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RESUMO

CARVALHO, Nathalia da Silva. Caracterizacio das imunossupressoes local e
sistémica em cdes com neoplasias melanociticas. p.58. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2025.

Os mecanismos de evasao tumoral tém sido o cerne de inimeras pesquisas no intuito de
se encontrar novos alvos para terapias imunologicas. Melanomas s3ao neoplasias
imunogénicas e a observagdo da regressdo parcial ou completa associada a marcada
infiltracdo por linfécitos T contribuem com esta afirmativa, entretanto, esse tipo de
neoplasia também apresenta diversos mecanismos de evasdo tumoral. Além disso, os
componentes do microambiente tumoral influenciam de forma positiva ou negativa no
desenvolvimento da neoplasia. A polarizagdo de macréfagos M2 no infiltrado
inflamatorio tem acdo pro-tumorigénica, pois secretam citocinas com ac¢do anti-
inflamatoria que estimulam a neovascularizacdo local. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar as imunossupressoes local e sistémica em cdes diagnosticados com
neoplasia melanocitica no Setor de Anatomia Patoldgica da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (SAP/UFRRJ). Foram realizadas analises imuno-histoquimicas para
pesquisar a contagem de subpopulagdes de macrofagos M2 com o uso do anticorpo anti-
CD-206, que possam estar infiltrados na neoplasia, nos linfonodos regionais e, quando
provenientes de necropsia, nos demais 6rgaos (bago, pulmao, encéfalo), além da fragdo
de crescimento celular ou indice de Ki-67. Foram utilizados blocos de parafina do
arquivo SAP com fragmentos de neoplasias melanociticas em caes (orais e cutaneas) e
os respectivos linfonodos regionais. Para pesquisa em oOrgdos internos, foram
priorizadas necropsias de cdes previamente diagnosticados e doados para estudo com
termo de consentimento. Foram coletados dados referentes a 25 neoplasias
melanociticas em cdes, sendo quatro melanocitomas e, os demais, melanomas. Com
relacdo a epidemiologia, 9 acometeram fémeas, 16 machos e todos os animais eram
adultos entre sete e 17 anos de idade. Treze casos estavam localizados na pele e 11 na
cavidade oral, havia um caso sem identificacdo do sitio de origem. Entre os melanomas,
19 eram do tipo misto, quatro epitelioides e dois fusiformes. Em 19 dos 25 casos, o
pleomorfismo apresentou-se moderado a acentuado e, em 15 casos, foram observadas
mais de 10 figuras de mitose em 10 campos de maior aumento (Obj. 40x, 2,37 mm?). A
imuno-histoquimica com o anticorpo Ki-67 apresentou imunorreatividade em 20 casos,
todos da variante maligna. Em 13 casos foi observada fracdo de crescimento elevada.
Sete destes, com origem cutanea e os outros 6, na cavidade oral. A expressdao de CD206
foi observada em 21 casos, com distribuicao intratumoral e peritumoral. Destes, 14 com
origem cutanea e outros 7, na cavidade oral. Desta maneira, pode-se demonstrar indicios
de alteracdes e ajustes locais e/ou sistémicos em cdes com neoplasias melanociticas e
estabelecer novos marcadores de prognodstico, como o CD206, de maneira a
complementar e tornar mais preciso o prognostico dessas neoplasias em caes, além de
subsidiar pesquisas neste campo em humanos.

Palavras-chave: imunomodulacdo, fracdo de crescimento, macréfagos, melanoma



ABSTRACT

CARVALHO, Nathalia da Silva. Characterization of local and systemic
immunosuppression in dogs with melanocytic neoplasms. p.58. Thesis (Doctorate in
Veterinary Medicine). Institute of Veterinary Medicine, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Tumor evasion mechanisms have been the focus of numerous studies aimed at finding
new targets for immunological therapies. Melanomas are immunogenic neoplasms, and
the observation of partial or complete regression associated with marked T lymphocyte
infiltration supports this assertion. However, this type of neoplasm also exhibits several
tumor evasion mechanisms. Furthermore, components of the tumor microenvironment
positively or negatively influence neoplasm development. The polarization of M2
macrophages in the inflammatory infiltrate has a pro-tumorigenic effect, as they secrete
cytokines with anti-inflammatory action that stimulate local neovascularization. The
objective of this study was to characterize local and systemic immunosuppression in
dogs diagnosed with melanocytic neoplasia in the Pathological Anatomy Department of
the Federal Rural University of Rio de Janeiro (SAP/UFRRJ). Immunohistochemical
analyses were performed to determine the number of M2 macrophage subpopulations
using anti-CD-206 antibody. These subpopulations may be infiltrated in the neoplasia,
regional lymph nodes, and, when obtained at necropsy, other organs (spleen, lung,
brain), in addition to the cell growth fraction or Ki-67 index. Paraffin blocks from the
SAP archive were used to study fragments of melanocytic neoplasms in dogs (oral and
cutaneous) and their respective regional lymph nodes. For internal organ research,
necropsies of previously diagnosed dogs donated for study with informed consent were
prioritized. Data were collected on 25 melanocytic neoplasms in dogs, four
melanocytomas and the others melanomas. Regarding epidemiology, nine affected
females, 16 males, and all animals were adults between seven and 17 years of age.
Thirteen cases were located in the skin and 11 in the oral cavity, there was a case
without identification of the site of origin. Among the melanomas, 19 were mixed, four
epithelioid, and two spindle-shaped. In 19 of the 25 cases, pleomorphism was moderate
to severe, and in 15 cases, more than ten mitotic figures were observed in ten high-
power fields (Obj. 40x, 2,37 mm?). Immunohistochemistry with the Ki-67 antibody
showed immunoreactivity in 20 cases, all of the malignant variant. A high growth
fraction was observed in 13 cases. Seven of these originated in the skin and the other six
in the oral cavity. CD206 expression was observed in 21 cases, with intratumoral and
peritumoral distribution. Of these, 14 originated in the skin and the other seven in the
oral cavity. Thus, it was possible to demonstrate evidence of local and/or systemic
alterations and adjustments in dogs with melanocytic neoplasms and establish new
prognostic markers, such as CD206, to complement and improve the prognosis of these
neoplasms in dogs, as well as to support research in this field in humans.

Keywords: immunomodulation, growth fraction, macrophages, melanoma
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1. INTRODUCAO

Melanomas sdao neoplasias fortemente imunogénicas e seus mecanismos de
evasdo tumoral t€ém sido alvos de diversas pesquisas. A sintese e secre¢do de citocinas
imunossupressoras, como interleucinas e os processos de imunomediagdo, sao exemplos
de diversos mecanismos utilizados pelas células neopléasicas para escapar ou diminuir a
resposta imunologica do organismo (MUKHERIJI, 2013). O microambiente tumoral
também pode contribuir para o desenvolvimento da neoplasia. A polarizacdo de
macrofagos M2, infiltrados na neoplasia, favorece a secre¢do de citocinas anti-
inflamatorias, resultando em fungao pro-tumorigénica (QUAIL; JOYCE, 2013).

O Ki-67 ¢ um marcador da fragdo de crescimento celular usado para detectar a
proteina Ki-67 em tecidos parafinados expresso nas fases G1, M, G2 ¢ S do ciclo
celular, mas ausente na fase GO (BERGIN et al., 2011). Por isso, o Ki-67 torna-se um
bom marcador do crescimento celular e com isso, um fator prognostico importante.

Tanto a imunidade inata, quanto a adaptativa sdo necessarias para a prevencao
do desenvolvimento neopldsico (VESELY et al.,, 2011) e uma falha na vigilancia
imunoldgica pode permitir o aparecimento e desenvolvimento de neoplasias
(ATHERTON et al, 2016). A compreensdo destes mecanismos ¢ de extrema
importancia para o desenvolvimento de novas terapias imunoldgicas.

Este estudo teve como objetivo principal investigar a infiltracdo por macréfagos
M2 e o indice de Ki-67 em neoplasias melanociticas caninas, linfonodos regionais e
orgdos internos e, com isso, caracterizar um padrdo de imunossupressdo que possa
servir como novos marcadores de progndstico para essa espécie.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias Melanociticas

As neoplasias melanociticas originam-se dos melanocitos, células produtoras de
melanina localizadas principalmente na camada basal da epiderme, na juncao
dermoepidérmica, nos foliculos pilosos, nas leptomeninges e na uvea (BILLINGS, S. D,
2018).

Tumores melanociticos sdo descritos na espécie humana e em animais
domésticos e nao domésticos (VAN DER WEYDEN et al., 2020). Embora discutivel,
em cdes e humanos, o termo melanocitoma ¢ usado para se referir a neoplasias com
aumentos significativos em celularidade e/ou pigmentagdo intensa e baixa probabilidade
de progressio e o melanoma ¢ usado para lesdes malignas (ELDER et al., 2018;
GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2020).

Acredita-se, que da mesma forma que em outras neoplasias, a origem do
melanoma possua causa multifatorial, as quais alteracdes epigenéticas, predisposi¢ao
genética e acdo de agentes ambientais sdo tidos como fatores de risco (MODIANO et
al., 1999; GRANDI; RONDELLI, 2016). Mas ao contrario do que ¢ sugerido por
Grandi e Rondelli (2016), Bergman et al. (2003), acreditam que a fotoexposi¢ao ¢ um
fator menos provavel de ser agente causador principal do melanoma nos pequenos
animais, ja que esses possuem, de forma geral, o pelo que lhes garante protecao, além
de que os tumores podem se desenvolver em areas com pouca agdo da luz solar. Outra
possivel causa discutida na literatura ¢ a transformagdo de melanocitomas em
melanomas, mas tem-se relatado um niimero muito pequeno de casos desse tipo em
animais (SMITH et al., 2002).

Embora ndo haja consenso quanto a etiologia do melanoma cutidneo canino
(BERGMAN; SELMIC; KENT, 2019), alguns fatores preditivos incluem
consanguinidade, exposi¢do quimica, inflamagao e suscetibilidade hormonal e genética
(NISHIYA et al., 2016).

O trauma continuo pode estimular o reparo celular, possibilitando maior
ocorréncia de mutacdes e o desenvolvimento da neoplasia (HARGIS; GINN, 2013).

2.2 Aspectos clinicos e epidemioldgicos

Os melanocitomas representam 3% a 4% das neoplasias cutdneas em cdes (GROSS
et al., 2008), e a incidéncia € maior entre as idades de 7 e 12 anos. O local de predilecao
¢ a cabeca, especialmente as palpebras (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2020).

Melanocitomas podem variar de pequenos noédulos a massas maiores e geralmente
apresentam coloragdo enegrecida devido a abundancia de melanina (GOLDSCHMIDT;
GOLDSCHMIDT, 2020). Seu prognostico ¢ bom, dado seu comportamento benigno
(GRANDI, F; RONDELLI, M. C. H, 2016). Nao ha consenso sobre a possibilidade de
transformagdao maligna. Enquanto alguns autores o referem como um evento raro
(SMITH et at., 2002), outros recomendam considerar a possibilidade de diferenciacao
em melanoma (GRANDI, F; RONDELLI, M. C. H, 2016). A maioria dos
melanocitomas € simétrica, circunscrita, mas sem capsula definida. Na se¢do de corte, a
epiderme geralmente esta intacta e geralmente ocorre queda de pelos (MEUTEN, 2016).
Podem ter aspecto de manchas pequenas até nodulos de 5,0 cm de diametro, geralmente
pigmentados, de coloragdo preta ou amarronzada (CONCEICAO; LOURES, 2016).
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De todas as neoplasias caninas, 30 a 40% sdo neoplasias de pele e tecido
subcutaneo e, destes, cerca de 20% a 40% s3o malignos (HAUCK, 2013). Os
melanomas representam 7% de todos os tumores malignos caninos (SMITH et al.,
2002) com pico de incidéncia entre os 10 e os 13 anos de idade. Os locais anatomicos
mais frequentes variam entre os estudos; no entanto, cavidade oral e pele pilosa sdao os
mais comuns (SPANGLER, W. L.; KASS, P. H, 2006; NISHIYA et al., 2016),
especialmente a pele da cabeca e do escroto (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT,
2020). O melanoma ¢ o tumor oral canino mais comum (BROWN; BAKER; BARKER,
2007), ocorre principalmente em animais de meia idade, tendo pico entre 10 e 13 anos e
ndo héa predisposicdo por sexo (TEIXEIRA et al, 2010; GOLDSCHMIDT;
GOLDSCHMIDT, 2020).

Em caes, algumas ragas apresentam alto risco, sugerindo um historico genético
especifico (SEGAOULA et al., 2018). Genes supressores de tumor que podem estar
relacionados ao melanoma sdo da familia dos inibidores das quinases dependentes de
ciclina (CDKI), que incluem os protétipos Waf-1 e Ink-4a. Sdo produtos de varios genes
que sdo pegas fundamentais nas vias normais de controle do ciclo celular, e quando
ocorre perda de suas fungdes ou inibigdo, podem levar ao crescimento celular
descontrolado (MODIANO; RITT; WOIJCIESZYN, 1999). Para que se estabeleca um
melanoma, ocorre um processo em varias fases, que tem inicio em manchas na pele,
passando por neoplasias intermediarias que apresentam proliferagdo celular e estruturas
teciduais e celulares anormais, até que se formam tumores altamente invasivos e
metastaticos (MANZAN et al., 2005).

Os melanomas apresentam formas e tamanhos varidveis, incluindo padrdes
verrucosos, pedunculados, nodulares ou em placas (GRANDI, F; RONDELLI, M. C. H,
2016). A pigmentacdo também ¢ varidvel e pode estar ausente em lesdes malignas
(GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2020). Ulceragao ¢ comum em lesdes mais
extensas (GROSS et al., 2008). Em geral, esses tumores sdo tipicamente pretos, quando
pigmentados, ou aparecem como lesdes esbranquicadas na auséncia de producgdo de
melanina. Podem exibir um padrdo de crescimento exofitico ou se manifestar como
nodulos sésseis, independentemente de seu local de origem (SMEDLEY et al, 2022). O
tamanho dos tumores melanociticos pode variar de menos de um centimetro, observado
principalmente em melanocitomas, a varios centimetros na contraparte maligna, que
frequentemente parece multilobulada e ulcerada (KIM et al., 2021; SMEDLEY et al,
2022).

2.3 Diagnostico e diagndsticos diferenciais

A maioria das neoplasias melanociticas ¢ facilmente diagnosticada por citologia ou
histopatologia (PRZEZDZIECKI; CZOPOWICZ; SAPIERZYNSKI, 2015). O
diagnostico do melanoma oral e de pele baseia-se principalmente no exame histoldgico
e citopatologico (CARVALHO, 2005). Pode ser de dificil diagndstico, principalmente
nos casos em que hd pouca pigmentagdo melanica, ou até mesmo total auséncia de
pigmento, como nos melanomas ndo pigmentados (RAMOS-VARA et al., 2000).
Outros diagnodsticos de melanoma incluem o uso de coloragdes especiais na
histoquimica, como Fontana Masson que marca os granulos de melanina de preto e
imuno-histoquimica usando marcadores como Melan-A que ¢ uma linhagem especifica
de marcador de melandcito (RAMOS-VARA; MILLER, 2011).

Mukaratirwa et al., (2005) e Smedley et al., (2022) sugeriram investigagdo imuno-
histoquimica usando marcadores tumorais para estudar a natureza e o comportamento
de tumores, como discriminar os tumores entre benigno e maligno, classificar os
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tumores de acordo com a agressividade e risco metastatico, e prever o prognostico, as
taxas de sobrevivéncia livres de doengas e taxas globais de sobrevivéncia apos excisdo
cirtirgica ou terapia do tumor.

Se o diagnodstico ndo puder ser estabelecido no exame microscopico de rotina, a
imuno-histoquimica para os marcadores especificos de melanocitos Melan-A, PNL-2,
proteina reativa a tirosina (TRP)-1 e TRP-2 ¢ a mais comumente utilizada para
confirmar a diferenciacdo melanocitica (BERGMAN, 2007; TSOI et al.,, 2021;
SMEDLEY et al., 2022). Um coquetel diagnoéstico melanocitico contendo anticorpos
contra Melan-A, PNL-2, TRP-1 e TRP-2 demonstrou melhorar a sensibilidade geral
para 93,9% na diferenciagdo de sarcomas de tecidos moles, mantendo 100% de
especificidade, e representa o padrao ouro atual para o diagnostico de neoplasias
melanociticas nao pigmentadas em cdes (TSOI et al., 2021; SMEDLEY et al., 2022).

Os melanomas ndo pigmentados podem mimetizar outras neoplasias, como
carcinomas anaplésicos, tumores neuroenddcrinos, sarcomas fusiformes, principalmente
fibrossarcoma, hemangiopericitoma, tumores da bainha do nervo periférico e tumores
de células germinativas (SMITH et al., 2002, MEUTEN, 2017). Quando em cavidade
oral, também sdo diagnosticos diferenciais o fibrossarcoma, o condrossarcoma, o
carcinoma de células escamosas e o osteossarcoma. No entanto, as neoplasias do
epitélio odontogénico e do ligamento periodontal também devem ser incluidas na lista
de diagnosticos diferenciais (PIPPI; GOMES, 2016).

2.4 Histopatologia

Microscopicamente, hd uma grande variagdo quanto aos subtipos celulares, sendo
classificados também por seu comportamento biologico, localizagdo e presenca de
pigmentacdo (BERGMAN, 2007; PRZEZDZIECKI et al., 2015). O melanoma pode
apresentar um quadro histopatoldgico dificultoso se o tumor ou a seccao de bidpsia ndo
contém melanina (ROLIM et al., 2012; PRZEZDZIECKI et al., 2015).

Histologicamente, os melandcitos neoplasicos bem diferenciados apresentam-se
como células redondas ou poligonais a fusiformes, com quantidades varidveis de
citoplasma eosinofilico que contém quantidades varidveis de granulos de melanina
marrom. Diferentes morfologias celulares foram relatadas, sendo as mais comuns
epitelioide/poligonal, fusiforme/fibromatosa e epitelioide e fusiforme mistas
(MUNDAY; KIUPEL; LOEHR, 2017; SMEDLEY et al, 2022). Multiplas morfologias
celulares e arranjos de células neopléasicas, como pacotes, laminas e feixes, estdo
frequentemente presentes na mesma neoplasia (MUNDAY; KIUPEL; LOEHR, 2017;
SMEDLEY et al., 2022). Os nucleos das células neoplasicas sdo redondos a ovais,
finamente pontilhados a vesiculados, exibem anisocariose minima a leve e geralmente
contém um Unico nucléolo proeminente com orienta¢do central, criando uma aparéncia
de “olho de coruja” (SMITH et al., 2002; SMEDLEY et al., 2022).

Uma importante caracteristica diagnostica € a presenga de células neoplasicas na
juncdo estroma subepitelial-epitelial. Embora a atividade juncional e o crescimento
pagetoide sejam fortes critérios diagnosticos, a presenca de células neoplasicas logo
abaixo da membrana basal, mesmo sem atividade juncional, levanta a preocupacao de
uma neoplasia melanocitica (SMITH et al., 2002; MUNDAY; KIUPEL; LOEHR, 2017;
SMEDLEY et al, 2022).

Células neoplasicas pouco diferenciadas frequentemente contém pouco ou
nenhum pigmento de melanina. Os nucleos frequentemente contém multiplos nucléolos
distintos, exibem anisocariose moderada a acentuada e tém padrdes de cromatina
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variaveis, semelhantes aos observados citologicamente (MUNDAY; KIUPEL; LOEHR,
2017; SMEDLEY et al, 2022).
O melanoma tem como caracteristicas um citoplasma palido e abundante, com
quantidades varidveis de pigmento, nucleos grandes pleomorficos e nucléolos
proeminentes sendo a sua principal fungdo a sintese de melanina, pigmento que confere
cor aos pelos, pele e cabelos e protege a pele contra os raios solares (TEIXEIRA, 2011).
Nos melanomas, as células neoplasicas na epiderme geralmente t€ém nucleos
maiores e nucléolos mais conspicuos do que os encontrados nos melanocitomas, e as
mitoses sdo mais frequentemente observadas. Os ninhos das células intraepidérmicas,
quando presentes, s30 uma caracteristica muito util para confirmar o diagndstico de
melanoma, principalmente quando a melanina ndo pode ser demonstrada no
componente dérmico. O componente dérmico geralmente consiste em melanocitos mais
anaplasicos e pleomorficos que podem ser em forma epitelioides/poligonais ou
fusiformes ou, em alguns casos, uma combina¢do dos dois tipos de células. As células
contém uma quantidade varidvel de melanina intracitoplasmatica (MEUTEN, 2017).

A contagem mitdtica demonstrou ser um indicador prognodstico confidvel para
neoplasias melanociticas cutaneas e orais caninas em varios estudos (SMEDLEY et al.,
2011; LACROUX et al., 2012; LAVER et al., 2018; PORCELLATO et al., 2020).

A maioria dos melanocitomas ¢ facil de diagnosticar devido a presenca de pigmento
de melanina, que, se abundante, ¢ visivel de forma grosseira, em muitos casos com
baixa ampliagdo. Na experiéncia do autor, em caes, as neoplasias melanociticas
cutaneas menores tendem a ter um componente epidérmico e intradérmico (composto),
enquanto as neoplasias maiores geralmente ndo possuem componente epidérmico e sao
massas intradérmicas/subcutaneas (MEUTEN, 2017).

Melanocitomas dérmicos podem ter uma morfologia redonda, epitelidide ou
poligonal ou fusocelular, e casos raros podem ter morfologia de células dendriticas ou
de balao. Nos melanocitomas dérmicos, os melandcitos neoplasicos podem demonstrar
diferenciagdo neuroidal a medida que amadurecem em dire¢do a base da neoplasia, com
perda de pigmento e formagao de pequenos fasciculos de células fusiformes envolvidas
por um fino estroma fibrovascular (MEUTEN, 2017).

2.5 Imunogenicidade

Melanomas sdo neoplasias fortemente imunogénicas e isso ¢ reforcado pela
observacdo de alguns fatores como: regressdao parcial ou completa de melanomas
primarios, marcada infiltragdo por linfocitos (principalmente linfocitos T) e a presenca
de células T, isoladas de melanomas em regressdo, com acentuada atividade citolitica
contra melanomas autélogos (MUKHERIJI, 2013).

Em contrapartida a esta imunogenicidade, os melanomas malignos possuem
diversos mecanismos de evasdo imunoldgica e estes tém sido alvo de inumeras
pesquisas recentes no campo da imunologia tumoral. Tanto a imunidade inata, quanto a
adaptativa sdo necessarias para a preven¢ao do desenvolvimento neoplasico (VESELY
et al,, 2011) e uma falha na vigilancia imunoldgica pode permitir o aparecimento e
desenvolvimento de neoplasias (ATHERTON et al., 2016).

As células neoplasicas, incluindo-se as células do melanoma, utilizam dois
mecanismos bdasicos para escapar ou diminuir a resposta imunologica: (1) perda da
expressao de antigenos, e (2) inibicdo ativa das respostas imunes. A perda da expressao
de antigenos ocorre através do processo de imunomediagdo, no qual as células tumorais
suprimem a expressdo de determinados antigenos imunogénicos, mantendo seu fendtipo
inalterado ou ainda, tornando-se mais capazes de crescer em relagdo as nao modificadas.
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Ja a inibi¢ao da resposta imune estd associada a sintese e secrecdo de citocitonas
imunossupressoras, como a Interleucina-10 (IL-10) e o fator de transformagdo do
crescimento [ (TGF-PB), observada em células de melanoma (MUKHERJI, 2013;
ABBAS et al., 2015).

Padrdes intrinsecos de resposta imune do hospedeiro e leucocitos infiltrados
podem guiar a progressdo do cancer (DE NARDO e COUSSENS, 2007). Em seres
humanos e caes, os macrofagos associados ao tumor (TAMs) foram identificados como
componentes importantes do microambiente tumoral, uma vez que sdo uma propor¢ao
importante do infiltrado leucocitdrio, promovendo a invasao e migracdo de células
tumorais, bem como suprimindo as respostas antitumorais (POLLARD, 2004;
CONDEELIS e POLLARD, 2006; RAPOSO et al., 2014).

Durante o desenvolvimento do cancer ha uma ruptura nas interagdes
intercelulares normais dos tecidos, € ao passo que a neoplasia adquire a capacidade de
contornar os sinais de normalizagdo do microambiente, este evolui para acomodar o
tumor em crescimento. Como componentes desse microambiente tumoral podemos citar
os macrofagos, as células imunossupressoras, os fibroblastos e a vasculatura, dentre
outros componentes de suporte (QUAIL; JOYCE, 2013).

Os melanomas em cdes apresentam diferentes comportamentos biologicos
dependendo da localizacdo. Em geral, melanomas orais e leito ungueal t€ém um pior
prognéstico quando comparados aos melanomas cutdneos de outras localizacdes,
embora a localizagdo apenas ndo deva ser utilizada como um fator prognostico
(SMEDLEY et al.,, 2022). As metastases ocorrem por via linfatica em dire¢do a
linfonodos regionais e pulmao, podendo espalhar-se para locais como coragdo, sistema
nervoso central e bago (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2020).

Smedley et al. (2011) realizaram uma ampla revisdo de diversos marcadores
prognosticos em neoplasias melanociticas caninas. Comparando-se o tempo de
sobrevida com o tamanho da neoplasia, observaram-se resultados controversos,
excluindo-se o tamanho da neoplasia como um possivel marcador prognostico. A atipia
celular se mostrou relevante para o progndstico, entretanto, tecnicamente este ¢ um
parametro subjetivo, o que poderia resultar em falta de padronizagdo dos resultados e
interpretacdo destes. Enquanto o indice mitdtico apresentou correlacdo com a sobrevida
em mais de 50% dos casos de melanomas caninos, o grau de inflamacao e/ou necroses
ndo foram bons indicadores. Diante destes dados, especialmente devido a subjetividade
interpretativa de diversos aspectos morfoldgicos, os autores indicam que mais de um
parametro seja utilizado.

2.6 Imuno-histoquimica

Imuno-histoquimica (IHC) ¢ a detec¢do de antigenos em seccdes teciduais por
meio de anticorpos especificos. A vantagem da técnica em relagdo a outros métodos de
deteccdo de proteinas ¢ a capacidade de correlacionar a presen¢a de um antigeno com
sua localizagdo em um tecido ou célula (RAMOS-VARA, 2017). Isso ¢ muito
importante para o estudo da fungdo celular em tecidos normais e patoldgicos.

Desde sua introducdo, ha mais de seis décadas, a IHC tem sido aplicada
extensivamente em multiplas dreas da biologia, incluindo fungdo celular e
caracterizacdo de lesdes (RAMOS-VARA, et al., 2008). A imuno-histoquimica ¢ cada
vez mais usada, além da descri¢do histolégica na oncologia humana por seu valor
prognostico (IDIKIO, 2009).

Entre os marcadores imuno-histoquimicos para melanoma, destacam-se a
proteina S100, uma proteina acida de ligacao de calcio que foi descoberta em células da
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glia, ¢ expressa em varios tecidos e ajuda a regular inimeros processos celulares, como
contracdo, motilidade, diferenciagdo celular, entre outros (OHSIE, et al., 2008). Existem
dois tipos de anticorpos que reagem com essa proteina permitindo sua visualizagao,
policlonal e monoclonal, ambos marcam lesdes melanociticas com um padrao de
coloragdo forte e difusa que pode tingir tanto o citoplasma como nucleo
(COLMENARES-ROLDAN; VELASQUEZ; VARGAS, 2008).

Outro marcador ¢ Melan-A, também conhecido como MART-1, um antigeno
associado com o melanoma, que € reconhecido por linfocitos T citotdxicos expressos
pela maioria das lesdes melanociticas benignas e malignas, este ¢ muito util para
detectar diferenciacdo do melandcito com coloragdo citoplasmatica (COLMENARES-
ROLDAN; VELASQUEZ; VARGAS, 2008., ORDONEZ, 2014).

2.7 Macrofagos associados a tumores (TAMs)

Os macrofagos sdao células cruciais na detecgdo, fagocitose e destruicao de
materiais estranhos e enddgenos, patogenos, mas também de células cancerigenas. Além
disso, juntamente com a sua atividade fagocitica, podem participar na imunidade
adaptativa, recrutando linfocitos e apresentando antigenos as células T (PAN et al.,
2020).

Muito tem se estudado a respeito da plasticidade dos macrdéfagos e seu papel no
crescimento das neoplasias. Os macréfagos podem alterar seu estado de polariza¢ao
dependendo das condicdes fisiologicas (QUAIL; JOYCE, 2013). Macrofagos de
ativacdo cléassica, denominados de M1, produzem citocinas pro-inflamatorias e tém
papel antitumoral, participando da apresentacdo de antigenos (BISWAS;
MANTOVANI, 2010). De forma antagonica, macrofagos de ativagdo alternativa, M2,
secretam citocinas anti-inflamatorias, resultando em funcdo pré-tumorigénica
(BISWAS; MANTOVANI, 2010).

Ao analisar o perfil de infiltracdo tumoral por macroéfagos em 43 melanomas de
uvea, Bronkhorst et al. (2011) observaram significativa correlagdo entre presenca de
infiltracdo rica em macrofagos M2 e um pior prognostico. Neste mesmo sentido, um
estudo avaliou 202 melanomas cutaneos quanto a invasao vascular (vasos linfaticos e
sanguineos), a densidade de vasos e a presenca de macrofagos associados ao tumor
(TAMs) e evidenciou associacdo significativa entre alta contagem de macrofagos,
neovascularizagdo e crescimento primario do tumor (STORR et al., 2012).

Na medicina veterinaria, estudos que correlacionam a presenca e a contagem de
TAMs ao prognostico sdo escassos. Recentemente, Monteiro et al. (2018) utilizaram
marcadores para TAMs em tumores mamarios caninos € observaram que a contagem de
macrofagos estava relacionada com diversos pardmetros clinico-patologicos, bem como
ao tempo de sobrevida global dos animais. Outro achado relevante foi a relagao direta
entre a predominancia de subpopulagdes M1 em neoplasias benignas, enquanto
subpopulagdes M2 foram observadas em neoplasias malignas.

A presenca de TAMs no melanoma e seu papel na progressdo e o prognoéstico do
tumor foram avaliados em humanos (FUJIMURA; AIBA, 2020) e, nos ultimos anos, o
papel potencial de dessas células como alvos de futuras imunoterapias tém sido
sugerido (PATHRIA et al., 2019).

2.8 Proteina Ki-67

A caracterizac¢do da proteina Ki-67 foi realizada pela primeira vez por Gerdes et
al. (1983). Posteriormente, em 1996, foi caracterizado o gene precursor desta proteina,
com 30000 pares de bases, situado no brago longo do cromossoma 10.
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A pKi-67 pode apresentar-se sob duas isoformas, uma de 395kDa e outra de
345kDa resultantes de splicing alternativo do mRNA. A pKi-67 e ¢ codificada pelo
éxon 13, contendo os epitopos reconhecidos pelo anticorpo anti-Ki-67 ¢ o anticorpo-
MIB-1 (KUBBUTAT et al., 1994; DUCHROW et al., 1996).

A atividade do anticorpo monoclonal Ki-67, em identificar células em
proliferacdo, correlaciona-se bem com uma baixa taxa de sobrevivéncia, tal como a
presenca de crescimento invasivo e da classificagdo com base em critérios citologicos
(SMITH et al., 2002).

A pKi-67 ¢ encontrada em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase GO,
sendo a caracteristica que lhe permite ser usada como marcador da proliferagao celular.
Durante as fases do ciclo celular G1, S e G2, a pKi-67 esta dentro do nucléolo e
associada ao componente fibrilar denso, que consiste em uma das trés regides nucleares
identificadas por microscopia eletronica. Durante a mitose, ela desloca-se para a camada
pericromossomal (BROWN; GATTER, 2002). Um indice mitdtico inferior a 3 por cada
10 campos de ampliagdo ¢ fortemente sugestivo de benignidade (VAIL; WITHROW,
2007).

Virios estudos demonstraram que o indice Ki-67, determinado por
imunohistoquimica (IHQ), prediz o prognoéstico de neoplasias melanociticas cutaneas e
orais/labiais (LAPRIE et al., 2001; BERGIN et al., 2011; LACROUX et al., 2012;
IUSSICH et al., 2017; SMEDLEY et al., 2021; CAMERINO et al., 2022).

O valor preditivo do indice de Ki-67 para um periodo de dois anos de
sobrevivéncia ¢ de 97%, que ¢ levemente superior ao valor preditivo associado a
avaliagdo histoldgica de 91% (SMITH et al., 2002). A fracdo de crescimento Ki-67 ¢
especialmente 1til para os casos com parametros histologicos conflitantes, € ¢ um teste
altamente objetivo que tem valor preditivo superior a de critérios histologicos
(SMEDLEY et al., 2022).

Os melanomas altamente proliferativos, estudados através de andlise imuno-
histoquimica por Ki-67 ou PCNA, tém sido associados com evolugdo maligna, mas
estes procedimentos mais avangados sdo apenas ligeiramente mais preditivos que o
indice mitotico (VAIL; WITHROW, 2007).

Apesar de ser reconhecido que pKi-67 tem um papel extremamente importante
na fracdo de crescimento do tumor, ndo estdo exatamente esclarecidas as suas fungoes.
Antes, para identificacdo desta proteina, era usado o anticorpo anti-Ki-67, onde a
desvantagem era a sua utilizagdo sO ser possivel em tecido fresco ou congelado.
Posteriormente, e até hoje, o anticorpo mais usado ¢ o MIB-1 (molecular immunology
Burstel-1), sendo este anticorpo utilizado em tecidos conservados em formol e incluidos
em parafina, permitindo a realiza¢do de estudos retrospectivos com base em arquivos
histologicos (BROWN; GATTER, 2002). Em medicina humana, estudos realizados por
Brown e Gatter (2002) comprovaram que o Ki-67 constitui um marcador bom para o
crescimento do tumor, através da sua marcagdo nuclear das células que se encontram em
replicacdo, em neoplasias.

Nao existe uma relagdo evidente entre as caracteristicas histoldgicas, incluindo o
indice mitotico e a intensidade de pigmentacdo, e a taxa de sobrevivéncia (SMITH et
al., 2002).

A fragdo de crescimento tumoral ¢ medida através do niumero de nucleos de
células neoplasicas marcadas pelo anticorpo anti-Ki-67. Diferente dos critérios
histologicos abordados acima, o indice de Ki-67 apresenta resultados mais objetivos.
Este indice de marcagdo ¢ recomendado para todas as neoplasias melanociticas,
especialmente para as que apresentam discordancia entre parametros morfolégicos, uma
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vez que tem sido demonstrada estatisticamente correlacdo com o progndstico clinico
(SMEDLEY et al., 2011).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O projeto foi desenvolvido nos Laboratérios de Histopatologia e Imuno-
histoquimica do Setor de Anatomia Patoldgica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (SAP/UFRRJ) em parceria com o Instituto Federal Farroupilha Campus
Frederico Westphalen.

3.2 Amostras

As amostras foram obtidas com base em bidpsias e necropsias encaminhadas aos
laboratérios do SAP, e, um caso, encaminhado do Laboratorio de Anatomia Patolégica
da Universidade Federal da Bahia (UFBA), com termo de consentimento livre e
esclarecido. Foram utilizados blocos de parafina contendo fragmentos de nddulos, de
linfonodos regionais e demais 6rgdos quando provenientes de necropsias, com € sem
metastases detectadas de caes com neoplasias melanociticas.

Em relacdo as necropsias, foram priorizadas as de cdes com melanomas
malignos que morreram em decorréncia da doenca ou foram eutanasiados segundo
recomendacdo do clinico responsavel. As necropsias foram realizadas mediante
autorizagdo do proprietario e/ou solicitagdo do médico veterinario, de acordo com o
Guia da Técnica de Necropsia dos Animais Domésticos (BARROS, 1988).

3.3 Histopatologia

Orgdos e tecidos foram avaliados macroscopicamente e os fragmentos colhidos
foram fixados em solucao formalina tamponada a 10%. Apds processamento de rotina,
os fragmentos foram incluidos em parafina, cortados em micrétomo rotativo a 3 pm,
corados pela hematoxilina e eosina e observados em microscopio Optico. Foram
selecionados no total 25 casos de neoplasias melanociticas em caes.

Os melanomas foram classificados de acordo com a descricao dos tumores de
animais domésticos pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS, 1998) em:
melanocitomas, melanomas epitelidides, melanomas fusiformes e melanomas mistos.
Uma segunda classificagdo baseada no fenotipo dividiu as neoplasias em melanoma
pigmentado, melanoma ndo pigmentado e melanoma parcialmente pigmentado
conforme os critérios propostos por Goldschmidt e Goldschmidt (2017).
Adicionalmente foram avaliadas as areas de necrose, ulceras, hemorragia, infiltrado
inflamatorio, atipia celular, ou seja, o tamanho e a forma da célula, do nucleo e
nucléolo, presenga de mitose, fosse ela atipica ou ndo. As laminas foram avaliadas em
microscopio Optico Nikon Eclipse E200 Field Number (FN) 20.

3.4 Imuno-histoquimica

Foram submetidos a andlise imuno-histoquimica fragmentos emblocados em
parafina de melanocitomas, melanomas malignos orais e cutaneos, linfonodos regionais,
com e sem metastase, dos animais com neoplasias melanociticas. Adicionalmente,
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quando provenientes de necropsias, fragmentos de pulmao, figado, bago, rins e encéfalo,
com ou sem metastase, também foram analisados.

Secdes das neoplasias, linfonodos e demais orgaos foram desparafinadas,
hidratadas e submetidas a recuperacdo antigénica por calor com TRIS Edta. Para
bloqueio da peroxidase endogena e das reacdes inespecificas foi utilizada solucao de
peroxido de hidrogénio a 3% e leite em p6 desnatado, respectivamente. As se¢des foram
incubadas com os anticorpos (Tabela 1) por 2:30h em temperatura ambiente, lavadas
com PBS, reveladas com o cromogeno magenta, contra coradas com hematoxilina de
Harris e observadas em microscopio optico.

Um caso previamente diagnosticado como sugestivo de melanoma pouco
pigmentado de pele, foi submetido a imuno-histoquimica com anticorpo Melan-A e
obteve resultado positivo.

A fracdo de crescimento tumoral ou o indice de Ki-67, foi avaliada através da
marcagdo nuclear das células neoplasicas pelo anticorpo anti-Ki67. A contagem foi feita
por trés métodos diferentes. Para neoplasias melanociticas da cavidade oral o indice de
Ki-67 foi obtido pelo nimero médio de nicleos positivos em cinco areas de Imm?2 cada
(foi realizado com o auxilio de uma objetiva com reticulo). Neoplasias com indice >
19.5 tem um progndstico pior ¢ neoplasias com indice menor que 19.5 apresentam
prognostico favoravel (BERGIN et al., 2011).

Para as neoplasias cutaneas, o indice foi obtido através da porcentagem de
nucleos positivos em 500 células por 5 campos. Neoplasias com indices > 15%
esperam-se um progndstico pior e com indice menor que 15%, prognostico favoravel
(LAPRIE et al., 2001).

Alternativamente, também foi realizado o indice de Ki-67 apds selecao de 10
campos com maior celularidade e fora das areas de necrose, quando presente (Obj. 40x,
FN 22, 2,37mm?), independentemente da localizagdo, como o descrito por Carvalho et
al. (2021), realizando a porcentagem de nucleos positivos em 10 campos (Obj. 40x, FN
22, 2,37mm?), considerando que neoplasias com indice de Ki-67 acima de 15% espera-
se um pior prognostico.

A leitura das laminas foi realizada no microscopio Optico Axio Scope. Al- Zeiss
FN 22 (2,37mm?). A contagem de niicleos positivos foi realizada de forma manual, com
auxilio do software ImageJ. Para controle, foi utilizado um caso com diagndstico
confirmado de mastocitoma grau 3, alto grau, proveniente do acervo de blocos do
SAP/UFRRI.

Foi utilizado o anticorpo anti-CD206, para contagem da subpopulacdo de
macrofagos M2 (TAMs) nas neoplasias, nos linfonodos e demais o6rgdos quando
disponiveis. Os TAMs foram contados em cinco areas com o maximo de infiltragdo
leucocitaria com ampliacdo de 40x, sendo o niimero total a soma das cinco areas como
proposto por Monteiro et al. (2018). Para controle foi utilizado um caso de melanoma
misto, proveniente do acervo de blocos do SAP/UFRRJ com populagdo de macrofagos
evidentes a colora¢dao de hematoxilina e eosina.
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Tabela 1. Anticorpos utilizados.

Anticorpo Empresa Clone Dilui¢iao
Melan-A Dako A103 Diluido
CD206 Beckman Coulter 3.29B1.10 1:100
Ki-67 Dako MIBI1 Diluido

3.5 Analises

A contagem de macréfagos e o indice de Ki-67 (cavidade oral, pele e
metastases) foram comparados aos demais achados, como: localizacdo anatdmica da
neoplasia, indice mitdtico, diagnostico, tipo celular, presenca ou auséncia de ulcera,
necrose, inflamagdo e hemorragia. Comparamos as variaveis utilizando critérios de
analise grafica com Boxplots, Mapas de Calor e Gréficos de Barras.

4. RESULTADOS

Foram utilizados 25 casos previamente diagnosticados como neoplasia
melanocitica em caes, destes, seis correspondiam a necropsias, quatro eram
melanocitomas e 21 melanomas, todos pigmentados. Em relagdo ao sexo, nove eram
fémeas e 16, machos. As ragas mais prevalentes foram Rottweiler e Beagle (trés casos
cada) e caes sem raga definida (SRD) totalizaram 12 animais. A idade variou de sete a
17 anos, ou seja, todos os caes eram adultos.

Dos 25 casos de neoplasias melanociticas incluidas neste estudo, 24 tinham
descrigoes referentes a localizacdo (Grafico 1). Desses, 13 apresentavam-se na pele, 11
em cavidade oral e um, proveniente de necropsia, foi observado em encéfalo sem
conhecimento sobre o sitio de origem.

Em 18 casos foram informadas metéstases em linfonodos regionais (10 com
origem na cavidade oral, e 8, pele) (Gréafico 2), em outros seis casos foram descritos
metastases no pulmao (todos primdrios de cavidade oral) (Figura 1, C e F), e, em trés
destes, havia metéstase também para outros 6rgaos, como: bago, rins e encéfalo (todos
primdrios de cavidade oral) (Figura 1, D e E).
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Figura 1. Aspectos macroscopicos de melanomas diagnosticados em cies no SAP/UFRRJ:
A- Nodulo por vezes enegrecido e irregular em cavidade oral de céo, Poodle, diagnosticado com
melanoma pigmentado B- Metastase de melanoma pigmentado no linfonodo submandibular de
cdo. C- Nodulo focal, ligeiramente elevado, parcialmente delimitado, amarelo com areas pretas
multifocais no lobo caudal esquerdo. Inset: superficie de corte de nodulo pulmonar. D- Nodulo
focal firme, preto e parcialmente delimitado, expandindo as substancias telencefalicas cinzenta e
branca (cérebro fixado em formol). E- Metastase de melanoma pigmentado. Nodulo com 3,0 cm
de didmetro localizado no baco. F- Metastase pulmonar de melanoma pigmentado. Observam-se
nos lobos pulmonares, nodulos enegrecidos multifocais a coalescentes. Com tamanhos de 0,5
cm a 5,0 cm. Arquivo SAP/UFRRJ.

A avaliacdo das caracteristicas histopatoldgicas foi realizada nos 25 casos. Os
aspectos histologico e morfoloégico da neoplasia (Figura 2) foram classificados de
acordo as regras da OMS (1998) e subdivididos em: melanomas epitelidides, compostos
por células arredondadas que se localizam nas camadas da epiderme, com bordas
discretas e arredondadas, citoplasma abundante e vitreo, ntcleo largo e nucléolo
proeminente; melanomas fusiformes, em que verificou-se proliferacdo de células
alongadas, que formavam ondas e feixes na regido mesenquimal, com estroma escasso ¢
algumas vezes, em forma de ninho e melanomas mistos, em que observavam-se ambos
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tipos celulares proliferados. Das 25 neoplasias avaliadas, foram observados dois casos
com caracteristica fusiforme, quatro epitelioides e 19 mistos.

O pleomorfismo foi moderado a acentuado em 19 dos 25 casos. Para contagem
da mitose foi realizada a média de todos os casos, totalizando uma média 14,2 mitoses
(Obj. 40x, FN 22, 2,37mm?), todos da variante maligna. Ndo foram observadas mitoses
na variante benigna, melanocitoma.

=1 0
e

LY YT A s I e £
Figura 2. Aspectos microscopicos de melanoma em canino: A- Melanoma epitelioide nao
pigmentado, pobremente diferenciado. Pele. Obj.40x. B- Melanoma misto parcialmente
pigmentado, pobremente diferenciado. Cavidade Oral. Obj.20x. C- Melanoma epitelioide
parcialmente pigmentado, moderadamente diferenciado. Pele. Obj.40x. D- Melanoma
epitelioide parcialmente pigmentado, moderadamente diferenciado com atividade juncional.
Pele. Obj.40x. E- Melanocitoma. Pele. Obj. 10x. Fonte: SAP/UFRRJ. Coloracio de

hematoxilina e eosina.

Dos 25 casos, 20 apresentaram imunorreatividade ao Ki-67 (Figura 3, A, B e C),
21 apresentaram imunorreatividade ao CD206 (Figura 5, D, E e F).
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Figura 3. Imunorreatividade aos anticorpos Ki-67 ¢ CD206 nas ne
A- Imunorreatividade ao Ki-67 em Melanoma misto, parcialmente pigmentado, moderadamente
diferenciado. Cavidade oral. Obj. 40x. B- Imunorreatividade ao Ki-67 em Melanoma misto,
parcialmente pigmentado, moderadamente diferenciado. Cavidade oral. Obj. 20x. C-
Imunorreatividade ao Ki-67 em Melanoma misto, parcialmente pigmentado, moderadamente
diferenciado. Cavidade oral. Obj. 20x. Observa-se nucleos celulares imunorreativos corados
pelo cromégeno magenta. D- Imunorreatividade ao anticorpo CD206 em Melanoma misto
parcialmente pigmentado, pobremente diferenciado. Cavidade Oral. Obj 20x. E-
Imunorreatividade ao anticorpo CD206 em Melanoma misto parcialmente pigmentado,
pobremente diferenciado. Cavidade Oral. Obj. 40x. F- Imunorreatividade ao CD206 em
Melanoma misto parcialmente pigmentado, pobremente diferenciado. Cavidade Oral. Obj 20x.
Observam-se citoplasmas de macrofagos corados pelo cromogeno magenta, entremeando a
neoplasia. Fonte: SAP/UFRRJ. Cromdégeno magenta. Contracoloracio com hematoxilina.

Dos 20 casos imunorreativos ao Ki-67 (Tabela 2), 11 eram provenientes da
cavidade oral, e os demais, pele (Grafico 3). Destes 20, 13 obtiveram a fragdo de
crescimento elevada segundo os parametros da literatura (seis eram da cavidade oral e
sete, da pele). Dois desses casos eram do tipo histologico epitelioide e os demais,
mistos. O Ki-67 esteve elevado em 12 casos de melanomas parcialmente pigmentados e,
em um caso de melanoma pigmentado (Grafico 4). Em 11 casos, foram observadas ao
menos 10 mitoses em 10 campos de maior aumento (Obj.40x, 2,37mm?) (Grafico 5). O
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pleomorfismo observado foi moderado a acentuado em todos os casos com fracao de
crescimento superior a 15% (CARVALHO et al., 2021).

Havia a associacao a um infiltrado inflamatério em seis casos (quatro nddulos na
pele e dois na cavidade oral) (Grafico 6). Ulcera foi observada em quatro casos (dois
melanomas de pele e dois da cavidade oral) (Grafico 7), necrose estava presente em sete
casos (quatro na pele, dois na cavidade oral) (Grafico 8). Com relacdo as metastases, em
11 linfonodos verificou-se elevada proliferacao celular (Grafico 9) e, destes, seis casos
eram metastases da cavidade oral (Grafico 10) e cinco, metdstases de melanomas
cutaneos (Grafico 11). Além disso, em dois pulmdes com metéstases de melanomas de
cavidade oral, também observou-se elevado indice de Ki-67.

Dos 25 casos analisados no estudo, 20 se mostraram positivos para o anticorpo
CD206 (Tabela 2). E, em 17 casos, foram observados mais de 10 macréfagos positivos
em cinco campos de maior aumento. Desses, 11 estavam localizados na pele (quatro
eram melanocitomas) e, outros seis, na cavidade oral (Grafico 12). Em um caso de
melanoma pigmentado de cavidade oral, foram observados 28 macrofagos CD206+ no
nddulo e 30 macréfagos CD206+ no linfonodo. Adicionalmente, houve um caso de pele
com elevada contagem de macréfagos CD206+, sendo 28 observados no nédulo e 12 no
linfonodo.

Tabela 2. Imunorreatividade das neoplasias melanociticas ao Ki-67 ¢ ao CD206
(continua).

Registro Diagnostico Localizacdo | Ki-67 Ki-67 Ki-67 TAM's

(Carvalho | (Laprie | (Bergin,

et al., et al, 2011)

2021) 2001)
41115 nodulo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 70.40% = 84,4 29
41115 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 43.40% =422 2
40135 nodulo Melanoma Pele 42.30% 64% 24
40135 linfonodo Melanoma Pele 29.30% | 44,80% 14
41385 nodulo Melanoma parcial. pigmentado Pele 62.,40% | 95,60% 12
40458 nodulo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 18.20% = 26,2 12
40458 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 15.10% = 244 16
30109 pulmao Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 22.60% =222 13
39109 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 84.10% =110,2 22
40280 pulmao Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 19.20% = 322
40280 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Cayv. Oral 13,80% = 21,2
36446 linfonodo Melanoma Pele 8,80% | 12,40% 16
36446 nddulo Melanoma Pele 25.60% | 34,60% 26
34685 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Pele 16.60% | 23,40% 30
34685 nodulo Melanoma parcial. pigmentado Pele 0,00% 0,00% 28
36649 ndédulo Melanoma Pele 3,30% 6,00% 30
36649 pulmao Melanoma Pele 8,30% | 10,40% 33
36649 linfonodo Melanoma Pele 47.90% 64% 19
39485 nodulo Melanoma parcial. pigmentado Cayv. Oral 29.40% = 29
39485 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 43.20% = 50,4
38967 nddulo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 29.40% == 356 28
38967 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 15.30% = 27,6 12
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41320 nodulo Melanoma parcial. pigmentado Pele 30,20% | 37,40% 12
41320 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Pele 17.10% 25% 11
42819 nodulo Melanoma parcial. pigmentado Pele 85,70% | 94,80% 0
42819 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Pele 58,70% | 70,40% 10
34919 Melanocitoma Pele 0% 0% 19
36034 Melanocitoma Pele 0% 0% 11
36147 Melanocitoma Pele 0% 0% 24
38941 Melanocitoma Pele 0% 0% 16
41447 nddulo Melanoma Pele 0% 0% 3
41447 linfonodo Melanoma Pele 0% 0% 1
37371 linfonodo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 2,60% 52 4
37371 nodulo Melanoma parcial. pigmentado Cav. Oral 2,60% 3,6 12
40679 nodulo Proliferagdo melanocitica Pele 9,40% 14% 14
40679 linfonodo Proliferagdo melanocitica Pele 5% 7,40% 0

Parcial: parcialmente. Cav: cavidade.

De maneira geral, ndo observou-se relacdo entre Ki-67 e o tipo celular das
neoplasias melanociticas (melanoma misto, melanoma fusiforme ou melanoma
epitelioide.).

Melanomas parcialmente pigmentados (aqueles com pouco pigmento) possuem
valores de Ki-67 mais elevados do que aqueles fortemente pigmentados (neste estudo,
separados no conjunto de melanomas).

Os melanomas de pele tiveram maior variabilidade de dados do que aqueles
diagnosticados na cavidade oral. Na pele, o Ki-67 tem valores mais elevados (>15%)
quando tulceras estdo presentes. Nao ha relacdo entre os valores de Ki-67 na pele com a
presenca de necrose. Além disso, a mitose nos casos de melanomas cutaneos, ndo se
relacionou com valores elevados de Ki-67 (esta foi baixa mesmo em casos com Ki-67
baixo (<15%) ou elevado (>15%)).

Com relacdo aos melanomas de cavidade oral, os valores de Ki-67 foram
elevados (>19,5) quando a necrose estava presente. Ao contrario da presenca de
inflamacdo para a mesma localizagdo, uma vez que o Ki-67 mostrou pouca variagao.

A hemorragia foi uma variavel que ndo mostrou ter relacdo com o valor de Ki-
67 independente da localizagao da neoplasia.

A fragdo de crescimento celular também foi elevada nas metastases nodais. Uma
vez que tanto nas metastases nodais das neoplasias cutaneas ou orais, os linfonodos
apresentaram valores elevados de Ki-67. Nestes linfonodos com alto indice de fragdo de
crescimento, também foi observado elevado indice de mitose.

Com relagdo aos valores de CD206+, esse foi mais elevado nos casos onde a
fragdo de crescimento celular também se mostrou elevada (Grafico 13), principalmente
nas metastases nos linfonodos. Tanto nos melanomas orais (Grafico 14), como cutaneos
(Grafico 15), havia maior infiltracdo de TAMs quando estes possuiam elevada fracao de
crescimento celular, principalmente nos linfonodos. Consideramos que, nos casos onde
havia ao menos 10 macrdgafos CD206+ em cinco campos de maior aumento, (obj. 40x,
FN 22, 2,37mm? ) houve maior correlagdo com a fragio de crescimento celular.

A avaliagdo imuno-histoquimica revelou que macrofagos associados a tumores
foram mais frequentemente observados nos casos de melanomas cutaneos.
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Grafico 1. Localizagdo das neoplasias melanociticas observadas no estudo.
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No presente estudo, 11 casos de neoplasias melanociticas foram provenientes da
cavidade oral e 13, de pele, totalizando 24 casos com a descricdo do sitio de origem.
Além dos sitios primarios, também foram observadas metastases, onde 18
correspondiam a linfonodos e em seis casos, pulmdes.

Grafico 2. Localizagdo das neoplasias melanociticas (n6dulo primario e linfonodos).
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Os linfonodos metastaticos dos casos de melanomas de cavidade oral, totalizaram 10,
assim como aqueles provenientes da pele, totalizaram oito.
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Grafico 3. Ki-67 na Cavidade Oral e na Pele.
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O Ki-67 foi elevado em 11 casos da cavidade oral e em nove casos, de pele. Porém, nos
casos localizados na pele, o Ki-67 teve maior variabilidade (os valores individuais do
conjunto de dados estdo mais afastados uns dos outros e da média).

Grafico 4. Ki-67 e a relacdo com o diagndstico.
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Quando o diagndstico ¢ “melanoma parcialmente pigmentado”, no que diz respeito a
presenca de pouco pigmento, tende a ter maiores valores de Ki-67 em relacdo ao
“melanoma” (aqui entendidos como aqueles fortemente pigmentados).

Grafico 5. Associagao de mitose e fragao de crescimento celular.

Relagéo entre mitose e KI-67

® localizacao
ORAL
PELE
caso_formatado
L] ® Nodulo

% Linfonodo

0.8

06 %

KI-67
2]
x
®

0.2

0.0
0 10 20 30 40 50 60

Mitose

A dispersdao sugere que a relacdo entre mitose e Ki-67 varia de acordo com a
localizacdo. As metastases nos linfonodos concentram valores mais elevados,
especialmente nos casos onde ha um indice de mitose maior.

Grifico 6. Ki-67 e a relagcdo com inflamagao e necrose.
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O valor do Ki-67 tende a ser mais elevado nos casos em que ha a presenca de necrose,
isso ¢ observado pela distancia entre as medianas, além disso, a caixa da necrose
presente estd maior que a ausente, indicando alta variabilidade.
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Grafico 7. Ki-67 na pele e a presenca de Ulcera.
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Nos casos com tlcera presente, a fragdo de crescimento celular tende a ser maior. As
caixas indicam variabilidades parecidas.

Grifico 8. Ki-67 e a presenga de necrose nos casos da cavidade oral.
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A fragdo de crescimento celular nos casos orais tende a ser maior quando a necrose €
presente. Além disso, os conjuntos possuem baixa variabilidade.
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Grafico 9. Ki-67 por caso.

Média de KI-67 por caso

0.5
Bailx6 0.046 0.049

0.4
% %
~ ~
2 whds 0.147 0.153 =2
Q ©
% 5
© 2
o -022

Alto
- 0.1

Linfonodo Nédulo

Linfonodos tém médias mais elevadas em todas as classes de imunorreatividade do Ki-
67. Isso pode sugerir maior agressividade nos linfonodos.

Grifico 10. Ki-67 na cavidade oral (nddulo primario e respectivos linfonodos).
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O boxplot mostra que linfonodos tendem a ter Ki-67 com maior variabilidade.
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Grafico 11. Ki-67 nos nddulos e linfonodos (Pele).
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A linha de corte tragada (15%), permite observar que muitos linfonodos apresentam
valores acima desse limite, sugerindo metéstases com alto indice de crescimento celular
na pele.

Grafico 12. CD206 e a localizagao.
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A imunoreatividade do CD206 tende a ser maior quando a localizagdao da neoplasia ¢ na
pele, fato que se confirma, pois ha uma grande distancia entre as medianas. Além disso,
temos uma maior variabilidade do valor do CD206 nos casos de pele.
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Grafico 13. Imunorreatividade ao CD206 nos sitios primarios (pele e cavidade oral) e
nos linfonodos.
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Observamos que os casos de neoplasias melanociticas da pele tendem a ser mais graves.

Grafico 14. Relacdo entre a imunorreatividade do CD206 e a fragdo de crescimento
celular na cavidade oral.
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Meédia dos valores de CD206 em funcdo da fragdo de crescimento celular (Ki-67) oral
em nodulos e linfonodos. Valores mais elevados de CD206 estdo levemente associados
a maiores valores de Ki-67, principalmente nos linfonodos.
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Grafico 15. Relacao entre a imunorreatividade do CD206 e a fragdo de crescimento
celular na pele.
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Nos casos de melanomas cutineos, valores mais elevados de CD206 estdao levemente
associados a maiores valores de Ki-67, principalmente nos linfonodos.

Grafico 16. CD206 ¢ a presenca de necrose.
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A mediana dos dados CD206 quando a necrose ¢ presente, esta acima da classificacao
quando a necrose esta ausente, indicando que os valores de CD206 tendem a ser
maiores quando ha necrose.

34



5. DISCUSSAO

Tumores melanociticos sdo comuns no cdo, ¢ a maioria deles ¢ maligno
(SPANGLER; KASS, 2006; BROCKLEY; COOPER; BENNETT, 2013; GILLARD, et
al., 2014), correspondendo até 7% de todos os tumores malignos nessa espécie (SMITH;
GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). Os tumores melanociticos correspondem a
aproximadamente 4% de todas as neoplasias cutdneas em caes € a maioria corresponde
a melanomas (HASSAN et al.,, 2022) que também representam a neoplasia mais
frequente da cavidade oral nessa espécie (REYNOLDS, 2025). No presente trabalho, a
variante maligna foi mais prevalente, totalizando 13 casos cutaneos e 11 na cavidade
oral.

Todos os caes diagnosticados com neoplasias melanociticas eram adultos com
mais de sete anos de idade e ndo houve predilecao por sexo. Dados semelhantes foram
descritos por Porcellato et al., (2022) e Gola et al., (2024), que relataram uma idade
média de 11,4 anos, mediana de 12 anos e variagdo entre 6 ¢ 16 anos. Nao houve
predilecdo por sexo, resultado que se assemelha ao relatado por Satthathum et al.
(2023). O inicio da forma maligna desse tumor em idade avancada pode sugerir que a
tumorigénese e a progressdo do tumor estdo ligadas a mecanismos subjacentes
relacionados a idade, ou seja, a medida em que os animais envelhecem, mutagdes
genéticas cumulativas, vigilancia imunologica diminuida e outros processos biologicos
associados a idade contribuem para o desenvolvimento e a agressividade dos tumores
malignos. Outro fator como o atraso no diagnostico deve ser levado em consideracdo
quando trata-se da prevaléncia de neoplasias malignas frente a variante benigna.

Ragas com pele e mucosas pigmentadas sdo mais propensas a desenvolver
melanomas (DOBSON, 2013; GILLARD, et al., 2014; VAN DER WEYDEN, et al.,
2016). Neste estudo, a raca pura mais acometida, Rottweiler se encaixa na descricdo dos
autores acima. Outros estudos também reforcam a afirmativa de nao haver associagao
entre o tipo de neoplasia e a raga ou o sexo do animal (SMEDLEY et al., 2022). Certas
ragas, incluindo Rottweilers, Labradores Retrievers, Golden Retrievers, Dobermann
Pinschers e Schnauzers, foram super-representadas com tumores melanociticos,
consistente com relatos anteriores (NISHIYA et al., 2016). Embora ndo tenha sido
observada predilecdo por raga, essa informacdo deve ser interpretada com cautela
devido ao tamanho relativamente pequeno da amostra dentro de grupos de ragas
especificas, como a alta proporc¢ao de cdes sem raca definida.

Em um estudo com 87 caes, 12% apresentaram metéstases em linfonodos e 3,7%
nos pulmdes (LAVER et al., 2018). Metastases cerebral e 6ssea sdo menos frequentes
(ROVESTI; GUANDALINI; PEIFFER, 2001; SMITH; GOLDSCHMIDT;
MCMANUS, 2002). Como relatado anteriormente, foi observado maior prevaléncia de
metastase para linfonodos, seguida por pulmdes, porém em um caso, encéfalo também
estava acometido.

Com relagdo a morfologia celular, os melanomas do tipo misto foram os mais
comuns, seguidos pelos tipos epitelioide e fusiforme. O tipo histoldgico, analisado
isoladamente, ndo pode ser levado em consideracdo para definicdo do prognostico e
deve ser avaliado em conjunto com outros fatores (SMEDLEY; SEBASTIAN;
KIUPEL, 2022). Segundo Cowell e Valenciano (2014), tumores de origem melanocitica
sdo grandes imitadores de outros tumores, pois eles podem mostrar caracteristicas de
células redondas, células epiteliais ou mesmo células mesenquimais e muitas vezes uma
mistura dessas trés aparéncias morfologicas estard presente em um tnico tumor.
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A contagem mitotica demonstrou ser um indicador progndstico confidvel para
neoplasias melanociticas cutdneas e orais caninas em varios estudos (LAPRIE et al.,
2001; LACROUX et al., 2012; LAVER et al. 2018; SILVESTRE et al., 2018;
PORCELLATO et al., 2020; SMEDLEY et al., 2022; CAMERINO et al., 2022). Laver
et al. (2018) propuseram que um limiar de indice mitotico de 20 figuras em 10 campos
prevé um pior prognostico. No que se trata de figuras de mitose, houve uma média de
14,2 mitoses (Obj. 40x, FN 22, 2,37mm?).

Para neoplasias melanociticas cutdneas, uma contagem mitotica de 3 ou mais foi
associada a tempo de sobrevida mais curto em comparagdo com neoplasias com
contagem mitotica menor que 3 (LAPRIE et al., 2001; LACROUX et al., 2012;
SILVESTRE et al.,, 2018). Ja para neoplasias melanociticas orais e labiais, uma
contagem mitdtica de 4 ou mais foi associada a tempo de sobrevida mais curto em
comparagdo com neoplasias com contagem mitdtica menor (BERGMAN, 2007), no
presente estudo, todas as neoplasias malignas tiveram um indice mitdtico superior ao
relatado pela literatura.

A pigmentacdo ¢ dificil de quantificar histologicamente e hd variagdo entre
observadores, porém, independente disso, neoplasias melanociticas cutaneas e
orais/labiais altamente pigmentadas parecem apresentar tempos de sobrevida mais
longos, e um ponto de corte igual ou superior a 50% das células pigmentadas tem sido
associado a um melhor prognostico (LAPRIE et al., 2001; SMEDLEY et al., 2011;
BERGIN et al.,, 2011; SILVESTRE et al.,, 2018; PROUTEAU et al., 2020).
Corroborando com a literatura descrita, através das andlises de correlagdo, a variante
com pouca pigmentagdo teve um maior indice de proliferacdo celular. Esse fato pode
estar relacionado a um diagnostico precoce quando o melanoma ¢ fortemente
pigmentado, visto que melanomas pouco ou ndo pigmentados podem mimetizar
diversos tipos de neoplasias.

A fracdo de crescimento celular foi maior nos casos de melanomas cutaneos
ulcerados. Segundo Laprie et al. (2001), neoplasias melanociticas cutaneas ulceradas
tendem a apresentar comportamento mais agressivo. Porém, ndo ¢ um parametro
independente, pois pode ser facilmente impactado por uma variedade de fatores
externos, como traumas (SMEDLEY et al., 2011) o que observamos no trabalho, uma
vez que a variavel Ulcera, sofria com a agdo de outliers dentro da amostra.

Virios estudos demonstram que o indice Ki-67 prediz o prognostico de
neoplasias melanociticas cutaneas e orais/labiais (LAPRIE et al., 2001; BERGIN et al.,
2011; LACROUX et al., 2012; SMEDLEY et al., 2022; CAMERINO et al., 2022). Mais
importante ainda, a veracidade do Ki-67, comparada a outros parametros histologicos, ¢
menos afetada pela variabilidade interobservador. O indice mitdtico e a
imunorreatividade com Ki-67 parecem ser muito Uteis para distingdo de tumores
malignos de benignos (GROSS et al., 2005; BABA et al., 2007) e para estabelecer um
prognostico e plano terapéutico (RAMOS-VARA et al.,, 2000 e SMEDLEY et al.,
2011). O antigeno Ki-67 (MIB-1) € o principal marcador das células em proliferacdo
(FOURNEL FLEURY et al., 1997; KIUPEL et al., 1999; SUZANO et al., 2008). A
fracdo de crescimento determinada pelo Ki-67 deve ser considerada juntamente ao
histérico clinico e demais caracteristicas histopatologicas, uma vez que diferentes
diagnosticos e localizagdes, com ou sem a presenca de um elevado indice mitdtico, por
exemplo, apresentaram diferentes valores de Ki-67.

No melanoma cutaneo canino, a fracdo proliferativa determinada pelo Ki-67 tem
maior valor prognostico do que a histologia classica (91%). Isto sugere fortemente que a
utilizacdo de Ki-67 no melanoma cutdneo deve ser normalmente realizada apods o
diagnostico histopatologico (BERGMAN et al.,, 2007). Neste estudo, ha casos de
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melanomas cutaneos com elevadas taxas de fragao de crescimento, quando comparado a
outros casos de cavidade oral que, na histopatologia, possuiam caracteristicas de
malignidade mais exacerbadas. O indice Ki-67 demonstrou prever o prognostico de
neoplasias melanociticas cutdneas caninas com mais precisdo do que a contagem
mitdtica ou outros critérios histologicos (LAPRIE et al., 2001). Ao considerar essa
informagdo, pode-se afirmar que nos melanomas cutaneos, a proteina Ki-67 deve ser
utilizada em conjunto com outros parametros, como o indice mitdtico, para assegurar
uma analise precisa do tumor com base no potencial proliferativo.

Embora as neoplasias melanociticas cutaneas tenham uma tendéncia a serem
menos agressivas do que suas contrapartes orais ¢ sejam frequentemente curadas por
excisdo cirargica, tumores melanociticos cutaneos altamente malignos e orais de baixa
malignidade ocorrem com alguma frequéncia (BERGMAN, 2007; SMEDLEY et al.,
2022) por isso, prognostico preciso, através de analises para além da histopatologia, ¢
essencial para uma intervengao terapéutica bem-sucedida.

A invasdo vascular sanguinea ou linfatica ¢ um forte indicador progndstico de
comportamento maligno para neoplasias melanociticas cutaneas e orais/labiais (SMITH;
GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). Observamos metéstases para linfonodos em 18
casos, destes, 11 possuiram elevada fracdo de crescimento celular, seis eram
provenientes de cavidade oral e cinco, de pele e em oito linfonodos metastaticos, havia
elevada marcagdo de macréfagos associados a tumores. Segundo estudos realizados por
Hahn et al. (1994) e Proulx et al., (2003), ao contrario da metastase a distancia, as
observadas nos linfonodos regionais tém pouco ou nenhum valor prognéstico para a
duragdo da remissdo, ou tempo de sobrevivéncia para cdes com melanomas orais. A
evidéncia de metéstase visceral estd associada a um progndstico desfavoravel para
neoplasias melanociticas caninas de qualquer localizagdo. Estudos adicionais que
incluem neoplasias melanociticas benignas e malignas de varios sitios anatdmicos sao
necessarios para tirar conclusdes definitivas em relagdo a metastase linfonodal como
fator prognostico (SMEDLEY et al., 2011). Além das metastases para os linfonodos
regionais, outros seis casos tinham metéstases para pulmao e outros 6rgaos, como baco,
rins e encéfalo. Nestes, foi observado, que o indice de Ki-67 e os TAMs, também
possuiram elevada imunorreatividade. As metéastases a longa distdncia comprometem
ainda mais o prognostico do animal. E dificil correlacionar metastases a longas
distancias com o prognostico, devido ao escasso numero de casos em que essa estava
presente. Todavia, nos casos onde se sabe da presenca de metéastases viscerais, foi
observado elevada fragdo de crescimento celular pelo Ki-67.

Segundo Millanta et al. (2002), a espessura do tumor, a inflamagao e a necrose
ndo estdo significativamente relacionadas ao indice de Ki-67. Verificou-se que a fracdo
de crescimento mostrou maior correlagdo com ulcera presente nos casos cutaneos e
necrose presente nos casos de melanomas de cavidade oral. A espessura da neoplasia
ndo pode ser avaliada por se tratar de um estudo retrospectivo em sua maior parte.
Assim como o Ki-67 também se relaciona com o indice mitotico (SMEDLEY et al.,
2011), que também foi possivel observar em parte dos casos deste estudo,
principalmente os de cavidade oral com alta indice mitotico. J& com relacdo a presenca
ou auséncia de pigmento, segundo descrito por Smedley et al., (2011), existe uma
correlagdo inversa, ou seja, quanto menos pigmento, maior tende a ser a fracdo de
crescimento celular, o que também encontramos em nossos resultados. Ja achados como
a presenca de hemorragia, ndo mostraram relagdo com a fragdo e crescimento celular.

E, ao contrario do observado por Millanta et al., (2002), neste estudo, o indice de
Ki-67 relacionou-se melhor com os melanomas cutineos do que com aqueles da
cavidade oral. O indice Ki-67 demonstrou prever com maior precisdo o prognostico de

37



neoplasias melanociticas orais caninas do que a contagem mitotica ou a atipia nuclear
(BERGIN et al., 2011). Na literatura, as caracteristicas histopatoldgicas dos melanomas
de cavidade oral, sdo bastante conhecidas e discutidas, indicando que essa localizagao,
tem um mau progndstico. No entanto, nas analises imuno-histoquimicas realizadas por
Bergin et al., (2011), e também observado neste estudo, alguns melanomas de cavidade
oral, apesar de ter caracteristicas histopatologicas de malignidade, ndo apresentam
elevada fragdo de crescimento como esperado. O que pode sugerir que apenas
caracteristicas anatomicas e histopatologicas, quando observadas de maneira isolada,
nao sao boas para predizer um prognostico.

Na maioria dos pacientes com melanoma, a sobrevida clinica ¢ reduzida devido
as metastases de tumores avancados. Por isso, ¢ de extrema importancia
compreendermos as caracteristicas celulares e moleculares do microambiente tumoral
para explorar novos alvos terapéuticos. Em alguns tumores humanos, ha associa¢do
entre TAMs, progressdo neoplasica e metastase (GWAK et al., 2015), no entanto, ha
pouca informacdo disponivel sobre cdes. Macrofagos associados a tumores indicam
supressdo imunologica, que promove a tumorigénese (HUANG et al.,, 2020). As
contagens de macrofagos sdo diferentes entre neoplasias benignas e neoplasias malignas
e também dependendo da localizagdo desta, como observado no nosso trabalho. Na
tumorigénese em estagio inicial, macréfagos sdo visualizados em pontos de ruptura da
membrana basal durante a neoplasia maligna (CONDEELIS e POLLARD, 2006). Essas
caracteristicas sugerem que os tumores exploram as capacidades normais de
remodelagdo da matriz macréfagos, permitindo-lhes sair e migrar através do estroma
circundante (POLLARD, 2004; WYCKOFF et al., 2004; LIN et al., 2006). Na maioria
dos casos observados, os macrofagos CD206+, encontravam-se no estroma da neoplasia
ou em tecido adjacente.

Estudos clinicos em seres humanos € em modelos animais sugerem que oS
TAMs sdo tipicamente polarizados dentro do microambiente tumoral e podem adotar
um fenotipo particular para desempenhar fung¢des que dao suporte a infiltracdo,
motilidade e invasdao vascular das células tumorais (BISWAS et al., 2013; NOY e
POLLARD, 2014). Em melanomas malignos, observamos um perfil de CD206+, onde
os macrofagos eram mais abundantes, indicando uma infiltragdo polarizada por M2.

Estudos realizados por Huang et al., (2020), em humanos, revelaram que em
tecidos de pele saudaveis, foi observado uma expressdo baixa de macrofagos M2,
enquanto, nos tecidos de melanoma, havia uma alta expressao para CD206. No presente
estudo, dos 21 casos com maior expressao de CD206, 16 tiveram elevada infiltracao por
macrofagos M2 (cinco melanomas de cavidade oral, sete melanomas cutaneos e quatro
melanocitomas de pele).

Para melanomas com metastases em linfonodos, as células imunes que infiltram
o tumor sdo particularmente complexas (KLAPPERICH et al., 2019). Os linfonodos sao
ricos em linfocitos CD3 e CD20, tornando a defini¢do da pontuacdo imunoldgica muito
mais dificil (MOZZILLO et al.,, 2013). De fato, a pontuagdo para metastases de
linfonodos em pacientes requer uma padronizagdo ainda ndo descrita, mas foi possivel
destacar que, nas metastases também havia elevada infiltragdo por macréfagos M2, o
que corrobora com estudos feitos por Leignadier et al., (2016) e Ballas et al., (2013),
onde foi constatado que as células imunes infiltrantes nos tumores estdo associadas a
supressao tumoral, imunossupressao € metastases.

Os TAMs interagem com outras células imunes intratumorais, como células
dendriticas, neutrofilos e com um papel fundamental no controle do ambiente
imunossupressor do melanoma e na promog¢dao da transformacdo neoplasica,
proliferagdo e capacidade invasiva dos melandcitos (NEAGU, 2012; TOH et al., 2013).
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Além disso, uma comunicagao direta entre TAMs e células neoplasicas foi sugerida
recentemente (WANG et al.,2012). Essas comunicagdes intercelulares promovem a
invasdo local e a disseminagdo metastatica do melanoma por meio da secre¢do de
moléculas como fator de necrose tumoral-y, interleucina-1y (BOECKE et al., 2013),
interferon-y (ZAIDI et al., 2011), uPAR, fator de crescimento endotelial vascular- C e
metaloproteinase de matriz-9, que melhoram o crescimento e a motilidade das células
tumorais, bem como a angiogénese (BOZDOGAN et al., 2010; YADDANAPUDI et al.,
2013). Visto isso, podemos constatar que os TAMs, correlacionam-se com a progressao
do melanoma e um pior prognostico, como descrito ZHOU et al., (2022), que esses
macréfagos tendem a polarizar para um fendtipo M2 (CD163*/CD206%/CD204"), que,
promove imunossupressao (IL-10, TGF-B, PD-LI1), angiogénese (VEGF) e
remodelamento de matriz (MMPs), correlacionando-se com progressdo tumoral,
metastase e pior progndstico em melanoma humano e canino.

Embora o CD206 seja tradicionalmente utilizado como marcador de macrdéfagos
M2, associado a imunossupressdo e progressao tumoral, sua expressdo nao ¢ restrita a
neoplasias malignas. Estudos demonstram que macrofagos CD206 participam de
funcdes fisioldgicas de homeostase tecidual, fagocitose de detritos celulares e processos
de reparo, estando presentes inclusive em tecidos ndo neoplasicos (MANTOVANI et
al., 2022). No contexto de melanocitomas caninos, lesdes benignas podem apresentar
infiltrado inflamatdrio significativo, com presenga de macrofagos CD206+. Essa
infiltragdo pode refletir resposta inflamatdria cronica tumoral (RODRIGUEZ et al.,
2018), atividade de limpeza celular (especialmente quando hé necrose, hemorragia ou
ulceracdo) (PORCELLATO et al.,, 2022) e remodelamento da matriz extracelular,
processo fisiologico mediado por macrofagos M2 (MILLS, 2012). Dados que podem
explicar o porqué de encontrarmos elevada infiltragdo de macréfagos CD206 nos
melanocitomas caninos deste estudo. Essa observagdo reforca a importancia de
interpretar o CD206 em conjunto com outros pardmetros histologicos e clinicos, a fim
de distinguir adequadamente os efeitos associados a benignidade daqueles vinculados a
malignidade.

Por sua vez, no melanoma canino, estudos com [HQ (CD163, CD204, Ibal,
MAC387) mostram maior infiltragdo por macréfagos M2 em tumores malignos,
associacao com indice mitotico e relagdo com metastase (PORCELLATO et al., 2022;
MOELLER et al., 2023). Observamos de fato que, a infiltracdo de macréfagos M2 nos
melanomas, correlacionou-se bem com progressdo da neoplasia e com as metastases,
uma vez que valores mais elevados de CD206 estdo levemente associados a maiores
valores de Ki-67 (tanto nos melanomas cutaneos, quanto nos da cavidade oral),
principalmente nos linfonodos. Essa associacdo indica que a progressao do melanoma
ndo depende apenas da capacidade proliferativa das células tumorais, mas também da
modulacdo do estroma imune que sustenta esse crescimento. Tal perfil pode caracterizar
melanomas com pior prognoéstico, justificando maior vigilancia clinica e a busca por
terapias direcionadas ao microambiente tumoral.
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6. CONCLUSOES

Os valores de Ki-67 € de CD206 foram mais elevados nos melanomas cutaneos,
e sao bons indicativos do progndstico para essa localizagdo, quando associados aos
dados clinico-patoldgicos.

Melanomas s3ao neoplasias altamente metastaticas e variante com pouca
pigmentacdo, tem maior indice de proliferacdo celular. Linfonodos metastaticos tém
elevados valores de Ki-67 e grande infiltracdo de macréfagos M2.

Ha uma correlagdo entre a infiltragdo por macrofagos associados a tumores e a
fracdo de crescimento celular tanto nos melanomas orais e cutineos, como nas
metastases nodais.

Elevados niveis de CD206 em melanomas caninos indicam maior infiltragdo de
macrofagos M2, cuja atividade imunossupressora e pro-angiogénica favorece a
progressao tumoral. A presenga dos macrofagos CD206+ podem indicar uma alteracdo
na resposta imune ao tumor ou uma forma de escape tumoral, entretanto, ndo parece ser
um marcador melhor ou que colabore significativamente com relacdo ao prognostico se
utilizado de maneira isolada.

A associagdo concomitante de macrofagos associados a tumores e a elevada
fragdo de crescimento tumoral (Ki-67), sugere uma interacdo entre o microambiente
tumoral permissivo e proliferagdo neoplasica acelerada, caracterizando um perfil de
maior agressividade bioldgica e pior prognoéstico clinico. Esses achados reforgam a
importancia de considerar tanto a proliferagdo celular quanto o fendtipo imune
associado ao tumor em analises prognoésticas € no delineamento de novas estratégias
terapéuticas.
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