moderada Intensa  

  marcação     

Raça 
      

Srd 
 

Raça 

3 
 

6 

  
1 (71.67%) 

 

3 (66.38%) 

2 (76.04%) 
 

3 (76.90%) 

 
0.6353 

Idade 
      

0 - 8 anos 
 

> 8 anos 

5 
 

4 

  
2 (64.17%) 

 

2 (71.24%) 

3 (76.90%) 
 

2 (76.04%) 

 
0.7642 

Sexo 
      

Fêmea 
 

Macho 

5 
 

4 

  
2 (71.24%) 

 

2 (64.17%) 

3 (75.73%) 
 

2 (77.79%) 

 
0.7642 

Estágio 
      

Ia 1 
   

1 (79.48%) 
 

IIa 5 
  

3 (68.45%) 2 (75.84%) 
 

IIb 
 

IIIa 

0 
 

2 

   

 
1 (65.47%) 

 

 
1 (75.52%) 

 
0.5489 

Iva 1 
   

1 (76.10%) 
 

IVb 0 
     

 
T (tamanho 

      

do tumor)       

> 3 cm 6 
  

4 (67.70%) 2 (76.04%) 0.0578 

< 3 cm 3 
   

3 (76.90%) 
 

N (linfonodo       

metastásico)       

N1 8   4 (67.70%) 4 (75.83%)  

N0 1 
   

1 (79.48%) 0.3428 

M (metástase a 
distância) 

      

M0 9   4 (67.70%) 5 (76.56%)  

M1 0 
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Localização 

Cabeça e 

 

 
2 1 (62.88%) 1 (75.70%) 

 
 
 

 

0.6899 

pescoço 

Membros 

 

pélvicos - 3 1 (70.80%) 2 (76.04%) 

torácico    

Tórax 2 1 (71.67%) 1 (79.48%) 

Região 
 

1 
 

1 (75.52%) 
inguinal     

Múltiplos 1 1 (65.47%) 
  

Recidiva 
    

Sim 6 3 (66.38%) 3 (75.73%)  

    0.6353 

Não 3 1 (71.67%) 2 (77.79%)  

Número de     

nódulos     

Único 8 3 (68.45%) 5 (76.56%)  

    0.2357 

Múltiplos 1 1 (65.47%)   

Ulceração 
    

Sim 3 2 (66.84%) 1 (75.98%) 0.3428 
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Tabela 8: Associação entre a intensidade da marcação da via RANK/RANKL no MCT 
de alto grau com as variáveis clínicas dos pacientes e características tumorais. Ser- 
viço de Oncologia (SOV),Jaboticabal, 2020. 

 
RANK (intensidade) 

 

VARIÁVEL N n (%) P 

  Ausência 
de 

 
Fraca 

 
Moderada 

 
Intensa 

 

  marcação     

Raça 
      

Srd 
 

Raça 

3 
 

6 

  
2 (67.99%) 

 

4 (67.92%) 

1 (78.34%) 
 

2 (78.34%) 

 
>0.999 

Idade 
      

0 - 8 anos 
 

> 8 anos 

5 
 

4 

  
3 (67.77%) 

 

3 (68.09%) 

2 (78.34%) 
 

1 (78.34%) 

 
0.6353 

Sexo 
      

Fêmea 
 

Macho 

5 
 

4 

  
4 (68.07%) 

 

2 (67.64%) 

1 (78.38%) 
 

2 (78.32%) 

 
0.3428 

Estágío 
      

Ia 1 
   

1 (78.29%) 
 

IIa 5 
  

4 (67.91%) 1 (78.38%) 
 

IIb 
 

IIIa 

0 
 

2 

   

 
2 (67%) 

  
0.1447 

Iva 0 
   

0 (0%) 
 

IVb 1 
  

1 (70%) 
  

 
T (tamanho 

      

do tumor)       

> 3 cm 
 

< 3 cm 

6 
 

3 

  5 (67.94%) 
 

1 (68.02%) 

1 (78.34%) 
 

2 (78.34%) 

 
0.2262 
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N (linfonodo 
metastásico) 

 

N1 
 

N0 

8 
 

1 

6 (67.95%) 2 (78.36%) 
 

1 (78.29%) 

 
0.1336 

M (metástase a 
distância) 

    

M0 9 6 (67.61%) 3 (78.34%) 
 

M1 0 0 (0%) 
  

Localização 
    

Cabeça e 
 

2 
 

1 (69.30%) 
 

1 (78.38%) 
 

 
 
 
 

 
 
 

Região 
inguinal 

 
 

 
1 1 (68.02%) 

 
0.8266 

 

Múltiplos 1 1 (65.99%) 
 

Recidiva 
 

Sim 6 5 (67.76%) 1 (78.38%) 
 

Não 3 1 (69.07%) 2 (78.32%) 

Número de 
nódulos 

Único 8 5 (67.93%) 3 (78.34%) 
 

Múltiplos 1 1 (65.99%) 
 

Ulceração 
 

Sim 3 3 (67.53%) 
 

Não 6 3 (67.69%) 3 (78.34%) 

 
 
 
 
 

0.2262 

 
 
 
 

 
0.4533 

 
 
 

 
0.1336 

pescoço 

Membros 

 

pélvicos - 3 2 (67.76%) 1 (78.34%) 

torácico    

Tórax 2 1 (69.07%) 1 (78.29%) 
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Tabela 9: Associação entre a intensidade da marcação da via RANK/RANK-L no MCT 
de alto grau com as variáveis clínicas dos pacientes e características tumorais. Ser- 
viço de Oncologia Veterinária (SOV),Jaboticabal, 2020. 

 
RANK-L (intensidade) 

 

VARIÁVEL N n (%) P 

  Ausência 
de 

 
Fraca 

 
Moderada 

 
Intensa 

 

  marcação     

Raça 
      

Srd 
 

Raça 

3 
 

6 

  
3 (69.40%) 

 

3 (67.07%) 

 

 
3 (78.79%) 

 
0.1336 

Idade 
      

0 - 8 anos 
 

> 8 anos 

5 
 

4 

  
2 (65.88%) 

 

4 (69.41%) 

3 (78.79%)  
0.0578 

Sexo 
      

Fêmea 
 

Macho 

5 
 

4 

  
3 (68.80%) 

 

3 (67.66%) 

2 (78.91%) 
 

1 (78.55%) 

 
0.6353 

Estágio 
      

Ia 1 
   

1 (78.55%) 
 

IIa 5 
  

4 (68.75%) 1 (82.30%) 
 

IIb 
 

IIIa 

0 
 

2 

   

 
1 (63.19%) 

 

 
1 (75.52%) 

 
0.3691 

Iva 1 
  

1 (71.23%) 
  

IVb 1 
     

 
T (tamanho 

      

do tumor)       

> 3 cm 
 

< 3 cm 

6 
 

3 

  6 (68.23%)  

 
3 (78.79%) 

 
0.0027 
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N (linfonodo 
metastásico) 

 

N1 
 

N0 

8 

1 

6 (67.63%) 2 (78.91%) 
 

1 (78.55%) 

 
0.1336 

M (metástase a 
distância) 

    

M0 9 6 (68.23%) 3 (78.79%) * 

M1 0 
   

Localização 
    

Cabeça e 
 

2 
 

1 (68.57%) 
 

1 (82.30%) 
 

 
 

 

0.3425 
 
 
 
 

inguinal 

Múltiplos 

 

1 

 

1 (63.19%) 

 

Recidiva 
    

Sim 
 

Não 

6 
 

3 

4 (67.10%) 
 

2 (70.50%) 

2 (78.91%) 
 

1 (78.55%) 

 
>0.9999 

Número de 
nódulos 

    

Único 
 

Múltiplos 

8 
 

1 

5 (69.24%) 
 

1 (63.19%) 

3 (78.79%)  
0.4533 

Ulceração 
    

Sim 
 
Não 

4 
 

5 

3 (68.41%) 
 

3 (68.06%) 

1 (75.52%) 
 

2 (80.43%) 

 
0.6353 

pescoço 

Membros 

 

pélvicos - 3 3 (69.29%)  

torácico    

Tórax 2 1 (69.76%) 1 (78.55%) 

Região 
 

1 
 

1 (75.52%) 
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Tabela 10: Associação entre a intensidade da marcação da proteína IFN-y no MCT 
de alto grau com as variáveis clínicas dos pacientes e características tumorais. Ser- 
viço de Oncologia Veterinária (SOV),Jaboticabal, 2020. 

 
 

 IFN-y (intensidade)  

VARIÁVEL N 
 

n (%) 
 

P 

   Ausência 
de Fraca Moderada 

 
Intensa 

 

   marcação   

Raça 
     

Srd 
 

Raça 

 
3 

 

5 

3 (66.61%) 
 

3 (67.70%) 

 

 
2 (78.87%) 

 
0.2059 

Idade 
     

0 - 8 anos 
 

> 8 anos 

 
4 

 

4 

2 (66.59%) 
 

4 (67.44%) 

2 (78.87%)  
0.1025 

Sexo 
     

Fêmea 
 

Macho 

 
4 

 

4 

3 (65.05%) 
 

3 (69.25%) 

1 (78.61%) 
 

1 (79.12%) 

 
>0.999 

Estágio 
     

Ia 
 

1 
 

1 (79.12%) 
 

IIa 
 

5 4 (66.96%) 1 (78.61%) 
 

IIb 
 

IIIa 

 
0 

 

1 

 

 
1 (60.51%) 

  
0.2917 

Iva 
 

1 1 (74.58%) 
  

IVb 
 

0 
   

T (tamanho 
     

do tumor)      

> 3 cm 
 

< 3 cm 

 
6 

 

2 

6 (67.15%) 
 

 
2 (78.87%) 

 
0.0047 
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N (linfonodo 
metastásico) 

 

N1 7 6 (67.15%) 1 (78.61%) 

N0 1 
 

1 (79.12%) 
0.0641

 

M (metástase distância) 
 

M0 8 6 (67.15%) 2 (78.87%) 
* 

M1 0 

Localizaçã 
o 

Cabeça e 
 

2 1 (72.67%) 1 (78.61%) 
 
 
 

 

0.4459 

 
Região 

inguinal 
0
 

 

Múltiplos 1 1 (60.51%) 
 

Recidiva 
 

Sim 5 4 (66.08%) 1 (78.61%) 
 

Não 3 2 (69.30%) 1 (79.12%) 

Número de 
nódulos 

Único 7 5 (68.48%) 2 (78.87%) 
 

Múltiplos 1 1 (60.51%) 
 

Ulceração 
 

Sim 3 3 (67.94%) 
 

Não 5 3 (66.37%) 2 (78.87%) 

 
 
 
 

0.6733 

 
 
 
 

 
0.5371 

 
 
 

 
0.2059 

pescoço 

Membros 

 

pélvicos - 
torácico 

3 3 (68.57%)  

Tórax 2 1 (64.02%) 1 (79.12%) 
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DISCUSÃO 

 
 

O comportamento biológico do MCT cutâneo é altamente variável, desde rela- 

tivamente benignos até altamente metastásicos e invasivos (Murphy et al., 2004; 

Schultheiss et., 2011). O MCT de alto grau corresponde de 19% a 39% de todos os 

MCTs (Patnaik et al., 1984; Hottendorf et al., 1967). Por ter um comportamento bioló- 

gico mais agressivo e metastásico, no presente estudo foi incluído somente os animais 

com MCT alto grau. 

A média de idade dos pacientes do presente estudo foi 8 anos, porém a faixa 

etária dos pacientes foi bem variada, incluindo um paciente com 6 meses de idade. 

Em contraste com diferentes estudos, a faixa etária média (8 – 9 anos) reportada é 

similar a desse estudo sendo a faixa de maior incidência de MCT descrita por Miller 

1995, London et al. 2009, Kiupel et al. 2011 e Mahler 2012. Em contrapartida, diferen- 

tes estudos reportaram casos de MCT em cães jovens (Miller, 1995), porém poucos 

reportes foram mencionados em cães com idade inferior a um ano (Davis et al., 1992; 

Miller 1995; London et al., 2009; Mahler, 2012). 

No presente estudo 66,7% da população incluíram cães de raça pura. O MCT 

é uma neoplasia cutânea com maior prevalência descrita em algumas raças incluindo 

o Golden e Labrador Retrievers, Bulldogs, Boxers, Pug, Sharpei entre outras raças 

(Dobson, 2013; Warland & Dobson, 2013; Arendent et al., 2015; Mochizuki et al., 2017; 

Smiech et al., 2017). Diversos estudos relacionam a raça com mutações genéticas, 

por exemplo, um recente estudo que avaliou a associação do genoma, identificou um 

polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) dentro do gene GNAI2, além disso, genes 

da hialuronidase estão associados à um risco elevado do devolvimento de MCTs em 

Golden Retrievers (Arendent et al., 2015). 

Adicionalmente, McNiel e colaboradores (2006), reportaram que a raça Pug, 

possui predisposição para apresentar MCTs multinodulares, que costumam apresen- 

tar um comportamento benigno, embora não tenha sido pesquisada a presença de 

metástase nos linfonodos regionais. Em contraste neste estudo, o único Pug avaliado 

apresentou um nódulo único na base da orelha com presença de metástase no linfo- 

nodo regional retrofaríngeo, alcançando com o tratamento empregado um tempo de 
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sobrevida superior à um ano. Kiupel e colaboradores (2005) avaliaram a localização 

dos MCT como fator prognóstico e observaram que aqueles MCT localizados em 

cabeça e pescoço tinham maior predisposição de desenvolver novos MCT a distan- 

cia sendo um fator prognóstico negativo, porém nesse caso não foi observado dito 

comportamento portanto pode-se associar possiveis mutações genéticas própias do 

animal e da raça. 

As fêmeas foram o grupo com maior porcentagem correspondendo ao 55.6%, 

dito resultado e similar a outros estudos como de London e Seguin, 2003, porém 

Kiupel e colaboradores (2005) relataram que os cãos machos têm menor tempo de 

sobreviva e baixa resposta aos tratamentos quimioterapeuticos associado as vias 

hormonais relacionadas com a agressvidade dos MCT, porém eles recomendam 

novas pesquisas associadas a sexo e tempo de sobrevida. 

Com relação as imunomarcações, interessantemente o grupo etário corres- 

pondente a faixa de 0 a 8 anos de idade, apresentaram diferença significativa com a 

imunomarcação do RANK-L. A expressão do RANK-L nos MCT alto grau em pacien- 

tes com idade mais nova pode estar relacioada com a mobilização dos osteoclastos 

e os osteofitos que contribuim na remodelação ossea (Boyce e Xing, 2008). Essa 

marcação costuma estar presente nos tumores osseos primarários o aquelas neopla- 

sias que fazem metástase óssea (Azim, 2013). 

Na medicina há estudos que relacionam a expressão dessa proteína com ex- 

pressão gênica e progressão tumoral em tumores mamários de mulheres jovens 

(Ibrahim et al., 2010).Porém a signalização da via RANK/RANK-L esta presente na 

tumorogénesis, desde a formação tumoral até a migração das células tumorais aos 

órganos a distancia (Renema et al., 1997). Apesar do comportamento metastásico do 

MCT não compromete os tecidos óseos, a intensa expressão do RANK-L no tumor 

MCT alto grau pode ser relacionado com agressividade e metastase dito tumor indis- 

titante da idade do paciente. 

Interessantemente, na medicina, o desenvolvimento de imunoterapias inhibi- 

doras do RANK-L como Denosumab, é utilizado em aqueles tumores metastastási- 

cos aumentando o tempo de sobrevida em aqueles pacientes (Groot et al., 2018) 
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sugerendo que aqueles MCT alto grau que expressem o RANKL poderiam ser aso- 

ciado ao comportamento mais agressivo e poderiam ser responsivos a novas terapias 

associadas a imunoterapia. 

O tamanho tumoral, a presença de ulcerações e a localização estão relaciona- 

dos com maior ou menor ocorrência de recidivas e metástases, considerando pior 

prognóstico para aqueles tumores maiores e ulcerados (Dobson e Scase, 2007; Welle 

et al., 2008, London e Thamm 2013). No presente estudo, 66,7% dos tumores apre- 

sentaram tamanho superior a 3 cm e o 66,7% não apresentaram ulcerações, entre- 

tanto, 88,9% apresentaram a presença de metástase nos linfonodos regionais. 

Deve-se ressaltar que os tumores de tamanho superior a 3 cm apresentaram 

diferença significativa na relação da imunomarcação celular nas proteínas estudadas. 

A diferença significativa da relação do tamanho tumoral e a expressão de PD1/PD-L1 

no linfonodo regional foi de (P=0.05). O PD1/PD-L1 está activado nas células tumorais 

e atenuado nos linfocitos infiltrados no tumor (TILs) bloqueando a resposta inmunoló- 

gica local e portanto inhibindo a função das células T, facilitando a progressão e pro- 

liferação das células tumorais (Blomberg et al., 2018; Wang et al., 2019). No MCT 

gera mais comumente a metástase em linfonodos regionais, apenas a minoria dos 

cães irá desenvolver metástase sistêmica, como foi relatado no estudo do Krick e co- 

laboradores (2017). 

A taxa de metástase dos MCT alto grau varia entre 55% e 96%, sendo a me- 

tástase do linfonodo regional a mais comum, correspondendo a 49% dos casos (Pat- 

naik et al., 1984; Bostock et al., 1973; Hume et al., 2011). No presente estudo, dos 9 

MCT de alto grau 88,9% apresentavam metástase no linfonodo regional e somente 

11,1% (n=1), apresentou metástases em fígado e baço diagnosticado por citología 

ecoguiada. Krick e colaboradores (2017), reportaram que a maior porcentagem dos 

cães com MCT grau III desse estudo apresentaram metástase linfática regional e a 

metástase a distância foi observada em apenas 5% dos casos. 

Por tanto resaltamos que o tamanho do tumor é um fator prognóstico impor- 

tante indistintamente das características macroscópicas que deve ser considerado em 

tudas avalições clínicas dos pacientes, por conta que foi demostrado que nos MCT 



71 
 

 
 

 

alto grau expressam os checkpoints e pode ser asociado a um pior prognóstico aso- 

ciado com metástase regional. Além disso, o resultado de intensa inmunomarcação 

no tumor e no linfonodo pode indicar que o MCT alto grau pode ser responsivo a 

imunoterapia como os inhibidores dos checkpoints. 

Outra proteína que apresentou diferença estatística relacionada ao tamanho 

tumoral é a expressão do CTLA-4. Essa proteína dos checkpoints está relacionada 

com a esfoliação celular, sobrevivência das células tumorais na circulação sanguínea 

e linfática e estabilidade nos sítios à distância (Green et al., 2013; Santos et al., 2014). 

Existe pouca informação da expressão do CTLA-4 no tumor como fator prog- 

nóstico preditivo (Seidel et al., 2018). Harsha e colaboradores (2020) estudaram a 

expressão de checkpoints (PD1/PDL-1 e CTLA-4) nos tumores mamários ,observando 

que os tumores que expressavam essas proteínas obtiveram maior índice metastásico 

e progressão da doença em relação aos que não expressaram, porém a expressão 

nos linfonodos regionais não foi avaliada. 

Tagawa e colaboradores (2018) pesquisaram a expressão dos checkpoints nos 

cães com linfoma de alto grau com imunofenótipo B, demostrando que os pacientes 

com a doença tiveram uma maior expressão PD1/PD-L1 e CTLA-4 em relação ao 

grupo controle. Entretanto, a função do CTLA-4 como fator prognóstico dentro da on- 

cologia ainda é controverso, apesar disso, a alta imunomarcação desse marcador está 

relacionado com um pior prognóstico, relatado em diversos tipos de câncer incluindo 

o linfoma de alto grau. Adicionalmente, o CTLA-4 é um imunodulador negativo, ex- 

pressado pelas células T efetoras, as quais possuem a função de suprimir a imunidade 

anti-tumoral (Nakayama et al., 2017; Hu et al., 2017). 

Consequentemente o aumento da expressão dos checkpoints em MCT de alto 

grau parece facilitar a ocorrência de metástases, por inibição da resposta imunitária 

do hospedeiro mas também podem ser utilizados como novos marcadores de prog- 

nóstico, ou seja, ferramentas que possam complementar os métodos de diagnóstico 

e prognóstico já existentes, com o objetivo de aprimorar os meios diagnósticos e im- 

pactar positivamente no desfecho clínico. 

A expressão da IFN-y e o tamanho do tumor também tiveram diferença signi- 

ficativa (P=0.047). Esta relação pode ser associada com a maior infiltração de linfóci- 
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tos no tumor (TILs) que podem contribuir com a evasão tumoral promovendo a tumo- 

rogênese e angiogênese (Ni & Lu, 2018). A importância clínica da expressão do IFN- 

y no câncer foi observada por Higgs et al. (2018), que constataram que os pacientes 

com carcinoma pulmonar de células pequenas e carcinoma urotelial em estágio ava- 

nçado tiveram uma melhor resposta aos inibidores dos checkpoints (PD-L1), suge- 

rindo que a expressão do IFN-y pode ser considerada como um marcador preditivo da 

resposta às imunoterapias bloqueadoras de checkpoints (Karachaliou, 2018). 

O IFN-y induz a expressão do CTLA-4, PD-L1 nas células tumorais. A relação 

da expressão do IFN-y e CTLA-4 em humanos foi reportado nos pacientes com mela- 

noma oral, observando que os inibidores de CTLA-4 (ipilimumab) aumentam a res- 

posta dos pacientes que apresentam maior expressão (Mo et al., 2018). 

Em condições normais o INF-y induz a expressão do PD-L1 nas células apre- 

sentadoras de antígeno e em outras células ativadoras das células T, para evitar o 

dano nos tecidos, porém no ambiente tumoral, a expressão do PD-L1 é usado como 

estratégia de escape por parte das células tumorais. Belluci et al (2015). demonstrou 

que o aumento da expressão do PD-L1 pelo tumor gera resistência à lise por parte 

das células Natural Killers (NK), no momento de bloquear a sinalização do IFNγ/JAK 

permite a lise tumoral por parte das NK. Esses mesmos achados foram observados 

em carcinomas gástricos, a expressão do PD-L1 teve relação importante com a ex- 

pressão do IFNγ observando que aqueles pacientes com alta expressão de IFNγ po- 

dem responder melhor ao uso de inibidores de PD-L1 (Mimura et al. 2018). Por tanto, 

a maior tamanho tumoral no MCT alto grau podese relacionar com possivel maior 

infiltração de células T no tumor e maior expressão do IFNγ e por conta que o MCT 

alto grau é um tumor que expressa PD1/PD-L1 os tratamentos inibiores dos check- 

points pode responder melhor. 

O Oncotherad é a imunoterapia desenvolvida no Brasil, é um agonista dos Toll 

like receptors (TLR) 2 e 4 os quais são responsável pela ativação do IFNγ que conse- 

quentemente ativa as células dendríticas (CDs) apresentando os antígenos tumorais 

nos linfonodos, adicionalmente inibe a expressão dos RANK/RANK-L inibindo a pro- 

liferação e progressão das células tumorais. Na veterinária, já têm optimos resultados 

no carcinoma urotelial, melanoma oral e agora em mastocitoma cutáneo alto grau. 
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CONCLUSÕES 

 
Os MCT alto grau têm expressão forte dos checkpoints PD1/PD-L1 e CTLA-4 

assim como a via RANK/RANK-L e IFNγ, indistintamente das características propias 

do animal e do tumor, resaltanto que, os tumores maiores a 3 cm é um fator prognós- 

tico negativo independientemente das características macroscópicas que possa apre- 

sentar o propio tumor. Adicionalmente, a expressão desses marcadores abre as por- 

tas a novas opções terapéuticas como a imunoterapia. 
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ANEXO 1 
 

Declaração de Consentimento 

 
 

Fui devidamente esclarecido (a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus 

riscos e benefícios ao(s) animal (is) pelo(s) qual (is) sou responsável. Fui também 

informado que posso retirar meu(s) animal (is) do estudo a qualquer momento. Ao 

assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participação do(s) 

meu(s) animal (is), identificado(s) a seguir, neste projeto. 

Este documento será assinado em duas vias, sendo que uma via ficará comigo e a 

outra com o pesquisador. 

 

 
Campinas, / /2018 

 
 
 

 
Assinatura do Responsável Assinatura do Pesqui- 

sador 
 
 

 

Assinatura do Pesquisador Responsável 
 

Responsável: 
 

Nome: 
 

Documento de Identidade: 

 

 
Identificação do(s) animal (is): 

Nome: Número de/identificação: 

Espécie: Raça: 
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ANEXO 2 

 
1A: Escala de Qualidade de Vida 
Mais de 5 é aceitável em cada categoria. Um total de 35 pontos ou mais é aceitável 
para um bom Pawspice. Adaptado de Villalobos, A.E., Quality of life scale helps make 
final call, VPN, September, p:304, 2004. 

 

D– 0-10 DOR: O controle da dor é adequado, incluindo 
a capacidade respiratória, em primeiro lugar 
escala. A dor do animal de estimação é geren- 
ciada com sucesso? O oxigênio é necessário? 

A – 0-10 ALIMENTAÇÃO: O animal está comendo o su- 
ficiente? A alimentação manual ajuda? O paci- 
ente requer um tubo de alimentação? 

H – 0-10 HIDRATAÇÃO: O paciente está desidratado? 
Para pacientes que não bebem o suficiente, 
usar fluidos via subcutânea uma ou duas vezes 
ao dia para complementar a ingestão de líqui- 
dos 

H – 0-10 HIGIENE: O paciente deve ser mantido esco- 
vado e limpo, particularmente após a defeca- 
ção e micção, 
Evite feridas de decúbito e mantenha todas as 
feridas limpas 

F– 0-10 FELICIDADE: O animal de estimação expressa 
alegria e interesse? Ele é sensível às coisas ao 
redor ele (família, brinquedos, etc)? O animal 
de estimação está deprimido, solitário, ansioso, 
entediado ou com medo? O animal de estima- 
ção descansa perto das atividades da família 
e não está isolado? 

M– 0-10 MOBILIDADE: O paciente pode se levantar 
sem assistência? O animal de estimação pre- 
cisa de seres humanos ou ajuda mecânica (por 
exemplo, um carrinho)? Ele sente vontade de 
dar uma volta? Ele está tendo convulsões ou 
tropeçando? (Alguns cuidadores sentem que a 
eutanásia é preferível à amputação, mas um 
animal que 
tem mobilidade limitada, mas ainda está alerta 
e responsivo pode ter uma boa qualidade de 
vida, desde que seus cuidadores estão com- 
prometidos em ajudá-lo.) 
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M – 0-10 MAIS DIAS BONS QUE MAUS: Quando há 
muitos dias ruins seguidos, a qualidade do 
a vida é muito comprometida. Quando um vín- 
culo humano-animal saudável não é mais pos- 
sível, o tutor deve ser informado de que o fim 
está próximo. A decisão precisa ser tomada se 
o animal estiver em 
sofrimento. Se a morte vem pacificamente e 
sem dor, tudo bem. 

 


