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Registro de Impacto

Impacto potencial desta pesquisa:

Esta tese teve por objetivo detectar a expressao de Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF) nos mastocitomas caninos primarios e metastases linfonodais.
Com os resultados obtidos, foi possivel observar a expressdo de VEGF em alguns
casos, mas nao tiveram correlagdo com o prognéstico.

Impact Record
Potential impact of this research:

This thesis aimed to detect the expression of Vascular Endothelial Growth actor
(VEGF) in primary canine mast cell tumors and lymph node metastases. With the
results obtained, it was possible to observe the expression of VEGF in some cases,
but they did not correlate with the prognosis.
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EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DO FATOR DE CRESCIMENTO
ENDOTELIAL VASCULAR EM MASTOCITOMAS CANINOS E SUAS
METASTASES

RESUMO - O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um importante
regulador da angiogénese, sendo apontado como um fator de crescimento autdcrino
para células neoplasicas de diversos tumores. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a expressdo de VEGF em mastocitomas caninos e sua metastase regional
como marcador de prognostico. Foram selecionadas 28 pacientes com mastocitoma
com metastase em linfonodo regional confirmada e as amostras foram submetidas a
analise por imunohistoquimica. Dos pacientes avaliados apenas 14,3% expressaram
VEGF em tumor e metastase, com concordancia leve. Houve uma correlacdo fraca
entre o tamanho tumoral. Nao houve diferenca de sobrevida entre positivos em tumor
primario e metastase e o0s negativos. A expressdo de VEGF nao apresentou
correlacdo com a sobrevida dos pacientes, no entanto, pacientes com expressao

positiva pode se beneficiar com terapia inibidora deste fator.

Palavras-chave: Neoplasia, cdo, prognostico, tratamento, disseminacao.



IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF VASCULAR ENDOTHELIAL
GROWTH FACTOR FOR CANINE MAST CELL TUMORS AND THEIR
METASTASES

ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is an important regulator of
angiogenesis, being indicated as an autocrine growth factor for neoplastic cells of
several tumors. The aim of the present study was to evaluate VEGF expression in
canine mast cell tumors and its regional metastasis as a prognostic marker. Twenty-
eight patients with mast cell tumors with confirmed regional lymph node metastasis
were selected and the samples were submitted to immunohistochemical analysis. Of
the patients evaluated, only 14.3% expressed VEGF in tumor and metastasis, with mild
agreement. There was a weak correlation between tumor size. There was no
difference in survival between positives in primary tumor and metastasis and
negatives. VEGF expression did not correlate with patient survival, however, patients

with positive expression may benefit from inhibitor therapy of this factor.

Key words: Neoplasm, dog, prognosis, treatment, dissemination.



1. Introducéao

A incidéncia das neoplasias em animais de companhia vem aumentando em
decorréncia da maior expectativa de vida. Na maioria das espécies as neoplasias
envolvendo mastoécitos sao incomuns, entretanto em caes 0 mastocitoma representa
cerca de 21% das neoplasias cutaneas (Rotwell et al., 1987; O’'Keef, 1990; Welle et
al., 2008; Blackwood et al., 2012), no Brasil representa de 20,9 a 22,4% (De Nardi et
al., 2022).

Esta neoplasia exibe uma variacdo em seu comportamento biolégico, desde
indolente a altamente invasiva e metastética (Patnaik et al., 1984; Rotwell et al., 1987,
O’ Keef, 1990; Misdorp, 2004; Welle et al.,, 2008; London&Thamm, 2020). Sua
graduacdo € geralmente realizada pelas caracteristicas histomorfolégicas. As
caracteristicas histopatolégicas sugerem seu comportamento, entretanto, nota-se
uma grande heterogeneidade, tornando complexa a definicAo progndéstica e
terapéutica (Misdorp, 2004; Welle et al., 2008; Kiupel et al., 2011, Blackwood et al.,
2012).

Apesar de ser um dos tumores cutaneos mais comuns em cées, ainda existem
varios pontos a serem debatidos, considerando o0 comportamento biologico
imprevisivel. Diante deste cenario, diversos estudos tém sido conduzidos investigando
em conjunto as analises histolégicas, imunohistoquimica e a expressao génica a fim
de aprimorar a precisdo do progndstico (Zemke et al., 2002; Vascellari et al., 2012;
Horta et al., 2018).

Na tentativa de encontrar outras formas de prever o prognostico de caes com
mastocitoma novos indicadores estdo sendo pesquisados. O fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, “vascular endotelial growth factor”) e seu receptor séao
descritos como reguladores da angiogénese em varios 6rgaos (Siemeister et al., 1998;
Veikkola & Alitalo, 1999; Ferrara et al., 2003). O VEGF é um fator mitogénico seletivo
para o endotélio de artérias, veias e vasos linfaticos (Ferrara e Davis-Smith, 1997;
Dvorak, et al., 1999). Esse fator € responsavel por induzir estimulos necesséarios a
proliferacdo das células do endotélio vascular, bem como pela migracdo destas para
formacdo de tubos capilares que dardo origem a vasos de maior calibre (Nicosia,

1998). A sinalizacéo para o inicio da angiogénese ocorre por meio da ligacdo do VEGF



aos receptores VEGFR-1, codificado pelo gene Flt-1 (“c-FMS-like tirosine kinase”) e
VEGFR-2, codificado pelo gene FIk-1 (“fetal liver kinase”) ou, em seres humanos, KDR
(“kinase-insert domain-containing receptor”) (Veikkola et al., 2000). Estudos apontam
gue além das células endoteliais, os receptores Flt-1 e FIk-1 também estéo localizados
no epitélio glandular e no estroma endometrial humano (Meduri et al., 2000). O VEGF
também interage com uma familia de co-receptores, as neuroporinas, NP1 e NP2,
aumentando a afinidade dos receptores VEGFR-1 e 2 (Soker et al., 1998; Ferrara,
2004).

Alguns estudos apontam que o VEGF atua como um mediador da angiogénese
ou como um regulador de crescimento autécrino de células com diferentes graus de
malignidade (Siemeister et al., 1998; Veikkola & Alitalo, 1999; Ferrara et al., 2003;
Shinkaruk et al., 2003). Nas neoplasias caninas, o VEGF e seu receptor também foram
detectados, se tornando potenciais alvos para terapias medicamentosas (Giantin et
al., 2012). Entretanto, até o presente momento pouco se sabe sobre a expresséo do
VEGF nos mastocitomas caninos e suas metastases, uma compreensao mais
profunda sobre o papel do VEGF e outros fatores de crescimento na angiogénese

tumoral pode contribuir para o desenvolvimento de novas terapias.

Este estudo teve como objetivo avaliar a expressao imuno-histoquimica de
VEGF em mastocitomas e suas metastases em linfonodo para determinar a
concordancia dessa expressao e a correlacdo com outros fatores prognésticos e com

a sobrevida desses pacientes.

2. Revisdo de Literatura

2.1. Mastocitoma

O mastocitoma canino (MCT) é uma neoplasia de células redondas, sendo um
dos tumores mais comumente encontrados na espécie canina, representando 11-27%
dos tumores cutaneos malignos nesta espécie (Rotwell et al., 1987; O’Keef, 1990;
Strefazzi et al., 2003; Welle et al., 2008; Blackwood et al.,, 2012). Em estudos
realizados no Brasil, foi apontado como a segunda neoplasia mais frequente em cées,
com uma incidéncia de 20,9% e 22,4% (De Nardi et al., 2002; Meirelles et al., 2010;
de Nardi et al., 2022),



Embora mastoécitos sejam encontrados de forma abundante nos pulmdes e
trato gastrointestinal, a grande maioria dos MCT ocorrem na derme e tecido
subcutaneo. (Bostock, 1973; Rothwell et al., 1987). Geralmente se apresentam de
forma solitaria, apesar de que cerca de 10% a 15% dos cdes podem apresentar
tumores multiplos (Hottenford& Nielsen, 1966). Cerca de metade ocorrem na regido
de tronco e perianal, 40% nos membros e apenas 10% no pesco¢co e cabeca
(Hottenford& Nielsen, 1966; Thammé& London, 2020).

O aspecto clinico desses tumores é extremamente variavel, ndo sendo possivel
identificar uma leséo cutanea como MCT apenas por sua aparéncia (Bostock, 1973).
O potencial metastatico € igualmente variavel e, enquanto os tumores bem
diferenciados raramente provocam metastase, cerca de 10%, enquanto em
moderadamente diferenciados ocorre em 5 a 22% das neoplasias, ja os tumores
pouco diferenciados possuem potencial metastatico em 55% a 95% dos casos (De
Nardi et al., 2022). As metastases podem ocorrer por via linfatica, sendo na maioria
das vezes o linfonodo regional seu primeiro sitio de metastase. A disseminagao por
via hematogénica também pode ocorrer, mais tardiamente, em baco, figado e outros
orgaos (Murphy et al., 2006; Mullins et al., 2006, De Nardi, 2022). Na doenca sistémica
disseminada pode se observar mastécitos circulantes em sangue periférico e medula
ossea. A forma visceral, em geral, € precedida por uma manifestacdo do tumor
indiferenciado cutaneo (Longley et al., 2001), entretanto a literatura descreve casos
primarios (Matsuda et al., 2009). Em alguns casos, pode se disseminar pela pele,

dando origem a lesdes satélites locais. (Blackwood et al., 2012)

A determinacdo do prognostico dos MCTs, em muitos casos, € bastante
complicada e diversos fatores de progndsticos foram identificados a fim de prever o
prognostico, bem como direcionar a terapia (London & Seguin, 2008; Welle et al.,
2008). No estudo publicado por Horta et al. (2018) foram apontados como fatores
prognosticos maiores, relacionados a maior risco de Obito relacionado ao
mastocitoma, o histdérico de recidiva tumoral e o estadiamento avancado. Sendo
assim, recomenda-se que a primeira abordagem terapéutica seja mais agressiva,
podendo melhorar o prognostico do paciente (Blackwood et al.,, 2012; Thamm &
London, 2020). Vérios sistemas foram propostos para o estadiamento clinico do

mastocitoma canino, sendo o0 estadiamento proposto pela OMS o mais utilizado



(Tabela 1) classificando-os de 0 a IV e, recentemente, foi proposto um sistema de
estadiamento por Horta et al. (2018) com classificacéo de | a V (Tabela 2). Entretanto,
embora alguns autores apontem que a presenca de multiplos nédulos podem estar
associados a um pior prognaostico, no estudo realizado por Murphy et al (2006) néo
foram evidenciadas piora no prognéstico dos pacientes acometidos por multiplos
nddulos, sendo o tempo de sobrevida similar aos que possuiam um Unico nédulo. Ao
contrario, o acometimento do linfonodo, com perda da arquitetura do érgao, ou
metastase avancada, conforme proposto por Weishaar et al. (2014), relaciona-se a
um prognastico desfavoravel (Horta et al., 2018).

Tabela 1 — Sistema de estadiamento clinico para o mastocitoma canino, segundo a
Organizacdo mundial de saude (OMS).

Estadio Caracteristica

0 tumor Unico, excisado da derme incompletamente, identificado histologicamente
e semenvolvimento de linfonodos regionais.
subestadio a: sem sinais de doenca sistémica

subestadio b: com sinais de doenca sistémica

I tumor anico restrito & derme e sem envolvimento dos linfonodos regionais.
subestadio a: sem sinais de doenca sistémica

subestadio b: com sinais de doenca sistémica

Il tumor anico restrito & derme com envolvimento dos linfonodos regionais.
subestadio a: sem sinais de doenca sistémica

subestadio b: com sinais de doenca sistémica

11 tumor dérmico mdaltiplo ou tumor amplamente infiltrado, com ou sem envolvimento
dos linfonodos regionais.
subestadio a: sem sinais de doenca sistémica

subestadio b: com sinais de doenca sistémica

v qualguer tumor com metastases a distancia ou recidiva com metastases, incluindo

envolvimento sanguineo ou da medula 6ssea

Tabela 2 — Proposta de estadiamento para o mastocitoma cutaneo e subcutaneo em

caes segundo Horta et al. (2018)

Estadio Caracteristica

I Tumor Unico sem envolvimento de linfonodos regionais.




Il Multiplos tumores maiores (=3) sem envolvimento de linfonodos regionais

" Tumor Unico com envolvimento de linfonodos regionais

v Tumores grandes e infiltrados, sem delimitacdo ou mdltiplos tumores com

envolvimento de linfonodos

\Y Qualquer tumor com metastase a distancia, incluindo invasao de medula 6ssea e
presenca de mastdcitos no sangue periférico

No estudo de Horta et al. (2018) foram associados a um risco intermediario de
Obito relacionado ao tumor a graduacéo histopatolégica elevada, organizagéo tumoral
em manto, alto indice mitético e imunoexpressdo de Ki-67, imunoexpressao
citoplasmatica difusa de KITr (KIT IIl) e presenca de duplicacdo interna em tandem no

exon 11 do gene c-KIT.

A graduacao histopatoldgica segue sendo o método de eleicdo para prever o
comportamento biolégico deste tumor. Historicamente, o sistema de graduacao
histopatologico mais utilizado para classificar o mastocitoma canino cutaneo foi
descrito por Patnaik et al. (1984), avaliando as caracteristicas das células neoplasicas,
numero de figuras de mitose e extensdo da invasao do tumor nos tecidos subjacentes,

conforme Tabela 3 (London & Seguin, 2003).

Tabela 3 — Sistema de graduacao histopatolégica do mastocitoma canino cutaneo

proposto por Patnaik et al. (1984)

Graduacéo Microscopia

I Mastocitos bem diferenciados com bordas citoplasmaticas
claramente definidas com nucleos regulares esféricos ou ovéides; figuras
mitoticas sdo raras ou ausentes; os granulos séo grandes, de coloracdo
profunda e abundantes; células confinadas & derme e espacos
interfoliculares

Il Células compactadas com limites citoplasmaticos indistintos;
relagcéo nuclear / citoplasmética menor que a anaplasica; figuras mitéticas
infrequentes; mais granulos do que anaplasico; infiltracdo de células
neoplasicas

ou substituir o tecido dérmico inferior e subcutaneo

1l Limites citoplasmaticos indiferenciados, altamente celulares, com
tamanho e formato irregulares dos ndcleos; figuras mitéticas frequentes;




baixo numero de granulos citoplasmaticos; tecido neoplasico substitui o
tecido subcutaneo e profundo

Kiupel et al. (2011) propde a adocdo de um sistema de dois niveis,
fundamentado em critérios microscopicos precisos, classificando-os em alto e baixo

grau, conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Sistema de dois niveis para graduacao histopatolégica do mastocitoma
canino cutaneo. Adaptado de Kiupel et al. (2011)

Mastocitoma de alto  Presenca de qualquer dos seguintes critérios:

grau 1) sete ou mais figuras mitéticas em 10 campos de alta ampliagéo;
2) trés ou mais células multinucleadas com trés ou mais ndcleos em
10 campos de alta ampliagéo;
3) trés ou mais nucleos bizarros em 10 campos de alta ampliacao;
4) cariomegalia e anisocariose, definido pela variacdo de pelo menos
duas vezes dos diametros nucleares de pelo menos 10% das células
neoplasicas. Observacdo: para avaliar os diferentes parametros
devem ser escolhidos os campos com maior atividade mitética ou

com o maior grau de anisocariose

Mastocitoma de Auséncia dos critérios 1 a 4

baixo grau

O ki-67 é uma proteina expressa durante todas as fases do ciclo celular e pode
ser identificada através da imuno-histoquimica. O numero relativo desta proteina em
um determinado tecido € utilizado para indicar o nUmero de células envolvidas no ciclo
de replicacdo celular. A meia vida desta proteina é curta, pois é degradado
aproximadamente uma hora apds a mitose (Scase et al., 2006). O Ki-67 € composto
por duas subunidades de proteinas presentes nas células durante o ciclo celular,
porém ausente durante o repouso. Em um estudo recente comparando os indices de
Ki-67 em mastocitomas cutaneos graduados em ambos os sistemas, Patnhaik e Kiupel,
foi observado o valor mediano no indice de Ki-67 de 2.5, 6.0 e 20.6 para os tumores
graduados no sistema de Patnaik como grau |, 1l e lll, respectivamente. Ja no sistema
de dois niveis de Kiupel foi observado um indice de Ki-67 significativamente menor

em mastocitomas de baixo grau quando comparados com os de alto grau. Ainda neste



estudo foi verificado que um alto indice de Ki-67 foi significativamente associado a
uma alta incidéncia de mortalidade relacionada a essa enfermidade (Vascellari et al.,
2012).

Os oncogenes derivam de proto-oncogenes, que regulam o crescimento celular
e diferenciacdes de células normais. Diversos produtos dos oncogenes vem sendo
estudados, uma vez que os receptores de fatores de crescimento podem estar
ativados constantemente ou super expressos no cancer (Kumar et al., 20050

O KITr € um receptor do fator de crescimento de superficie, normalmente
expresso em mastécitos e codificado pelo proto-oncogene c-KIT. (Galli et al., 1994).
O KITr apresenta um dominio extracelular de ligacdo ao ligante, uma regido
transmembranar e uma cauda citoplasmatica com atividade tirosina quinase
dependente de ligante. Quando o receptor € ativado fosforila proteinas do substrato
intracelular, iniciando uma cascata de sinaliza¢gdes ocasionando diversas atividades
biolégicas como proliferagédo, migracéo, maturacao e sobrevivéncia das células-tronco
hematopoiéticas, mastocitos, melandcitos e células de linhagem germinativas (Galli et
al., 1994; Serve et al., 1995; Linnekin et al., 1997; Ma et al., 1999;). O ligante para KITr
€ o fator de células-tronco (SCF), também conhecido ligante KIT ou fator de

crescimento de mastocitos (Huang et al., 1990; Zsebo et al., 1990)

A expressao de KITr foi demonstrada através de imuno-histoquimica tanto em
mastécitos normais como 0s neoplasicos, no entanto, foi observada maior expressao
em tumores pouco diferenciados (London et al., 1996, Morrini et al., 2004; Webster et
al., 2006). A expressao membranar de KITr € ubiqua em mastdcitos neoplasicos e nédo
neoplasicos, mas a expressao aberrante, citoplasmatica, KIT 1l ou I, foi associada a
pior prognastico (Kiupel et al., 2004; Webster et al, 2006; Webster et al., 2007) Kiupel
et al. (2004) observaram que marcacdo de KIT apenas na perimembrana de
mastocitomas cutaneos caninos nao estavam associados a reducdo no tempo de
sobrevida ou recorréncia. Em contrapartida, os mastocitomas com marcacées de KITr
difusas no citoplasma apresentavam menor tempo de sobrevida e altas taxas de
recidivas. Desta forma, os autores sugerem que uma nova classificacdo dos
mastocitomas, baseada na localiza¢do da expresséo do KITr (Tabela 5). Os padrdes

KIT-II e KIT-IIl estdo correlacionados a maiores taxas de recidiva e menor tempo de



sobrevida dos animais, no entanto, no estudo de Horta et al. (2018) apenas o padréo
KIT 11l se relacionou a pior prognostico. Newman et al, (2007) ndo encontrou relacdo
entre a localizacdo do KITr e o prognéstico de pacientes com mastocitomas

subcutaneos.

Tabela 5 — Classificagdo dos mastocitomas baseada na localizacdo da
expresséao de KITr segundo Kiupel et al. (2004)

KIT-I Apresentam marcacgao
predominantemente em membrana
citoplasmatica, com minima marcacéo

citoplasmatica

KIT-II Intensa marcacao citoplasmaticas em
focos ou em pontilhados

KIT-I Marcacdo difusa citoplasmatica,
obscurecendo outras caracteristicas
citoplasmaticas

No estudo conduzido por Webster et al. (2006) nem todos 0s pacientes que

apresentavam localizacao aberrante do KIT possuiam mutacdo em c-KIT

As mutacdes de c-KIT nao se correlacionam ao padrao de expressao de KITr,
mas podem levar a ativacao constitutiva do KITr na auséncia de ligante (Zemke et al.,
2002;Pryer et al., 2003). Diversas anormalidades foram identificadas no mastocitoma
canino, principalmente no exon 11, que codifica a regiao justamembranar, incluindo
mutacdes pontuais e duplicacdes em tandem internos (London et al., 1999; Ma et al.,
1999; Zemke et al., 2002; Riva et al., 2005. Webster et al., 2006). Também foram
descritas duplicacées em tandem nos exons 8 e 9 do c-KIT em mastocitomas cutaneos
(Letard et al., 2008). Entretanto, ndo foram identificadas mutacfes em outras regifes,
como no dominio quinase c-KIT, onde comumente ocorre as mutacfes de
mastocitomas em seres humanos. Estudos evidenciaram que cerca de 15 a 40% dos
mastocitomas caninos sao afetados por mutacdes do c-kit (London et al., 1999; Ma et
al., 1999; Zemke et al., 2002; Jones et al., 2004; Riva et al., 2005; Webster et al.,
2006).



No estudo conduzido por Zemke et al. (2002) foi observado grande correlagéo
entre as mutacdes e o grau histopatoldgico do tumor, sendo observados uma alta taxa
de mutacao nos tumores grau Il e Ill, e, nenhuma mutacé&o foi observada nos tumores
grau I. Sendo assim, sugere-se que a expressao e as mutacdes do c-KIT podem estar
correlacionadas a génese e progressao tumoral. (London & Seguin, 2003).

. Foram associadas as mutacdes do c-KIT e a localizacao aberrada da proteina
KIT a um aumento da expressao de AgNORs e Ki-67 (Webster et al., 2007). Sendo
assim, a avaliacdo em conjunto de grau histopatoldgico, padrédo da localizagéo de KIT,
AgNOR e Ki-67 é a melhor forma de caracterizar o comportamento biolégico do

mastocitoma.

De qualquer forma, em torno de 60% dos mastocitomas caninos podem néo
apresentar defeito genético no c-kit, sugerindo que as mutacdes neste gene podem
estar associadas ao desenvolvimento ou progresséao, porém outras mutagdes podem
estar envolvidas na iniciacdo e progressao dos mastocitomas caninos (Welle et al.,
2008)

2.2. Angiogénese

Para uma célula sair do seu estado normal e assumir caracteristicas
neoplasicas sdo necessarias a ocorréncia de uma série de etapas e transformacoes.
Em 2000 foi proposto pela primeira vez seis caracteristicas principais, que seriam um
conjunto de capacidade funcionais, adquiridas pelas células a medida que sofrem
processo de transformacdo neoplasica, sendo elas a autonomia do sinal de
crescimento, a insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento, capacidade de
invasdo de tecidos e metastase, potencial ilimitado de multiplicacdo, estimulo a
angiogénese e bloqueio dos mecanismos naturais de morte celular (Hanahan &
Weinberg, 2000). Mais tarde, em 2011, outras quatro caracteristicas foram incluidas,
sendo a reprogramacao do metabolismo celular e evasdo do sistema imune
considerado caracteristicas principais enquanto a instabilidade genémica e promocéao
da inflamacdo pelo tumor consideradas capacidades funcionais (Hanahan &

Weinberg, 2011) Recentemente foram propostas quatro novas caracteristicas:
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desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética ndo mutacional,

microbiomas poliférmicos e senescéncia celular (Hanahan, 2022).

Estudos recentes apontam que a microbiota residente em diferentes tipos de
tecido ou colonizando neoplasias incipientes possuem capacidade de contribuir ou
interferir com a aquisicao de outras capacidades funcionais, além da imunomodulagéo
e mutagédo do genoma, podendo estimular diretamente na sinalizacdo proliferativa, e
de forma n&o muito clara, parece contribuir para as outras capacidades funcionais do
cancer, como evitar a morte celular, induzir a angiogénese e estimular a invasao e
metastase. A senescéncia foi considerada por muito tempo como um mecanismo de
protecdo contra a neoplasia, no entanto, evidéncias recentes apontam que, em certos
contextos, as células senescentes estimulam o desenvolvimento de tumores e sua
progressédo. Acredita-se que o principal mecanismo pelo qual as células senescentes
promovem fendtipos tumorais seja o0 fendtipo secretorio associado a senescéncia
(SASP, “senescence associated secretory phenotype”), capaz de transmitir, de forma
paracrina, para células cancerigenas viaveis nas proximidades, bem como para outras
células no microambiente tumoral, moléculas sinalizadoras que podem modular outras
caracteristicas funcionais do cancer, sendo demonstrado em sistemas experimentais
contribuir para a sinalizacdo proliferativa, evitando a apoptose e induzindo a
angiogénese (Hanahan, 2022). Levando em consideracdo essas propriedades, um
importante processo para que um determinado grupo de células consiga manter o
crescimento ao ponto de originar um tumor € necessario que exista um aporte
sanguineo especifico e constante. Conforme a pesquisa de Folkman (1971), que
propds o importante papel da microvascularizacdo para 0 processo de crescimento
tumoral além de 0,2mm. A partir dai, diversos estudos foram realizados demonstrando
a dependéncia do desenvolvimento tumoral a neovascularizacdo especifica, que
ocorre em decorréncia de diversos fatores locais, como a hipdxia, elevacao de CO
ou Oxido nitrico (Poon et al., 2001; Wang et al., 2005)

7

A angiogénese € um processo rigorosamente controlado em condi¢bes
fisiologicas, enquanto no desenvolvimento do tumor a desregulacdo das células
endoteliais vasculares € uma caracteristica essencial do crescimento tumoral e
metastase (Ferrara e Davis-Smyth, 1997). E caracterizada pela formacéo de capilares

através da germinacdo ou divisdo (intussuscepcdo) de capilares pré-existentes,
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chamados de angiogénese germinativa ou ndo germinativa, respectivamente (Risau,
1997). Esse processo é regulado por fatores pré-angiogénicos, como o fator de
crescimento fibroblastico, fator de crescimento derivado das plaguetas, fatores de
necrose tumoral, moléculas de adesdo como integrinas e caderinas, fator de
transformacdo de crescimento alfa, interleucinas 1, 6 e 8, fator de crescimento
endotelial, metaloproteinases, fator indutor de hipoxia, COX-2 e as angiopoietinas 1 e
2, bem como os fatores antiangiogénicos locais, como fator plaquetéario 4, fator de
crescimento transformante beta, inibidores teciduais de metaloproteinases, interferon
alfa, prolactina, angiostatina, interleucina 10 e endostatina. Ambas s&o liberadas tanto
pelas células endoteliais, pericitos, células do sistema imunolégico, e ainda, pelo

tumor (Salcedo, 2003; Rosen, 2005).

O equilibrio entre as sinalizagbes proangiogénica e antiogiogénica favorecem
a vasculatura na maioria dos tecidos. Nos tumores uma situacdo semelhante ocorre,
levando a um tumor n&o angiogénico, como um carcinoma “in situ”. No entanto, os
tumores que apresentam neovascularizagdo frequentemente expressam maiores
niveis de proteinas pro-angiogénicas, com destaque para o VEGF (Folkman, 2002).
Essa expressdo aumentada pode ser induzida por diversos fatores, incluindo a
hipoxia, ativacdo de oncogeneses ou inativacdo de genes supressores de tumor
(Semenza, 2000; Laughner et al., 2001). Frequentemente € observado aumento das
metaloproteinases de matriz préangiogénicos em tumores vasculares (Arbiser et al.,
1997; Bergers et al., 2000).

O VEGF é um regulador essencial do processo de angiogénese em diversos
orgaos na saude e na doenca (Siemeister et al., 1998; Veikkola et al., 2000; Ferrara
et al., 2003), atualmente cinco fatores foram evidenciados (VEGF-A, B, C, D e E).
Possui atividade mitogénica, angiogénica e aumento da permeabilidade vascular
especifica para as células endoteliais o que possibilita a proliferacdo de células
endoteliais, consequentemente promove o0 surgimento de vasos a partir de microvasos
pré-existentes. Esses efeitos sdo mediados através de receptores de alta afinidade
VEGFR-1/ Flt-1, VEGFR-2 / Flk / KDR e VEGFR-3 / Flt-4 (Mcmahon, 2000; Veikkola
et al., 2000). O VEGFR-1 e VEGFR-2 sdo expressos, principalmente, no endotélio
vascular, enquanto o VEGFR-3 é restrito ao endotélio linfatico (Kaipainen et al., 1995;

Neufeld et al., 1999). Oncogeneses também estimulam a expressédo de VEGF, como
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membros das familias Ras e erbB (Okada et al., 1998). Em um estudo recente com
cancer de mama humano demonstrou que o estradiol regula o VEGF em células

cancerosas (Hyder, 2002).

Diversos estudos recentes verificaram a atuacdo do VEGF no processo da
angiogénese relacionada a doenca e/ou como um regulador de crescimento autécrino
de células neoplasicas em diversos tumores (Siemeister et al., 1998; Veikkola et al.,
2000; Giles, 2001; Gerber & Ferrara, 2003; Shinkaruk et al., 2003) e desempenha um
papel na formacao de metastases a distancia (Guang-Wu, 2000). Na Medicina foram
demonstrados em diversos estudos que as células neoplasicas expressavam VEGF,
assim como receptores de VEGF, sendo assim, podem utilizar VEGF como um fator
de crescimento autdcrino (Giles, 2001; Gerber & Ferrara, 2003; Shinkaruk et al.,
2003).

Em neoplasias caninas, o VEGF e seu receptor também foram detectados e
atualmente sdo alvos de estudos (Restucci et al., 2002; Wergin & Werginkaser-Hotz
2004). Embora seja caracterizado que 0s mastocitos normais possam liberar VEGF
em varias espécies sob determinadas circunstancias (ativacao celular) e que o VEGF
derivado de mastdcitos esta envolvido na regulacdo da cicatrizacdo e angiogénese
(Boesiger et al., 1998; Artuc et al., 1999), pouco se sabe até o momento sobre a
expressdo de VEGF em MCTs e sua importancia. Porém, ao contrario de outras
neoplasias, as células do MCT aparentemente nao utilizam o VEGF como regulador

de crescimento autocrino (Rebuzzi et al., 2007).

Em estudo realizado por Rebuzzi et al. (2007) foram analisados 18 MCTs com
diferentes graduacdes e avaliado a expressao de VEGF e os receptores Flt-1 e KDR.
O estudo revelou que o VEGF foi expresso em todos os MCTSs, independentemente
do grau histopatolégico. No entanto, a intensidade da coloracdo dos mastocitos e a
porcentagem de células positivas variaram entre os pacientes. Foi observado que
91,6% dos pacientes com grau Il ou lll que a expressdo de VEGF estava presente na
grande maioria dos mastoécitos (n=11), enquanto 60% dos pacientes com doenca de
grau I, o VEGF foi expresso apenas em um subconjunto menor de mastécitos. Sendo
assim, o estudo concluiu que os MCTs caninos expressam VEGF e receptores, no

entanto, ndo utilizam como um regulador de crescimento autécrino. Um resultado
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semelhante foi observado no estudo conduzido por Amorim et al. (2009), em que
foram analisados 53 MCTs de diferentes graduacdes e os tumores com desacordo
entre graduacdes foram revisados pelo grupo para chegar a um consenso e,
posteriormente, avaliados com imuno-histoquimica para KITr para confirmar
diagnéstico. Foi demonstrado que os trés graus de mastocitoma nao diferiram na
proporcdo ou intensidade da imunomarcacdo de VEGF, sugerindo também que este
nao seria um biomarcador adequado para malignidade em MCTs caninos.

No entanto, em um estudo realizado por Giantin et al (2012), em que foram
avaliados 35 MCTs quanto a expressdo de VEGF, metaloproteinases e inibidores
teciduais de metaloproteinases. O VEGF-A foi medido através da qPCR e imuno-
histoquimica, demonstrando que ambos o0s meétodos confirmaram a expressao
constitutiva de VEGF-A, tanto no mRNA quanto a nivel de proteina, nos MCTs. Além
disso, observou-se aumento progressivo, mas nao significativo, da expressao de
MRNA MMP-9 e VEGF-A de acordo com o grau histopatolégico, enquanto o TIMP-2
diminuiu. Correlacionando, assim, que a expresséo destes sdo possiveis indicadores

de malignidade.

Um resultado semelhante foi encontrado em estudo ainda mais recente, no qual
foram analisados 33 caes que foram estadiados de acordo com a classificacdo da
Organizacdao Mundial de Saude (OMS; IN28) e fatores progndésticos negativos
investigados durante o exame fisico correlacionando a imunorreatividade mais forte
de VEGF ao grau histopatolégico do tumor e apontado como um marcador potencial
de malignidade e um indicador de prognadstico. Este resultado também foi observado
nos mastocitomas cutaneos. No entanto, ndo foi observado correlacdo entre a
expressdo de VEGF e formacdo de metastase ou comprometimento de margens

cirargicas (Melo et al., 2021).

O uso de inibidores de angiogénese tumoral vem sendo um grande alvo na
terapia contra o cancer. Diversos componentes antiangiogénicos tém sido
desenvolvidos, sendo a maioria associada ao VEGF e seus receptores. Sendo assim,
determinar a expressao do VEGF em neoplasias pode auxiliar como fator prognastico

ou orientacao terapéutica (Panayiotis et al., 2005)

2.3. Metéastases
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Embora, em grande parte, as alteracdes genéticas das células malignas
controlem as caracteristicas intrinsecas da invasividade, os componentes moleculares
e celulares podem desempenhar um importante papel na invasdo e metastase do
cancer (Hanahan, 2022) e a angiogénese desempenha uma importante acao no
processo de formacédo e desenvolvimento de metastases (Folkman, 1971).

O processo de metastase hematogénica € complexo, envolvendo interacdes
intimas entre células malignas com diversas células do hospedeiro. Sendo que, as
células do tumor primario devem intravasar pela parede do vaso e ganhar a circulacao,
e este processo requer interacdes entre as células tumorais e células perivasculares,
como os pericitos, células endoteliais e, possivelmente, células inflamatorias (Pollard,
2004; Joyce e Pollard, 2009; Psaila e Lynden, 2009). Além disso, € necessario que as
células tumorais e hospedeiras produzam diversas moléculas sinalizadoras que
modulam a morfologia celular, migracdo, proliferacdo, producdo de proteases e
moléculas de ades&o. Ao chegar em seu destino, as células tumorais precisam
novamente interagir com células endoteliais e perivasculares para sofrer

extravasamento (Gupta e Massangué, 2006).

A metastase linfonodal representa o primeiro passo da disseminacao tumoral
de alguns tumores (Kyzas, 2005; Achen e Stacker, 2008). O processo ainda néo esta
muito claro, no entanto, acredita-se que as células tumorais invadam o0s vasos
linfaticos pré existente na periferia tumoral ou induzem crescimento e dilatacdo dos
vasos através da producéo de fatores de crescimento (He et al., 2005; Giampieri et
al., 2009). Em tumores, a expressao de fatores linfangiogénico, como o VEGF-C e D,
correlacionaram-se com invaséo linfatica, acometimento de linfonodo e metastase a
distancia a um pior prognéstico (Tammela e Alitalo, 2010). Em estudos realizados com
camundongos, a expressao de VEGF-C induziu brotamento linfatico, e, com as
alteracoes induzidas pelo VEGF-C nos capilares linfaticos, promoveu a entrada de

células tumorais em linfonodos (He, et al., 2005; Tammela et al., 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

Em carater retrospectivo, foram avaliadas amostras de MCTs primarios
coletadas por oncologistas da grande Vitéria/ES que foram processadas pelo
laboratério de patologia Maylla Gava, em Vila Velha/ES e incluidas as que tinham
diagnéstico de mastocitomas com metastase suspeita, inicial ou confirmada, em
linfonodo regional, totalizando 28 pacientes. As amostras foram coletadas entre abril
de 2020 e dezembro de 2021, descartando pacientes com mais de um ndédulo e
apresentacdo multicéntrica ou subcutanea. Foram coletadas informagfes quanto a
raca, idade, sexo, localizacdo do tumor priméario, linfonodo acometido, tamanho e
superficie tumoral. Os acompanhamentos clinicos foram realizados na clinica Oncopet

ou por telefone com o oncologista responsavel pelo atendimento do paciente.

3.1. Avaliacdo Histopatologica

As amostras foram avaliadas pelo mesmo patologista (Maylla Garshagen
Gava).

As bordas do fragmento do tumor primario foram pintadas com tinta nanquim e
utilizadas para avaliacdo microscépica das margens cirdargicas, conforme descrito por
Meuten (2017): margem limpa (2-5 mm) ou proxima (1-2 mm), sem margem de
seguranca (<1mm) e margem infiltrada (comprometida). Cortes longitudinais de 2 mm
foram realizados para inclusdo em parafina, para o tumor primario e linfonodo
(incluindo a gordura perilinfonodal). As laminas foram preparadas em micrétomo e
coradas pelo azul de toluidina e hematoxilina-eosina (HE). A avaliacdo microscopica
dos tumores primarios incluiu a avaliagdo das margens cirargicas e contagem de
figuras mitoticas (em 10 campos de maior aumento). A graduacéo foi realizada de
acordo com critérios histomorfolégicos definidos por dois estudos distintos: Patnaik et
al. (1984) e Kiupel et al. (2011). A avaliacdo dos linfonodos seguiu 0s critérios
propostos por Weishaar et al. (2014), considerando o nivel de comprometimento do
linfonodo pelo mastocitoma em trés categorias: suspeito (HN1), metastase inicial
(HN2) ou evidente (HN3).
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3.2. Avaliacédo Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada usando anticorpos contra VGEF (clone
VG1,DakoCytomation). Os tumores foram seccionados em fragbes de 3 uym de
espessura e montado em laminas revestidas com 3-amino-propiltrietoxissilano. As
laminas foram desparafinizadas e reidratados em uma série de etanol graduada.

O tratamento foi realizado com EDTA pré-aquecido, pH 5,6. Os anticorpos
foram diluidos em diluente de anticorpo na proporcao de 1:200. A expressdao VEGF
foi medida em todos as amostras e a coloracdo foi avaliada conforme a Tabela 6.
Sendo a coloracao foi marcada como '0' (nenhuma coloracdo detectada nas células
tumorais); '+/' (<10% da area do tumor mostrou coloracdo positiva); '+ (10-25%
corado), '++' (>25-50% corado) ou '+++' (>51% corado). A expressao foi definida
como negativo quando a marcacéo citoplasmatica foi menor do que 10% e positivas
guando marcadas em um valor maior ou igual a 10%. A intensidade da coloragdo nao

foi pontuada neste método (Chan et al, 2007).

Tabela 6 — Método de avaliacdo de VEGF.

Coloracao Pontuacao Resultado
0 - Negativo
<10% +/ Negativo
10-25% + Positivo
25-50% ++ Positivo
>51% +++ Positivo

3.3. ANALISE ESTATISTICA

A concordancia da expressdo de VEGF no tumor primario e linfonodo foi
avaliada pelo teste Kappa de Cohen (introduzido por Jacob Cohen no Journal
Educationaland Psychological Measurement em 1960). Para a interpretacao
considerou-se resultados variando de concordancia discreta a quase perfeita, de
acordo com a tabela com os valores das concordancias abaixo (Tabela 7). (Cohen,
1960; McHugh, 2012).
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Tabela 7 — Teste Kappa de Cohen’s.

Valores Concordéancia
0,01-0,20 Discreta
0,21-0,40 Leve

0,41 -0,60 Moderada
0,61 -0,80 Substancial
0,81 -1,00 Quase perfeita

Também foi realizado a correlac@o de Pearson, sendo considerado significativo
com p<0,05 e R <0,3 fraca correlacado, 0,3 a 0,7 moderada e >0,7 forte.

A sobrevida, avaliada da cirurgia até o 6bito, censurados os que perderam
acompanhamento ou vieram a Obito por razoes nao relacionadas ao tumor, foram
estimadas pela curva de Kaplan-Meier. As comparacdes de acordo com a expressao
de VEGF, mas também graduacao de Patnaik e Kiupel, classificacdo do linfonodo de
Weishaar e realizacdo de terapia adjuvante sistémica foram realizadas pelo teste de
longrank. Foram consideradas significativas as diferencas com p < 0,05. Todas as

analises estatisticas foram realizadas no GraphPadPrism v. 6.02.

4. RESULTADOS

No que diz respeito as caracteristicas individuais foram observadas que dos 28
pacientes, 42,8% (16/28) eram fémeas e 57,1% (12/28) eram machos, a idade variou
entre 4 e 14 anos, com uma média de 9 anos. Os cdes sem raca definida
representaram 25% (7/28) dos pacientes, Bulldogue Frances e Labrador Retriever
representaram 10,7% (3/28) individualmente, Pitbull e Boxer 7,1% (2/28) seguido do
Beagle, Dogo Argentino, Lhasa Apso, Maltés, Pinscher, Poodle, Schnauzer, Sharpei,

Shih-tsu, Teckel e Yorkshire Terrier que representaram 3,6% cada (1/28).

Os tumores primarios foram avaliados conforme localizac&o, caracteristicas da
superficie, presenca de necrose ou ulceragao e tamanho. A Localizacédo dos tumores

primarios foi bastante variada, 25% (7/28) estavam localizados em regido de
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membros, 21,4% (6/28) em bolsa escrotal, a regido labial representou 10,7% (3/28)
dos casos, as mamas, torax, dorso e digitos corresponderam a 7,1% cada (2/28) dos
pacientes, respectivamente. Ja as regides de abdome, base de orelha, interdigito e
prepucio representaram 3,6% cada (1/28). No que diz respeito as caracteristicas de
superficie tumoral foram observadas que 25% (7/28) apresentavam eritrema, 53,6%
(15/28) eram alopécicos, 21,4% (6/28) estavam ulcerados e a necrose estava
presente em 28,6% (8/28) dos tumores avaliados. O tamanho do tumor variou entre
1 e 7 cm. As sindromes paraneoplasias foram observadas em apenas 17,8% (5/28),
sendo o0 edema e eritema 0s mais recorrentes, presentes em 80% (4/5), e em seguida
a anemia, trombocitopenia, hemorragia, gastrite, enterite e Emese, presente em 40%
(2/5).

Os linfonodos foram avaliados conforme a drenagem linfatica esperado pela
localizagdo anatdomica do mastocitoma extirpado, sendo assim, 39,3% (11/28) eram
linfonodos inguinais, 17,8% (5/28) corresponderam aos axilares e popliteos,

submandibulares e pré-escapulares representaram 14,3% (4/28) cada.

Os dados individuais sobre graduacdo, metastase em linfonodo, figuras de
mitose, localizacdo, linfonodos acometidos expressdo de VEGF estdo dispostos na
Tabela 8.

Na avaliacdo histopatologica dos tumores deste estudo foi observado que
53,6% (15/28) eram grau ll/baixo grau, 25% (7/28) eram grau ll/alto grau, enquanto
21,4% (n=6) eram grau lll/alto grau. Os linfonodos HN1 representaram 7,1% (2/28),
enquanto os HN2 corresponderam a 46,5% (13/28), dentre estes 76,9% eram de baixo
grau e 23,1% eram de alto grau. Ja os demais 46,5% (13/28) foram classificados como

HN3, sendo que 76,9% eram de alto grau e 23,1% eram de baixo grau.

No que diz respeito a avaliacdo da expressdo de VEGF foi observado
positividade tanto no tumor primario e metastase nodal em 14,3% (4/28) dos casos,
mas ndo houve expressdao em ambos em 53,6% (15/28). Os tumores primarios
negativos e metastases positivas ocorreu em 21,4% (6/28) e o inverso ocorreu em
10,7% (3/28) dos casos avaliados, conforme disposto na Tabela 9. No teste de Cohen

foi observado concordancia leve (0,25) entre tumor primario e linfonodo.



Figura 3: Mastocitoma Canino. VEGF NEGATIVO. Notar padrdo irregular e palido de marcagdo. Obj.
20x.
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Figura 4: Metastase de Mastocitoma Canino em linfonodo. VEGF NEGATIVO. Notar padrdo irregular e
palido de marcagdo. Obj. 20x.

Figura 5: Mastocitoma Canino. VEGF POSITIVO. Notar intensidade de marcagdao em todo citoplasma.
Obj. 20x.



Figura 6: Metastase de Mastocitoma Canino em linfonodo. VEGF POSITIVO. Notar intensidade de
marcagao homogénea e intensa no citoplasma. Obj. 20x.
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Tabela 8. Informacgdes individuais referentes a 28 casos de mastocitoma cutaneo canino quanto a localizagao, linfonodo

acometido, graduacdo histopatologica segundo Patnaik e Kiupel, metadstase em linfonodos, niumero de figuras de mitose e

expresséo de VEGF.

Regido do tumor Linfonodo acometido Patnaik Kiupel Metastase em Figuras de VEGF Tumor VEGF em

Linfonodo mitose Primério metastase
Abdome Inguinal Il Alto grau HN3 2 P P
Orelha Submandibular Il Baixo grau HN2 2 N N
Bolsa Escrotal Inguinais 1l Alto grau HN2 9 N N
Bolsa Escrotal Inguinais Il Baixo grau HN2 0 N N
Bolsa Escrotal Inguinais " Alto grau HN3 15 N N
Bolsa Escrotal Inguinais Il Alto grau HN3 17 N P
Bolsa Escrotal Inguinais " Alto grau HN3 14 N P
Bolsa Escrotal Inguinais Il Alto grau HN3 8 P P
Digito Cervical superficial " Alto grau HN3 9 N N
Digito Cervical superficial Il Alto grau HN2 2 N N
Dorso Axilar Il Baixo grau HN2 3 N N
Dorso Axilar Il Baixo grau HN3 5 N P
Interdigito Popliteo Il Baixo grau HN2 0 N N
Labial Submandibular Il Alto grau HN3 2 N N
Labial Submandibular 11 Alto grau HN3 22 P N
Labial Submandibular Il Baixo grau HN3 0 N N
Mama Axilar Il Baixo grau HN2 P P
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Mama Inguinal Il Alto grau HN3 4 P N
Membro pélvico Popliteo Il Alto grau HN2 3 N N
Membro pélvico Popliteo Il Baixo grau HN1 2 N N
Membro pélvico Inguinal Il Baixo grau HN1 0 N N
Membro pélvico Popliteo Il Baixo grau HN2 0 N P
Membro pélvico Inguinal Il Baixo grau HN3 0 P P
Membro toracico Cervical superficial Il Baixo grau HN2 2 N N
Membro toracico Cervical superficial 1l Alto grau HN3 18 N N

Prepucio Inguinal Il Baixo grau HN2 0 N P
Toréacica Axilar Il Baixo grau HN2 P N
Torécica Axilar Il Baixo grau HN2 N P
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Tabela 9 — Expressdo de VEGF em mastocitomas primarios e respectivas metastases

nodais de acordo com a graduacdo histopatolégica do tumor primario segundo Patnaik

e Kiupel.
Graduacéo de Patnaik e Kiupel
Expressdo de VEGF em tumor e  Grau ll/baixo grau Grau ll/alto grau Grau lll/alto grau
metastase
Tumor P / Metastase P 10,7% (3/16) 3,5% (1/6) -
Tumor P / Metastase N 3,5% (1/16) 3,5% (1/6) 3,5% (1/6)
Tumor N / Metéstase P 14,2% (4/16) 3,5% (1/6) 3,5% (1/6)
Tumor N/ Metéstase N 28,5% (8/16) 10,7% (3/6) 14,3% (4/6)

Recidiva local ocorreu em 10,7% (3/28) dos pacientes, destes todos vieram a
obito devido a progressdao da doenca, bem como cinco pacientes que nao
apresentaram recidiva local, totalizando 21,4% (8/28) de Obitos. ApoOs a extirpacéo
cirurgica 21,4% (6/28) dos pacientes ndo realizaram nenhum protocolo
guimioterapico, sendo que destes 2/6 apresentaram recidiva local e 3/6 vieram a Obito.
Os protocolos quimioterapicos utilizados foram variados, no entanto observou-se que
dos 22 pacientes que realizaram quimioterapia adjuvante, apenas 4,5% (1/22)
apresentaram recidiva e 22,7% (5/22) vieram a oObito. Dos pacientes que
apresentaram recidivas locais 25 apresentavam margem exiguas, no entanto foi
observado neste estudo que apenas 10,7% (3/28) apresentavam margens livres. Dos
gue apresentavam margem livre nenhum teve recidiva, enquanto os pacientes que

tinha margem exigua apenas 12% (3/25) apresentaram recidiva local.

As correlacdes estdo dispostas na Tabela 10. Nesta andlise vale destacar que
houve correlacdo moderada entre a graduacao de Kiupel nimero de figuras de mitose
e classificacdo quanto ao linfonodo regional. Também apresenta correlacdo moderada
0 numero de figuras de mitose presente no tumor primario e a classificacdo do
linfonodo. Necrose e ulceracdo tumoral apresentaram correlacdo moderada entre as
graduac0es, tanto de Kiupel quanto de Patnaik, assim como com namero de figuras
de mitose e classificacdo do linfonodo. No que diz respeito a expressdo de VEGF
houve correlacdo fraca entre a expressao no tumor primario e tamanho do tumor. As

sindromes paraneoplasicas apresentaram correlacdo com recidiva e obito.
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Tabela 10 — Correlacdo de Pearson com respectivos valores de p e r em 28

cdes com mastocitoma cutaneo.

P< 0,05 Correlagdo R
Graduagéo de Kiupel
Necrose tumoral 0,004 0,520
Ulceracao tumoral 0,004 0,520
Graduacao de Patnaik 0,001 0,560
N° de figura de mitoses 0,0001 0,665
Classificacdo do Linfonodo 0,001 0,567
Sobrevida 0,031 -0,406
Obito relacionado ao 0,004 0,520
mastocitoma
Sindromes paraneoplasicas 0,006 -0,500
Graduacéo de Patnaik
Necrose tumoral 0,0002 0,633
Ulceracao 0,019 0,440
Sindromes paraneoplasicas 0,019 -0,438
N° de figura de mitoses
Necrose tumoral 0,010 0,478
Ulceracao tumoral 0,006 0,503
Classificac¢éo do linfonodo 0,003 0,503
Obito relacionado ao 0,047 0,378
mastocitoma
Classificac&o do linfonodo
Necrose tumoral 0,007 0,493
Ulceracao tumoral 0,007 0,493
Ulceracao tumoral
Sindromes paraneoplasicas 0,003 -0,530
Necrose Tumoral
Sobrevida 0,025 -0,422
Localizagédo do tumor
Tamanho tumoral 0,010 -0,475
Sobrevida 0,005 -0,509
VEGF no tumor
Tamanho tumoral 0,016 0,045
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Sindrome Paraneoplésica

Recidiva 0,018 0,441
Obito relacionado ao mastocitoma 0,012 -0,530
Obito
Tamanho 0,038 0,392
Recidiva 0,002 0,547
Sobrevida
Tratamento sistémico 0,017 -0,445
Quimioteréapico
Raca 0,0003 0,623
Tamanho 0,012 0,354

Em relagéo a expressao de VEGF néo foi atingida a mediana de sobrevida nos
grupos positivo e negativo, conforme Figura 2, e, ndo houve diferenca pelo teste de
longrank (p = 0,6799). Quando avaliado individualmente apenas os tumores primarios
negativos e positivos a mediana foi atingida apenas nos negativos (521 dias),
demonstrado na Figura 3, e ndo houve diferenca nas curvas de sobrevida (p = 0,8328).
Ja na avaliacdo dos linfonodos as medianas ndo foram atingidas (Figura 4) e nao
houve diferenca (p = 0,6458). Dos pacientes que foram submetidos a tratamento
sistémico, notou-se que a mediana foi atingida apenas nos que nao realizaram terapia
sistémica (175 dias), conforme exposto na Figura 5, (p<0,0001). Com relacdo a
avaliacdo histopatoldgica do tumor, ao analisar pacientes grau Il e pacientes grau
foi observado mediana de sobrevida de 144,5 em pacientes classificados como grau
Il (Figura 6), com diferenca na curva (P<0,0001). Resultado similar foi observado na
graduacéo de Kiupel, disposto na Figura 7, comparando entre alto e baixo grau, a
mediana para os de alto grau foi de 175 dias (P<0,0001). J&4 nas avaliagbes da
classificacdo do linfonodo HN1 e HN3 apresentaram medianas de 483 e 521 dias,
respectivamente. A mediana nao foi atingida em HN2, entretanto ndo houve diferenca
nas curvas de sobrevida quanto a classificacdo do linfonodo (p=0,1485), conforme

figura 8.
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Figura 2: Curva de Kaplan-Meier de sobrevida de 28 caes com mastocitoma no estagio I, de

acordo com a expressao de VEGF em tumor primario e metastase nodal, mediana de

sobrevida ndo atingida (p = 0,6799).
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Figura 3: Curva de Kaplan-Meier de sobrevida de 28 cdes com mastocitoma no estagio Il, de

acordo com a expressao de VEGF em tumor primario, positivo ndo atingiu a mediana de

sobrevida e negativos 521 dias (p = 0,8328).
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Figura 4: Curva de Kaplan-Meier de sobrevida de 28 caes com mastocitoma no estagio I, de

acordo com expressdo de VEGF em linfonodo regional, medianas néo atingidas (p = 0,6458).
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Figura 5: Curva de Kaplan-Meier de sobrevida de 28 cdes com mastocitoma no estagio Il, de
acordo com realizacdo de tratamento sistémico, sem tratamento sistémico atingiu mediana de
175 dias e com tratamento ndo atingiu a mediana (p < 0,0001).
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Figura 6: Curva de Kaplan-Meier de sobrevida de 28 cdes com mastocitoma no estagio Il, de

acordo com a graduacéo de Patnaik. Tumores grau Il ndo atingiu a mediana, grau Ill mediana
de 144,5 dias (p < 0,0001).
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Figura 7: Curva de Kaplan-Meier de sobrevida de 28 cdes com mastocitoma no estagio Il, de

acordo com a graduacéo de Kiupel. Tumores de baixo grau ndo atingiram a mediana e de alto
grau mediana de 175 dias (p < 0,0001).
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Figura 8: Curva de Kaplan-Meier de sobrevida de 28 cdes com mastocitoma no estagio Il, de
acordo com as classificagcbes HN1, HN2 e HN3 do linfonodo. Linfonodos HN1 mediana de 483

dias, HN2 nédo atingiu a mediana e linfonodos HN3 mediana de 521 dias (p = 0,1485).

5. DISCUSSAO

O MCT canino é uma neoplasia maligna de grande importancia na pratica
clinica, devido ao seu comportamento bioldgico e frequentes recidivas apos cirurgias.
Sendo um dos tumores cutaneos mais comuns nesta espécie. (London & Seguim,
2003; Thamm & Vail, 2007; Blackwood et al., 2012; De Nardi et al., 2022). Os atuais
estudos nao sdo consensuais quanto a predilecdo sexual. No que diz respeito a faixa
etaria, caes de todas as idades podem ser acometidos, no entanto € mais comum em
animais adultos e idosos (London & Seguin, 2003; Blackwood et al. 2012; De Nardi et
al., 2022). Neste estudo notou-se uma maior prevaléncia em machos e a idade foi

variada, desde pacientes jovens a senis, conforme descrito na literatura.

Algumas racas apresentam predisposicdo a desenvolver este tipo de tumor,
sendo descrito pela literatura os Boxer, Bullterrier, Buldogue Francés, Retrievers,
Sharpei, Pugs, Pitbull e Dachshund (London & Seguin, 2003; Kiupel et al., 2005;
Furlani et al., 2008; De Nardi et al., 2022). No presente estudo foi observado maior
incidéncia em caes sem raca definida, seguido das racas Labrador Retriever,

Bulldogue Frances, Pitbull e Boxer. No Brasil temos uma alta incidéncia de cdes sem
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raca definida, o que pode justificar maior incidéncia, as demais ragas corroboram com
o descrito na literatura (London & Seguin, 2003; Kiupel et al., 2005; Furlani et al., 2008;
De Nardi et al., 2022).

Quanto a localizacdo, € descrito maior incidéncia em regido de tronco e
perineal, seguido dos membros e menos frequentemente em pescoco e cabeca
(Thamm & London 2020). No presente estudo foi observado maior incidéncia em
regido de membros, seguido da regido inguinal e labial. Alguns autores acreditam que
os tumores localizados em regido inguinal e labial apresentam pior progndstico devido
ao comportamento mais agressivo (O’Keefe, 1990; Govier, 2003; Gieger et al., 2003),
0 que pode justificar uma maior incidéncia nesses locais, uma vez que 0 presente
estudo utilizou uma amostragem com metastase ja confirmada em linfonodos (estagio
Il segundo a OMS).

O aspecto clinico desses tumores é extremamente variavel, sendo dificil a sua
distincdo com a de outros tumores cutaneos. Macroscopicamente pode se observar
alopecia, ulceracdo e eritema (Blackwood, 2012). Nos tumores avaliados foi
observado alopecia em aproximadamente metade dos casos, seguido da presenca de

necrose, eritema e ulceracéo, conforme descrito na literatura.

Os cées podem apresentar sindromes paraneoplasicas, devido a liberagcédo de
constituintes bioativos presentes nos granulos dos mastocitos. Localmente, essas
substancias podem causar edema, ulceracdo e anormalidades de coagulacdo. Os
efeitos sistémicos mais comuns s&o sinais gastrointestinais, incluindo vémitos,
hemorragias gastrointestinais, anorexia e algia abdominal (Blackwood et al., 2012, De
Nardi et al., 2022). Neste estudo notou-se manifestacdo de sindrome paraneoplasica

em apenas 12,8% dos tumores avaliados, sendo mais recorrente o0 edema e eritema.

A graduacdo histopatologica é o método de eleicdo para prever o
comportamento biolégico deste tumor. Embora o sistema de Patnaik seja considerado
“padréo ouro” para o prognostico dos mastocitomas, o predominio de mastocitomas
grau Il e sua discordancia entre observadores em outros trabalhos diminui a confianca
nesse sistema de classificacdo. Kiupel et al. (2011) avaliou a eficacia da graduacao
histopatolégica proposta por Patnaik, e observou que concordancia entre o0s

profissionais foi de 75% para o diagnostico de mastocitoma grau Ill e menos de 64%
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para o diagnéstico de grau | e Il. O resultado deste estudo revelou uma diferenca
relevante entre os patologistas, indicando subjetividade dessa graduacéo. Baseado
neste estudo, Kiupel et al. (2011) propde que a solucao para a variacdo encontrada
no uso da graduacao Patnaik, é a ado¢édo de um sistema de dois niveis. No presente
estudo optou-se por utilizar as duas graduagbes propostas, observando maior
prevaléncia de grau I/ baixo grau, seguido de grau Il/ alto grau e em menor quantidade
de grau lll/alto grau. Os tumores bem diferenciados apresentam um comportamento
indolente, sendo na grande maioria curativa com exciséo cirargica, sendo menos de
10% capaz de formar metastases (Patnaik et al., 1984; Simoes et al., 1994), ndo sendo
observado em nenhuma amostra deste estudo, corroborando com o descrito com a
literatura de que os tumores de grau | apresentam baixa capacidade metastatica. Os
tumores intermediarios apresentam comportamento biologico variavel, apresentando
capacidade metastatica de 5-22% dos casos (Patnaik et al., 1984; Simoes et al.,
1994). No entanto, mesmo o sistema de dois niveis proposto por Kiupel, ndo foi
possivel avaliar com exatiddo o comportamento dos mastocitomas. No estudo
conduzido por Stefanello et al. (2015) realizado com 368 animais foram encontradas
metastases nos linfonodos regionais em 15% dos mastocitomas classificados como
baixo grau. Em um estudo conduzido por Bae et al., 2019 foram avaliados tumores de
baixo grau porém gque apresentaram comportamento mais agressivo, neste estudo
retrospectivo foram avaliados 121 animais que ja apresentavam metastase nodal ou
a distancia no tratamento inicial. Neste presente estudo 78,6% dos tumores avaliados
eram grau Il, sendo destes 53,6% eram de baixo grau e 25% de alto grau,
corroborando com o descrito com a literatura de que este tumor apresenta dificil
previsdo de comportamento biologico. Desta forma, recomenda-se a avaliacdo dos
dois sistemas em conjunto e em associacdo com outros fatores prognosticos clinicos

e moleculares.

A linfadenectomia profilatica refere-se a extirpacao dos linfonodos em pacientes
mesmo sem evidéncia clinica de envolvimento nodal (Gambardella et al., 2019). A
remocdo do linfonodo sentinela do mastocitoma é amplamente documentada no
mastocitoma canino, sendo a presenca de metastase um fator de prognostico bem
conhecido. Em um estudo conduzido por Marconato et al (2018) demonstrou que

pacientes com tumor grau Il se beneficiaram com a extirpacéo. Neste estudo foram
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avaliados 152 cdaes, dentre estes 81 foram submetidos a resseccdo cirurgia e
confirmacéo de metastase por histopatoldgico e 71 ndo realizaram a retirada porém a
metastase foi confirmada por citologia. Na andlise univariavel, o risco de
desenvolvimento de recidiva local, nodal ou distante foi significativamente maior no
grupo que nao realizou a ressecc¢do (p <0,001) e na andlise multivariada, o risco de
progressao do tumor e 6bito foi maior (p <0,001). Um resultado semelhante foi obtido
em um estudo conduzido por Chalfon et al (2022), onde 49 animais com tumores grau
Il e alto grau foram avaliados, sendo 31 animais foram submetidos a retirada do
linfonodo os demais ndo. O tempo médio para progressao foi significativamente menor
em cées que ndo foram submetidos a linfadenectomia, bem como o tempo de
sobrevida. Na analise multivariavel, a falta de linfadenectomia foi associada a maior
risco de progresséao geral do tumor, progressao nodal e morte relacionada ao tumor.
Sabattini et al (2021) realizou um estudo similar com a extirpagéo do linfonodo regional
em MTC em tumores grau |. Este estudo avaliou 64 animais com tumores grau | baixo
grau, sendo destes 29 foram submetidos a linfadenectomia e os demais fizeram parte
do grupo controle. A avaliacdo de curvas revelou uma tendéncia a um melhor tempo
de progressao do grupo que foi submetido a extirpacdo nodal (P=0,058) e o grupo
controle apresentou um maior nimero de animais que apresentaram progressao da
doenca (P=0,028). Sendo assim, a linfadenectomia do linfonodo regional de MTC,
independente de sua graduacao, parece beneficiar o paciente e aumentar a sobrevida,
bem como a associacéo da classificacéo histopatolégica deste linfonodo pode trazer
mais informacdes a respeito do prognostico da doenca. Uma vez que a avaliacéo
histopatoldgica proposta por Weishaar et al. (2014) visa auxiliar na classificacdo dos
mastdécitos presentes em linfonodos suspeitos de pacientes com mastocitoma. Sendo
linfonodos classificados como HNO/HN1 apresentam melhor prognostico quando
comparado com os classificados como HN2/HN3. Foi observado neste estudo uma
maior presenca de linfonodos HN2 seguido de HN3. Por se tratar de um estudo
retrospectivo, entretanto, ndo foi possivel afirmar quais linfonodos apresentaram-se

clinicamente anormais anteriormente a cirurgia.

Na Medicina Veterinaria, a expressao do VEGF ainda é pouco estudada, porém

ja é relatado em algumas neoplasias de cdes e gatos, como no mastocitoma,

neoplasia mamaria e seminoma (Restucciet al., 2000; Restucci et al., 2003; Rebuzzi
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et al., 2006; Millanta et al., 2006; Rodigheri, 2008). Millanta et al. (2006) relataram que,
em neoplasias mamarias de cadelas e gatas houve correlagdo entre 0 aumento da
expressao e a perda da diferenciacao tumoral, no entanto, o percentual de expresséo
de VEGF nao estava associado ao estadiamento clinico ou sobrevida do animal.

Diversos estudos sugerem que o VEGF e seus receptores sdo expressos em
alguns tumores malignos, incluindo tumores solidos e neoplasias hematopoiéticas
(Wolfesberger et al., 2007, 2008; Qiu et al., 2008; Matiasek et al., 2009; Millanta et al.,
2010; Mederle et al., 2010; Restucci et al., 2002) e servindo como um fator de
crescimento autocrino (Giles, 2001; Gerber e Ferrara, 2003; Shinkaruk et al., 2003).
Bem como o aumento da angiogénese, e o VEGF, podem estar correlacionados com
a agressividade da neoplasia (Weidner et al., 1991; Restucci et al., 2002, 2004; Gerber
e Ferrara, 2003; Ranieri et al., 2003; Wergin e Kaser-Hotz, 2004). No entanto, foi
observado que mastocitos normais podem expressar e liberar VEGF, e que o VEGF
derivado de mastocitos esta envolvido na regulacédo da angiogénese (Boesiger et al.,
1998; Artuc et al., 1999; Szukiewicz et al., 2005). Sendo assim, o papel do VEGF em

mastocitomas nao esta muito bem esclarecido.

No presente estudo foi observado que apenas 14,3% dos pacientes
expressaram VEGF em tumor e metastase, com concordancia leve. Houve uma
correlacdo fraca com o tamanho tumoral. No entanto, ndo houve diferenca de
sobrevida entre positivos em tumor primario e metastase e 0s negativos. Resultados
similares foram descritos na literatura, onde em um estudo realizado por Rebuzzi et al
(2007), observaram que mastocitomas caninos, de diferentes graduacdes, expressao
VEGF e receptores, no entanto a intensidade de coloracao e a porcentagem de células
positivas variaram entre os pacientes. Sendo assim, consideraram que o MCT néo
utiliza esse fator como um regulador de crescimento autécrino. Amorim et al. (2009)
relataram que ndo houve diferenca na propor¢cao ou intensidade da imunomarcacao
desse receptor entre as graduacfes do tumor, sugerindo que o VEGF néo seria um

biomarcador para malignidade isoladamente.

Em contrapartida, em um estudo recente conduzido por Melo et al. (2021) foi
evidenciado que a expressao forte e moderada do fator de crescimento endotelial

pode ser um fator de prognéstico negativo, uma vez que a coloracgéo intensa de VEGF
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foi significativamente associada a diminui¢do da sobrevida (P= 0,025), no entanto, ndo
foi evidenciado correlagdo entre a expressado do fator com a formacédo de metastase
ou comprometimento das margens cirurgicas. Até o presente momento nenhum
estudo da expressédo de VEGF em linfonodos regionais havia sido realizado, porém,
nenhum deles evidenciou correlacdo entre a expressdo de VEGF e formacéo de

metastase, corroborando para o resultado encontrado no presente trabalho.

Sendo assim, o uso de VEGF como um marcador de prognostico de forma
isolada ainda néo esta bem esclarecido, sendo necessario mais estudos a respeito.
No entanto, pode se tornar um alvo terapéutico na tentativa de controle do crescimento
tumoral e suas metastases. Na Medicina humana, agentes antiangiogénicos vem
sendo utilizados no tratamento de diferentes tipos de céncer, sendo baseada
principalmente na inibicdo das vias de sinalizacdo pro-agiogenicas tumorais, com
destaque para a via VEGF/VEGFR (Ferrara e Kelber, 2005). Os medicamentos
bevacizumab (Avastin®), sunitinib (Sutent®, SU11248) e sorafenib (Nexavar®, BAY
43-9006) foram desenvolvidos para acdes antiangiogénicas, todos os trés agentes
inibem a sinalizacdo de VEGF bloqueando a funcéo do ligante de VEGF ou de seu
receptor (Kamba e McDonald, 2007). Na medicina veterinaria, a quimioterapia
metrondmica e o toceranib sdo apontados como acéo antiangiogénica. Uma vez que
0 uso da quimioterapia na modalidade metronédmica pode aumentar a producéo e
liberacdo de inibidores da angiogénese. Mdltiplos fatores antiangiogénicos endégenos
foram identificados, sendo um deles, em particular, a trombospondina-1, que induz a
apoptose das células endoteliais. A ciclofosfamida em dose baixa regula
positivamente a trombospondina-1, com consequente apoptose das células
endoteliais e a supressao do crescimento tumoral (Bampi, 2014; Polton, 2014). Ja o
toceranib, foi inicialmente desenvolvido como um composto anti-angiogénico devido a
inibicdo do VEGFR e do PDGFR}, além de apresentar o anti-tumoral direta, uma vez

gue é responsavel por inibir o KIT (London, 2014).

Dentre as limitacdes desse estudo destacam-se a natureza retrospectiva e
reduzido numero de casos. Novos estudos, com maior nimero de casos e avaliagao
de outros fatores angiogénicos e da densidade microvascular podem adicionar

informacdes a esse topico.
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6. CONCLUSAO

A analise imuno-histoquimica do VEGF nos mastocitomas caninos pode ser
facilmente realizada, no entanto, ndo é empregada rotineiramente devido ao seu papel
nao estar muito bem elucidado. O estudo realizado ndo evidenciou correlagéo entre a
expressdao de VEGF em tumor primario e metastase em linfonodo regional na
sobrevida dos pacientes, sendo assim, a analise da expresséo desse fator parece néo
contribuir para o prognéstico dos pacientes. No entanto mais estudos acerca do
assunto sdo necessarios, com um maior numero de amostragem. Porém, a avaliacdo

da expresséao deste marcador pode contribuir na abordagem terapéutica do paciente.
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8. ANEXO 1
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Tabela 10 — Correlagdo de valor de P com valores de R nos critérios de

avaliacdo quanto a graduacdo, metdstase em linfonodo, localizacdo do tumor,

presenca de necrose, numero de figuras de mitose, ébito, quimioterapia, recidiva,

sexo, sindrome paraneoplasica, sobrevida, raca e expressdo de VEGF no tumor

primario e linfonodo

Graduagéo de Kiupel

P< 0,05 Correlacdo R

Superficie 0,01164758 Moderada
Necrose 0,004486374 Moderada
Ulceracao 0,004486374 Moderada
Graduacéo de Patnaik 0,001900071 Moderada
N° de figuras de mitose 0,00011033 Moderada
Linfonodo 0,00163998 Moderada
Sobrevida 0,03184484 Fraca

Obito 0,004486374 Fraca

Sindrome Paraneoplasica 0,006634973 Fraca

Graduacéo de Patnaik
Raca 0,01934266 Moderada
Necrose 0,000299797 Moderada
Ulceracao 0,0190089 Moderada
Graduacao de Kiupel 0,001900071 Moderada
Quimioterapia 0,03038825 Moderada
Sindrome Paraneoplasica 0,01965411 Fraca
Linfonodo

Necrose 0,007576227 Moderada
Ulceracao 0,007576227 Moderada
N° de figuras de mitose 0,003686812 Moderada




54

Localizagdo do Tumor

Tamanho (cm) 0,01052332 Fraca
Sobrevida 0,00566129 Fraca
Necrose
Raca 0,00548377 Moderada
Sexo 0,0413462 Moderada
N° de Figuras de Mitose 0,01002838 Moderada
Sobrevida 0,02517251 Fraca
Nimero de Figuras de Mitose
Superficie 0,01405473 Moderada
Ulceracao 0,006314463 Moderada
Quimioterapia 0,03644184 Moderada
Obito 0,04732179 Fraca
Sindrome Paraneoplasica 0,04817627 Fraca
Obito
Recidiva 0,002552959 Moderada
Sobrevida 0,03148585 Moderada
Sindrome Paraneoplasica 0,03148585 Moderada
Quimioterapia
Raca 0,000392143 Moderado
Tamanho (cm) 0,01271247 Fraco
Sobrevida 0,01740349 Fraco
Recidiva
Sindrome Paraneoplasica 0,01868152 Moderada
Sexo
Ulceracao 0,0413462 Moderado
Sobrevida 0,02891185 Fraca

Sindrome Paraneoplésica
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Ulceragao 0,003661097 Fraca
Sobrevida (Meses)
Raca 0,03058264 Fraca
Localizacdo do Tumor 0,00566129 Fraca
Raca
Ulceracéo 0,03543602 Moderada
VEGF do Linfonodo
Peso 0,005590627 Moderado
VEGF do Tumor
Sexo 0,006740896 Fraca
Localizagdo do Tumor 0,03427512 Fraca
Tamanho (cm) 0,01600874 Moderado
Margem cirGrgica 0,08302736 Fraco




