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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

 

Estudos com biópsia líquida em animais de companhia são limitados, sendo a 

quantificação de nanovesículas uma ferramenta diagnóstica pouca invasiva e com 

valor preditivo no comportamento tumoral e terapêutica. O presente estudo demonstra 

inovação para a saúde ao correlacionar os principais fatores prognósticos do 

mastocitoma cutâneo em cães, neoplasma frequente na clínica veterinária. 

 

 

 

POTENCIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

Studies involving liquid biopsy in pets are limited, being the quantification of 

nanovesicles a minimally invasive diagnostic tool with predictive value in tumor and 

therapeutic behavior. The present study demonstrates innovation for health by 

correlating the main prognostic factors of cutaneous mast cell tumor in dogs, a frequent 

neoplasm in the veterinary clinic. 
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IDENTIFICAÇÃO DE VESÍCULAS EXTRACELULARES EM CÃES COM 
MASTOCITOMA CUTÂNEO 

 
 

RESUMO – Os mastocitomas correspondem a 20% dos neoplasmas cutâneos 
nos cães. A partir de avaliação clínica, características histopatológicas e imuno-
histoquímicas é possível determinar fatores prognósticos associados ao mastocitoma 
na tentativa de predizer comportamento biológico e direcionar o tratamento. Células 
saudáveis e tumorais liberam no espaço extracelular vesículas, como os exossomos 
(20-150nm), contendo componentes moleculares como proteínas, miRNA, RNA e 
DNA que atuam na comunicação intercelular, sendo considerados potenciais 
biomarcadores do câncer. O presente trabalho teve como objetivo a caracterização 
de SEV (“small extracelular vesicles) em cães com mastocitoma e sua correlação ao 
comportamento tumoral e valor prognóstico através de avaliação NTA (“Nanoparticle 
Tracking Analysis”). Observou-se menor concentração de SEV circulantes em 
pacientes com mastocitoma cutâneo (p<0,05), assim como em pacientes que vieram 
a óbito em decorrência do tumor (p<0,05). A recidiva tumoral também indicou menor 
sobrevida dos pacientes e menor concentração de SEV circulantes (p<0,05). A 
presença de sinais sistêmicos devido a degranulação de mastócitos neoplásicos 
indicou menor sobrevida dos pacientes e menor concentração de SEV circulantes 
(p<0,05). Porém, não houve associação entre as SEV e os principais fatores 
prognósticos do mastocitoma como raça, localização tumoral, grau histopatológico 
Patnaik e Kiupel, índice mitótico, c-KIT e Ki67. Sugere-se que a baixa concentração 
de SEV em soro canino está relacionada com menor sobrevida, ocorrência de recidiva 
de mastocitoma e maior possibilidade de óbito. Logo, por meio da biópsia líquida pode 
ser possível definir valor prognóstico com relação aos pacientes com mastocitoma.  

 

 
Palavras-Chave: exossomos, fatores prognósticos, nanovesículas, NTA, 
quantificação de vesículas extracelulares.  
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IDENTIFICATION OF EXTRACELLULAR VESICLES IN DOGS WITH 
CUTANEOUS MAST CELL TUMOR 

 
 

ABSTRACT – Mast cell tumors account for 20% of cutaneous neoplasms in 
dogs. From clinical evaluation, histopathological and immunohistochemical 
characteristics, it is possible to determine prognostic factors associated to mast cell 
tumors in an attempt to predict biological behavior and treatment. Healthy and tumour 
cells release nanovesicles into the extracellular space, such exosomes (20-150nm), 
packaged proteins, miRNA, RNA and DNA that act in intercellular communication, 
promising biomarker for cancer. The present study aimed to characterize SEV (“small 
extracelular vesicles”) in dogs with mast cell tumors and their correlation with tumor 
behavior, prognostic factors through assessment NTA (“Nanoparticle Tracking 
Analysis). A lower concentration of circulating SEV was observed in patients with 
cutaneous mast cell tumors (p<0,05), as well in patient who died as a result of the 
tumor (p<0,05). Mast cell tumor recurrence indicated short overall survival and lower 
concentration of SEV (p<0,05). The presence of systemic signs due to degranulation 
of mast cell tumor indicated short overall survival and lower concentration of SEV 
(p<0,05). However, was no significant difference for the characterize of SEV and the 
prognostic factors of mast cell tumors as breed, tumor location, grading system Patnaik 
and Kiupel, mitotic index, c-KIT and Ki67. We suggest that the low concentration of 
SEV in canine serum is related to short survival, occurrence of recurrence mast cell 
tumor and greater possibility os death. Therefore, through liquid biopsy it is can define 
prognostic value in relation to dogs with mast cell tumors. 
 
 

Keywords – exosomes, prognostic factors, nanovesicles, NTA, quantification of 

extracellular vesicles 
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1. INTRODUÇÃO  
 
 

Mastocitomas são neoplasmas cutâneos frequentes em cães sendo proposta 

associação com lesões inflamatórias crônicas cutâneas, exposição à agentes 

irritantes, além de mutações no gene c-KIT relacionados a sua etiologia (Natividade 

et al., 2014; Mochizuki et al., 2017).  

O grau histológico do mastocitoma está relacionado ao prognóstico, podendo 

ser graduado em I, II ou III de acordo com Patnaik, ou alto e baixo grau, de acordo 

com Kiupel (Patnaik et al., 1984; Kiupel et al., 2011). A graduação histológica do 

mastocitoma canino associada a fatores prognósticos permitem predizer 

comportamento biológico do tumor e direcionar o tratamento. Os principais fatores 

prognósticos considerados são raça, sinais sistêmicos, localização tumoral, 

graduação histopatológica, taxa de mitose, taxa de proliferação celular pelo Ki-67 e c-

KIT (De Nardi et al., 2018). 

 Células saudáveis ou tumorais liberam no espaço extracelular nanovesículas, 

ou SEV (“small extracelular vesicles”), como os exossomos que apresentam de 20 a 

150nm, sendo altamente heterogêneos quanto ao seu conteúdo e refletindo o estado 

fenotípico da célula (Yu et al., 2015). São compostos por camada bilipídica, carreando 

proteínas, miRNA (microRNA), RNA (ácido ribonucléico) e DNA (ácido 

desoxirribonucleico) (Kalluri, 2016). As SEV podem ser isolados de soro e plasma 

sanguíneo, saliva, urina ou sêmen (Yu et al., 2015). 

 A quantidade de SEV e a composição de miRNA exossomal diferem entre 

pacientes com câncer e saudáveis (Barger et al., 2016). SEV e os miRNAs são 

considerados potentes biomarcadores não invasivos de diagnóstico, prognóstico e 

resposta terapêutica do câncer na medicina veterinária (Siravegna et al., 2017; Ushio 

et al., 2019; Garnica et al., 2020). 

 O presente trabalho teve como objetivo a quantificação de SEV em cães com 

mastocitoma cutâneo em relação a pacientes considerados hígidos, avaliando a 

relação das vesículas extracelulares, quanto ao seu tamanho e concentração no 

comportamento do mastocitoma cutâneo. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Mastocitoma cutâneo em cães 
 

O mastocitoma é definido pela proliferação neoplásica de mastócitos, sendo 

tumores frequentes em cães e correspondem a cerca de 20% dos tumores malignos 

cutâneos na espécie (London & Thamm, 2013; Natividade et al., 2014). Os mastócitos 

tem origem a partir de células-tronco hematopoiética pluripotente, CD34, sendo 

maturados no seu local de ação, presentes na derme, pulmão, mucosa gástrica e 

região perivascular. Possuem grânulos citoplasmáticos compostos por substâncias 

bioativas como heparina, histamina, TNF-α (tumor necrosis factor-α) e proteases 

(London & Thamm, 2013). A composição dos grânulos é altamente influenciada pelo 

microambiente que o mastócito se encontra (Strefezzi et al., 2009).  

A etiologia do mastocitoma não é totalmente elucidada, sendo proposta 

associação com lesões cutâneas inflamatórias crônicas, exposição da pele à agentes 

irritantes e mutações no gene c-KIT (Mochizuki et al., 2017; De Nardi et al., 2018). O 

gene c-KIT codifica receptores tirosinaquinase, local de ligação de fatores “stem-cells” 

em mastócitos, contribuindo para a sobrevivência e proliferação celular desordenada, 

estando relacionado ao desenvolvimento de mastocitomas (De Nardi et al., 2022). 

Comumente os mastocitomas acometem cães adultos a idosos, sendo os 

animais das raças Boxer, Labrador e Golden Retriever predispostos a ocorrência 

deste neoplasma (Strefezzi et al., 2009; London & Thamm, 2013; De Nardi et al., 

2022). Acometem principalmente região de tronco (50 a 60%), extremidades de 

membros (25 a 40%) e região de cabeça e pescoço (10%) (Souza et al., 2018). Os 

nódulos de mastocitoma podem ser únicos ou múltiplos, bem delimitados, elevados 

em relação à pele, firmes ou macios, pruriginosos, alopécicos, com eritema local ou 

ulcerações (Daleck et al., 2016).  

Sinais como vômito, hematêmese, melena, hematoquezia, anorexia e dor 

abdominal e até mesmo ocorrência de perfuração estomacal estão relacionados a 

degranulação de mastócitos, liberando no meio extracelular histamina, heparina e 

enzimas proteolíticas. Alterações gastrointestinais são observadas devido a liberação 

de altas concentrações de histamina na corrente sanguínea, estimulando receptores 

H2 em células parietais, aumentando a produção de ácido gástrico. Associado aos 

nódulos de mastocitoma é possível a formação de halo avermelhado peritumoral, 
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eritema e edema, chamado de Sinal de Darrier devido a degranulação local. Estes 

sinais são considerados como decorrentes de síndrome paraneoplásica (Musser et 

al., 2018; De Nardi et al., 2022).  

O diagnóstico inicial do mastocitoma é baseado em análise citológica através 

da punção aspirativa com agulha fina (PAAF) da massa tumoral (Scarpa et al., 2014). 

A PAAF pode auxiliar no diagnóstico da neoplasia e influenciar no planejamento 

cirúrgico quanto ao tipo e extensão do procedimento, buscando promover ressecção 

cirúrgica com margens livres (Souza et al., 2018). 

 A análise histopatológica permite diagnóstico do mastocitoma, além de ser a 

principal ferramenta para sugerir comportamento tumoral ao permitir determinar 

fatores prognósticos.  A biópsia incisional permite a remoção de fragmento de massa 

tumoral com auxílio de “punch”, enquanto a biópsia excisional permite a remoção 

tumoral considerando possível margem de segurança (Warland et al., 2015). A partir 

da análise histológica do mastocitoma pode ser definido em grau I, II ou III, de acordo 

com a graduação Patnaik, e em alto grau ou baixo grau, de acordo com a graduação 

Kiupel et al. (2011), conforme Quadros 1 e 2. 

 

Quadro 1 – Descrição histológica de mastocitomas de acordo com a graduação 
Patnaik (Adaptado: Patnaik et al., 1984; London & Thamm, 2013). 

Grau Descrição Histológica 

Grau I 
apresenta células e citoplasma bem definidos, núcleo esférico ou ovóide, raras ou 
ausentes figuras de mitose, citoplasma com grânulos e coloração celular bem 
demarcada 

Grau II 
moderado pleomorfismo celular, núcleos arredondados ou pleomorfismo com 
granulações intracitoplasmáticas em tamanhos variados e presença de até duas figuras 
de mitose 

Grau III 

alta celularidade, acentuado pleomorfismo, núcleo vesicular, arredondado e pleomórfico 
com nucléolos proeminentes, comum binucleação, presença de três a seis figuras de 
mitose por campo, assim como áreas de hemorragia, necrose, edema e hialinização do 
colágeno 

 

Quadro 2 – Descrição histológica de mastocitomas de acordo com a graduação Kiupel 
(Adaptado: Kiupel et al., 2011; Scarpa et al., 2014).  

Grau Descrição Histológica 

Alto 
presença de no mínimo 3 células multinucleadas em 10 campos de maior aumento, 
assim como três núcleos bizarros em 10 campos de maior aumento e cariomegalia 

Baixo demais mastocitomas sem as características do alto grau 

 

A remoção cirúrgica é o tratamento padrão para o mastocitoma, possibilitando 

o controle da doença a longo prazo (Donnelly et al., 2013; Miller et al., 2014). 
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Preconiza-se a remoção cirúrgica do nódulo incluindo 3cm de margens laterais da 

lesão macroscópica e a remoção de uma fáscia muscular adjacente, associado a 

linfadenectomia regional (Lejeune et al., 2013; Marconato et al., 2018). Quando a 

remoção cirúrgica por técnicas convencionais não é suficiente para obtenção de 

margens livres, é possível a aplicação de técnicas reconstrutivas como retalhos ou 

enxertos cutâneos e/ou radioterapia ou a eletroquimioterapia em leito cirúrgico 

(Spugnini et al., 2006; Castro et al., 2015).  

A graduação histopatológica associada com marcadores imuno-histoquímicos 

são fundamentais na compreensão do comportamento biológico, prognóstico e 

predição da resposta quimioterápica do mastocitoma (Costa, 2015; De Nardi et al., 

2018). Os anticorpos que melhor caracterizam o mastocitoma são Ki-67 e c-KIT 

(Strefezzi et al., 2009). O número relativo de células imunomarcadas para Ki-67 é 

utilizado para determinar o índice de proliferação celular (Vascarelli et al., 2012). 

Valores de índice de proliferação celular a partir de Ki-67 acima de 23 células em cinco 

campos de maior aumento estão relacionados a altos riscos de recidiva tumoral e 

metástase (Warland et al., 2015; Calazans et al., 2016). 

C-KIT é um receptor de membrana, determinado pelo gene c-KIT, com 

atividade de tirosina quinase para “stem cells factor” que estimula o crescimento de 

mastócitos. A mutação no gene c-KIT, sendo mais comum do tipo duplicação interna 

em tandem (ITD) nos éxons 8 ou 11, promove a contínua fosforilação da porção 

citoplasmática do receptor, independente da presença de “stem cells factor”, 

estimulando a multiplicação de mastócitos neoplásicos de modo descontrolado 

(Willmore-Payne et al., 2005; De Nardi et al., 2022). A presença de mutação no gene 

c-KIT em éxon 11 é relacionada com redução da sobrevida e incidência de recidiva 

local e metástase, frequentemente observadas em mastocitomas grau II e III (Costa, 

2015).    

Com o objetivo de definir o comportamento biológico do mastocitoma cutâneo 

canino e direcionar tratamento, alguns fatores prognósticos podem ser considerados 

como grau histopatológico Patnaik e Kiupel, índice mitótico, raça, localização tumoral, 

número de lesões, recidiva, presença de metástase a distância e em linfonodo 

regional, expressão de Ki-67 e padrão de expressão do c-KIT (Poggiani et al., 2012; 

Horta et al., 2018; De Nardi et al., 2022).  
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A sobrevida de cães com mastocitoma cutâneo está relacionada ao grau 

histopatológico do tumor de acordo com a classificação Patnaik. Logo pacientes com 

mastocitoma grau I apresentaram maior taxa de sobrevida que pacientes com grau II, 

e consequentemente pacientes com mastocitoma grau III menor sobrevida (Strefezzi 

et al., 2009). De acordo com a classificação histopatológica proposta por Kiupel et al., 

(2011), pacientes com mastocitomas cutâneo alto grau apresentaram menor tempo 

até a ocorrência de metástase ou recidiva, assim como menor taxa de sobrevida. 

O índice mitótico é avaliado microscopicamente em 10 campos de grande 

aumento, sendo considerado um fator prognóstico do mastocitoma independente das 

características histopatológicas. Logo, índice mitótico acima de 5 em 10 campos de 

grande aumento ou maiores taxas mitóticas estão associadas a menor sobrevida em 

cães com mastocitoma cutâneo (Romansik et al., 2007). 

Algumas raças demonstram predisposição ao desenvolvimento de 

mastocitomas, como Pug e Boxer sendo tumores menos agressivos. Diferindo dos 

cães da raça Shar-pei, principalmente os mais jovens, os quais tendem a apresentar 

mastocitomas pouco diferenciados e com comportamento biológico agressivo 

(Blackwood et al., 2012; De Nardi et al., 2022).  

Estudos demonstram que mastocitomas localizados em cavidade oral, leito 

ungueal, região inguinal, perineal ou prepucial exibem, com frequência, 

comportamento de malignidade (De Nardi et al., 2022). O número de nódulos de 

mastocitoma cutâneo em cães pode ser considerado um fator prognóstico, uma vez 

que estudos reportam pior prognóstico em pacientes com múltiplas lesões (Kiupel et 

al., 2005). Enquanto outros trabalhos reportam que pacientes com múltiplos nódulos 

de mastocitoma apresentaram baixo grau histológico (Poggiani et al., 2012).  

Sendo o mastocitoma cutâneo um neoplasma com comportamento 

extremamente variável, aproximadamente 50% são considerados agressivos, com 

possibilidade de recidiva e/ou metástase em 80% dos casos (Strefezzi et al., 2009; 

Stefanello et al., 2015). As metástases podem ser observadas em linfonodos 

regionais, baço e fígado e menos comumente em medula óssea, sendo caracterizada 

por quadros de mastocitose (Strefezzi et al., 2009; De Nardi et al., 2022). 

Aproximadamente 20% dos cães com mastocitoma cutâneo apresentam metástase 

em linfonodo regional no momento do diagnóstico, estando associado a redução da 
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sobrevida (Marconato et al., 2018). Recidivas de mastocitoma cutâneo estão 

associadas a maiores taxas de óbito, como descrito por Horta et al. (2018), onde 80% 

dos pacientes com recidiva vieram a óbito. 

A determinação da expressão de ki-67 é realizada a partir da imunomarcação 

de núcleos positivos em 5 campos de maior aumento, sendo acima de 23 células 

positivas associado com alto risco de recidiva ou ocorrência de metástase (Webster 

et al., 2007). O padrão c-KIT é avaliado a partir da imunomarcação do receptor em 

membrana citoplasmática, focal ou de forma difusa em citoplasma, também 

denominados padrão I, II ou III (Horta et al., 2018). Os padrões focal e difuso, ou seja, 

II e III estiveram associados a prognósticos desfavoráveis, principalmente padrão III 

(De Nardi et al., 2018; Thamm et al., 2019).    

Assim como os fatores prognósticos relacionados ao mastocitoma cutâneo em 

cães, é possível o estadiamento clínico (Quadro 3) proposto pela Organização 

Mundial da Saúde (WHO – World Health Organization). Ambos permitem definir 

prognóstico do paciente e opção terapêutica (De Nardi et al., 2022).  

 

Quadro 3 – Sistema de estadiamento clínico para mastocitoma cutâneo em cães 
proposto pela WHO (Adaptado: De Nardi et al., 2022)  

Estágio Descrição 

0 

Um tumor excisado incompletamente da derme, identificado histologicamente, sem 
linfonodo regional envolvido 

a) Sem sinais sistêmicos  
b) Presença de sinais sistêmicos  

I 

Um tumor confinado a derme, sem linfonodo regional envolvido  

a) Sem sinais sistêmicos  

b) Presença de sinais sistêmicos  

II 

Um tumor confinado a derme, com envolvimento de linfonodo regional  

a) Sem sinais sistêmicos  

b) Presença de sinais sistêmicos  

III 

Múltiplos nódulos cutâneos; nódulos infiltrativos, com ou sem linfonodo regional 
envolvido    

a) Sem sinais sistêmicos 

b) Presença de sinais sistêmicos  

IV Qualquer nódulo com metástase distante, incluindo sangue ou medula óssea envolvidos 

  

O tratamento inicial preconizado para mastocitoma cutâneo canino é a cirurgia 

com amplas margens livres, como citado anteriormente. Entretanto, fatores 

prognósticos definirão a necessidade de terapia quimioterápica adjuvante (Camps-

Palau et al., 2007). A quimioterapia antineoplásica é indicada principalmente para o 

tratamento de mastocitomas disseminados, irressecáveis, classificados como alto 
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grau/grau II ou III, relacionados a fatores prognósticos negativos ou para doença 

residual microscópica (Donnelly et al., 2013; Jark et al., 2013; Varela et al., 2016).  

 Atualmente consideram-se o uso de corticóide, vimblastina e lomustina como 

os principais agentes quimioterápicos e o uso de inibidores de tirosina quinase para o 

tratamento sistêmico do mastocitoma cutâneo (Thamm et al., 1999; Varela et al., 

2016). Porém, não há padrão-ouro de tratamento quimioterápico para mastocitoma 

canino (Olsen et al., 2018). 

 

2.2 Nanovesículas extracelulares  

 
Células saudáveis e tumorais liberam no espaço extracelular nanovesículas 

durante diversos processos fisiológicos e patológicos (Zmigrodzka et al., 2019). As 

nanovesículas, ou SEV (“small extracelular vesicles”), podem ser classificadas em três 

grupos, de acordo com seu tamanho e mecanismo de formação: exossomos (20-

150nm), microvesículas (100-1µm) e corpos apoptóticos (1-5 µm) (Yu et al., 2015; 

Osaki e Okada, 2019).  

As SEV são originadas a partir de vesículas endossomais, sendo heterogêneas 

quanto ao seu conteúdo e refletindo o estado fenotípico da célula (Li et al., 2017). A 

formação e liberação no meio extracelular ocorrem através dos processos de 

iniciação, endocitose, formação de corpo multivesicular e liberação de pequenas 

vesículas (Xu Zhang et al., 2015).   

Inicialmente ocorre o encapsulamento da membrana celular e formação do 

endossomo (Figura 1). Este endossomo sofre maturação, tendo agora em seu interior 

múltiplas vesículas (corpo multivesicular) contendo proteínas, ácidos nucléicos, 

miRNA e fragmentos de DNA. O corpo multivesicular pode sofrer degradação pelos 

lisossomos ou sofrer fusão com a membrana celular e secretar no meio extracelular 

diversas vesículas, agora chamadas de SEV (Figura 2) (Xu Zhang et al., 2015; Tai et 

al., 2018; Osaki e Okada, 2019). 
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Figura 1. Esquema ilustrativo do processo de formação do endossomo, a partir do 
encapsulamento da membrana celular. Processo denominado de endocitose, sendo 
a fase inicial para a formação das vesículas extracelulares. Adaptado: Santos et al., 
2022. 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figura 2. Formação das vesículas extracelulares tumorais. Após o processo de 
endocitose, o endossomo inicial sofre invaginações mediadas pelas proteínas ESCRT 
(Endossomal Sorting Complex Required For Transport), formando o corpo 
multivesicular. Este último pode sofrer degradação pelos lisossomos ou sofrer fusão 
com a membrana celular por meio da ação das moléculas reguladoras do tipo Rab. 
As vesículas liberadas no meio externo à célula podem atuar na formação tumoral ou 
formação de metástase, atuando na comunicação intercelular. Adaptado: Tai et al., 
2018. 
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A endocitose, ou seja, processo de formação do endossomo, é mediada por 

receptores específicos de membrana como as tetraparinas (CD9, CD63, CD82), MHC  

classe I e II (Major Histocompatibility Complex) e moléculas de adesão como as 

integrinas e caderinas (Ruivo et al., 2017; Tai et al., 2018; Pegtel e Gould, 2019). A 

maturação intracelular do endossomo inicial em corpo multivesicular envolve a ação 

de proteínas ESCRT (Endossomal Sorting Complex Required For Transport) e a via 

independente da ação de ESCRT. Proteínas como ESCRT-0, I, II e III formam 

complexos estimulando o acúmulo de vesículas no interior do corpo multivesicular 

(Osaki e Okada, 2019).  

Estudos recentes demonstram que as SEV são secretadas no meio extracelular 

por meio do processo de brotamento ou quando ocorre inibição da proteína ESCRT e 

por meio da ação das moléculas reguladoras Rab7, Rab11, Rab27a, Rab27b e Rab35 

(Zhang et al., 2015; Tai et al., 2018). Sendo a membrana das SEV formada por 

componentes do endossomo, se faz repleta de proteínas e moléculas de transporte e 

fusão como GTPases, anexinas, lipídeos como colesterol e ceramidas, assim como 

tetraparinas especificas como CD9, CD63, CD81 e CD82 (Brinton et al., 2015; Javeed 

e Muckopadhyay, 2017). Logo, devido a composição da membrana é possível sua 

entrada em células receptoras (Chan et al., 2019).  

A fusão e transferência de SEV para a célula-alvo pode ocorrer por meio de 

três processos. Primeiro, as proteínas transmembranas das vesículas interagem 

diretamente com receptores de sinalização das células-alvo. Segundo, através da 

fusão de membranas plasmáticas da célula-alvo e vesículas. E terceiro, por meio de 

endocitose e posterior fagocitose pela célula-alvo, sendo a forma de maior captação 

(Xu Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2015). 

Após se fundirem com a célula-alvo as SEV liberam seu conteúdo no 

citoplasma (Kalluri, 2016). Estudos revelam que o conteúdo liberado pelas vesículas 

atua como modulador da comunicação entre células próximas e distantes, 

influenciando processos fisiológicos e patológicos ao transferirem o seu conteúdo no 

meio intracelular de outra célula (Li et al., 2015; Golchin et al., 2018; Jayachandran et 

al., 2018).  

As SEV são secretadas por diversas células como reticulócitos, linfócitos, 

fibroblastos, macrófagos, mastócitos, assim como por células tumorais (Li et al., 2017; 
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Tai et al., 2018). Podendo ser isolados de diversos fluídos como soro e plasma 

sanguíneo, saliva, urina, leite e sêmen (Yu et al., 2015; Mihelich et al., 2016; Narita et 

al., 2019). Diversos fatores extracelulares e intracelulares contribuem para o 

mecanismo de secreção de pequenas vesículas como desordens inflamatórias, 

processos tumorais, condições de estresse celular como hipóxia, radiação γ e redução 

do pH (Barger et al., 2016; Kalluri, 2016).  

O conteúdo interno das SEV varia de acordo com o tipo celular de origem. De 

modo geral carreiam DNA, RNA, mRNA, miRNA, fragmentos de citoesqueleto, 

peptídeos e moléculas MHC classe I e II (Javeed e Muckopadhyay, 2017). 

Considerando a membrana bilipídica das vesículas derivada do processo de 

endocitose, é possível proteger o conteúdo carreado da ação de proteínas de 

degradação como RNases e outras proteases no meio extracelular, aumentando a 

capacidade de comunicação intercelular (Lin et al., 2015; Meehan e Vella, 2015; Tai 

et al., 2018; Simundic et al., 2019).  

As nanovesículas possuem função na modulação da resposta imune e 

inflamatória, entretanto sua atuação no processo oncológico tem sido intensamente 

estudada nos últimos anos (Ruivo et al., 2017; Chan et al., 2019). Exossomos são 

descritos como possíveis promotores na progressão tumoral, metástase, indução a 

transição epitélio-mesenquinal (EMT) e resposta à terapia através da transferência de 

miRNA entre células do câncer e estroma tumoral (Garzon et al., 2006; Lin et al., 2015; 

Kalluri, 2016; Sammarco et al., 2018). 

De acordo com “Hallmarks of Cancer”, elaborado por Hanahan e Weinberg em 

2000 e atualizado em 2022 (Hanahan, 2022), a tumorigênese ocorre em diversas 

etapas que são reflexo de modificações genéticas levando a alterações na fisiologia 

celular. Por exemplo autossuficiência em sinais de crescimento, insensibilidade a 

sinais inibidores de crescimento, evasão de sinais de apoptose, potencial de 

replicação ilimitado, angiogênese e capacidade de metástase. Estudos reportam o 

papel de nanovesículas originados de células tumorais como atuantes na progressão 

do câncer (Meehan e Vella, 2015; Ruivo et al., 2017; Zamboni et al., 2023). 

A produção e liberação de vesículas no meio extracelular é um processo 

coordenado e alterado no câncer (Briton et al., 2015). Estima-se que são 

contabilizados aproximadamente 2000 trilhões de exossomos, um exemplo de 
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nanovesículas, no sangue de pacientes humanos saudáveis, enquanto pacientes com 

câncer apresentaram 4000 trilhões (Jayachandran et al., 2018). Além de alterações 

na concentração de vesículas extracelulares no processo tumoral, também é possível 

alterações nos componentes carreados, como miRNA e demais proteínas (Brady et 

al., 2018).  As vesículas originadas de células tumorais são responsáveis pela indução 

da angiogênese, aumento da permeabilidade vascular no microambiente tumoral, 

evasão do sistema imune, progressão tumoral, invasão da matriz extracelular e 

metástase. (Muralidharan-Chari et al., 2010; Brinton et al., 2015, Jayachandran et al., 

2018).  

A comunicação mediada por SEV não se limita apenas entre às células 

tumorais, incluindo também o microambiente tumoral, local e à distância (Javeed e 

Muckopadhyay, 2017). As vesículas extracelulares derivadas de tumores podem 

transportar fragmentos de DNA, RNA, miRNA e oncogenes, assim como fator TGF-β 

(“Transforming Growth Factor-β”) atuando em fibroblastos saudáveis levando à 

diferenciação destes em miofibroblastos (Osaki e Okada, 2019). Estudos reportam o 

papel das SEV tumorais na formação do nicho pré-metastático (Javeed e 

Muckopadhyay, 2017; Tai et al., 2018).  

A identificação de SEV é realizada por meio de biópsia líquida de fluídos, sendo 

um processo minimamente invasivo (Jayachandran et al., 2018; Pegetl e Gould, 

2019). A biópsia líquida é realizada inicialmente pela centrifugação do fluído corporal 

como soro ou plasma sanguíneo, saliva, urina ou sêmen. Seguido pela 

ultracentrifugação e ultrafiltração da amostra para isolamento em tempos distintos 

(Brett et al., 2015; Siravegna et al., 2017).  

O tamanho e a concentração de SEV podem ser determinados através da 

análise de rastreamento de nanopartículas (NTA – “Nanoparticle Tracking Analysis”). 

NTA é uma técnica de caracterização que combina as propriedades da microscopia 

de espalhamento de luz a laser e o movimento browniano para obtenção da 

distribuição de tamanho de partículas em suspensão líquida (Soo et al., 2012; Vestad 

et al., 2017). Por meio de instrumentos de NTA e NanoSight acoplados à câmera 

digital é possível a identificação de partículas entre 10 a 2000nm em meio líquido 

(Vestad et al., 2017).  
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O potencial das nanovesículas para diagnóstico e tratamento de diferentes 

doenças vem sendo investigado nos últimos anos, pois o tamanho, concentração e 

composição podem fornecer importantes informações clínicas (Vestad et al., 2017). 

As SEV de origem tumoral e a análise de seu conteúdo são potenciais fontes para 

diagnóstico do câncer, assim como para obtenção de informações sobre resposta 

diante do tratamento, possíveis fatores reguladores da progressão tumoral, fatores 

prognósticos, comportamento e metástase, permitindo monitorar a doença e o 

tratamento de forma menos invasiva (Kalluri, 2016; Siravegna et al., 2017). Estudos 

têm sido conduzidos na tentativa caracterizar as vesículas extracelulares e a sua 

correlação com o câncer, devido a concentração de SEV, seu tamanho e composição 

de miRNA diferir entre pacientes saudáveis e oncológicos (Berlung et al., 2015; 

Agarwal et al, 2021).  

Atualmente na medicina veterinária as vesículas extracelulares e o seu 

conteúdo são estudados como um potencial biomarcador não invasivo de diagnóstico 

e valor prognóstico (Zmigrodzka et al., 2019). Em pacientes com linfoma é possível 

observar aumento na concentração de SEV em cães com linfoma multicêntrico em 

doença progressiva e a expressão de miRNA diferindo na doença progressiva e na 

doença em remissão em cães. Dessa forma é possível a avaliação da resposta 

terapêutica do linfoma por meio da biópsia líquida em cães (Garnica et al., 2020). 

  

3. OBJETIVOS  
 
 
 O presente trabalho tem como objetivo a quantificação de pequenas vesículas 

extracelulares a partir de soro sanguíneo de cães diagnosticados com mastocitoma 

cutâneo. A partir da quantificação de SEV, identificar possíveis diferenças nos valores 

entre cães com mastocitoma cutâneo e animais considerados hígidos; associação do 

tamanho e a concentração de nanovesículas extracelulares aos fatores prognósticos 

relacionados ao mastocitoma cutâneo no cão e relacionar a quantificação de SEV 

como fator prognóstico associado à sobrevida de cães com mastocitoma cutâneo.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Instalações e Seleção dos Pacientes 

 

 O presente projeto foi desenvolvido nas dependências do Hospital Veterinário 

“Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV), 

Universidade Estadual Paulista (Unesp), Câmpus de Jaboticabal – SP. O protocolo 

experimental do presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da FCAV, Unesp, Câmpus de Jaboticabal – SP, protocolo número 09484/19. 

Foram coletados dados e amostras entre outubro/2019 a fevereiro/2021. 

 Foram selecionados cães com idade mínima de 3 anos atendidos pelo Serviço 

de Oncologia Veterinária ou Clínica Cirúrgica de Pequenos Animais, apresentando um 

ou mais nódulos cutâneos com laudo citológico e/ou histopatológico compatível com 

mastocitoma cutâneo. Nos pacientes com mastocitoma foram observados os 

principais fatores prognósticos como grau histopatológico Patnaik e Kiupel, índice 

mitótico, raça, localização tumoral, número de lesões, recidiva, presença de 

metástase e linfonodo regional, expressão de Ki-67 e padrão de expressão de c-KIT. 

Foram considerados como critérios de exclusão os pacientes com outros tipos 

tumorais concomitantes, presença de comorbidades, presença imagens sugestivas de 

metástase a distância através de exames de imagem, realização prévia de 

quimioterapia ou cirurgia prévia para exérese tumoral de mastocitoma.  

Como grupo controle considerou-se cães hígidos provenientes da Unidade 

Didática Clínica Hospitalar de Medicina Veterinária (UDCH) da Faculdade de 

Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA), da Universidade de São Paulo (USP), 

Campus Fernando Costa (Pirassununga – SP). Selecionou-se pacientes que não 

estavam em tratamento para alguma enfermidade nos últimos 6 meses, que não 

tenham sido submetidos a procedimentos cirúrgicos nos últimos 6 meses e sem 

alterações nutricionais, protocolo vacinal e de vermifugação em dia, conforme seleção 

prévia por Garnica e colabores (2020).  

 

4.2 Procedimentos Pré-Cirúrgicos e Transcirúrgicos 

 
 Os pacientes selecionados com mastocitoma cutâneo foram submetidos à 

avaliação clínica e exames de hemograma e avaliações bioquímicas séricas de 
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alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, creatinina, ureia e albumina. O 

estadiamento clínico de cada paciente foi realizado através de ultrassonografia 

abdominal e radiografias de tórax nas projeções látero-lateral esquerda, látero-lateral 

direita e ventrodorsal. Cães acima de 7 anos ou com alterações cardíacas à ausculta 

foram encaminhados para avaliação cardiológica com realização de ecocardiograma 

e eletrocardiograma. Posteriormente a realização dos exames, os cães com exames 

dentro da normalidade foram encaminhados para remoção cirúrgica dos nódulos 

cutâneos de mastocitoma.  

 A ressecção cirúrgica dos nódulos incluiu a remoção de margens radiais de 

3cm e inclusão de fáscia muscular adjacente, livres de tecidos neoplásicos, seguida 

de linfadenectomia regional. Como protocolo anestésico preconizou-se o uso prévio 

de acepromazina1 (0,02mg/kg, via intramuscular), metadona2 (0,2mg/kg, via 

intramuscular) e prometazina3 (0,5mg/kg, via intramuscular). Indução de plano 

anestésico com uso intravenoso de propofol4 (5mg/kg) e manutenção com uso 

inalatório de isofluorano5 1 a 3% diluído em 100% de oxigênio. Como protocolo 

analgésico imediatamente ao procedimento cirúrgico, foi instituído uso de metadona2 

(0,5mg/kg, via intramuscular), dipirona sódica6 (25mg/kg, via intramuscular) e 

meloxicam7 (0,1mg/kg, via subcutâneo). Aos dias subsequentes, administração de 

cloridrato de tramadol (5mg/kg, via oral, TID) e dipirona sódica (25mg/kg, via oral, TID) 

por 5 dias, uso de meloxicam (0,1mg/kg, via oral, SID) por 3 dias, cefalexina (20mg/kg, 

via oral, SID) por 7 dias e limpeza da ferida diariamente com solução fisiológica 0,9%. 

Aos 10 dias de pós-operatório foi realizada a remoção dos pontos a partir da adequada 

cicatrização da ferida cirúrgica. 

 

 

 

 

 
__________________________ 
1 Apromazin® - Acepromazina 0,2%, solução injetável – Syntec – Tamboré, SP, Brasil. 
2 Mytedom® - Cloridrato de Metadona 10mg, solução injetável – Cristália – Itapira, SP, Brasil. 
3 Pamergan® - Cloridrato de Prometazina 25mg, solução injetável – Cristália – Itapira, SP, Brasil. 
4 Propovan® - Propofol 10mg, emulsão injetável – Cristália – Itapira, SP, Brasil. 
5 Isoforine® - Isofluorano – Cristália, Itapira, SP, Brasil. 
6 D500® - Dipirona Sódica 500mg, solução injetável – Zoetis – Campinas, SP, Brasil. 
7 Flamavet® - Meloxicam 0,2%, solução injetável – Agener – São Paulo, SP, Brasil. 
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4.3 Coleta das amostras sanguíneas e tecido neoplásico 

 
As amostras de sangue do grupo controle foram coletadas durante atendimento 

clínico, enquanto as amostras dos pacientes com mastocitoma foram coletadas antes 

do procedimento cirúrgico de ressecção tumoral. As amostras foram coletadas por 

meio de venopunção de jugular utilizando agulha 27x7mm e seringa de 5ml 

descartáveis, obtendo 3mL de sangue total armazenados em tubo de coleta sem 

anticoagulante. Com a formação de coágulo em 30 a 60 minutos após a coleta, a 

amostra foi centrifugada8 em 1500rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. O 

soro sanguíneo em suspensão foi separado e armazenado em criotubos e congelado 

em freezer -86ºC, baseado em Garnica et al. (2020).  

O tecido removido assim como linfonodo regional foram encaminhados para o 

Laboratório de Histologia do Departamento de Patologia Veterinária, FCAV, Unesp, 

Câmpus Jaboticabal-SP. As amostras tumorais foram identificadas e encaminhadas 

em solução de formaldeído tamponado 10%, com pH entre 7,2-7,4 para posterior 

processamento e análise microscópica por patologista veterinário. 

 

4.4 Análise Histopatológica  

 

 O tecido neoplásico excisado foi mantido em solução de formaldeído 

tamponado 10% com pH entre 7,2-7,4 durante 48 horas, e posteriormente processado 

e incluído em parafina para realização dos cortes histológicos. Os cortes foram 

realizados em micrótomo com espessura de 4µm e incluídos em lâminas de 

microscópia para proceder as reações específicas. 

 Para avaliação histoquímica utilizou-se a coloração com hematoxilina-eosina e 

azul de toluidina e análise dos cortes por patologista definindo o grau histológico do 

mastocitoma cutâneo de acordo com a classificação de Patnaik et al. (1984) em grau 

I, II ou III; classificação de Kiupel et al. (2011) em alto ou baixo grau. Análise quanto 

ao índice mitótico em 10 campos de grande aumento (40X); presença ou ausência de 

invasão vascular por mastócitos; necrose tumoral; células multinucleadas; avaliação 

das margens cirúrgicas obtidas quanto livres, exíguas ou comprometidas e avalição 

______________________ 
8 Centrífuga PARSEC® - Modelo Winchester CT 0603. 
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do linfonodo regional quanto à presença de mastócitos tumorais.  

Pacientes com múltiplos nódulos de mastocitoma, considerou-se o resultado 

histopatológico de pior prognóstico, de acordo com De Nardi et al. (2022). Foi 

solicitada a realização de exame de imuno-histoquímica para os marcadores c-KIT e 

Ki67 em laboratório particular externo, de acordo com a disponibilidade dos tutores. 

Os fatores prognósticos relacionados ao mastocitoma em cães como raça, 

sinais sistêmicos, localização tumoral, graduação histopatológica, taxa de mitose, 

padrão de expressão de c-KIT e Ki67 foram identificados a partir da anamnese, exame 

físico e avaliação histopatológica e imuno-histoquímica.   

   

4.5 Isolamento e caracterização das vesículas extracelulares 
 
As amostras de soro armazenadas em criotubos em freezer -86ºC foram 

encaminhadas para o Laboratório de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT), 

USP, Campus “Fernando Costa”, Pirassununga – SP, sob orientação do Prof. Dr. 

Heidge Fukumasu. Baseado em Garnica et al. (2020) as pequenas vesículas 

extracelulares (SEV – “small extracelular vesicles”) foram obtidas de soro sanguíneo 

canino mediante processamento a partir da centrifugação consecutivas:  4ºC a 300rpm 

por 10 minutos para retirada de células, 2000rpm por 10 minutos para retirada de 

debris celulares e 16500 xg por 30 minutos para retirada de vesículas extracelulares 

maiores. Para obtenção do precipitado rico em vesículas extracelulares pequenas 

(menores que 200 nm) as amostras foram filtradas em poros de 0,20 µm (Corning) e 

ultracentrifugado9 a 119700rpm por 70 minutos a 4ºC. Em seguida, o precipirado foi 

diluído em tampão fosfato-salino (1xPBS) livre de cálcio e magnésio e 

ultracentrifugado novamente em 119700rpm por 70 minutos a 4ºC.  

O precipitado enriquecido com vesículas extracelulares pequenas foi diluído em 

30µL de 1xPBS livre de cálcio e magnésio para posterior análise de NTA 

(“Nanoparticle Tracking Analysis”). Do volume total do “pellet”, 5 µL foram diluídos em 

495 µL de 1xPBS para avaliação de tamanho e concentração de partículas com auxílio 

do aparelho NanoSight10. Foram obtidos para análise cinco vídeos de 30 segundos 

 ______________________ 

9 Optima XE-90 Ultracetrifuge; rotor 70 Ti; Beckman Coulter. 
10 NS300; NTA 3.4 Build 3.1.45; Malvern. 
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cada, em temperatura controlada a 37ºC, Camera Level 13 e considerando threshold 
5, por amostra.   
 

4.6 Análise estatística 

  
 Os dados foram avaliados com o teste Pearson e para duas comparações entre 

grupos aplicou-se o teste T não pareado ou Mann-Whitney, assim como Teste 

D’Agostini para avaliação de sobrevida. As curvas ROC foram aplicadas para 

definição de valor preditivo dos exames avaliados. Os valores de P foram 

considerados significativos quando p≤0,05. Para análise dos dados utilizou-se o 

software GraphPad Prisma.  

  
 
5. RESULTADOS 

5.1 Pacientes selecionados 

 

Foram selecionados 20 cães com diagnóstico citológico e histopatológico de 

mastocitoma cutâneo e 30 cães hígidos para composição do grupo controle. A média 

de idade foi de 9 anos (4 a 16 anos) no grupo mastocitoma e 3,4 anos (0,5 a 15 anos) 

no grupo controle. Dentre os cães com mastocitoma foram incluídos 17 fêmeas e 3 

machos, todos castrados. 

Com relação aos animais hígidos do grupo controle foram selecionados cães 

sem padrão racial definido (13), Border Collie (3), Golden Retriever (2), Labrador 

Retriever(2), Shih Tzu (2), Lhasa Apso (1), Pastor Alemão (1), Maltês (1), Australian 

Cattle Dog (1), Pinscher (1), Pittbull (1), Pastor Branco Suíço (1) e Yorkshire (1).  

Os cães sem padrão racial definido (SRD) foram observados com maior 

frequência no grupo mastocitoma, sendo 8 animais, seguido das raças Boxer (2), 

Dachshund (2), Labrador (2), Bulldogue Francês (1), Chow-Chow (1), Galgo (1), 

Pinscher (1), Poodle (1) e Shar-pei (1) (Figura 3). 
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Figura 3. Representação gráfica de análise quantitativa de raças de cães com 
diagnóstico de mastocitoma cutâneo no período experimental de outubro/2019 a 
fevereiro/2021. Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias – FCAV/UNESP, 
Jaboticabal-SP, 2022. 
 
 

A presença de sinais sistêmicos como vômito, náusea, hematêmese, 

hematoquezia, dor abdominal e/ou Sinal de Darrier, decorrentes da possível 

degranulação de mastócitos neoplásicos, foi relatada em cinco cães no momento do 

diagnóstico. Sendo dois cães com diagnóstico de mastocitoma alto grau/grau II, um 

considerado alto grau / grau II e dois classificados em baixo grau / grau II. Com relação 

aos cinco pacientes, apresentaram sobrevida média de 186 dias (20 a 356 dias), 

entretanto quatro vieram a óbito em decorrência do mastocitoma cutâneo no período 

analisado. 

O período de evolução da neoplasia, ou seja, desde a observação da lesão ao 

diagnóstico foi de 126 dias (10 a 365 dias). Com relação ao número de lesões, 15 

cães apresentavam nódulos únicos e cinco cães apresentavam múltiplos nódulos de 

mastocitoma cutâneo. Oito cães apresentavam nódulos de mastocitoma em região de 

cabeça, dígito ou perineal. Entretanto não houve diferença estatística com relação a 

sobrevida média entre pacientes com mastocitoma cutâneo em região de cabeça, 

dígito ou perineal para as demais localizações observadas no presente estudo.   

A sobrevida média dos pacientes do grupo mastocitoma foi de 350,1 dias (20 a 

491 dias. Com relação aos pacientes com mastocitoma baixo grau / grau I houve 

sobrevida média de 483,5 dias (dois cães); pacientes com mastocitoma baixo grau / 

grau II de 181,6 dias (oito cães); pacientes com mastocitoma alto grau / grau II de 

156,3 dias (quatro cães) e para pacientes com mastocitoma alto grau / grau III de 102 
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dias (seis cães), demonstrando diferença estatística entre os grupos quanto análise 

de variância (ANOVA) (p<0,05) (Figura 4).  

 

Figura 4. Representação gráfica em barra a partir de análise de variância (ANOVA) 
entre os graus histológicos Kiupel (baixo ou alto) e Patnaik (I, II ou III) e a sobrevida 
média dos cães com mastocitoma cutâneo. Faculdade de Ciências Agrárias e 
Veterinárias – FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, 2022. 

 

Dentre os 20 pacientes com mastocitoma cutâneo analisados, sete 

apresentaram recidiva tumoral no período observado com sobrevida média de 184 

dias (20 a 271 dias) e intervalo livre de doença médio de 166 dias (15 a 200 dias). 

Com relação aos pacientes com recidiva tumoral, quatro foram mastocitoma alto grau 

e seis com margens cirúrgicas comprometidas ou exíguas. Vieram a óbito em 

decorrência do mastocitoma cinco pacientes com recidiva tumoral (71,4% de óbito em 

pacientes com recidiva).  

  

5.2 Histopatologia  

Foram observados 10 pacientes com mastocitoma baixo grau e 10 pacientes 

com mastocitoma alto grau, de acordo com a classificação Kiupel et al. (2011). Dois 

pacientes apresentaram mastocitoma grau I, 12 pacientes mastocitoma grau II e seis 

pacientes mastocitoma grau III, de acordo com a classificação Patnaik et al. (1984). 

Sendo considerados mastocitoma baixo grau / grau I em dois cães (10%); 
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mastocitoma baixo grau / grau II em oito cães (45%); mastocitoma alto grau / grau II 

em quatro cães (15%) e mastocitoma alto grau / grau III em seis cães (30%).  

Após a ressecção cirúrgica dos nódulos de mastocitoma cutâneo, as margens 

tumorais foram classificadas livres em seis pacientes, comprometidas em 11 

pacientes e exíguas em três pacientes. Considerando os pacientes com margens 

livres, houve recidiva em um paciente com mastocitoma alto grau / grau III. Dentre os 

14 pacientes com nódulos removidos com margens comprometidas ou exíguas, sete 

apresentaram recidiva de mastocitoma cutâneo ao longo do período observado e um 

não foi informado, sendo três considerados mastocitoma alto grau / grau III. 

Com relação ao linfonodo regional encaminhado para análise histopatológica, 

nove não apresentaram metástase (45%) e 11 apresentaram focos metastáticos em 

linfonodo (55%). Considerando os linfonodos regionais metastáticos, sete ocorreram 

em mastocitoma alto grau. Os linfonodos regionais livres de focos metastáticos de 

mastocitoma ocorreram em três pacientes com mastocitoma alto grau (30%).  

Índice mitótico foi considerado inferior a cinco figuras de mitose em 10 campos 

de grande aumento em 14 pacientes (70%) e acima de cinco figuras de mitose em 10 

campos de grande aumento em seis pacientes com mastocitoma cutâneo (30%). 

Dentre os cães com mais de cinco figuras de mitose em 10 campos de grande 

aumento, sendo cinco cães com mastocitoma cutâneo alto grau/grau III e um alto grau/ 

grau II com sobrevida de 152 dias. 

Foram observados focos de invasão vascular por mastócitos neoplásicos em 

três pacientes, sendo um paciente com mastocitoma baixo grau / grau II, um paciente 

com mastocitoma alto grau / grau II e um paciente com mastocitoma alto grau / grau 

III. Nos cães onde foi observada invasão vascular e alto grau histológico Kiupel houve 

concomitante presença de metástase em linfonodo regional. 

A realização de exame de imuno-histoquímica para os marcadores ckit e Ki-67 

foi possível em apenas dois pacientes, devido restrição financeira dos demais tutores, 

tendo viés em possíveis diferenças estatísticas. Foi observado padrão ckit II e Ki-

67>23% em mastocitoma alto grau / grau III e padrão ckit II e Ki67<23% em 

mastocitoma baixo grau / grau II. 
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5.3 Caracterização das vesículas extracelulares (SEV) isoladas em soro canino 
 
 A partir de mensuração por NTA foi observado o tamanho médio das vesículas 

extracelulares em pacientes com mastocitoma cutâneo de 140,41nm (108,7 – 

164,8nm), sendo em mastocitoma alto grau a média de 198,49nm e em mastocitoma 

baixo grau 143,4nm. Nos cães do grupo controle a amostra de soro sanguíneo 

apresentou média de tamanho de vesículas exossomais de 132,69nm (108,6 – 

170,90nm). 

 A concentração de SEV, ou seja, SEV/mL em amostras de soro sanguíneo de 

cães com mastocitoma cutâneo foi de 1,58x1010/mL (7,20x109/mL a 2,56x1010/mL). 

Em cães do grupo controle a concentração média de SEV/mL foi de 2,56x1010/mL 

(1,2x1010/mL a 6x1010/mL). 

 
5.3.1 Grupo Controle e Grupo Mastocitoma 
 
 Animais do grupo controle apresentaram maior concentração de SEV/mL 

quando comparados aos cães com mastocitoma (p<0,05) (Figura 5A). A análise 

mediante curva ROC demonstrou que a mensuração da concentração de SEV abaixo 

de 1,2x1010SEV/mL foi significativa como predição no diagnóstico de mastocitoma 

cutâneo (AUC 0.8575, p<0,001, 95% CI 0.7453 – 0.9697) (Figura 5B). Animais com 

mastocitoma apresentaram vesículas em maior tamanho, entretanto não houve 

diferença significativa com relação aos animais do grupo controle (p=0,06).  

A)  
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B)  
 

Figura 5. Concentração de vesículas (SEV) em soro canino com relação aos grupos 

controle e grupo mastocitoma. A) Alta concentração de SEV em animais do grupo 

controle quando comparado ao grupo de cães com mastocitoma cutâneo (p<0,05). B) 

Curva ROC representando a avaliação da concentração de SEV como predição no 

diagnóstico de mastocitoma em cães (AUC=0.8575, p<0,05). 

  

5.3.2 Pacientes vivos e óbitos 

Ao analisar a concentração de pequenas vesículas extracelulares (SEV) em 

soro de cães com mastocitoma houve menor concentração de SEV/mL em cães com 

mastocitoma que vieram ao óbito em decorrência da neoplasia, quando comparado a 

concentração de SEV/mL em animais vivos durante o período analisado (p<0,05). 

Pacientes com mastocitoma com menos de 1,23x1010 SEV/mL tiveram menor taxa de 

sobrevida (Figuras 6A e 6B). A análise mediante curva ROC demonstrou que a 

mensuração da concentração de vesículas extracelulares foi significativa como uma 

tendência ao menor tempo de sobrevida de cães com mastocitoma cutâneo (AUC 

0.8526, p=0,0159, 95% CI 0.7453 – 0.9697) abaixo de 1,23x1010 SEV/mL (Figura 6C). 

Entretanto não houve diferença significativa com relação ao tamanho das SEV entre 

cães com mastocitoma vivos ou que vieram à óbito (p>0,05).  
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A)  
 

B)  
 

C)  
 

Figura 6. Concentração de SEV em soro de cães com mastocitoma cutâneo com 

relação ao óbito no período analisado. A) Baixa concentração de SEV/mL de soro 

canino em pacientes que vieram a óbito em decorrência de mastocitoma cutâneo. B) 

Representação gráfica (teste Log-Rank) de menor concentração de SEV/mL de soro 

canino em pacientes que vieram a óbito ao longo do período analisado (linha 

vermelha) em relação a pacientes vivos no mesmo período (linha azul) (p<0,05). C)  

Curva ROC representando a concentração de SEV como fator na possibilidade de 

óbito em pacientes com mastocitoma cutâneo (AUC=0.8526 p<0,05).  
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5.3.3 Recidiva tumoral 

Dentre os pacientes com mastocitoma cutâneo, sete apresentaram recidiva ao 

longo do período analisado. A quantificação das vesículas (SEV) em cães com 

mastocitoma demonstrou menor concentração de SEV/mL de soro em pacientes que 

apresentaram recidiva tumoral quando comparado aos pacientes que não 

apresentaram recidiva (p<0,05). (Figura 7A). Porém não houve diferença estatística 

ao comparar o tamanho das SEV entre pacientes com mastocitoma com recidiva ou 

não (p>0,05). A análise mediante curva ROC demonstrou que a mensuração da 

concentração de SEV foi significativa como uma tendência a ocorrência de recidiva 

de mastocitoma cutâneo (AUC 0.8036, P=0,03120, 95% CI 0.5974 – 1.000) abaixo de 

1,02x1010 SEV/mL (Figura 7B). Ao analisar a sobrevida dos pacientes com 

mastocitoma cutâneo foi observada significativa redução na taxa de sobrevida em 

cães que apresentaram recidiva ao longo do tempo (p<0,05) (Figura 7C). 

A)  

B)  
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C)  

Figura 7. Concentração de vesículas (SEV) em soro canino com relação a recidiva 
tumoral de mastocitoma cutâneo. A) Baixa concentração de SEV/mL de soro canino 
em pacientes apresentaram recidiva de mastocitoma cutâneo. B) Curva ROC 
representando a concentração de SEV como fator na possibilidade de recidiva de 
mastocitoma cutâneo (AUC=0.8036 p<0,05). C) Representação gráfica (teste Log-
Rank) de menor taxa de sobrevida em pacientes caninos que apresentaram recidiva 
de mastocitoma cutâneo (linha vermelha) em relação a pacientes sem recidiva tumoral 
(linha azul) (p<0,05).  

 
5.4 Caracterização de vesículas extracelulares (SEV) e fatores prognósticos 
 
5.4.1 Presença de sinais sistêmicos  

Ao relacionar a concentração de SEV circulantes em soro de cães com 

mastocitoma cutâneo e a ocorrência de sinais clínicos como náusea, vômito ou prurido 

decorrentes da degranulação de mastócitos, houve menor concentração de vesículas 

extracelulares (SEV/mL) em animais com sintomas clínicos, com diferença 

significativa em relação aos animais assintomáticos (p<0,05) (figura 8A). Houve menor 

sobrevida em pacientes com mastocitoma cutâneo sintomáticos com diferença 

significativa em relação aos animais assintomáticos (p<0,05) (Figura 8B). Entretanto, 

não houve diferença significativa em relação ao tamanho das SEV e a presença de 

sinais sistêmicos relacionados ao mastocitoma cutâneo. 
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A)  

B)  

Figura 8. Concentração de SEV em cães com mastocitoma cutâneo em relação a 
presença de sinais clinicos decorrentes da degranulação de mastócitos. A) 
Concentração de SEV/mL de soro em cães sintomáticos e assintomáticos (p<0,05). 
B) Representação gráfica (teste Log-Rank) de menor taxa de sobrevida em pacientes 
caninos que apresentaram sinais clínicos decorrentes da degranulação de 
mastocitoma (linha vermelha) em relação a pacientes assintomáticos com 
mastocitoma (linha azul) (p<0,05). 

 

5.4.2 Demais fatores prognósticos   

A caracterização das vesículas (SEV) quanto a concentração e tamanho, não 

demonstrou diferença estatística com relação aos graus histológicos Patnaik para 

mastocitoma (grau I, II ou III) (p>0,05). Com relação ao grau histológico alto ou baixo 

de acordo com Kiupel, também não houve diferença estatística com relação a 

concentração ou tamanho das vesículas exossomais isoladas (p=0,06) (Figura 9). 
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Figura 9. Concentração de SEV em cães com mastocitoma cutâneo graduados de 
acordo com Kiupel (p>0,05). 
 
 Não houve diferença significativa quanto a concentração e tamanho das SEV 

em cães com mastocitoma cutâneo localizados em região perineal, dígito ou cabeça 

em relação as demais localizações observadas (p>0,05). Assim como não houve 

diferença significativa quanto a caracterização das SEV em relação ao índice mitótico 

do mastocitoma cutâneo (p>0,05) ou com relação as raças selecionadas durante o 

estudo (p>0,05). A presença ou ausência de metástase em linfonodo sentinela não 

apresentou diferença significativa quanto a concentração ou tamanho das vesículas 

extracelulares circulantes em cães com mastocitoma cutâneo (p>0,05).   

  

6. DISCUSSÃO 

O mastocitoma cutâneo, ou seja, a proliferação desordenada de mastócitos é 

um neoplasma frequente em cães das raças Boxer, Labrador e Pug (Miller et al., 2014; 

De Nardi et al., 2022). No presente trabalho a principal raça observada foram os cães 

sem padrão racial definido, o que é justificado por ser tratar de um estudo prospectivo 

de acordo com a rotina de atendimento do Hospital Veterinário “Governador Laudo 

Natel”, FCAV, Unesp Câmpus de Jaboticabal. 

Os principais locais de ocorrência do mastocitoma cutâneo em cães são região 

de tronco, extremidades de membros e região de cabeça e pescoço (Souza et al., 

2018). Nos pacientes selecionados não foi observada diferença estatística com 

relação à sobrevida e a localização tumoral, como também relatado por Al-Sarraf et 

al. (1996) e Pizzoni et al. (2017). Os mesmos autores citam não observar associação 
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entre idade, sexo, localização tumoral, tempo de progressão da doença e sobrevida 

de pacientes com mastocitoma cutâneo. 

Foram identificados dois cães com mastocitoma grau I (10%), 12 mastocitomas 

grau II (60%) e seis mastocitomas grau III (30%), de acordo com a graduação Patnaik 

et al., (1984). De acordo com a graduação Kiupel et al. (2011) foram identificados 10 

mastocitomas baixo grau (50%) e 10 mastocitomas alto grau (50%). Segundo Souza 

et al. (2018) em estudo retrospectivo, também realizado no Hospital Veterinário 

“Governador Laudo Natel” entre os anos de 2005 a 2015 com 105 animais, os 

mastocitomas cutâneos foram classificados como grau I em 11,8%, grau II em 73,7% 

e grau III em 14,5% na graduação Patnaik. Pela graduação Kiupel foram considerados 

baixo grau 64,8% e alto grau 35,2%, diferindo das proporções do presente estudo na 

graduação Kiupel, o que pode ser justificado pelo número de pacientes selecionados. 

Houve diferença estatística com relação a sobrevida nas diferentes graduações 

histológicas dos mastocitomas cutâneos avaliados no presente trabalho, sendo menor 

sobrevida em cães com mastocitoma alto grau/grau III (102 dias) e maior sobrevida 

em cães com mastocitoma baixo grau/grau I (483,5 dias), e 156,3 dias para cães com 

mastocitoma alto grau/grau II e 181,6 dias para mastocitoma baixo grau/grau II. 

Sabattini et al. (2014) identificaram menor sobrevida em cães com mastocitoma alto 

grau, principalmente em alto grau/grau III em relação aos demais graus histológicos. 

Dessa forma podemos observar a graduação Patnaik e Kiupel como um dos principais 

fatores prognósticos do mastocitoma. 

Foi observada recidiva tumoral no período analisado em sete cães com 

mastocitoma cutâneo, sendo quatro com mastocitoma alto grau e seis com margens 

cirúrgicas consideradas comprometidas ou exíguas. Em estudo retrospectivo 

realizado por Michels et al. (2002) demonstrou menor tempo de recidiva de 

mastocitoma cutâneo em tumores removidos sem margem cirúrgica, quando 

comparado aos tumores removidos com margens livres. Donnelly et al. (2013) 

observaram que a recidiva tumoral teve maior frequência em mastocitomas de alto 

grau quando comparados aos tumores de baixo grau, mesmo estes últimos com 

margens exíguas. Assim, podemos considerar a recidiva relacionada a margem 

cirúrgica e ao grau histológico, como analisado no presente estudo. 
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A biópsia líquida é apontada como ferramenta diagnóstica minimamente 

invasiva em pacientes com câncer, permitindo diagnóstico, monitoramento da 

resposta terapêutica, doença residual mínima, comportamento tumoral e perfil 

genético na medicina humana (Kalluri, 2016; Siravegna et al., 2017). Estudos apontam 

o uso da biópsia líquida também na medicina veterinária, onde pouco se sabe a 

respeito das vesículas extracelulares em animais (Sammarco et al., 2018; Klymiuk et 

al., 2019; Garnica et al., 2020). 

Sendo o mastocitoma um tumor maligno cutâneo frequente em cães, faz-se 

necessário o uso de ferramentas diagnósticas que permitam predizer comportamento 

biológico previamente à análise histopatológica do tumor e a definição dos fatores 

prognósticos como grau histológico Patnaik e Kiupel, índice mitótico, raça, localização 

tumoral, recidiva, presença de metástase, status do linfonodo regional, expressão de 

Ki-67 e padrão c-KIT (Sammarco et al., 2018). A partir de amostras de soro sanguíneo 

de cães com mastocitoma cutâneo obtidos no pré-cirúrgico foi possível determinar 

concentração de SEV/mL e mensurar o tamanho das SEV circulantes e assim 

correlacionar aos fatores prognósticos. 

Estudos iniciais de biópsia líquida na oncologia reportam alterações na 

quantidade de vesículas extracelulares circulantes em pacientes com câncer quando 

comparado a pacientes saudáveis, em humanos e na veterinária (Jayachandran et al. 

2018). Por meio de citometria de fluxo, Simundic et al. (2019) avaliaram o tamanho e 

a concentração de vesículas extracelulares circulantes no plasma de nove cães com 

diagnóstico de mastocitoma cutâneo, observando maior concentração de SEV em 

cães com mastocitoma comparado aos animais saudáveis, 267 EV/µL e 145 EV/µL, 

respectivamente, porém sem diferença estatística. Tais resultados diferem no 

presente trabalho, tanto na metodologia empregada e nos valores encontrados. A 

ultracentrifugação é o método amplamente empregado como etapa inicial na biópsia 

líquida, seguido do NTA (Nanoparticle Tracking Analisys) para caracterização das 

partículas, podendo alterar resultados (Sammarco et al., 2018). 

Em estudo realizado por Garnica et al. (2020) observaram que cães que vieram 

a óbito em decorrência do linfoma multicêntrico apresentaram alta concentração de 

SEV/mL em soro (>2,48x1010SEV/mL) em D0 quando comparado aos pacientes 

tratados que apresentaram remissão completa, diferindo do presente trabalho onde a 
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baixa concentração de SEV/mL em soro (1,23x1010 SEV/mL) indicou menor sobrevida 

em cães com mastocitoma cutâneo, onde ambos trabalhos utilizaram NTA como 

método de caracterização das vesículas. Li et al. (2015) observaram maior SEV/mL 

em pacientes com câncer de próstata quando comparado aos pacientes saudáveis, 

ao analisar as amostras de soro sanguíneo por NTA, entretanto não houve diferença 

estatística entre os grupos.  

A concentração de SEV/mL e tamanho das vesículas extracelulares em plasma 

sanguíneo de 17 cães com mastocitoma cutâneo, avaliados por Zamboni et al. (2023) 

seguiram metodologia semelhante ao presente trabalho. Observaram menor 

concentração de SEV/mL em pacientes com mastocitoma com linfonodo livre de 

metástases, seguido de cães com mastocitoma com linfonodo positivo e cães 

saudáveis, 2,68x1010 partículas/mL, 2,89 x 1010 partículas/mL e 3,21 x 1010 

partículas/mL, respectivamente, porém sem diferença estatística entre os grupos. 

Resultados estes também apresentados no presente trabalho, porém com diferença 

significativa entre as concentrações de SEV/mL entre os grupos.  

No presente trabalho não foram encontradas diferenças significativas com 

relação a concentração de SEV ou tamanho de SEV e os principais fatores 

prognósticos considerados no mastocitoma cutâneo, como também não foram 

observados por Simundic et al. (2019). Assim, podemos considerar a quantificação de 

vesículas extracelulares como um fator prognóstico ao mastocitoma independente dos 

demais fatores prognósticos descritos a respeito do comportamento do tumor.  

Diferente dos trabalhos que demonstram maior quantidade de vesículas 

extracelulares circulantes em animais com câncer, a menor concentração no presente 

estudo pode estar relacionado ao conteúdo carreado pelas vesículas. Em estudo 

realizado por Zamarian et al. (2020) foram identificados 63 miRNAs alterados em 

tecido de mastocitoma cutâneo canino fixado em formol. Dentre os miRNAs avaliados, 

miR-21 e miR-379 tiveram maior expressão em tecido saudável quando comparado 

ao mastocitoma (p<0,05). E os miRNAs miR-885, miR-338 e miR-92a tiveram maior 

expressão em tecido neoplásico quando comparado ao saudável. Assim como 

observado por Zamboni et al. (2023), sendo menor concentração de SEV/mL em 

plasma de animais com mastocitoma cutâneo com linfonodo metastástico (2,89 x 1010 
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partículas/mL) e maior expressão de miR-21-5p, quando comparado aos animais 

saudáveis. 

A degranulação de mastócitos pode levar a ocorrência de lesões nodulares 

pruriginosas, com aspecto inflamado, ulceradas e a presença de sinais clínicos 

sistêmicos como alterações no trato gastrointestinal. De acordo com Walard et al. 

(2015), essas alterações estão relacionadas a mastocitomas de alto grau, que 

apresentam pior prognóstico, como observado no presente estudo. Observamos que 

a presença de sinais sistêmicos estava relacionada a menor sobrevida e menor 

concentração de SEV/mL de soro. 

 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente trabalho indica o potencial diagnóstico da biópsia líquida na 

medicina veterinária. A caracterização das vesículas extracelulares permite, de forma 

menos invasiva e prévia, com uma amostra de soro sanguíneo, determinar 

prognóstico dos cães com mastocitoma cutâneo, uma vez que a menor concentração 

de SEV/mL esteve relacionado ao diagnóstico, a sobrevida e possibilidade de recidiva 

tumoral.   

Considerando a divergência entre as concentrações de vesículas 

extracelulares a partir da biópsia líquida, se faz necessário mais estudos com relação 

ao conteúdo genético carreado pelas vesículas, assim como dispersos em soro 

sanguíneo.  
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APÊNDICE 
  



  

ID 
Tamanho 
partículas 
Moda (nm) 

Concentração 
corrigida 

 (partículas/ml) 
Kiupel Patnaik 

Estágio  
WHO 

Recidiva  Óbito 
Sobrevida 

(dias) 

Intervalo 
livre de 
doença 
(dias) 

3 146,4 
8.01e+09 +/- 

6.50e+08 
Alto 2 NI Não  Óbito  38 38 

4 145,4 
2.04e+10 +/- 

1.16e+09 
Alto 2 2 Não Vivo 356 356 

5 140,4 
1.50e+10 +/- 

6.97e+08 
Alto 3 4 Sim Óbito 91 60 

7 139,6 
8.47e+09 +/- 

2.21e+09 
Alto 2 4 Sim Óbito 75 37 

8 123 
1.12e+10 +/- 

9.12e+08 
Alto 3 4 Sim Óbito  199 107 

14 150,4 
8.75e+09 +/- 

7.11e+08 
Alto 2 4 NI NI NI NI 

17 164,8 
1.50e+10 +/- 

1.52e+09 
Alto 3 3 Não Vivo 96 96 

18 139,5 
9.47e+09 +/- 

9.76e+08 
Alto 3 3 Sim Vivo 74 34 

19 142,3 
1.69e+10 +/- 

2.64e+08 
Alto 3 3 Não Vivo 74 74 

20 150,3 
6.72e+09 +/- 

5.48e+08 
Alto 3 NI Não Vivo 78 78 



2 
 

 
ID 

Tamanho 
partículas 
Moda (nm) 

Concentração 
corrigida 

(partículas/ml) 
Kiupel Patnaik 

Estágio 
 WHO 

Recidiva Óbito  
Sobrevida  

(dias) 

Intervalo 

livre de 

doença 

(dias) 

1 154,2 
1.75e+10 +/- 

1.06e+09 
1 1 4 Não Vivo  491 491 

2 155,1 
1.31e+10 +/- 

1.16e+09 
1 1 1 Não Vivo 476 476 

6 160,4 
7.20e+09 +/- 

4.99e+08 
1 2 3 Sim Óbito 271 200 

9 130,2 
2.56e+10 +/- 

1.28e+09 
1 2 4 Não Vivo  225 225 

10 108,7 
3.65e+10 +/- 

1.62e+09 
1 2 4 Não Vivo  333 333 

11 161,5 
1.13e+10 +/- 

9.54e+08 
1 2 2 Não Vivo  378 378 

12 137,3 
8.22e+09 +/- 

3.75e+08 
1 2 4 Sim Óbito 20 15 

15 123,7 
1.20e+10 +/- 

6.51e+08 
1 2 1 Sim Vivo 106 34 

21 122,3 
1.51e+10 +/- 

8.73e+08 
1 2 1 Não Vivo  57 57 

22 109,7 
1.75e+10 +/- 

4.64e+08 
1 2 1 Não Vivo  63 63 



 


