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RESUMO

O Carcinoma de Células Escamosas (CCE) ou carcinomas epidermdides sao
neoplasias malignas de células epiteliais comuns em todas as espécies. Ocorre
principalmente em areas mais despigmentadas da pele, sendo que a exposi¢cdo
cronica a radiacao ultravioleta € um dos fatores importantes para o desenvolvimento
do tumor. Com o objetivo de caracterizar os parametros morfologicos, determinar o
grau de malignidade e avaliar a expressao da p53, e-caderina e metaloproteinases
(MMP) -2 e -9 em carcinoma de células escamosas de cées, foi realizado um estudo
retrospectivo. O material foi obtido nos arquivos do Laboratério de Patologia Animal
da Pontificia Universidade Catdlica do Parand, no periodo de 1996 a 2009,
totalizando 3686 registros de neoplasias. De 63 casos de CCE em animais
domeésticos, foram selecionadas 13 amostras de CCE em cées. Os parametros
morfologicos analisados foram: pleomorfismo nuclear e celular, nUmero de mitoses,
presenca de pérolas de queratina, pontes intercelulares, cordbes ou fileiras,
populacdo densa de células neoplasicas, estroma, metaplasia, estagio de invaséo e
tipo de infiltrado inflamatorio. Dados como idade, raca, sexo e localizacdo corpoérea
foram analisados e descritos. Dos 13 tumores, 38,5% foram classificados como bem
diferenciados, 38,5% como moderadamente diferenciados e 11% como pouco
diferenciados. O principal parametro utilizado para caracterizar o CCE foi o
pleomorfismo celular e nuclear, que se manteve consistente com a classificacédo da
Organizacao Mundial de Saude (OMS), divergindo somente em 7,7% das amostras.
Outros parametros como numero de mitoses, pérolas de queratina e pontes
intercelulares apresentaram divergéncias em 23 a 46% das amostras analisadas. As
divergéncias encontradas podem indicar a necessidade de analises mais precisas
destes parametros morfologicos para a classificacdo de CCE em cées. Das sete
amostras analisadas pela imunoistoquimica, em nenhuma foi observada a
expressdo das proteinas p53 e e-caderina. Ja em relacdo as MMP-2 e -9, quatro
amostras apresentaram imunoexpressdo para ambas as metaloproteinases e em
trés amostras foi observada a auséncia da expressao. As MMP-2 e -9 parecem
apresentar um papel importante no comportamento agressivo no carcinoma de
células escamosas e 0 emprego destes marcadores na rotina da histopatologia
veterinaria poderia servir como indicador de progndstico para o carcinoma de células
escamosas em caes.

Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas. Histologia. Imunoistoquimica.
MMP-2. MMP-9



ABSTRACT

Squamous Cell Carcinoma (SCC) is a malignant tumor of epithelial cells common to
all species. It occurs mainly in areas of less pigmented skin, whereas chronic
exposure to ultraviolet radiation is an important factor for tumor development. Aiming
to characterize the morphological parameters, determine the degree of malignancy
and to evaluate the expression of p53, E-cadherin and matrix metalloproteinases
(MMP) -2 and -9 in squamous cell carcinoma of dogs, we performed a retrospective
study. The material was collected in the archives of the Laboratory of Animal
Pathology at the Catholic University of Parana, in the period 1996 to 2009, total of
3686 records neoplasms. Of 63 cases of CCE in domestic animals, 13 samples were
selected for CCE in dogs. The morphological parameters analyzed were nuclear and
cellular pleomorphism, number of mitoses, presence of keratin pearls, intercellular
bridges, strings or rows, dense population of neoplastic cells, stromal metaplasia,
stage of invasion and type of inflammatory infiltrate. Data such as age, race, sex and
body location were analyzed and described. Of the 13 tumors, 38.5% were classified
as well differentiated, 38.5% moderately differentiated and 11% as poorly
differentiated. The main parameter used to characterize the CCE was the cellular
and nuclear pleomorphism, which remained consistent with the classification of the
World Health Organization (WHO), differing only in 7.7% of samples. Other
parameters such as number of mitoses, keratin pearls and intercellular bridges were
differences in 23-46% of the samples. These divergences may indicate the need for
more accurate analysis of morphological parameters for the classification of CCE in
dogs. Of the seven samples analyzed by immunohistochemistry, any expression of
p53 and E-cadherin was observed. With regard to MMP-2 and -9, four samples
showed immunoreactivity for both MMPs and three samples lack of expression were
observed. The MMP-2 and -9 appear to play an important role in aggressive behavior
in squamous cell carcinoma and the use of these markers in routine veterinary
histopathology could serve as a prognostic indicator for squamous cell carcinoma in
dogs.

Key-words: Squamous Cell Carcinoma. Histology. Immunohistochemistry. MMP-2.
MMP-9
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DE CELULAS ESCAMOSAS EM CAES - Revisio

(Diagnosis and Tumor Markers in Squamous Cell Carcinoma in dogs — Review)

Paula Mayumi Ono* Cristina Santos Sotomaior?
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RESUMO

O Carcinoma de Células Escamosas (CCE) é uma neoplasia maligna dos
gueratindcitos. O desenvolvimento desse tipo de tumor estd associado a muitos
fatores, incluindo a exposicdo prolongada a luz ultravioleta, falta de pigmento na
epiderme, perda de pélos ou cobertura pilosa muito esparsa nos locais afetados.
Esta revisdo tem por objetivo discorrer sobre as principais caracteristicas clinicas
desta neoplasia, o diagnostico, as alternativas de tratamento do carcinoma de
células escamosas em caes e 0 prognostico. Sera discutido ainda a importancia da
imunoistoquimica no diagnostico de neoplasias na medicina veterinaria, assim como
descrever os principais marcadores biologicos que sao utilizados no diagnostico de
CCE.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas. Céaes. Diagnéstico.
Imunoistoquimica. Oncologia.

ABSTRACT

Squamous Cell Carcinoma (SCC) is a malignant neoplasm of keratinocytes.
The development of this tumor type is associated with many factors, including
prolonged exposure to ultraviolet light, lack of pigment in the epidermis, loss of hair
or fur coat very sparse in affected sites. This review aims to discuss the main clinical
characteristics of this tumor, the diagnosis, treatment options in squamous cell
carcinoma in dogs and prognosis. It also proposes to discuss the importance of
immunohistochemistry in the diagnosis of neoplasms in veterinary medicine and
describe the main biologic markers that will be used in the diagnostic of CCE.

Key-words: Squamous Cell Carcinoma. Dogs. Diagnostic. Immunohistochemistry.
Oncology.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia das neoplasias nos animais domeésticos vem crescendo
consideravelmente, sendo atualmente a principal causa de morte entre os caes.
Essa incidéncia tem sido atribuida a maior longevidade observada nestes animais e
também por uma maior convivéncia destes com o homem. As neoplasias cutaneas e
subcutaneas s&o as mais comuns em céaes, representando aproximadamente um
terco dos tumores que ocorrem na espécie, sendo que o Carcinoma de Células
Escamosas (CCE) corresponde a 5% desses tumores (WITHROW; MACEWEN,
2007).

O CCE é um tumor maligno dos queratindcitos, também conhecido por
carcinoma espinocelular, carcinoma de células espinhosas ou carcinoma
epidermdide. Esta neoplasia € comum em bovinos, equinos, felinos e caninos,
relativamente incomum em ovinos e raro em caprinos e suinos (FERNANDES,
2001). Pode ocorrer em animais jovens, mas a incidéncia aumenta com a idade
(FERNANDES, 2001; GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Esse tipo de neoplasia,
gue é a forma mais evidente de carcinoma da pele, deriva do epitélio escamoso
estratificado. O epitélio neoplasico pode, ou ndo, cornificar, dependendo da natureza
do epitélio do qual se origina (JONES et al., 2000).

O objetivo desta revisdo de literatura foi discorrer sobre a etiologia, as
principais caracteristicas clinicas desta neoplasia, o diagnostico, as alternativas de
tratamento do CCE em cées e o prognéstico. Sera discutido ainda a importancia da
imunoistoquimica no diagndstico desta neoplasia, assim como 0s principais

marcadores bioldgicos que sao utilizados no diagndéstico do CCE em cées.

2 ETIOLOGIA

As neoplasias cutaneas desenvolvem-se secundariamente a mudancas
moleculares basicas. A transformacdo em células neoplasicas € o resultado final de
uma série de eventos que causam danos ao DNA: radiacdo solar, Raios-X,
infeccbes virais e traumas continuos. Estes sdo importantes contribuintes para
transformacdo neoplasica dos componentes da pele. Quatro categorias de genes
sdo responsaveis pela maioria da producdo das proteinas reguladoras da

proliferacdo e diferenciacéo celular. Estas categorias sao: genes de supressao
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tumoral, protooncogenes, genes que regulam a apoptose e genes que regulam o
reparo do DNA. A expressao anormal devido aos danos causados nestes genes
levam a um desarranjo na proliferacdo celular ou na fungédo das proteinas, como o0s
fatores de crescimento, receptores do fator de crescimento, proteinas sinalizadoras
da traducéo, regulacéo do ciclo celular e fatores de transcricdo nuclear. A maioria
das neoplasias malignas tem danos evidentes ou mutacdes de mudltiplos genes
dentro destas categorias. Essas mudancas moleculares s&o correlacionadas ao
comportamento clinico de algumas neoplasias. Por exemplo, sabe-se que no CCE,
freqientemente, desenvolvem-se uma série de estagios progressivos: hiperplasia
epidermal, displasia, carcinoma in situ e, por fim o carcinoma propriamente dito de
forma invasiva (HARGIS; GINN, 2007).

A progressdo da doenca de uma simples hiperplasia para um carcinoma
invasivo representa uma série de eventos moleculares, onde uma populacéo de
células ancora um aumento em numero de genes danificados, que pertencem as
guatro categorias listadas. Esta série de mudancas demora em acontecer e pode
levar varios anos antes que o tumor alcance seu maximo potencial maligno. O
processo pode ser interrompido nos estagios iniciais se 0s agentes causadores Sao
removidos, como por exemplo, exposicao aos raios UV (HARGIS; GINN, 2007).

Embora a etiologia nédo seja bem conhecida, existem muitos fatores
relacionados ao ambiente e ao hospedeiro que estdo associados ao
desenvolvimento do CCE. Acredita-se que a exposicdo prolongada a luz ultravioleta
seja um dos principais fatores, sendo a radiacdo ultravioleta B a mais oncogénica e
imunossupressora (HARGIS et al., 1977; KWA et al., 1992). Outros fatores também
podem estar envolvidos na etiologia do CCE, como a falta de pigmento na epiderme,
perda de pélos ou cobertura pilosa muito esparsa nos locais afetados
(GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002; RAMOS et al., 2004; HARVEY; MCKEEVER,
2004; FERREIRA et al., 2006).

A radiacao solar ultravioleta atua como agente carcinogénico na formacao de
cancer cutaneo, provocando reacdes fotoquimicas que ativam as vias inflamatérias,
alteram o sistema imune e lesam diretamente o DNA. Essa combinacdo de eventos
resulta em um reparo inadequado dos fotoprodutos do DNA, gerando mutacdes
permanentes nos genes reguladores e expansdo por clonagem de células pré-
malignas. Sob o ponto de vista histolégico, as lesbes progridem de hiperplasia

epidérmica pré-neoplasica com displasia para ceratose actinica e, por sua vez, para
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carcinoma de células escamosas (KRAEGEL; MADEWELL, 2004). A lesdo pela
radiacdo ultravioleta é acumulativa e dependente da dose, sendo determinada pela
densidade do pélo, pela coloragéo da pele, pelo tempo de exposicdo a luz solar, pela
localizacdo geogréfica e pelo ambiente. Doses acumulativas cada vez maiores
podem ser esperadas em animais senis, com poucos pélos ou pélos brancos, e em
animais mantidos em regibes externas localizadas em regibes meridionais,
ensolaradas ou de grandes altitudes (KRAEGEL; MADEWELL, 2004).

3 CARACTERISTICAS CLINICAS

Nos cées, o CCE cutaneo ocorre em uma faixa etaria média de nove anos,
sem predilecédo por sexo; porém, a faixa etaria sob maior risco esta entre seis e dez
anos de idade. Animais jovens também podem ser atingidos assim como os adultos
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Dentre as ragcas mais acometidas citam-se
Boxer, Pequinés, Poodle e Terrier Escocés. O CCE de origem no leito ungueal é
mais observado em caes de pelagem preta de racas grandes, especialmente Poodle
Standard, Labrador Retriever e Schnauzer gigante (SCOTT et al., 1995). As racas
de pélo curto com pelagem ventral e cor da pele branca ou albina como o Beagle,
Bull Terrier, Dalmata e American Stafford Terrier apresentam a incidéncia mais
elevada de CCE induzido pelo sol, ja que apresentam areas na pele com pouca
pigmentacdo. Normalmente associa-se a estas racas 0 historico de exposicao solar
elevada. Caes de pelagem clara podem apresentar a neoplasia nas regides
cutaneas abdominal e inguinal, dado o habito de exposicao solar em decubito ventral
e hipopigmentacao da regidao abdominal (WHITE, 1994; SCOTT et al. 1995).

A dermatose solar é a primeira alteracdo significativa nas jun¢cdes muco-
cutaneas ou na pele que esta com pouco pélo e sem pigmentacéo. Eritema, edema
e descamacao sao seguidos por formacéo de crostas e adelgacamento da epiderme
com subsequente ulceracdo. A segunda alteracdo € o aparecimento de queratose
actinica, que exibe hiperplasia dérmica, hiperqueratose, paraqueratose, acantose,
aumento da rede dérmica e displasia dos queratindcitos. O aumento do numero
destes queratindcitos anormais leva a formacédo do carcinoma in situ e, por fim, ao
carcinoma de células escamosas (Figura 1). Quando o tumor comec¢a a invadir a
derme, a lesdo fica mais consistente. Com o tempo, as Ulceras aumentam de

tamanho e profundidade e infec¢cbes bacterianas secundarias resultam em um
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exsudato purulento na superficie da massa tumoral (GOLDSCHMIDT; HENDRICK,
2002).
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Figura 1. Dermograma da dermatite solar: a - pele e cartilagem normais na pina auricular. b
pele queimada pelo sol, apresentando ligeira acantose, descamacéo e vasodilatacdo. ¢ — com
0 aumento da radiacdo solar, a pele responde com crescente acantose, células inflamatérias,
hiperemia e formacéo de crostas; d — evolugéo para o carcinoma epiderméide € o resultado
dos continuos efeitos actinicos da pele susceptivel. Massas de células epidérmicas invadem
a derme, até a cartilagem (SCOTT et al., 1996).

As lesdes de CCE podem ser proliferativas ou ulcerativas (SCOTT et al.,
1995). As lesbes pré-neoplasicas aparecem como regides espessadas, hiperémicas
e eritematosas com descamacao superficial, apresentando crostas e cicatrizes
(KRAEGEL; MADEWELL, 2004). Os tipos neoplasicos proliferativos sdo massas
nodulares de tamanhos variaveis, de aspecto firme, das quais muitas apresentam
aspecto de couve-flor, podendo se estender profundamente no interior da derme
(WHITE, 1994; SCOTT et al., 1995). A superficie tende a ser ulcerada e sangra
facilmente. Cornos cutaneos podem se desenvolver na superficie de tais lesdes. Os
tipos ulcerativos inicialmente aparecem como Ulceras superficiais e crostosas, que
se tornam profundas e crateriformes (SCOTT et al., 1995). As lesbes ulcerativas
normalmente apresentam margem de pele eritematosa e espessa (KRAEGEL;
MADEWELL, 2004).

Embora, na maioria das vezes, o CCE apareca solitario, esta neoplasia pode
ser multipla no tronco dos cédes que se expbéem em demasia ao sol ou nos leitos
ungueais de racas grandes e pelagem escura. Os cées com leitos ungueais

acometidos por CCE geralmente apresentam um unico dedo afetado, que fica
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tumefato e doloroso, com unha disforme ou ausente e corrimento purulento; esses
animais sdo mais predispostos a apresentarem neoplasias multiplas em outros
dedos durante um periodo de dois a quatro anos (SCOTT et al., 1995). Sdo tumores
localmente invasivos e extremamente agressivos, levando a destruicdo da unha do
digito acometido e, eventualmente, da falange (WHITE, 1994).

No plano nasal, o CCE raramente se manifesta como seqiela de
despigmentacdo associada a condicbes como IUpus eritematoso discéide, pénfigo
eritematoso e vitiligo, que resultam em susceptibilidade aumentada a ocorréncia de
leséo actinica, ou seja, lesdo induzida pelo sol (WHITE, 1994; SCOTT et al., 1995).

Esse tipo de tumor também pode ter origem palpebral, embora seja pouco
descrito em cées (SLATTER, 2005).

4 DIAGNOSTICO

O diagnostico do CCE inicia-se pelo historico, lesbes macroscopicas e pela
identificacdo dos fatores predisponentes (GUERIOS et al., 2003). O diagndstico
definitivo podera ser obtido através do exame histopatolégico (ESPLIN et al., 2003).

A citologia pode ser realizada para distinguir lesdes reativas ou metastaticas
nos linfonodos com volume aumentado. E recomendada a realizagcdo de radiografia
toracica na tentativa de se localizar metastases naqueles animais com CCE nao-
relacionados a exposicéo solar. Nos animais com CCEs induzidos pela luz solar e
com linfonodos normais, as radiografias toracicas ndo sdo necessarias, mas é
sempre indicado que sejam feitas para descartar qualquer possibilidade de
metastase pulmonar (KRAEGEL; MADEWELL, 2004).

A imunoistoquimica vem sendo utilizada como importante técnica auxiliar no
diagndstico e na caracterizacdo de doencas neoplasicas, pois permite diagnostico
mais preciso e especifico (RAMOS-VARA et al., 2008).

4.1 CITOLOGIA

A citologia pode ser realizada, embora tenha maior valor diagnéstico quando
utilizada na avaliacdo de metastase em linfonodos, coletando o material por aspirado
com agulha fina. O exame citolégico é utilizado para o estabelecimento do

diagnéstico presuntivo (GARMA-AVINA, 1994). A morfologia celular individual varia
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de células escamosas normais, grandes e maduras, a células pequenas a medianas
redondas, com pequena quantidade de citoplasma intensamente basofilico, nucleos
redondos com cromatina bastante grosseira, com padrdo em corddes, contendo
multiplos nucléolos evidentes, variando em forma e tamanho (Figura 2). O padréo
citolégico do carcinoma de células escamosas varia dependendo do grau de
diferenciacdo do tumor. Nos carcinomas bem diferenciados, a maioria das células
pode ter aspecto praticamente normal, dificultando o diagnéstico da neoplasia.
Geralmente, podem ser encontrados alguns grupos de células menos maduras com
caracteristicas nucleares de malignidade. Tumores pouco diferenciados podem
conter uma populacdo de caracteristicas 6bvias de malignidade, mas sem evidéncia
de queratinizacdo (COWEL et al., 2009).

Figura 2: Cao. Pele. Asplrado citologico por agulha fina. Presenca
de uma densa populacdo de células escamosas. A maioria das
células superficiais € queratinizada com nudcleo picnético ou
anucleadas. Um agrupado de células relativamente uniformes e ndo
gueratinizada esta presente (setas). Coloracdo de Wright, obj. 10x
Fonte: Cowel et al. (2009)

4.2 HISTOPATOLOGIA

Microscopicamente, estes tumores consistem de proliferacdes irregulares de

células epiteliais que exibem atipias, mitoses (Figura 3), massas densas de
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queratina denominadas pérolas cérneas (Figura 4) e pontes intercelulares (Figura 3)
(MULLER et al., 1985; WALDER; GROSS, 1992; WILLEMSE, 1995). As massas ou
corddes irregulares de células epidérmicas proliferam, estendendo-se em direcdo a
derme e atravessando a membrana basal (MULLER et al., 1985; WHITE, 1994). As
células tumorais sé@o poligonais, possuem citoplasma eosinofilico e nucleo grande
(GOLDSCHMIDT; SHOFER, 1992).

Figura 3: Cao. Microfotografia de CCE apresentando pontes intercelulares
(setas pretas) e mitose (seta larga preta). HE. Obj. 100x.
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Figura 4: Cao. Microfotografia de CCE com presenca de pérolas de queratina
(centro). Shorr. Obj. 40x

Ocasionalmente, o carcinoma de células escamosas mostra acantolise
marcante. Estes tumores sdo referidos como carcinoma espinocelular adendide,
acantolitico ou pseudo-glandular, e resultam de formacdo pseudo-glandular com
Unica camada de células epiteliais queratinizadas envolvendo [imen preenchido com
um grande numero de queratindcitos acantoliticos (GOLDSCHMIDT; SHOFER,
1992; WALDER; GROSS, 1992).

A epiderme adjacente a neoplasia geralmente possui algum grau de
hiperplasia queratinocitica consistente com dano solar crénico (WALDER, 1995).
Dermatite solar cronica — manifestada por fibrose dérmica e, em menor extensao,
elastose solar — é também um achado frequente (WALDER, 1995). Infiltrado
inflamatorio abundante também esta associado com a maioria dos carcinomas de
células escamosas.

De acordo com sistema de gradacao histologica de malignidade, desenvolvido
por Weiss e Frese (1974), publicado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
gue consiste basicamente em uma diferenciagdo celular, classifica-se o CCE de
caes em:

a) Tumores bem diferenciados: presenca de numerosas pérolas corneas,
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importante queratinizag&o celular com pontes intercelulares, menos de duas mitoses
por campo histologico, observando-se em maior aumento, raras mitoses atipicas,
pleomorfismo celular e nuclear muito reduzido e presenca de infiltrado inflamatoério
na periferia do tumor.

b) Tumores moderadamente diferenciados: presenca de pérolas corneas
escassas ou ausentes, queratinizacado celular e pontes intercelulares aparentes,
duas a quatro mitoses por campo histolégico, algumas mitoses atipicas e moderado
pleomorfismo celular e nuclear.

c) Tumores pouco diferenciados: raras pérolas coérneas, queratinizacdo
celular quase inexistente e auséncia de pontes intercelulares, mais de quatro
mitoses por campo histolégico, freqlientes mitoses atipicas e pleomorfismo celular e

nuclear pronunciado.

4.3 IMUNOISTOQUIMICA

A técnica de imunoistoquimica é usada na rotina diagndstica e na pesquisa
em patologia humana desde 1970, porém seu uso nha patologia veterinaria é
relativamente recente, principalmente com objetivo diagnostico (RUIZ et al., 2005).

A imunoistoquimica consiste no diagnéstico altamente especifico e sensivel,
gue utiliza técnicas imunoldgicas e histologicas para deteccdo de antigenos através
do uso de anticorpos mono ou policlonais em tecidos. O foco principal da
imunoistoquimica em Medicina Veterinaria € o diagnostico de neoplasias e doencas
infecciosas (RAMOS-VARA et al., 2008).

A maior dificuldade no uso da imunoistoquimica na patologia veterinaria tem
sido a falta de anticorpos especificos para os tecidos animais. Na falta de anticorpos
especificos para as espécies domésticas, a patologia veterinaria frequientemente faz
uso de anticorpos que podem apresentar reatividade cruzada entre antigenos
humanos e animais. Estudos realizados por Ruiz et al. (2005) confirmaram que
muitos anticorpos produzidos para o diagndstico imunoistoquimico em patologia
humana podem ser utilizados em patologia veterinaria. Porém, novos estudos séo
necessarios a fim de ampliar a lista de aplicabilidade desses anticorpos em
diferentes animais, levando sempre em consideracdo as variacfes de clones,
diluicbes, meétodos de recuperacdo antigénica e de revelacdo. Dentre esses

anticorpos, constam como os mais freqientemente utilizados para o diagnéstico de
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CCE nos animais domeésticos, 0s seguintes: p53, ki-67, ciclina A e ciclina D;
(MURAKAMI et al., 2000; CARVALHO et al., 2005).

O diagnéstico das neoplasias muitas vezes esta baseado na determinagéo da
origem do tecido causador do tumor, que freqientemente ndo pode ser detectado
pela histopatologia. Usando anticorpos especificos para diferentes tecidos e células,
a origem de muitos tumores pode ser determinada. Utilizando anticorpos
especificos, a deteccdo de micrometastases também pode ser visualizada, o que
aumenta as chances de sobrevivéncia através da remocao cirdrgica dos nodulos

afetados ou pela mudanca no protocolo de tratamento (RAMOS-VARA et al., 2008).

5 TRATAMENTO E PROGNOSTICO

Os CCEs de origem cutanea apresentam, de uma maneira geral, grande taxa
de invaséo local, mas sao lentos em causar metastases. As lesdes do leito ungueal
parecem ser mais agressivas, ja que cerca de 70% invadem o tecido 0sseo da
terceira falange, e ocorre metastase mais freqientemente, com até 22% passando
para o linfonodo regional (SCOTT et al., 1995).

Existem varias modalidades de tratamento para o carcinoma de células
escamosas, incluindo cirurgia, criocirurgia, cirurgia a laser, radiacdo ionizante,
guimioterapia, radioterapia, imunoterapia e terapia fotodinamica ou uma combinacéo
de todas as modalidades (STRAW, 1998; SCOTT et al., 2001). O diagnostico
precoce € essencial, jA que lesdes pequenas podem ser erradicadas (THOMAS;
FOX, 2002). O grau de diferenciacéo celular (THOMAS; FOX, 2002) assim como o
tamanho do tumor e a profundidade da eroséo sdo importantes para a determinacéo
do progndstico (MOORE; OGILVIE, 2001). A escolha do tratamento é dependente
nao somente do estadiamento do tumor, mas do grau de aceitacdo do proprietario
com relacdo aos efeitos colaterais e as mudancas estéticas, além da disponibilidade
de equipamentos e farmacos (MOORE; OGILVIE, 2001).

Assim como no ser humano, alguns fatores para estabelecer o progndstico
incluem o tamanho do tumor, profundidade da invaséo, diferenciacao histoldgica,
localizacdo anatbmica, invasao perineural, crescimento rapido, historico de
tratamentos anteriores, imunossupressao do hospedeiro e fatores etioldgicos como
cicatriz de queimaduras, radiacéo e ulceragéo crbénica (RINKER et al., 2001).

A caracterizacdo do grau de malignidade e do padrao de diferenciacao dos
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CCEs permite modificacbes na conduta clinica e prognostico, além de propiciar
novos estudos que possibilitem o maior entendimento da biologia e etiopatogenia

dos mesmos.

6 MARCADORES TUMORAIS

Recentes avangos nos conhecimentos de biologia molecular tém
proporcionado melhor entendimento dos mecanismos fundamentais que regulam a
proliferacdo e a diferenciacé@o celular, bem como o desenvolvimento de metéstases.
A proliferacdo celular normal ocorre de forma controlada pela atuacdo conjunta de
fatores promotores, os oncogenes, e de fatores restritivos, denominados genes
supressores. O aparecimento do céancer parece ser decorrente da excessiva
ativacdo ou da alteracdo de expressdo dos oncogenes, da perda de funcdo dos
supressores ou de ambos 0os mecanismos, simultaneamente (ANDRIOLO, 2008).

Os marcadores tumorais (ou marcadores biologicos) sdo macromoléculas
presentes no tumor, no sangue ou em outros liquidos biologicos, cujo aparecimento
e/ou alteracbes em suas concentracdoes estdo relacionados com a génese e 0
crescimento de células neoplasicas (CAPELOZZI, 2001). Em sua maioria, Sao
proteinas ou pedacos de proteinas, incluindo antigenos de superficie celular,
proteinas citoplasmaticas, enzimas e horménios (ALMEIDA, 2004). Podem ser
caracterizados ou quantificados por meios bioquimicos ou imunoistoquimicos nos
tecidos ou no sangue, e por testes genéticos para pesquisas de oncogenes, genes
supressores de tumores e alteracfes genéticas (MATTOS et al., 2001). Sua principal
funcdo tem sido como teste laboratorial para apoiar o diagnostico. Alguns
marcadores tumorais sao valiosos também para determinar a resposta ao tratamento
e indicar a ocorréncia de recidiva durante o periodo de acompanhamento, tanto em
seres humanos (LESTER, 2005) como nos animais (MISDORP, 2002; QUEIROGA;
LOPES, 2002; ZUCCARI et al., 2004; ZUCCARI et al., 2008).

O marcador tumoral perfeito deve ser altamente especifico para um
determinado tipo de neoplasia e suficientemente sensivel para detectar a presenca
de pequeno numero de células neoplasicas, permitindo o diagndéstico precoce e
estabelecimento da extensdo da doencga, assim como monitorar a resposta
terapéutica e deteccdo precoce de recidiva (GOMES, 1997), permitindo acompanhar

temporariamente as mudancgas do tumor.



23

6.1 MARCADORES MOLECULARES DO CICLO CELULAR

6.1.1 Ciclo celular

As células se reproduzem pela duplicacdo de seus conteudos e, entdo,
dividem-se em duas. Durante o processo de producdo de células-filhas
geneticamente idénticas, o material genético precisa ser fielmente replicado e
segregado em duas células. O ciclo celular compreende uma sequéncia de
processos nucleares e citoplasmaticos perfeitamente coordenados, sendo a maneira
fundamental pela qual todos os seres vivos sao reproduzidos (ALBERTS et al.,
2010).

Os elementos envolvidos com o ciclo celular e, secundariamente, com a
carcinogénese sao (FARAH, 1997; LOURO, 2000):

e Protooncogene: sdo genes reguladores fisiologicos da diferenciacéo e
proliferacéo celular.

e Oncogenes: genes cujos produtos sdo reguladores importantes do
crescimento e da diferenciacdo de células, pois estimulam a divisao
celular. Nas células normais, codificam proteinas reguladoras do ciclo
celular e nas células defeituosas causam alteragcbes das funcdes
celulares.

e Genes supressores tumorais: sdo genes que codificam proteinas
inibidoras da proliferacdo celular, ou relacionadas com a apoptose. A
perda, inativacdo ou mutacdo, durante a carcinogénese, leva a inibicao
da apoptose.

e Genes de reparo do DNA: sdo genes responsaveis pela manutencao
da integridade do genoma e pela fidelidade da transferéncia de
informacdes.

O ciclo celular € composto de quatro estagios: G1, S, G2 e M. Na fase G1
(gap 1) ha um aumento de tamanho celular e a célula se prepara para a replicacédo
do material genético. Apds essa fase, hd uma primeira parada do ciclo (checkpoint
R), quando é verificada a integridade genémica. Durante este evento, qualquer
anormalidade da informacédo genética que seja detectada interrompe a progressao
do ciclo até que o reparo seja realizado. A replicacdo propriamente dita ocorre na

fase S (sintese) e permite que a célula dupligue precisamente seus cromossomos.



24

Apos a replicagdo cromossdmica, inicia-se a fase G2 (gap2), durante a qual a célula
se prepara para a fase M (mitose), quando a célula-mae, aumentada, finalmente
divide-se para produzir duas células-filhas, com igual nimero de cromossomos
(KASTAN, 1997; ALBERTS et al., 2010). Porém, antes de chegar a fase M (mitose),
h& uma segunda parada no ciclo (checkpoint 2), onde se assegura que as células
ndo entrem em mitose até que o DNA danificado seja reparado e a replicacao de
DNA seja completa (ALBERTS et al., 2006).

A proliferagcdo e diferenciagdo celular dependem de eventos coordenados,
gue incluem: (1) duplicacao precisa do DNA,; (2) divisdo por igual dos cromossomos
durante a divisédo celular; (3) divisbes especificamente programadas para cada tipo
celular; e (4) controle diferencial da expresséo génica. O equilibrio necessario para o
funcionamento harménico destes eventos depende de mecanismos biolégicos: (1)
incorporacao correta das bases nitrogenadas na molécula de DNA em replicagao;
(2) ligacdo dos cromossomos ao fuso mitético e segregacdo das cromatides irmas
na anafase; e (3) recepcdo e traducdo corretas dos sinais que induzem a
proliferacédo e a diferenciacao celulares (LOURO 2000).

A neoplasia é o resultado de uma selecédo natural entre células somaticas e
aparece quando alguns controles celulares independentes s&o perdidos, em
decorréncia de um namero critico de mutacdes que irdo afetar o crescimento ou a
diferenciacao celular (BISHOP, 1991). A perda de controle ocorre em decorréncia de
alteracdes envolvendo genes ou seus produtos. Tais alteracdes sdo chamadas de
mutacdes, que decorrem de: mudancas discretas no DNA, como as mutacdes de
ponto, ou, mudancas mais grosseiras, as quais comprometem a estrutura do
cromossomo ou alteram o namero cariotipico normal, como translocac¢ées, delecdes,
fusdes céntricas, duplicacdes, inversdes, amplificacdes, euploidias e aneuploidias
(LIU; GEIMANN, 2002).

Muitos tumores resultam destas multiplas mutagcbes genéticas, cuja
combinacéo final é responsavel pela regulacdo do crescimento e proliferacédo celular
(FUJIKI et al., 2002).

6.1.2 Proteinas reguladoras do ciclo celular

7

A progressao através do ciclo celular é regulada por uma variedade de

proteinas que permitem o correto ordenamento dos eventos de reparo, duplicacdo e
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separacdo cromossbmica. Essas proteinas sdo denominadas de quinases
dependentes de ciclina (CDKs), que nas formas ativas envolvem a formacao de
complexos especificos, conhecidos como ciclinas (DIAS, 2005). O complexo
CDK/ciclina coordena os eventos do ciclo celular através da fosforilacdo de
proteinas, processo este que pode determinar a progressdo do ciclo. A proteina
pRb, por exemplo, que no estado ativado se encontra hipofosforilada, pode ser
fosforilada pelo complexo CDK/ciclina permitido a progresséao do ciclo. A quantidade
das ciclinas varia periodicamente durante o ciclo celular, sendo sintetizadas somente
em fases especificas do ciclo, de acordo com as necessidades celulares, sendo
degradadas ap0s sua utilizacdo (NICULESCU et al., 1998; BRUGAROLAS, et al.,
1999; DIAS, 2005; ALBERTS, et al., 2010).

A regulacdo da formacédo do complexo CDK/ciclina é realizada por inibidores
de ciclinas dependentes de quinases (CKI) que, através do bloqueio da atividade
das quinases, promovem a parada do ciclo celular. As CKI da familia p21 sao
inespecificas e atuam sobre diversos tipos de complexos CDK/ciclina. J4 as CKI da
familia INK4, como as p16™“2, p18™“¢ p19"™4 sao0 especificas sobre os complexos
CDK/ciclina dos tipos D-CDK4 e D-CDK6, que atuam em G1. Outras proteinas de
controle negativo do ciclo celular sdo as fosfatases, que atuam na fosforilacdo de
CDK e desfosforilagcdo dos complexos CDKs/ciclinas, tornando-os inativos, e as
proteinas do complexo ubiquitina, que degradam as ciclinas e outras proteinas e,
assim, impedem a progressao do ciclo celular (DIAS, 2005). A acdo dessas
proteinas repercute na atividade de proteinas inibitérias do ciclo celular ou proteinas
supressoras de tumor, como a p53 (DIAS, 2005; ALBERTS et al., 2010).

6.1.2.1 Gene Supressor de Tumor p53 (TP53)

O gene TP53, chamado de “guardido do genoma”, € o gene supressor de
tumor mais estudado. No ser humano, esta localizado no brago curto do
cromossomo 17 (17p13. 1) (LEVINE et al.,, 1991). Composto por 11 éxons
intercalados por 10 introns (MILLER et al., 1986; ISOBE et al., 1986), codifica uma
fosfoproteina nuclear de peso molecular equivalente a 53kD, que contém uma
sequéncia de 393 aminoacidos (MAY; MAY, 1999). Nos cdes, 0 gene TP53 esta
localizado no cromossomo 5, é composto por 10 éxons e codifica uma fosfoproteina

contendo uma sequéncia de 381 aminoacidos, apresentando uma forte homologia
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com as demais proteinas p53 identificadas em outros vertebrados (VELDHOEN et
al. 1998).

A proteina p53 é composta por quatro dominios funcionais principais: um
dominio amino-terminal (N-terminal), um extenso nucleo hidréfobo central, uma
regido de oligomerizagdo e uma regiao carboxil-terminal (C-terminal) (CHO et al.,
1994; MILNER, 1997; MAY; MAY, 1999). A proteina p53 pode ser encontrada na sua
forma mutada ou normal (wild type ou ndo mutada). O tipo selvagem da proteina
p53, o qual é considerado um regulador de transcricdo, presente no nucleo das
células de todos os mamiferos, parece estar envolvido na regulacdo da proliferacéo
celular e apoptose (SCHMITT et al., 1998).

A funcdo do gene TP53 é atuar interrompendo o ciclo celular frente a algum
estimulo estressante como danos no DNA ou ativacdo de oncogenes. Esta parada
no ciclo celular permite que o dano seja reparado ou entdo, sendo o reparo inviavel,
a célula entra em apoptose (CONTRAN et al., 2000).

A perda de funcdo do gene TP53 pode ocorrer de duas formas basicas
(CHANG et al. 1995):

e Alteracdes no gene TP53, determinando a ocorréncia de proteina alterada;
e Inativacéo funcional da proteina p53, pela formacdo de complexos protéicos
com oncoproteinas virais ou celulares, ou pelo deslocamento da proteina para

o citoplasma.

Quando ocorre um dano ao DNA, seja por estimulos mutagénicos fisicos e
guimicos (FORRESTER et al., 1996; CALMELS et al., 1997), a proteina p53 se
acumula na célula interrompendo o ciclo celular em G1, antes de entrar na fase S,
para que seja feito o reparo do DNA alterado. Se a via de reparo falhar, a proteina
p53 pode ativar a via apoptotica. Esse controle é exercido na fase G1 do ciclo
celular, impedindo que danos ao DNA sejam repassados a outras geracdes
celulares (BATASAKIS; EL-NAGGAR, 1995; DELFINO et al., 1997; DARNTN, 1998;
NOGUEIRA, 1998; BALINT; VOUSDEN, 2001). A interrupcdo do ciclo celular em
resposta aos estimulos citotéxicos permite o reparo dos danos do DNA e é
fundamental para a estabilidade genética e viabilidade de células danificadas. A
progresséao do ciclo celular para a fase S apos lesdo do DNA, como a que ocorre em
células tumorais com p53 mutante, leva a transmissdo de mutacfes para outras
células, desencadeando o processo neoplasico (VELCULESCU; EL-DEIRY, 1996).

A principio, foi atribuido ao gene TP53 um fraco potencial oncogénico. Estes
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estudos foram realizados a partir da transformacéo celular induzida pelo virus simio
(SV-40) em células neoplasicas de humanos e roedores. No final dos anos 80,
descobriu-se entdo que as linhagens de células neoplasicas utilizadas continham
uma forma mutante de p53, e estudos com a forma original da proteina revelaram
seu papel importante na protecdo das células da transformacg&o neoplasica. O papel
critico na carcinogénese atribuido ao p53 veio com a descoberta de que suas
mutacbes estavam presentes em uma grande variedade de canceres humanos
(HUSSAIN; HARRIS, 2006), além de ser a alteracdo genética mais comum
observada em neoplasias malignas (BENNETT et al., 1992).

Mutacbes no gene TP53 sdo as mais frequentes anomalias genéticas
encontradas em canceres humanos, com envolvimento em mais de 50% dos
tumores (CONTRAN et al.,, 1999), sendo que o0 espectro das mutacbes varia
consideravelmente entre os diferentes canceres (WELSH et al., 1997). Mais de 98%
das mutacdes no gene TP53 humano estdo no éxons 5 a 8, que apresentam 4 a 5
regides conservadas durante a evolucdo e parecem ser criticas para sua funcgao
normal (JOHNSON et al., 1998). Nos caes, a regido correspondente aos éxons 3 a 8
foi seqlenciada e apresenta 83% de homologia com a da espécie humana
(KRAEGEL et al.,, 1995). A mutacdo predominante é a “missense”, no qual as
proteinas codificadas para a traducdo pelo gene mutado apresentam troca de
aminoacidos e, desta forma, tem sua funcado alterada. Estas alteracdes ndo apenas
inativam a funcéo supressora de tumor do gene TP53, mas também interferem em
genes que o TP53 atua como fator de transcricdo, aumentando assim seu potencial
oncogénico (HUSSAIN; HARRIS, 2006).

As mutacdes observadas no gene TP53 podem promover perda da funcéo da
proteina codificada embora, em sua maioria, a proteina alterada apresente ganho de
funcdo. Alguns pesquisadores tém mostrado que esse aumento de funcdo confere
um pior prognostico em relacdo a mutacfes que promovem a perda da funcdo da
proteina p53 durante a carcinogénese de tumores de pele. Estes resultados podem
influenciar fortemente no desenvolvimento de terapias que desencadeiam aumento
da funcao da p53 (CAULIN et al., 2007).

H& varios métodos de analise do gene TP53 e da proteina p53 no ser
humano. A maioria das alteracdes genéticas (delecdes, insercbes, inversées e
translocacbes) permite a andlise do DNA por métodos como a cariotipagem e

hibridizacdo in situ fluorescente (FISH); no entanto, para avaliagdo de mutacdes
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envolvendo uma Unica base, ou grupos de bases, é necesséaria a compara¢do com a
forma selvagem. O sequienciamento direto de um gene, as vezes com varios Kb de
extensdo, é dispendioso, vagaroso e impraticavel quando o nimero de amostras é
grande. A alternativa mais racional é a utilizacdo de técnicas de screening de
mutacdes seguidas por sequenciamento. Estas técnicas diferem em sensibilidade e
sdo baseadas em diferencas no padrdo de migracdo eletroforético ou
comportamento cromatografico entre os mutantes e o DNA de referéncia (forma
selvagem). Estes métodos incluem: polimorfismo conformacional de fita simples de
DNA (SSCP: Strand Conformational Polimorphism), PCR-heteroduplex,
sequenciamento e FISH. Os métodos de deteccdo da proteina p53 incluem:
imunoistoquimica, imunocitoquimica, citometria de fluxo e western blot (KLUMB,;
JUNIOR, 2002).

Os niveis da proteina p53 sdo determinados principalmente pelo balanco
entre a sintese e a degradacdo da proteina que esta acontecendo na célula.
Geralmente em células normais e fora de condicOes de estresse, a proteina p53 é
mantida em baixas concentracdes por sua meia vida ser relativamente baixa, cerca
de 20 minutos (VOGELSTEIN et al., 2000). Outro mecanismo que permite que p53
se mantenha em baixos niveis na célula é a presenca de formas inativas da p53,
gue para serem ativadas devem receber um sinal ou sofrer alteracdo para ter sua
funcao ativa. A ativacao da p53 se da por uma variedade de estimulos de estresse,
como danos ao DNA, bloqueio na transcricao, hipdéxia, sinalizacdo desregulada de
oncogenes, exposicado a radiacao y, dentre outros (HONG et al., 2006). O aumento
dos niveis da p53 se da provavelmente pelo aumento da meia vida da p53
desencadeado pelo aumento proporcional a extensdo do dano ao DNA (LEVINE,
1997). Os trés principais mecanismos moleculares que parecem conduzir ao
acumulo excessivo da proteina p53 sdo as muta¢cdes com mudanca conformacional,
formacdo de complexos com oncoproteinas virais e expressao anormal do gene
TP53 devido a alteracdes de fatores de transcricéo celular. Devido a sua frequéncia
e especificidade do acumulo excessivo da proteina p53, a deteccdo de altos niveis
dessa proteina tem sido utilizada como biomarcador para o cancer (BENNETT et al.,
1992).

Em medicina veterinaria, alteracdes no gene TP53 tém sido reportadas em
tumores mamarios caninos (MAYR et al., 1998), osteossarcoma canino (MENDOZA

et al.,, 1998), tumores hematopoiéticos felinos (OKUDA et al., 1994), linfomas
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caninos (GAMBLIN et al., 1997; VELDHOEN et al., 1998; SETOGUCHI et al., 2001),
carcinomas de tiredide caninos (DEVILEE et al., 1994), e tumores de pele (MAYR et
al., 1999). Estudos vém sendo realizados na utilizacao da proteina p53 como forma
de diagndstico do carcinoma de células escamosas em caes. De acordo com Mayr
et al. (1999), os éxons de 4 a 8 estariam envolvidos com as mutacbes que
acontecem na proteina p53 propiciando a formacdo de céncer. Nesse estudo, 0s
autores constataram em um cdo com carcinoma de células escamosas, uma delecéo
de uma base no cédon 89 do éxon 4 (ACC—AC) do gene TP53, sugerindo que essa
delecdo levaria a formacao de p53 defeituosa que seria responsavel pela formacao
do tumor. Nao foram constatadas alteracées nos demais éxons envolvendo o CCE,
e sim, envolvendo outras neoplasias mamarias, sugerindo entdo que deve haver
mais estudos correlacionando o gene TP53 com a formacgéao de tumores em animais
(MAYR et al., 1999). Ja Teifke e Lohr (1996) analisaram imunoistoquimicamente a
expressdo da proteina p53 mutante e encontraram 28% de imunopositividade em
CCE de cées. Estes resultados fornecem respaldo para a visdo de que, assim como
no homem, a superexpressdo da proteina p53 tem um importante papel no
desenvolvimento de muitos carcinomas espinocelulares na espécie canina, 0 que

provavelmente decorre da radiacéo ultravioleta (TEIFKE; LOHR, 1996).

6.2 E-CADERINA

As moléculas de adesado celular (MACs) sdo glicoproteinas de membrana,
cujas funcbes compreendem o reconhecimento e a adesdo celular e possuem
enorme importancia em multiplos processos biolégicos, tanto normais como
patolégicos (ELANGBAM et al., 1997). A adesao celular determina a organizacao
das células em 6rgaos e tecidos; também € importante nos processos de migracao e
diferenciacao celular. As MACs estdo envolvidas na interacdo entre células e entre
células e matriz celular em tumores malignos e benignos (DENTON et al., 1992).
Desempenham um papel importante na progressdo do cancer, no seu
desenvolvimento, invasdo e geracdo de metastases (OKEGAWA et al., 2004). A
expressdo de moléculas de adesdo e seus ligantes nos tumores podem estar
relacionados com seu grau de malignidade e seu poder de gerar metastases (WITZ,
2006). Sao descritas cinco familias de moléculas de adesdo: a superfamilia das

imunoglobulinas, as selectinas, caderinas, integrinas e as proteinas da matriz
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extracelular (ELANGBAM et al., 1997).

As caderinas representam uma familia de moléculas de adesédo celular
transmembrana, dependentes de calcio, que estabelecem ligacdo entre as células
por meio de interagdes homofilicas proteina-proteina (NOLLET et al., 1999). O calcio
€ essencial para a funcao adesiva das caderinas que, na sua auséncia, sofrem uma
enorme alteracdo conformacional e terminam por ser degradadas por enzimas
proteoliticas (TAKEICHI, 1991; KEMLER, 1993; WHEELOCK; JOHNSON, 2003).

Existem mais de 40 caderinas diferentes conhecidas (LODISH et al., 2000).
As caderinas mais estudadas sdo as caderinas E (epitelial), P (placentéria) e N
(neural), esta ultima também chamada de A-CAM ou N-Cal-CAM, conhecidas como
caderinas classicas (ROWLANDS et al., 2000).

Basicamente, as caderinas podem ser subdivididas em dois grupos: caderinas
classicas, que se caracterizam por possuir um dominio citoplasmatico altamente
conservado e pela capacidade de formar complexos através de interacfes muito
especificas com proteinas intracelulares denominadas cateninas; e caderinas
desmossomais, que sao proteinas transmembrana componentes dos desmossomos
(ROWLANDS et al., 2000; CONACCI-SORREL et al., 2003).

A e-caderina € um elemento da familia das caderinas classicas conhecida por
desempenhar um papel importante na regulacdo da adesao intercelular em tecidos
epiteliais (TAKEICHI, 1991; MATOS et al., 2006). O gene que codifica a e-caderina,
no ser humano é o CDHL1, situado no cromossomo 16g22. A e-caderina, também
chamada de uvomorulina, é uma das caderinas mais estudadas, presente em varios
tipos de células epiteliais, constituindo uma glicoproteina transmembrana de 120kD
envolvida na adeséo celular (ALBELDA, 1993; KEMLER, 1993), sendo composta por
trés dominios: um citoplasmatico, um trasmembranoso e um extracelular (BEAVON,
2000; HAJRA; FEARON, 2002).

O dominio extracelular da e-caderina se liga, por meio de ligac6es homofilicas
dependentes de célcio, ao dominio extracelular de uma molécula de e-caderina
vizinha, assumindo uma conformacao ziper. O dominio citoplasmatico da e-caderina
se liga a actina do citoesqueleto por meio de interacdes heterotipicas com proteinas
chamadas cateninas, estabelecendo o complexo citoplasmatico de adesao celular,
importante para a formacdo da adeséo extracelular célula-célula (WITCHER et al.,
1996; WIINHOVEN et al., 2000).

Estudos indicam que a perda ou a expressao reduzida da e-caderina pode
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afetar a adeséo celular permitindo ou aumentando o risco da progresséo tumoral e,
dessa forma, é facilitada a diferenciagcdo tumoral, o aumento da invasdo e
desenvolvimento de metastase (BIRCHMEIER; BEHRENS, 1994; JIANG, 1996).

Em medicina veterindria, o0 aumento na casuistica e a complexidade na
evolucao clinica dos tumores de modo geral, tém despertado especial interesse no
estudo dos fatores de prognéstico. A e-caderina, como mediadora de adesao
intercelular, impede que as células de um tumor primario se soltem e invadam locais
proximos ou distantes (KNUDSEN; WHEELOCK, 2005). Portanto, € a redugéo da
expressdo dessas moléculas um fator facilitador da disseminacdo das células
tumorais (BRUNETTI et al., 2003; KNUDSEN; WHEELOCK, 2005). Baseando-se
nisso, € sugerido que a reducdo ou a auséncia de expressdo da e-caderina nos
tumores pode servir como um indicador de prognadstico ruim. No entanto, trabalhos
publicados mostram que ha divergéncias a respeito da expressédo das e-caderinas
como fator prognéstico (KNUDSEN; WHEELOCK, 2005).

Alteragcbes envolvendo a e-caderina em medicina veterinaria tem sido
reportadas em neoplasias mamarias de cadelas (SARLI et al., 2004; PIEKARZ et al.,
2008; ZUCCARI et al., 2008), carcinoma de glandula adanal (POLTON et al., 2007),
tumores testiculares caninos (OWSTON; RAMOS-VARA, 2007), histiocitoma
cutaneo canino (PIRES et al., 2008) e carcinoma de células escamosas e tumores
de células basais em cdes (JOAO, 2008).

Investigacdes sobre o papel funcional das caderinas podem fornecer, além de
informacBes sobre o mecanismo biologico da progressdo tumoral, também a
identificacdo de novos alvos moleculares na terapia anti-cancer (CAVALLARO et al.,
2002).

6.3 METALOPROTEINASES

Os tecidos animais e vegetais ndo sdo constituidos apenas por células, mas
também por um espaco extracelular preenchido por um complexo de componentes
fiborosos e protéicos denominados de matriz extracelular (MEC) (BORNSTEIN;
SAGE, 2002; ALBERTS, 2010). Esta se constitui, em proporcdes variadas, de
proteinas e polissacarideos, organizados em rede, 0s quais sdo responsaveis pela

diversidade morfolégica, funcional e patoldgica dos tecidos, fornecendo substrato
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adequado para o crescimento e diferenciacdo dos variados tipos celulares do
organismo (CURRAN; MURRAY, 2000; BORNSTEIN; SAGE, 2002).

Dentre o0s constituintes da MEC referenciam-se varios tipos de
macromoléculas (proteoglicanas e glicosaminoglicanas) além das proteinas fibrosas
como colageno e elastina, ambas com funcdo estrutural, e as glicoproteinas
adesivas como laminina, tenascina e fibronectina (POTTS; CAMPBELL, 1996).

A MEC se classifica em matriz intersticial, que compreende todo o espaco
existente entre as células mesenquimais e membrana basal, a qual é representada
pela matriz extracelular especializada em forma de lamina (ALBERTS, 2010). A
interacdo entre esse complexo protéico e fibroso, proteinas solUveis e receptores de
superficie influencia muitas propriedades das células, incluindo migracao,
proliferacédo, estagio de diferenciacao e apoptose (BORNSTEIN; SAGE, 2002).

Interagdes e ligagdes entre as células e componentes da MEC séo realizadas
por receptores especificos denominados integrinas, que sao proteinas
transmembranas com um dominio extracelular que se prende a componentes da
MEC, e um receptor citoplasmatico ligado a porcao do citoesqueleto constituida por
actina (TOOLE, 2001).

Encontra-se bem estabelecido na literatura que o estroma tumoral relaciona-
se diretamente com o comportamento bioldgico das neoplasias, apesar de que por
muito tempo, as células neoplasicas foram foco das principais pesquisas de
interesse no cancer (WERNERT, 1997).

A degradacdo da MEC se constitui em um evento essencial em muitos
processos fisiologicos, como durante o desenvolvimento embrionario, crescimento e
reparo dos tecidos. Por outro lado, sua excessiva degradacdo pode acarretar no
desenvolvimento de varias condicbes patolégicas, dentre as quais estdo as
neoplasias (CHAMBERS; MATRISIAN, 1997; WESTERMARCK; KAHARI, 1999). A
capacidade de uma célula tumoral infiltrar os tecidos vizinhos e estruturas vitais é
uma das caracteristicas mais importantes de uma neoplasia maligna. O mecanismo
de invasao dos tumores epiteliais aos tecidos adjacentes se inicia pela destruicdo da
membrana basal. Este evento requer a sintese e ativacdo de enzimas proteoliticas,
envolvidas na degradacdo de macromoléculas, que compdem a MEC. Dentre as
mais importantes proteinas envolvidas nesse processo estdo as metaloproteinases
(ROSENTHAL; MATRYSIAN, 2006).
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As metaloproteinases (MMPs) fazem parte de uma familia de endopeptidases
dependentes de zinco e de célcio; portanto, metalodependentes, que s&o
sintetizadas como enzimas latentes e, posteriormente, séo ativadas (WOESSNER,
1998; CURRAN; MURRAY, 2000; SOUZA; LINE, 2002; ROSENTHAL; MATRYSIAN,
2006). Essas enzimas funcionam extracelularmente e sdo capazes de executar
funcdes na manutencdo de arquitetura normal da pele. Para isso, as MMPs
precisam exercer seus efeitos sobre o depodsito, composicdo e reposicdo de
macromoléculas como o0 colageno, a elastina, 0s glicosaminoglicanos e
glicoproteinas (SELTZER; EISEN, 2003).

Para exercerem suas acdes fisiolégicas no tegumento cutdneo-mucoso, as
MMPs sao secretadas por células residentes da epiderme e derme como 0S
gueratindécitos, fibroblastos, histidcitos e mastocitos, a partir da indugcédo mitocondrial
(FIGUEIREDO; DUQUE-MAGALHAES, 1994: SELTZER; EISEN, 2003). Estas
funcdes sdo essenciais para a manutencdo da morfogénese, da angiogénese e da
formacéo de processos de cicatrizacao. Alteracdes da secrecdo ou regulacao destas
enzimas podem alterar a degradacdo das macromoléculas, rompendo o equilibrio
extracelular da derme e contribuindo para o desenvolvimento de processos
patogénicos, que podem ser auto-sustentaveis. Entre esses processos, sao
destacados os envolvidos com determinadas neoplasias, doencas inflamatorias,
reacbes de hipersensibilidade e doencas fibroticas (GOMEZ et al., 1997;
GARBUZENKO et al., 2002; SELTZER; EISEN, 2003).

As MMPs sdo classificadas de acordo com seu dominio e organizacao
estrutural, além do seu substrato especifico para degradacdo (VISSE; NAGASE,
2003). Apresentam diversas classes, dentre elas, as colagenases, as gelatinases, as
estromelisinas, as matrilisinas e as MMP ligadas a membrana (MT-MMP)
(WOESSNER, 1998; HIDALGO; ECKHARDT, 2001; VISSE; NAGASE, 2003). Essas
enzimas sdo capazes de degradar a maioria dos componentes da matriz
extracelular, bem como outras proteinas importantes para o controle do ciclo celular
e para o desenvolvimento de uma neoplasia maligna. Entre essas moléculas, que
podem ser degradadas pelas MMPs, esta o fator de crescimento, as moléculas de
adesao e receptores localizados na membrana da célula (STAMENKOVIC, 2000;
MUELLER; FUSENIG, 2002; PATEL et al., 2005; ROSENTHAL; MATRYSIAN,
2006).
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As colagenases 1, 2 e 3 sdao as MMP-1, -8 e -13, respectivamente, e

degradam as moléculas de colageno intersticial tipo I, Il e Ill, além de digerirem
outras moléculas da MEC (BIERKEDAL-HANSEN, 1995; KERKELA; SAARIALHO-
KERE, 2003).

As gelatinases A e B (MMP-2 e -9) degradam principalmente coldgeno
desnaturado (gelatinas) e coladgeno tipo IV (KERKELA; SAARIALHO-KERE, 2003;
WOESSNER, 1991).

As estromelisinas 1 e 2 (MMP-3 e -10) podem degradar fibronectina e
proteoglicanas (BIERKEDAL-HANSEN, 1995; NABESHIMA et al., 2002).

As matrilisinas 1 e 2 (MMP-7 e -26) digerem diversos componentes da matriz,
dentre os quais estdo a fibronectina e o colageno tipo IV (BIERKEDAL-HANSEN,
1995; KERKELA; SAARIALHO-KERE, 2003).

As MT-MMP sao numeradas de 1 a 6: MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP,
MT4-MMP, MT5-MMP e MT6-MMP, correspondendo respectivamente as MMP-14, -
15, -16, -17, -24 e -25. Além de apresentarem papel importante na ativacao das
outras MMPs, os subtipos das MT-MMP sé&o responsaveis pela degradacdo de
diferentes componentes da MEC (BIERKEDAL-HANSEN, 1995; NABESHIMA et al.,
2002). A nomenclatura e os substratos especificos de cada grupo das MMP estéo
resumidos na tabela 1.

A organizacdo basica das MMPs é feita em trés estruturas: um pro-peptideo
amino-terminal, um dominio catalitico e um dominio “hemopexin-like” na extremidade
carboxi-terminal (MASSOVA et al.,, 1998, ROSEMBERG, 2002b). O N-terminal
contém um residuo de cisteina quelando os ions zinco presentes no centro
catalitico, mantendo-as inativas sob a forma de zimogénios (pr6 MMP-2 — 72 kDa e
pré MMP-9 — 92 kDa) e a extremidade C-terminal € o sitio de ligacdo especifica com
o substrato (LEPPERT et al., 2001; YONG et al., 2001). Uma vez que a ligacdo com
a cisteina é quebrada, ha uma ativacao intermediaria de tais proteases, a qual é
completada com a clivagem autocatalitica do pro-peptideo do nucleo da proteina,
tornando a enzima completamente ativada, com consequente perda de peso
molecular (MMP-2 — 66 kDa e MMP-9 — 86 kDa) (LEPPERT et al., 2001; YONG et
al., 2001).
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Tabela 1. Nomenclatura e alguns substratos especificos dos principais grupos das
metaloproteinases da matriz extracelular.

Proteina MMP Alguns Substratos
Especificos
Colagenases Colagenos I, Il e 1l
Colagenase 1 MMP-1
Colagenase 2 MMP-8
Colagenase 3 MMP-13
Gelatinases Gelatina e Colageno IV
Gelatinase A MMP-2
Gelatinase B MMP-9
Estromelisinas Fibronectina e Proteoglicanas
Estromelisina 1 MMP-3
Estromelisina 2 MMP-10
Matrilisinas Fibronectina e Colageno IV
Matrilisina 1 MMP-7
Matrilisina 2 MMP-26
MMP ligadas a membrana
MT1-MMP MMP-14 Colagenos I, Il e lll, gelatina e
fribronectina
MT2-MMP MMP-15 Fibronectina e laminina
MT3-MMP MMP-16 Colageno Il e fibronectina
MT4-MMP MMP-17 Gelatina e fibronectina
MT5-MMP MMP-24 Proteoglicanas
MT6-MMP MMP-25 Gelatina

MMP: metaloproteinase da matriz extracelular, MT-MMP: MMP ligadas a membrana.
Fonte: PEREIRA et al.,(2006).

A principal funcdo biolégica das MMPs consiste na modulacédo da interacéo
das células da matriz extracelular. Elas sdo responsaveis pela hidrélise de seus
componentes, bem como pelo controle dos sinais suscitados por suas moléculas,
gue regulam a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, desta forma regulando a
integridade e estrutura da MEC (MANDAL et al.,, 2003). Assim, a acdo destas
proteinases deve ser estritamente regulada, pois uma protedlise descontrolada
contribui para o desenvolvimento anormal e para a degeneracdo em muitas
condicBes patoldgicas, caracterizadas tanto pela excessiva degradacdo como pela
falta de degradacdo dos componentes da MEC (MASSOVA et al., 1998;
ROSEMBERG, 2002b).

Em condicdes fisiolégicas normais, ha uma rigorosa regulacdo da secrecao
das MMP, que sdo sintetizadas e secretadas como pro-enzimas, zimégenos, que
posteriormente serdo ativadas (WOESSNER, 1991; FINI et al, 1998;
ROTHENBERG et al., 1998; HIDALGO; ECKHARDT, 2001). Essa regulacao ocorre
apenas em momentos especificos, nos quais existem processos multifasicos de

ativacdo dos zimogenos, além de haver varios inibidores sangiineos e teciduais
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para monitorar a agédo da proteinase (WOESSNER, 1991). A regulagdo da atividade
destas proteases é feita em trés niveis. Primeiramente elas séo reguladas em nivel
transcricional, sendo muitas delas nao constitutivas, transcritas somente apos
ativacao celular (YONG et al., 2001). Esta ativacao pode ser por meio de citocinas,
fatores de crescimento, neuro-horménios, estresse oxidativo, interacbes célula-
matriz e célula-célula (COX et al, 2002; NAGASE; WOESSNER, 1999).
Secundariamente, sdo reguladas por meio da ativagdo dos zimogénios por meio da
quebra do residuo de cisteina que fica situada no dominio pr6-peptideo ligando o ion
zinco presente no sitio catalitico (YONG et al., 2001). Os fatores de ativacao incluem
proteinases do tecido ou do plasma, ou proteinases bacterianas oportunistas,
plasmina e radicais livres, que rompem a ligacdo entre a cisteina e 0 zinco e depois
removem o dominio proé-peptideo para a ativagdo completa (NAGASE; WOESSNER,
1999; ROSEMBERG, 2002a). Por fim, o controle da atividade se da pela interacéo
de MMPs ativas com inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS), que as
inativam se ligando ao seu sitio catalitico (YONG et al., 2001). O desequilibrio entre
MMP e TIMP pode resultar em varias patologias (BODE; MASKOS, 2003).

Os niveis das MMP nos tecidos saudaveis sdo baixos ou praticamente
indetectaveis (PARKS et al., 1998; HIDALGO; ECKHARDT, 2001). Entretanto, sua
expressdo € substancialmente aumentada na maioria das neoplasias malignas,
apresentando importante acédo proteolitica nos processos de invasao e metastase
(THOMAS et al., 1999; WYLIE et al., 1999; LI; ANDERSON, 2003; KERKELA;
SAARIALHO-KERE, 2003).

O envolvimento das MMPs no processo de degradacdo da matriz extracelular,
incluindo a membrana basal (MB), e, por conseguinte, sua importancia no processo
de invasdo e metastases esta confirmada por varios estudos (ROSENTHAL et al.,
1998; SABEH et al., 2004). No entanto, ja foram identificadas outras funcdes dessas
enzimas no processo de desenvolvimento de uma neoplasia. As MMPs promovem a
iniciacdo e crescimento de diversos tumores ativando fatores de crescimento e
permitindo a sua liberacdo na matriz extracelular (LYN; MATRYSIAN, 2002); podem
também inibir a capacidade da célula em reconhecer indutores de apoptose
(FINGLETON et al., 2001) e parecem desempenhar alguma funcéo regulatéria no
processo de angiogénese, aparentemente por estarem envolvidas em mecanismos

que fazem parte da mobilizacéo e ativacdo de fatores angiogénicos como o VEGF
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(fator de crescimento vascular endotelial) (STAMENKOVIC, 2000; EGEBLAD;
WERB, 2002; DECLERCK et al., 2004).

6.3.1 Gelatinases (MMP-2 e MMP-9)

As MMP-2 e -9 constituem o grupo das gelatinases que recebe esta
denominacdo em funcdo de degradar o coldgeno desnaturado (gelatina) e é
constituido por dois componentes: gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9)
(THOMAS et al., 1999; KUBOTA et al., 2000). A MMP-2 possui 72-kDa e tem sua
expressao identificada em fibroblastos, na prépria célula tumoral e em macréfagos.
A MMP-9 possui 92-kDa e pode estar expressa na célula neoplasica, mas também
em fibroblastos, em células endoteliais e em macrofagos (ROSENTHAL;
MATRYSIAN, 2006).

Estas enzimas séo capazes de clivar o colageno tipo 1V, que é o principal
constituinte da membrana basal, primeira barreira para a progressdo de células
epiteliais neoplasicas. Desta forma, as gelatinases desempenham um importante
papel nos processos de invasdo tumoral e metastase (HONG et al., 2000; LEV et al.,
2002; TSAI et al., 2003; RAUVALA et al., 2005). Além do colageno tipo IV e gelatina,
as MMPs 2 e 9 tém outros substratos, que incluem os colagenos I, V e X e, para a
MMP-2, laminina (STAMENKOVIC, 2000).

Devido ao papel importante das gelatinases no desenvolvimento do cancer
em humanos, diversos autores tém relacionado os niveis de MMP-2 e -9 com
carcinomas epidermdides orais ou de cabeca e pescoco (HONG et al.,, 2000;
TOKUMARU et al., 2000; FRANCHI et al., 2002; KATAYAMA et al., 2004; KATO et
al., 2004; VICENTE et al., 2005), carcinomas de pele (FUNDYLER et al., 2004;
RIBEIRO et al., 2008) e carcinomas de esdfago (KOYAMA et al., 2000; FELIN et al.,
2009).

A maioria dos estudos para deteccdo dos niveis das MMP-2 e -9 utilizam
técnicas de imunoistoquimica (HONG et al.,, 2000; FUNDYLER et al.,, 2004) e
zimografia (IKEBE et al., 1999; KOYAMA et al., 2000). O estudo imunoistoquimico
com anticorpos mono ou policlonais contra MMP-2 e -9 pode apresentar a
localizacdo de cada MMP no tecido tumoral e pode ser comparado com os achados
em cortes histopatolégicos convencionais. Entretanto, as vezes, pode resultar em

falso positivo baseado em reagBes cruzadas nado especificas (STETLER-
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STEVENSON et al., 1993). Ja a zimografia demonstra a acdo proteolitica mais do
gue a antigenicidade e, assim, fornece medidas semiquantitativas das MMP no
tumor, além de distinguir a MMP de forma ativa da pro-enzima (IKEBE et al., 1999).
Desta maneira, a avaliacdo concomitante da zimografia e da imunoistoquimica
mostra-se importante na deteccéo das MMP.

Embora a evidéncia para o papel das MMPs em tumores de animais
domésticos seja escassa, estudos envolvendo as MMPs -2 e -9 ja foram descritos
por Lana et al. (2000) em osteossarcoma canino, Leibman et al. (2000) em
mastocitoma cutédneo canino, Papparella et al. (2002) em carcinomas mamarios
caninos, Loukopoulos et al. (2003) em diversos tumores canino e Mandara et al.

(2009) em meningioma canino e felino.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Mais estudos devem ser realizados envolvendo o Carcinoma de Células
Escamosas em cées, visto que em paises tropicais como o Brasil, onde a exposicao
cronica de radiacdo UV é intensa, esta neoplasia é considerada de grande
relevancia. Sendo assim, a realizacdo de diagnostico precoce torna-se
imprescindivel a fim de escolher a modalidade terapéutica que serd utilizada e
também de estabelecer um progndstico favoravel.

O uso de técnicas histopatolégicas aliadas a técnicas de imunoistoquimica
permite que esse diagnostico seja realizado com maior acuracia e confiabilidade,
visto que anticorpos produzidos para o diagnostico imunoistoquimico na patologia
humana também podem ser utilizados na patologia veterinaria.

A utilizacdo de marcadores imunoistoquimicos como a p53, marcador do ciclo
celular, a e-caderina, marcador de adesao celular e as metaloproteinases -2 e -9,
marcadores que indicam processo de invasido e metastase, permite caracterizar o
CCE, auxiliando na decisdo da melhor escolha terapéutica a ser realizada.

Além disso, mais estudos em biologia molecular sdo necessarios a fim de

esclarecer a natureza da expressédo do CCE nos animais domésticos.
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RESUMO

Com o objetivo de caracterizar os parametros morfolégicos, determinar o grau de
malignidade e avaliar a expressao da p53, e-caderina e metaloproteinases -2 e -9
em carcinoma de células escamosas de céaes, foi realizado um estudo retrospectivo
dos casos de CCE de caes de 1996 a 2009. O material foi obtido nos arquivos do
Laboratério de Patologia Animal da Pontificia Universidade Catdlica do Parana.
Foram selecionadas 13 amostras de CCE de caes, dentro de 63 amostras de CCE
encontradas em animais domeésticos. Os parametros morfologicos analisados foram:
pleomorfismo nuclear e celular, niumero de mitoses, presenca de pérolas de
gueratina, pontes intercelulares, corddes ou fileiras, populacdo densa de células
neoplasicas, estroma, metaplasia, estagio de invaséao e tipo de infiltrado inflamatario.
Dos 13 tumores, 38,5% foram classificados como bem diferenciados, 38,5% como
moderadamente diferenciados e 11% como pouco diferenciados. O principal
parametro utilizado para caracterizar o CCE foi o pleomorfismo celular e nuclear, que
se manteve consistente com a classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), divergindo somente em 7,7% das amostras. Outros parametros como
namero de mitoses, pérolas de queratina e pontes intercelulares apresentaram
divergéncias em 23 a 46% das amostras analisadas. Em relacdo as MMP-2 e -9,
quatro amostras apresentaram imunoexpressao para ambas as metaloproteinases e
em trés amostras foi observada a auséncia da expressdo. As divergéncias
encontradas podem indicar a necessidade de andlises mais precisas destes
parametros morfolégicos para a classificacdo de CCE em cédes. Das sete amostras
analisadas pela imunoistoquimica, em nenhuma foi observada a expressdo das
proteinas p53 e e-caderina. As MMP-2 e -9 parecem apresentar um papel
importante no comportamento agressivo no carcinoma de células escamosas e 0
emprego destes marcadores na rotina da histopatologia veterinaria poderia servir
como indicador de prognadstico para o carcinoma de células escamosas em caes.

Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas. Histologia. Imunoistoquimica.
MMP-2. MMP-9.
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ABSTRACT

Aiming to characterize the morphological parameters, determine the degree of
malignancy and to evaluate the expression of p53, E-cadherin and matrix
metalloproteinases -2 and -9 in squamous cell carcinoma of dogs, we performed a
retrospective study of cases of SCC of dogs 1996-2009. The material was collected
in the archives of the Laboratory of Animal Pathology at the Catholic University of
Parana. We selected 13 samples of CCE in dogs within 63 samples of SCC found in
domestic animals. The morphological parameters analyzed were nuclear and cellular
pleomorphism, number of mitoses, presence of keratin pearls, intercellular bridges,
strings or rows, dense population of neoplastic cells, stromal, metaplasia, stage of
invasion and type of inflammatory infiltrate. Of the 13 tumors, 38.5% were classified
as well differentiated, 38.5% moderately differentiated and 11% as poorly
differentiated. The main parameter used to characterize the CCE was the cellular
and nuclear pleomorphism, which remained consistent with the classification of the
World Health Organization (WHO), differing only in 7.7% of samples. Other
parameters such as number of mitoses, keratin pearls and intercellular bridges were
differences in 23-46% of the samples. Of the seven samples analyzed by
immunohistochemistry, any expression of p53 and E-cadherin was observed. With
regard to MMP-2 and -9, four samples showed immunoreactivity for both MMPs and
three samples lack of expression were observed. The divergences may indicate the
need for more accurate analysis of morphological parameters for the classification of
CCE in dogs. The MMP-2 and -9 appear to play an important role in aggressive
behavior in squamous cell carcinoma and the use of these markers in routine
veterinary histopathology could serve as a prognostic indicator for squamous cell
carcinoma in dogs.

Key-words: Squamous Cell Carcinoma. Histology. Immunohistochemistry. MMP-2.
MMP-9

1 INTRODUCAO

O Carcinoma de Células Escamosas (CCE) € uma neoplasia maligna da
epiderme, relativamente comum em homens e animais, podendo ter ampla
variedade de formas clinicas (PARADIS et al., 1989), sendo que sua origem Sao 0s
gueratindécitos.

A etiologia do CCE nao é clara e nem pode ser definida em todos os casos
(SCOTT et al.,, 1995). Sabe-se que as neoplasias cutaneas desenvolvem-se
secundariamente a mudancas moleculares basicas que causam danos ao DNA
como a radiacao ultravioleta (UV), principal causa do aparecimento de CCE. Quatro
categorias de genes sao responsaveis pela maioria da producdo das proteinas
reguladoras da proliferagdo e diferenciacdo celular. Os danos causados nesses

genes levam a um desarranjo na proliferagdo celular pela expressao anormal do
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gene ou na fungdo das proteinas, como os fatores de crescimento, receptores do
fator de crescimento, proteinas sinalizadoras da traducao, regulacéo do ciclo celular
e fatores de transcricdo nuclear (HARGIS; GINN, 2007). O CCE ocorre com mais
freqiéncia na pele lesionada pelo sol e pode ser precedida por uma queratose
actinica tornando mais susceptivel as areas submetidas & maior exposi¢cdo solar
(SCOTT et al., 1995). Esse tipo de neoplasia possui elevada incidéncia em animais
com pouco pélo, com pele despigmentada ou levemente pigmentada (KRAEGEL;
MADEWELL, 2004). Assim sendo, o CCE é visto com mais frequéncia em é&reas
geogréficas caracterizadas por longos periodos de radiacdo UV, como € o caso do
Brasil. Raramente o CCE em cées foi relatado emergindo de cicatrizes de
gueimaduras ou de processos infecciosos, como é freqlentemente visto no ser
humano (GOURLEY et al., 1982; MILLER; SHANLEY, 1991).

O tumor pode atingir tanto os animais mais jovens como os adultos e a faixa
etaria sob maior risco esta entre seis e dez anos de idade. O CCE pode ocorrer em
qualquer regido do corpo nas diferentes espécies (FERNANDES, 2001,
GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Nos cées, os locais mais comuns sao o
pavilhdo auricular, labios, palpebras, o leito das unhas, bolsa escrotal, plano nasal,
membros posteriores, abdémen, perineo e anus (SCOTT et al.,, 1996; THOMAS;
FOX, 2002) e afetam principalmente caes das racas de pélo curto e com pele branca
como: Beagle, Poodle, Labrador, Bull Terrier, Dalmatas e American Stafford Terrier.
Outras racas que nao tem pelagem branca como: Basset Hound, Terrier Escocés,
Pequinés, Boxer, Whippet, Schnauzer e o Collie, também séo predispostas (SCOTT
et al.,, 2001; GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002; FERREIRA et al.,, 2006;
WITHROW; MACEWEN, 2007).

O carcinoma na pele é localmente invasivo, destrutivo, proliferativo e provoca
ulceracdo na epiderme, mas, geralmente, com baixo potencial metastatico
(PARADIS et al., 1989; MAIOLINO et al., 2001; ESPLIN et al., 2003).

A afeccdo pode estar presente por meses ou anos e, em geral, a histéria
clinica esta associada a um ferimento que nao cicatriza. Inicialmente as lesdes sao
proliferativas, eritematosas e crostosas, as quais evoluem para ulceras com invaséo
dos tecidos adjacentes (FERREIRA et al., 2006). Os carcinomas escamosos Sao
usualmente solitarios e podem ser de dois tipos: produtivos ou erosivos. Os
produtivos possuem aspecto papilar de tamanho variavel com aspecto de couve-flor,

normalmente com superficie ulcerada e sangram com facilidade. Os erosivos séo 0s
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mais comuns e sdo formados por Ulceras cobertas com crostas, que se tornam
profundas e formam crateras (FERNANDES, 2001).

Histologicamente, esta neoplasia é classificada através de um sistema de
gradacao histolégica de malignidade, desenvolvida por Weiss e Frese (1974),
publicado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que consiste basicamente em
uma diferenciacao celular onde os tumores séo classificados em:

a) Tumores bem diferenciados: presenca de numerosas pérolas coérneas,
importante queratinizacdo celular com pontes intercelulares, menos de
duas mitoses por campo histolégico, observando-se em maior aumento,
raras mitoses atipicas, pleomorfismo celular e nuclear muito reduzido e
presenca de infiltrado inflamatério na periferia do tumor.

b) Tumores moderadamente diferenciados: presenca de pérolas corneas
escassas ou ausentes, queratinizacdo celular e pontes intercelulares
aparentes, duas a quatro mitoses por campo histolégico, algumas mitoses
atipicas e moderado pleomorfismo celular e nuclear.

c) Tumores pouco diferenciados: raras peérolas corneas, queratinizacado
celular quase inexistente e auséncia de pontes intercelulares, mais de
guatro mitoses por campo histoldgico, freqlientes mitoses atipicas e
pleomorfismo celular e nuclear pronunciado.

A caracterizacdo do grau de malignidade e do padrdo de diferenciacdo dos

CCE é importante, pois permite modificacdes na conduta clinica e prognéstico dos
mesmos.

Embora o exame histopatolégico seja considerado o diagnostico de escolha, a
citologia pode ser realizada para diferenciar lesfes reativas ou metastaticas nos
linfonodos com volume aumentado (KRAEGEL; MADEWELL, 2004).

Assim como na medicina humana, a imunoistoquimica pode ser utilizada
como um auxilio na classificacdo de diversos tumores em medicina veterinaria
(POWERS, 2007). A aplicacdo da imunoistoquimica tem trazido informacgdes Uteis,
pois permite determinar com maior precisao a presenca de marcadores tumorais, a
taxa de proliferacdo celular, a angiogénese e a presenca de produtos de proto-
oncogenes e de genes supressores tumorais (MISDORP et al., 1999; CAVALCANTI;
CASSALLI, 2006).

O uso da imunoistoquimica em patologia veterindria apresenta algumas

limitacbes devido a falta de anticorpos espécie-especificos (RUIZ et al., 2005;
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RUTTEMAN et al., 2007). De acordo com Ruiz et al. (2005), muitos anticorpos
produzidos para o diagnostico imunoistoquimico em patologia humana podem ser
utilizados em patologia veterinaria. Em alguns casos, porém, ha reatividade cruzada
entre antigenos humanos e animais (RUIZ et al., 2005).

Alguns dos anticorpos mais utilizados para o diagndstico de CCE nos animais
domeésticos sdo: p53, ki-67, e-caderina, ciclina A e ciclina D; (MURAKAMI et al.,
2000; CARVALHO et al., 2005, JOAO, 2008).

Nos cédes, o0 gene TP53 esta localizado no cromossomo 5 e codifica uma
fosfoproteina contendo uma sequéncia de 381 aminoacidos, apresentando uma forte
homologia com as demais proteinas p53 identificadas em outros vertebrados
(VELDHOEN et al.,1998). A funcdo do gene TP53 é atuar interrompendo o ciclo
celular frente a algum estimulo estressante como danos no DNA ou ativagédo de
oncogene. Esta parada no ciclo celular permite que o dano seja reparado ou entéo,
sendo o reparo inviavel, a célula entra em apoptose (CONTRAN et al., 2000).
MutagOes no gene TP53 séo as mais freqientes anomalias genéticas encontradas
em canceres humanos, com envolvimento em mais de 50% dos tumores (CONTRAN
et al., 1999). Em medicina veterinaria, alteracdes no gene TP53 tém sido reportadas
em tumores mamarios caninos (MAYR et al., 1998), osteossarcoma canino
(MENDOZA et al., 1998), linfomas caninos (GAMBLIN et al., 1997; VELDHOEN et
al., 1998; SETOGUCHI et al., 2001), carcinomas de tiredide caninos (DEVILEE et al.,
1994), e tumores de pele (MAYR et al., 1999). Estudos vém sendo realizados na
utilizacdo da proteina p53 como forma de diagnéstico do CCE em caes. Teifke e
Lohr (1996) analisaram imunoistoquimicamente a expressdo da proteina p53
mutante e encontraram 28% de imunopositividade em CCE de caes. Estes
resultados fornecem respaldo para a visdo de que, assim como no homem, a
superexpressao da proteina p53 tem um importante papel no desenvolvimento de
muitos carcinomas espinocelulares na espécie canina, o que provavelmente decorre
da radiacao ultravioleta.

A e-caderina € um elemento da familia das caderinas classicas conhecida por
desempenhar um papel importante na regulacdo da adeséo intercelular em tecidos
epiteliais (TAKEICHI, 1991; MATOS et al., 2006). Estudos indicam que a perda ou a
expressdo reduzida da e-caderina pode afetar a adesdo celular permitindo ou
aumentando o risco da progressao tumoral e, dessa forma, é facilitada a

diferenciacdo tumoral, o aumento da invasdo e desenvolvimento de metastase
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(BIRCHMEIER; BEHRENS, 1994; JIANG, 1996). Em medicina veterinaria, 0
aumento na casuistica e a complexidade na evolucao clinica dos tumores de modo
geral, ttm despertado especial interesse no estudo dos fatores de progndstico. A e-
caderina, como mediadora de adesao intercelular, impede que as células de um
tumor primario se soltem e invadam locais préximos ou distantes (KNUDSEN;
WHEELOCK, 2005). Portanto, é a reducdo da expressado dessas moléculas um fator
facilitador da disseminacdo das células tumorais (BRUNETTI et al., 2003;
KNUDSEN; WHEELOCK, 2005). Baseando-se nisso, é sugerido que a reducdo ou a
auséncia de expressao da e-caderina nos tumores pode servir como um indicador
de progndéstico ruim. Alteracdes envolvendo a e-caderina em medicina veterinaria
tem sido reportadas em neoplasias mamarias de cadelas (SARLI et al., 2004;
PIEKARZ et al., 2008; ZUCCARI et al., 2008), carcinoma de glandula adanal
(POLTON et al., 2007), tumores testiculares caninos (OWSTON; RAMOS-VARA,
2007), histiocitoma cutaneo canino (PIRES et al.,, 2008) e carcinoma de células
escamosas e tumores de células basais em cées (JOAO, 2008)

As metaloproteinases (MMPs) fazem parte de uma de familia de
endopeptidases dependentes de zinco e de calcio que degradam a matriz
extracelular (MEC). A degradacdo da MEC se constitui em um evento essencial em
muitos processos fisiologicos como durante o desenvolvimento embrionario,
crescimento e reparo dos tecidos. Por outro lado, sua excessiva degradacédo pode
acarretar no desenvolvimento de varias condi¢cdes patoldgicas, como as neoplasias
(CHAMBERS; MATRISIAN, 1997; WESTERMARCK; KAHARI, 1999). As MMP-2 e -
9 constituem o grupo das gelatinases que recebe esta denominagdo em funcéo de
degradar o colageno desnaturado (gelatina) e o colageno tipo 1V, que é o principal
constituinte da membrana basal, primeira barreira para a progressdo de células
epiteliais neoplasicas. Embora a evidéncia para o papel das MMPs em tumores de
animais domésticos seja escassa, estudos envolvendo as MMPs -2 e -9 ja foram
descritas por Lana et al. (2000) em osteossarcoma canino, Leibman et al. (2000) em
mastocitoma cutaneo canino, Papparella et al. (2002) em carcinomas mamarios
caninos, Loukopoulos et al. (2003) em diversos tumores canino e Mandara et al.
(2009) em meningioma canino e felino.

O emprego de marcadores biolégicos como a E-caderina, molécula de
adeséo intercelular epitelial associada a progresséo e diferenciacao celular, o gene

de supressdo tumoral p53, marcador envolvido com o ciclo celular e responsavel
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pela formacdo da maioria dos canceres humanos e as metaloproteinases -2 e -9,
marcadores envolvidos como 0 processo de invasdo e metastase, permitem que
maiores informacdes sobre 0 mecanismo biolégico e sobre o comportamento clinico
das neoplasias sejam obtidas, posto que as alteracdes determinantes da progressao
de qualquer carcinogénese séo resultado de numerosos eventos celulares que
ocorrem a nivel genético e bioguimico.

O objetivo com este trabalho foi caracterizar os parédmetros morfologicos
encontrados no Carcinoma de Células Escamosas em cées, a fim de determinar o
grau de malignidade e avaliar a expressao das proteinas p53, e-caderina e MMP-2 e
-9.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS E SELECAO

As amostras de tumores foram obtidas de levantamento no banco de dados,
laminario e blocos do Laboratério de Patologia Animal da Pontificia Universidade
Catolica do Parana, abrangendo o periodo de 1996 a 2009. As amostras
selecionadas foram catalogadas de acordo com a idade, sexo, raca e a localizacéo
da neoplasia, para posterior analise descritiva.

Foram incluidas neste estudo somente as amostras de cdes que possuiam

lamina e bloco correspondente.

2.2 HISTOLOGIA

2.2.1 Processamento e avaliacdo histoldgica

Os tumores estudados estavam emblocados em parafina e foram
reprocessados de acordo com o procedimento de rotina para histopatologia. Cortes
de 3um foram corados com as técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE), Tricrdmico de
Mallory, Tricrdmico de Shorr e Azul de Toluidina.

Cada uma das amostras selecionadas foi submetida a avaliacao histologica
prévia para inclusao no estudo, sendo a seguir analisada e graduada de acordo com
a classificacado da OMS (WEISS; FREZE, 1974).
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Os parametros avaliados foram: presenca de corddes ou fileiras, presenca de
populacdo densa de células neoplésicas, presenca de pontes intercelulares,
presencga de “pérolas de queratina” sob objetiva de 10x, pleomorfismo nuclear sob
objetiva de 40x, numero de mitoses sob objetiva de 40x, tipo de infiltrado
inflamatorio, estagio de invaséo, presenca de estroma e presenca de metaplasia.

Para quantificar o pleomorfismo nuclear e celular, o critério foi 0 mesmo
utilizado por Bryne et al. (1989): pouco pleomorfismo nuclear representa mais de
75% de células maduras; moderado pleomorfismo nuclear representa de 50 a 75%
de células maduras; e alto pleomorfismo celular representa de 25 a 50% de células
maduras. Para o niumero de pérolas de queratina e nimero de mitoses, o critério
utilizado foi 0 mesmo de Anneroth e Hansen (1984): pouco, variando de zero a dois;

moderado, variando de trés a quatro; e numerosas, Cinco ou mais.
2.3 IMUNOISTOQUIMICA

A imunoistoquimica foi realizada no laboratorio de Patologia Experimental da

Pontificia Universidade Catolica do Parana.

2.3.1 Processamento das amostras para imunoistoquimica

A imunoexpressao das proteinas p53, e-caderina e MMP-2 e -9 foram obtidas
através do meétodo imunoenzimatico da streptoavidina-biotina-peroxidase. Este
consiste nas seguintes etapas: inicialmente foram obtidos cortes histologicos de 4
Mm do material emblocado em parafina, estendidos sobre laminas previamente
limpas, desidratadas e eletricamente carregadas. Em seguida, este material foi
colocado em estufa a 60°C pelo periodo noturno para desfragmentacdo da parafina.
O proximo passo foi a desparafinizacdo da lamina com dois banhos de xilol com
duracdo de dez minutos cada. Seguiu-se com a desidratacdo do material com etanol
absoluto e banho de 15 minutos em solucdo de perdxido de hidrogénio e metanol
5% para o bloqueio da peroxidase enddgena e lavagem em agua destilada.

A proxima etapa foi a de recuperacdo antigénica. Para a recuperacdo do
antigeno contido no tecido e quebra das ligacdes cruzadas provocadas pelo formol,

os cortes foram submetidos & solucéo de Recuperador Imuno Retriever (DAKO®) em
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banho-maria por 30 minutos, seguido de resfriamento a temperatura ambiente. A
seguir, as laminas foram lavadas em agua corrente e 4gua destilada.

Para que nao ocorressem alteracdes significativas de pH, os cortes foram
submetidos a rpida incubagdo em solucdo tampdo TRIS na concentracdo de 0,05
M e pH 7,4. As laminas foram incubadas com anticorpo priméario contra a p53, a e-
caderina e MMP-2 e -9 durante 18 horas (overnight) a 4°C, em camara Umida, em
solucao tampéo, pH 7,4. A diluicdo dos anticorpos foi estabelecida previamente pela
titulacdo do anticorpo primario, chegando as diluicbes p53->1:200, e-
caderina->1:100 e MMP-9 ->1:50. A MMP-2 é apresentada na sua forma pré-diluida.
Para a incubacdo do anticorpo secundario e complexo terciario (streptoavidina-
biotina com peroxidase) utilizou-se o “Advanced® (DAKO®). Para revelar a reacéo
antigeno-anticorpo, as laminas foram incubadas em cromogeno 3,3-
diaminobenzidina (diaminobenzidina DAB®, DAKO®) em 1ml de solugéo tampao, pH
7,4. ApoOs a incubacéo, as laminas foram submersas em solugdo tamp&o novamente,
seguidas de lavagem em agua corrente e agua destilada.

Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris durante cinco
minutos e lavados brevemente em agua corrente e agua destilada. As laminas
seguiram para desidratacdo em bateria ascendente de etanol durante cinco minutos
cada (95% por trés vezes e absoluto), seguida de diafanizacdo em xilol e montagem

com lamina para analise em microscopio de luz.
2.3.2 Anticorpos

Os anticorpos utilizados foram o p53 (“anti-mouse”, monoclonal, DAKO®), e-
caderina (“anti-mouse”, monoclonal, NOVOCASTRA®) e MMP-2 (“anti-rabbit’,
monoclonal, SPRING-BIOSCIENCE®) e MMP-9 (“anti-mouse”, monoclonal, SPRING-
BIOSCIENCE®).

2.3.3 Analise quantitativa da expressédo da p53, e-caderina e MMP-2 e-9

Foram selecionados cortes histolégicos para o estudo imunoistoquimico a
partir de preparacdes coradas pela HE, representativos da neoplasia e sem artefatos
técnicos. Cortes com extensas areas de necrose foram descartados devido a

possiveis vieses de afericdo na avaliacdo imunoistoquimica.
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A analise das células imunopositivas para 0s anticorpos contra p53, e-
caderina e MMP-2 e-9 foi realizada com duas repeticbes em campos definidos e
escolhidos aleatoriamente, sendo consideradas positivas somente marcagdes em
nacleos e citoplasma, de coloracdo castanha, independente da intensidade da
coloracgéo, com suficiéncia para diferenciagéo entre positivo e negativo.

As imagens de cada campo foram obtidas em microscépio, com aumento de
400 vezes, sendo, a sequir, transferidas para um monitor acoplado a um sistema
computadorizado, onde foram quantificados o0s ndcleos que expressavam
imunomarcacao.

A imunorreatividade foi dividida conforme o numero de células
imunomarcadas em um total de 1000 células contadas em campos com 400
aumentos.

Em relacdo a p53, a quantificagcdo imunoistoquimica € obtida com a razao
paramétrica absoluta entre os nucleos de células positivas e 0 numero total de
células tumorais, sendo aplicado o seguinte esquema: (0) < 1% de células
marcadas; (1) 1-10% de células marcadas; (2) 11-50% de células marcadas e; (3) >
50% das células marcadas (IGGO et al., 1990).

Quanto a avaliacdo da e-caderina as laminas sédo avaliadas de acordo com a
presenca ou auséncia de expressdo. Analisando o padrédo e intensidade de
marcacdo da expressao da e-caderina, as amostras sao classificadas em quatro
escores: (1) ausente; (2) heterogéneo focal; (3) homogéneo reduzido e (4)
homogéneo forte. A percentagem de células tumorais positivas para a e-caderina
com expressdo em membrana séo classificadas também em quatro escores: (1) <
25%; (2) 26-50%; (3) 51-75%; (4) >76% (LYAKHOVITSKY et al., 2004).

Para a MMP-2 e -9 a leitura das laminas foi realizada sob microscopia éptica
com aumento de 200 e 400 vezes. Observou-se a presenca ou ndo de MMP-2 e -9
nas amostras de carcinomas de células escamosas por meio da intensidade e da
coloracdo. O resultado foi expresso em: (0), (+), (++) e (+++), de acordo com a
guantidade de MMP-2 e -9 e coloracdo encontradas (ausente, bege, castanho e

castanho-escuro, respectivamente) (MORALES et al., 2007).



66

3 RESULTADOS

3.1 SELECAO DAS AMOSTRAS

Dentre o total de 3.686 amostras de tumores obtidas ao longo do periodo de
1996 e 2009, 63 (1,7%) eram de Carcinoma de Células Escamosas. Das 63
amostras de CCE, 27 (43%) eram de cées, sendo que as demais 38 amostras (57%)
representavam CCE nas demais espécies como felinos, equinos, bovinos e ovinos
(Figura 1).
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Figura 1: Percentagem, por espécie animal, de 63 amostras de
CCE do Laboratoério de Patologia Animal da PUCPR no periodo
de 1996 a 2009.

Dentre as 27 amostras de cées, somente 13 foram selecionadas de acordo
com os critérios de inclusdo mencionados, ou seja, possuir lamina e bloco

correspondente.

3.2 |IDADE

A ocorréncia de carcinoma de células escamosas de acordo com a idade, dos
13 animais estudados, variou de dois a 13 anos, sendo que a média de idade foi de
6,4 anos. Dois destes animais estudados nao tinham dados sobre a idade exata,

somente que eram adultos (Figura 2).
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Figura 2: Numero de casos de CCE por idade dos animais acometidos,
dentro das 13 amostras selecionadas por meio de levantamento de
dados do Laboratério de Patologia Animal da PUCPR abrangendo o
periodo de 1996 a 2009.

3.3 RACAS E SEXO

Verificou-se maior incidéncia de carcinoma de células escamosas em caes
sem raca definida (46,15%), seguido por cdes da raca Boxer (23,08%), Fox terrier,
Rotweiller, Husky Siberiano e Fila Brasileiro (7,69% cada) (Figura 3). Quanto ao
sexo dos animais, as fémeas (62%) foram mais acometidas com CCE que 0s
machos (38%).
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Figura 3: Percentagem de cdes com CCE conforme a raca, dentro
das 13 amostras do Laboratério de Patologia Animal da PUCPR no
periodo de 1996 a 2009.
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3.4 LOCALIZACAO DA NEOPLASIA

Observou-se que o local de maior incidéncia do CCE em cées foi a regido do
abddémen (46,15%), incluindo a pele da regido em volta da glandula mamaria,
seguido da bolsa escrotal e membro pélvico (15,38% cada), palpebra, pele da regido
cervical e leito ungueal do 3° digito (7,69% cada) (Figura 4).
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Figura 4: Percentagem de c@es com CCE conforme a localizagdo
da neoplasia das 13 amostras do Laboratério de Patologia
Animal da PUCPR no periodo de 1996 a 2009.

3.5 HISTOPATOLOGIA

Dos 13 cdes com CCE, cinco (38,5%) foram classificados como bem
diferenciados, cinco (38,5%) como moderadamente diferenciados e trés (23%) como
pouco diferenciados.

Os parametros mais importantes na classificacdo foram o pleomorfismo

nuclear, pérolas de queratina, pontes intercelulares e nimero de mitoses (Quadro 1).
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Quadro 1 — Parametros utilizados para a classificacdo do CCE de cées de 13 amostras selecionadas
do Laborat6rio de Patologia Animal da PUCPR no periodo de 1996 a 2009.

Amostras |Pleomorfismo Nuclear®| Ntimero de Mitoses® [Pérolas de Queratina®| Pontes Intercelulares® Classificacdo
461 Pouco Pouco Pouco Pouco Evidente Bem Diferenciado
2028 Pouco Moderado Numerosas Evidente Bem Diferenciado
675 Pouco Pouco Numerosas Evidente Bem Diferenciado
3113 Pouco Pouco Numerosas Evidente Bem Diferenciado
576 Pouco Pouco Moderado Pouco Evidente Bem Diferenciado
3620 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. Diferenciado
1939 Moderado Moderado Moderado Pouco Evidente Mod. Diferenciado
3465 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. Diferenciado
444 Moderado Moderado Moderado Evidente Mod. Diferenciado
928 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. Diferenciado
107 Pouco Pouco Ausente N3o Evidente Pouco Diferenciado
861 Alto Numerosas Numerosas Evidente Pouco Diferenciado
318 Alto Moderado Pouco Pouco Evidente Pouco Diferenciado

Legenda: * Objetiva de 40x, © Objetiva de 10x. Pouco (0-2), Moderado (3-5) e Numerosas (>5).

Em 92,3% das amostras, o parametro morfolégico pleomorfismo nuclear e
celular apresentou-se em conformidade com a classificacao estabelecida pela OMS.
Quando o pleomorfismo nuclear foi reduzido, o tumor foi classificado como bem
diferenciado; quando o pleomorfismo era moderado, o tumor foi classificado como
moderadamente diferenciado; e, quando o pleomorfismo foi alto, o tumor foi
classificado como pouco diferenciado. Somente uma das amostras (7,7%), onde o
pleomorfismo nuclear foi considerado reduzido, foi classificada como carcinoma
pouco diferenciado.

De acordo com o parametro niumero de mitoses, 54% das amostras estavam
em conformidade com o descrito pela OMS e 46% dos resultados encontrados
divergiram entre os grupos classificados. Das seis amostras que divergiram,
somente uma apresentou diferenca importante, pois havia menos de duas mitoses
por campo quando deveria apresentar mais de cinco.

Em relacdo ao parametro morfolégico presenca de pérolas de queratina, 23%
das amostras analisadas apresentaram divergéncias quando classificadas de acordo
com OMS: nos tumores bem diferenciados, onde deveria haver numerosas pérolas
de queratina, duas amostras variaram de pouco a moderada presenca e, nos
tumores pouco diferenciados, uma amostra apresentou numerosas pérolas de
gueratina. Quanto a presenca de pontes intercelulares, estas estdo relacionadas

com a presenca de pérolas de queratina, ou seja, quando esta se encontra em maior
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namero, a presenca de pontes intercelulares é mais evidente e quando o numero de
pérolas é reduzido ou ausente, as pontes intercelulares ndo sdo evidentes,
tornando-se aparentes e, em alguns casos, encontram-se ausentes.

Em relacdo aos demais parametros morfolégicos analisados, estes foram
considerados secundarios e somente serviram de auxilio para a interpretacdo da
classificacao (Quadro 2).

Quadro 2 — Parametros morfologicos secundarios para a caracterizacdo do CCE de cdes de 13
amostras selecionadas do Laboratdrio de Patologia Animal da PUCPR no periodo de 1996 a 2009.

Amostras |Estroma |Corddes/Fileiras [Populagdo Densa |Estagio de Invasdo [Metaplasia |Infiltrado Inflamatério |Classificagdo
461 Sim Nio N3o Derme Profunda Nio Linfoplasmocitario Bem Diferenciado
2028 [Sim Sim Sim Derme Profunda Nao Misto (Linf. + Neutrof.) [Bem Diferenciado
675 Sim Ndo Nao Derme Profunda Ndo Linfoplasmocitario Bem Diferenciado
3113 [Sim Sim Sim Derme Profunda Ndo Linfoplasmocitario Bem Diferenciado
576 Sim Ndo Sim Derme Reticular Ndo Misto (Linf. + Neutrof.) [Bem Diferenciado
3620 [Sim Ndo Sim Derme Reticular Ndo Linfoplasmocitario Mod. Diferenciado
1939 |[Sim Sim Sim Derme Profunda Ndo Linfoplasmocitario Mod. Diferenciado
3465 [Sim Sim Sim Derme Profunda Ndo Linfoplasmocitario Mod. Diferenciado
444 Sim Sim Sim Derme Profunda Nao Neutrofilico Mod. Diferenciado
928 Sim Ndo Sim Derme Profunda Ndo Linfoplasmocitario Mod. Diferenciado
107 Ndo Ndo Ndo Derme Reticular Ndo Ausente Pouco Diferenciado
861 Sim Sim Sim Derme Profunda Ndo Neutrofilico Pouco Diferenciado
318 Sim Sim Sim Derme Profunda Ndo Linfoplasmocitario Pouco Diferenciado

Os cinco tumores classificados como bem diferenciados (Quadro 3) foram
classificados principalmente por apresentarem: (1) pleomorfismo celular e nuclear
reduzido (Figura 5), (2) numero de mitoses reduzido (Figura 5) e (3) presenca de
pérolas de queratina (Figura 6) com pontes intercelulares evidentes. Dentre as
amostras analisadas, a principal divergéncia foi no nimero de pérolas de queratina,
que deveriam ser numerosas, mas que em dois casos estavam como poucas ou
moderadas. Em relacdo aos demais parametros (quadro 2), trés tumores
apresentaram infiltrados inflamatérios linfoplasmocitario na periferia do tumor e dois
apresentaram infiltrados misto (linfoplasmocitario e neutrofilico. Todos os tumores
apresentaram estroma e somente em dois a presenca de corddes/fileiras foi
detectada. Em relacdo ao estagio de invasdo, quatro amostras invadiram a derme

profunda e uma a derme reticular. Nenhuma das neoplasias apresentou metaplasia.
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Quadro 3 — Grupo de cinco amostras de cées classificadas como CCE bem diferenciados a partir de
13 amostras selecionadas do Laboratério de Patologia Animal da PUCPR no periodo de 1996 a 2009.

461 Pouco Pouco Pouco Pouco Evidente Bem Diferenciado
2028 Pouco Moderado Numerosas Evidente Bem Diferenciado
675 Pouco Pouco Numerosas Evidente Bem Diferenciado
3113 Pouco Pouco Numerosas Evidente Bem Diferenciado
576 Pouco Pouco Moderado Pouco Evidente Bem Diferenciado

Legenda: * Objetiva de 40x, © Objetiva de 10x. Pouco (0-2), Moderado (3-5) e Numerosas (>5).
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al

foram

classificados por apresentarem: (1) pleomorfismo celular e nuclear moderado (Figura

7), (2) nameros de mitose variando de pouco a moderado (Figura 7), (3) presenca

moderada de pérolas de queratina (Figura 8) e (4) pontes intercelulares aparentes.

Em relacdo aos outros parametros (quadro 2), duas amostras ndo apresentaram

corddes/fileiras; uma das amostras apresentou estagio de invasao no nivel da derme

reticular e outra apresentou estagio de invasao tdo profundo que chegou a invadir a

camada 6ssea. Nenhuma das amostras evidenciou a presenca de metaplasia. Este

grupo foi o tnico que nao apresentou divergéncias dentro dos parametros principais.

Quadro 4 — Grupo de cinco amostras de caes classificadas como CCE moderadamente diferenciados
a partir de 13 amostras selecionadas do Laboratério de Patologia Animal da PUCPR no periodo de
1996 a 2009.

Amostras

Pleomorfismo Nuclear®

Numero de Mitoses®

Pérolas de Queratina’

Pontes Intercelulares®

Classificagdo

3620 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. Diferenciado
1939 Moderado Moderado Moderado Pouco Evidente Mod. Diferenciado
3465 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. Diferenciado
444 Moderado Moderado Moderado Evidente Mod. Diferenciado
928 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. Diferenciado

Legenda: * Objetiva de 40x, ? Objetiva de 10x. Pouco (0-2), Moderado (3-5) e Numerosas (>5).



Figura 7: C&o. Pele. Microfotografia de CCE moderadamente diferenciado. Area
apresentando pleomorfismo celular e nuclear moderado e nimero de mitoses
(setas) moderado. HE. Obj. 40x.

Figura 8: C&o. Pele. Microfotografia de CCE moderadamente diferenciado.
Presenca moderada de pérolas de queratina (centro). HE. Obj. 10x.
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Dos trés tumores classificados como pouco diferenciados (quadro 5), dois
foram classificados por apresentarem: (1) pleomorfismo celular e nuclear
pronunciado (Figura 9) e (2) numero de mitoses variando de moderado a alto, com
presenca de mitoses atipicas (Figura 10). Pontes intercelulares evidentes e
presenca de pérolas de queratina variando de pouco a numerosas também foram
observados, divergindo, portanto, da classificacdo proposta pela OMS. Em relacéo
aos demais parametros (quadro 2), as duas amostras caracterizadas como pouco
diferenciadas, neste estudo, apresentaram estroma, corddes/fileiras, populacao
densa, auséncia de metaplasia e invasao da derme profunda. Quanto ao tipo de
infiltrado  inflamatério, uma amostra apresentou infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario e a outra infiltrado neutrofilico. O outro tumor classificado como
pouco diferenciado foi classificado por ndo apresentar pérolas de queratina (Figura
11) e pontes intercelulares, apesar de divergir no pleomorfismo nuclear e celular e
numero de mitoses. Em relacdo aos outros parametros analisados este tumor nao
apresentou estroma, corddes/fileiras, populacdo densa, metaplasia e infiltrado

inflamatorio. O estagio de invasao foi no nivel da derme reticular.

Quadro 5 — Grupo de trés amostras de cées classificadas como CCE pouco diferenciados a partir de
13 amostras selecionadas do Laboratério de Patologia Animal da PUCPR no periodo de 1996 a 2009.

Amostras |Pleomorfismo Nuclear!| Nimero de Mitoses® [Pérolas de Queratina?®| Pontes Intercelulares® Classificagdo
¢

107 Pouco Pouco Ausente N&o Evidente Pouco Diferenciado
861 Alto Numerosas Numerosas Evidente Pouco Diferenciado
318 Alto Moderado Pouco Pouco Evidente Pouco Diferenciado

Legenda: * Objetiva de 40x, ? Objetiva de 10x. Pouco (0-2), Moderado (3-5) e Numerosas (>5).
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Figura 9: C&o. Pele. Microfotografia de CCE pouco diferenciado. Area
apresentando alto pleomorfismo nuclear e celular. HE. Obj. 40x.

Figura 10: C&o. Pele. Microfotografia de CCE pouco diferenciado. Area
apresentando alto pleomorfismo nuclear e celular e alto nimero de mitoses
(setas pretas) incluindo mitoses atipicas (seta vermelha). HE. Obj. 20x.
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Figura 11: Cé&o. Pele. Microfotografia de CCE pouco diferenciado. Area
apresentado auséncia de pérolas de queratina. HE. Obj. 10x.

3.6 IMUNOISTOQUIMICA

Das 13 amostras selecionadas para a avaliacdo histolégica, somente sete
foram processadas na analise imunoistoquimica, devido a quantidade de material

existente nos blocos de parafina.
3.6.1 Anélise imunoistoquimica da p53

Das sete amostras selecionadas, nenhuma delas apresentou expressao
positiva para a p53 (Figura 12).

O controle positivo feito com tecido neoplasico humano apresentou a
coloragdo castanha esperada para a expressdo da p53 conforme pode ser

observada na figura 13.
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3.6.2 Anédlise imunoistoquimica da e-caderina

Assim como a p53, ndo foi encontrada expresséo positiva para a e-caderina
nas sete amostras analisadas. Algumas das amostras apresentaram marcacao fraca
para e-caderina na pele normal (Figura 14), porém nenhuma na epiderme
neoplasica (Figura 15). O controle positivo foi feito utilizando uma amostra de

amigdala humana e apresenta coloracao castanha (Figura 16).

AN 0 AREE Weslas., LA S0N T SRETRN DR
Figura 14: Céo. Pele. Microfotografia de CCE. Imunoistoquimica para e-caderina.
Marcacéo fraca (seta laranja) para e-caderina. Obj. 10x.



Figura 15: Cé&o. Pele. Micrfotografia de C.' munostoquiica par e-caderina.
Marcacédo negativa. Obj. 20x.

e R
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Figura 16: Humano. Amigdala. Imunoistoquimica para e-caderina. Controle

Positivo (coloracdo castanha). Obj. 10x.
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3.6.3 Anélise imunoistoquimica da MMP-2 e -9

Nos carcinomas de células escamosas estudados, as metaloproteinases
imunomarcadas foram evidenciadas, ao microscépio de luz, como uma pigmentacao
acastanhada. A positividade foi observada principalmente nas células tumorais, com
marcacao predominantemente citoplasmatica e ocasionalmente nuclear.

A intensidade da pigmentacdo e a proporcdo de células expressando as
metaloproteinases investigadas foram heterogéneas. Em alguns casos, extensas
areas da massa tumoral exibiram positividade, enquanto em outros, apenas alguns
corddes celulares ou células neopléasicas dispersas se mostraram marcadas.

Foi observada marcacdo das metaloproteinases, com frequéncia variavel, em
fiboras musculares, glandulas sebaceas e fibras colagenas (Figura 17). O epitélio
adjacente ocasionalmente exibiu imunopositividade para as metaloproteinases

estudadas.

Figura 17: Ci . Microfotografia de epirme néo nelésica.
Imunoistoquimica para MMP-2. . Marcag¢do (0) ou ausente. Presenca de
marcagao positiva para a glandula sebacea (seta).Obj. 20x
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Das sete amostras analisadas, em quatro (57,1%) foi detectada a expressao
da MMP-2 e em trés (42,9%) nao foi detectada a expressdo da MMP-2. Dentro das
guatro amostras consideradas positivas para a MMP-2, o grau de expressao variou
de fraca (+) a forte (+++). Os resultados encontrados estdo demonstrados nas

figuras 18 a 21.

Figura 18: Céo. Pele. Microfotografia de CCE. Inoistquimica para MMP-2.
Marcacéo (0) ou Negativa. Obj. 20x
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Figura 19: Céo. Pele. Mirfotografiad CC. Im'unistouiica':bara MMP-2.
Marcacéo + ou fraca (coloragdo bege) (setas). Obj. 10x.

o

e

Figura 20: C&o. Pele. Microotografia de CCE. Imunoistoqumica‘ para MMP-2.
Marcacao (++) ou moderada (coloracao castanha) (setas). Obj 20x.
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Figura 21: Cdo. Pele. Microfotografia de CCE. Imunoistoquimica para MMP-2.

Marcacéo (+++) ou forte (coloracdo castanha escura) (setas). Obj. 10x.

Com relacdo a expressdao da MMP-9, das sete amostras analisadas, quatro
(57,1%) foram consideradas positivas e trés (42,9%) negativas. Das quatro amostras
positivas a intensidade variou de fraco (+) a forte (+++). Os resultados das amostras
estdo demonstrados nas figuras 22 a 25.
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Figura 22: Céo. Pele. Microfotografi CCE quimica para MMP-9.
Marcacéo (0) ou negativa. Obj. 10x.

Figura 23: Cao. Pele. Microoogrfia de CCE. mnohistoquimica para MMP-9.
Marcacao (+) ou fraca (coloracdo bege) (seta). Obj. 20x.
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Figura 25: Cao. Pele. Microfotografia de CCE. Imunoistoquimica para MMP-9.

Marcacao (+++) ou forte (coloracdo castanha escura) (seta preta). Obj. 20x.
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As amostras, ao serem agrupadas de acordo com o grau de maliginidade e a
analise da expressdo imunoistoquimica das metaloproteinases nas células
neoplasicas, demonstraram positividade para as MMPs nas classificadas como bem
diferenciadas. Nas amostras classificadas como moderadamente diferenciadas, a
expresséo foi considerada como ausente (tabela 1).

Tabela 1: Relagdo das sete amostras de CCE de c8es analisadas pela
imunoistoquimica para a MMP-2 e -9 e a classificacéo histologica.
Amostras Marcacdo MMP-  Marcacdo MMP-9  Classificagdo

2
461 ++ ++ Bem Diferenciado
2028 + ++ Bem Diferenciado
675 ++ +++ Bem Diferenciado
3113 + + Bem Diferenciado
3620 0 0 Mod. Diferenciado
1939 0 0 Mod. Diferenciado
3465 0 0 Mod. Diferenciado

MMP-Metaloproteinase de matriz extracelular

4 DISCUSSAO

Dentre as especialidades veterinarias que atualmente se destacam, esta a
dermatologia (SCOTT et al.,, 2001) e a oncologia (MACEWEN, 2001). Acredita-se
gue hoje, entre 20% e 75% dos atendimentos veterinarios realizados em clinicas e
hospitais estejam relacionados com problemas dermatolégicos (SCOTT et al., 2001).
Isso se deve principalmente ao fato de que alteracdes de pele chamam a atencao
dos proprietarios e causam repulsa, fazendo com que se procure auxilio veterinario
(CONCEICAQ et al., 2004).

A pele e o tecido subcutaneo constituem os locais mais comuns de neoplasia
em cées (cerca de 30%). Os caes sofrem com um ndmero muito maior de tumores
cutaneos que os gatos (WILKINSON; HARVEY, 1996). Além disso, ha uma grande
variedade de tumores de pele descrita em cdes (PULLEY; STANNARD, 1990;
GOLDSCHMIDT; SHOFER, 1992; YAGER; SCOTT, 1993; YAGER; WILCOCK,
1994; SCOTT et al.,, 2001; GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002; GROSS et al.,
2005), o que dificulta aos clinicos de pequenos animais conhecerem todas essas
condicoes.

Dentre essa vasta variedade de tumores de pele em caes, destaca-se o
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Carcinoma de Células Escamosas que constitui o segundo tumor de pele mais
comum em cdaes, seguido do mastocitoma. A incidéncia de CCE corresponde de 3%
a 20% das neoplasias cutaneas (BEVIER; GOLDSCHMIDT, 1981; GOLDSCHMIDT;
SHOFER, 1992), sendo esta variacdo um reflexo da localizacdo geografica. Neste
estudo, foi encontrada uma prevaléncia maior do CCE em cées, representando 43%
das amostras analisadas, quando comparada com as outras espécies. Esta
neoplasia destaca-se por ser a forma mais comum de carcinoma da pele e por ter a
exposicao prolongada de radiacdo ultravioleta como uma das suas etiologias mais
provaveis, tornando o Brasil um pais favoravel para o aparecimento deste tumor, ja
gue no pais o clima predominante é o tropical.

Conforme relatos de Goldschmidt e Schofer (1992) e Yager e Scott (1993), o
carcinoma de células escamosas pode ocorrer em animais com menos de trés anos,
variando de 5 a 15 anos, sendo a média de idade 10 anos. Neste estudo também
ficou evidenciada uma grande variacdo de idade dos cées afetados (2-13 anos),
sendo a média encontrada de 6,4 anos.

Quanto a raca dos animais afetados com CCE nesse estudo, a maior
incidéncia foi em cées sem raca definida (SRD), seguido pelos cées da raca Boxer,
compativel com o estudo realizado por Strafuss et al. (1976), Rothwell et al. (1987) e
Barros et al. (2008), onde cées de racas que ndo tem pelagem branca como os da
raca Boxer estdo entre as racas predisponentes ao CCE. A alta taxa de incidéncia
dos tumores em cées sem raca definida (SRD) pode ser explicada pelo fato dos
atendimentos ocorrerem em hospital-escola, como € o caso da Unidade Hospitalar
de Animais de Companhia da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, origem da
maioria dos materiais enviados ao Laboratério de Patologia Animal.

Observando o sexo dos animais, tanto as fémeas quanto os machos foram
acometidos, ainda que com maior percentagem nas fémeas, confirmando que
guando se trata de neoplasias cutaneas como o CCE nao héa distincdo entre o sexo
dos animais acometidos, conforme descrito por Scott et al. (1995), Goldschmidt e
Hendrick (2002) e Souza et al. (2006).

No que diz respeito a localizacdo das neoplasias, a maior incidéncia foi na
regido abdominal, devido ao fato de que das seis amostras encontradas nesta
regido, cinco eram de cadelas e duas destas estavam localizadas na glandula
mamaria, local considerado por muitos autores como sendo 0 mais comumente

encontrado para a formacdo de tumores mamarios em cadelas (ALLEN et al., 1986;
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LOAR, 1992; PIRES et al., 2003; STRATMANN et al., 2008). Os tumores de mama
representam aproximadamente 52% de todas as neoplasias na cadela, sendo que
50% delas s&o malignas. E, dentre as malignas, cerca de 50% s&o o0s carcinomas,
incluindo o carcinoma de células escamosas (RUTTEMAN et al., 2007).

O segundo local mais acometido foi a regido da bolsa escrotal, seguido do
membro pélvico. De acordo com Scott et al. (2001), tumores na regido do prepucio e
pénis ndo séo raros, principalmente naqueles animais que possuem essa regiao
despigmentada e desprovida de pélos, sendo que sua prevaléncia aumenta com o
efeito da radiacdo solar. Com relacdo as duas amostras localizadas no membro
pélvico, uma apresentou lesdo na parte interna da coxa, proxima a regiao inguinal,
condizendo com os resultados encontrados por Goldschmidt e Hendrick (2002),
White (1994), Scott et al.(1995) e Souza et al. (2006), onde cées de pelagem clara,
como o caso do Boxer, podem apresentar a neoplasia nas regides cutaneas
abdominal e inguinal, dado o habito de exposicdo solar em decubito ventral e
hipopigmentacédo da regido abdominal.

Em relacdo ao CCE encontrado no leito ungueal do 3° digito, Liu e Hohn
(1968), O’Brien et al. (1992), Marino et al. (1995), Henry et al. (2005), Withrow e
Macewen (2007) e Wobeser et al. (2007) descreveram que este tipo de neoplasia é
normalmente encontrada em caes, representando mais de 30% das neoplasias
encontradas neste local, neste estudo uma amostra (7,69%) apresentou CCE em
leito ungueal. Também de acordo com estes autores, 0s carcinomas subungueais
séo localmente invasivos, com evidéncias radiograficas de lise 6ssea e formacéo de
novo 0sso periosteal em 80% dos cdes acometidos. A taxa metastatica relatada do
CCE  digital e variavel dentro da literatura veterinaria, com relatos
de taxa de metastatizacdo variando de 4,7% a 24,1% (BYERS; FLEISCHMAN, 1984;
SCOTT; MILLER, 1992). De acordo com Goldschimidt e Thrall (1985) e Goldschimidt
e Schofer (2005), o que se encontra histologicamente € uma extensa area de
destruicdo do tecido 6sseo com invasdo do tecido subungueal por corddes de
células epiteliais escamosas neoplasicas; essas células variam em grau de
diferenciacdo, mas na maioria das vezes formam grandes pérolas de queratina,
confirmando assim os achados encontrados neste estudo.

Os outros locais atingidos pelo CCE foram a pele da regido cervical, regiao
gue esta altamente exposta a radiacdo ultravioleta, principal causa do aparecimento

de CCE em caes e a palpebra. De acordo com Slatter (2005), o CCE pode ter
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origem palpebral, embora seja pouco descrito em cées, representando apenas 2,5%
de 202 casos estudados. Histologicamente o carcinoma de células escamosas de
palpebra pode ser classificado como bem diferenciado ou pouco diferenciado.
Tumores bem diferenciados possuem células epiteliais poligonais grandes
semelhantes as células da camada espinhosa, com pontes intercelulares, contendo
muitas vezes, pérolas de queratina. Tumores pouco diferenciados sédo altamente
anaplasicos e tem pequenas células hipercroméaticas com pouca queratinizacao
(KIRCHER et al., 1974).

Na medicina humana, existem atualmente cinco formas de classificacao
histolégica para os carcinomas de células escamosas Essas classificagfes surgiram
na tentativa de explicar o comportamento biologico discrepante de tumores com
caracteristicas clinicas semelhantes.

As cinco classificagdes utilizadas séo: classificacdo descritiva de 1920 de
Broders de 1920 (1941), baseada no grau de diferenciacdo celular, onde os
carcinomas foram divididos em quatro graus, variando de 1 a 4; o sistema
multifatorial de Anneroth e Hansen (1984); o sistema de gradacdo das margens
invasivas proposto por Bryne et al. (1989); a avaliacdo histopatolégica de risco
desenvolvida por Brandwein-Gensler et al. (2005) e o sistema de gradacao
histopatoldgica desenvolvido por Wahi (1971), publicado pela OMS, e revisado por
Barnes et al. (2005), que baseia na classificacdo da neoplasia através de seu grau
de malignidade, dividindo-se em trés categorias: bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e pouco diferenciados (LOURENCO et al., 2007). Nesta classificacédo
da OMS, os bem diferenciados foram assim denominados quando sua arquitetura
tecidual se assemelhou a um padrdo normal de epitélio escamoso. Ja aqueles que
se mostraram pouco diferenciados, caracterizaram-se pelo predominio de células
imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas, bem como minima queratinizacao.
Os CCEs moderadamente diferenciados apresentaram certo grau de pleomorfismo
nuclear, atividade mitotica e pouca queratinizacdo (BARNES et al., 2005).

Na medicina veterinaria, o sistema de gradacao que vem sendo utilizado para
a classificacdo do CCE é aquele adotado pela OMS e desenvolvido por Weiss e
Frese (1974) que classifica o CCE em bem diferenciados, diferenciados e pouco
diferenciado. H& também o sistema de gradacdo de Broders descrito por
Goldschmidt e Schoffer (1992) onde o CCE é dividido em quatros graus histoldgicos:

grau | ou bem diferenciado, quando apresenta numerosas “pérolas de queratina” e
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pontes intercelulares claramente evidentes com minima atividade mitética e
pleomorfismo nuclear; grau Il e Ill ou moderadamente diferenciados, quando
apresenta “pérolas de queratina” ocasionais, pobres definicbes de pontes
intercelulares e moderada atividade mitGtica e hipercromatismo nuclear; e grau IV ou
pouco diferenciado, quando mostra pouca diferenciagdo escamosa, mas com
acentuada atividade mitotica, pleomorfismo nuclear e hipercromatismo. As 13
amostras, se classificadas pelo sistema de Broders, também seriam: cinco CCEs
grau | ou bem diferenciados, cinco CCEs grau Il e/ou lll ou moderadamente
diferenciados e trés CCEs grau IV ou pouco diferenciados.

Segundo estudos realizados por Costa et al. (2002) e Dantas et al. (2003) em
carcinomas epidermdides orais em humanos ha uma tendéncia de que, na gradacao
histopatoldgica da OMS, por apresentar apenas trés graus, a maioria dos tumores
seja classificado no grau intermediario, o que ndo ocorreu neste estudo.

O parametro morfologico mais importante para a classificacdo do CCE em
caes observado neste estudo foi o pleomorfismo nuclear e celular, que apresentou
pouca divergéncia (7,7%) quando comparado aos parametros numero de mitoses,
pérolas de queratina e pontes intercelulares (23-46%). Na literatura, o enfoque
principal € sempre a classificacao histologica (PARADIS et al., 1989; ESPLIN et al.,
2003; BARROS et al., 2008), ndo havendo dados sobre analise dos parametros
morfoldgicos, como o realizado neste estudo.

A classificacdo histologica realizada neste estudo apresentou algumas
divergéncias com a classificacdo proposta pela OMS. As divergéncias encontradas
podem indicar a necessidade de analises mais precisas destes parametros
morfoldgicos para a classificacdo de CCE em cdaes, ja que um erro de diagndstico
pode prejudicar a conduta terapéutica do médico veterinario. Portanto, mais estudos
precisam ser realizados a fim de se chegar a um consenso sobre a classificacdo
histopatoldégica que possua maior poder preditivo e que preencha todas as
caracteristicas importantes para a classificacao.

Das amostras analisadas, a de numero 107 localizada na palpebra de um
cdo, macho, raca Boxer e com 11 anos, foi classificada como pouco diferenciada,
apesar de apresentar pouco pleomorfismo celular e nuclear e niumero reduzido de
mitoses acima da camada basal, o que a classificaria como CCE bem diferenciado.
Esta amostra assim como a amostra analisada por Montiani-Ferreira et al. (2008) em

um carcinoma de células escamosas de coOrnea, ndo apresentou pérolas de
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queratina, apesar de apresentar células epiteliais poligonais com nucleos grandes
com citoplasma eosinofilico abundante, caracteristicas do CCE.

Com relacdo a andlise imunoistoquimica, a auséncia de expressao da
proteina p53 pode ter ocorrido devido ao processamento das amostras utilizadas
neste estudo, que podem ter sido fixadas por muito tempo no formaldeido, principal
fixador utilizado na rotina histolégica e imunoistoquimica (RAMOS-VARA, 2005). De
acordo com Hayat (2002), a fixacdo excessiva pode produzir resultados falso-
negativos devido a um excesso de reaglBes cruzadas. Outra hipétese, além do
processamento, € o fato de que o anticorpo utilizado neste experimento ndo era
especifico para cdes. Conforme Ruiz et al. (2005), a maior dificuldade no uso da
imunoistoquimica na patologia veterinaria tem sido a falta de anticorpos especificos
para os tecidos animais. Neste caso, a utilizacdo de anticorpos nao especificos pode
ter ocasionado um resultado negativo nas amostras analisadas. No caso da e-
caderina, a expressdo pode ser visualizada tanto no epitélio neoplasico como no
epitélio ndo neoplasico, porém com menos intensidade. Neste estudo néao foi
observada a expressao da e-caderina no carcinoma das amostras analisadas; o que
pode ser observado foi uma expressao muito reduzida da e-caderina em epitélio nédo
neoplasico. A auséncia da expressdo e-caderina poderia ser explicada pelas
mesmas razdes citadas para a p53.

A expressdo das MMPs -2 e -9 foram detectadas tanto na epiderme néo
neoplasica como na epiderme neoplasica. Na epiderme néo neoplasica, a expressao
das MMPs foi identificada nos queratindcitos das camadas basais, nas glandulas
sebaceas e no tecido conjuntivo. Esses achados tém sido descritos por outros
autores em epiderme de pele ndo associada a neoplasia, fato que tem sido
interpretado como expressdo antigénica constitutiva (MONHIAN, 2005; RAITIO,
2005; RIBEIRO et al., 2008).

As metaloproteinases -2 e -9 sdo capazes de clivar o colageno tipo IV, que é
o principal constituinte da membrana basal, primeira barreira para a progressao de
células epiteliais neoplasicas. Isto parece ser possivel porque a atividade das
metaloproteinases nas células tumorais enfraquece a membrana basal epitelial e
endotelial, no qual o colageno tipo IV representa o principal componente estrutural.
Desta forma, as gelatinases desempenham um importante papel nos processos de
invasao tumoral e metastase (HONG et al., 2000; LEV et al., 2002; TSAI et al., 2003;

RAUVALA et al.,, 2005). Um achado interessante neste estudo e relatado também
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por Paparella et al. (1997 e 2002) foi a imunomarcacdo das MMP-2 e -9 nas células
fibroblasticas localizadas perto da infiltracdo de células neoplésicas. Zucker e
Biswas (1994) demonstraram que as células cancerigenas induzem os fibroblastos a
produzirem as metaloproteinases, por meio de fatores estimuladores de colagenase
do tumor. De acordo com estes autores, as MMPs séo sintetizadas e secretadas
pelas células mesenquimais e absorvidas pelas células neoplasicas.

A reacdo positiva de quatro amostras para as metaloproteinases 2 e 9 (nao
encontrada nas outras proteinas) pode ser em funcdo da homologia existente entre
as espécies (SANG; DOUGLAS, 1996; COUGHLAN et al., 1998). Por exemplo, a
MMP-2 possui 96-98% de homologia entre ratos; camundongos; coelhos; seres
humanos e bovinos; e a MMP-9 possui de 75-85% homologia entre as mesmas
espécies citadas (LANA et al., 2000).

Um importante fator prognostico para o comportamento das neoplasias é o
grau histolégico ou grau de malignidade. O atual potencial metastatico do CCE é
desconhecido, mas acredita-se que o carcinoma pouco diferenciado possua um
prognostico mais desfavoravel que as demais classificacbes. Assim sendo, ao se
tentar relacionar o grau de malignidade com a expressdo das metaloproteinases,
observou-se neste estudo que das quatro amostras consideradas positivas para
ambas as MMPs todas foram classificadas como bem diferenciadas e as trés
amostras negativas para ambas as MMPs foram classificadas como moderadamente
diferenciadas. Apesar de encontrar uma relacdo entre as classificacbes e a
expressdo, o que poderia indicar que CCEs bem diferenciados apresentam um
poder de invasao maior que os moderadamente diferenciados, indicando que se nao
retirados no inicio do desenvolvimento do tumor poderiam tornar-se um CCE pouco
diferenciado e levar a um prognéstico mais desfavoravel ao paciente, este estudo
nao permite concluir se houve uma correlacéo significativa entre a expressao das
MMPs e o grau de malignidade do CCE, devido um numero pequeno de amostras.
Outros autores relataram ndo encontrar correlacdo entre a imunoreatividade das
MMPs e o grau histolégico dos tumores, como por exemplo, Lana et al. (2000) em
osteossarcoma canino, Leibman et al. (2000) em mastocitoma canino e Papparella

et al. (2002) em carcinomas mamarios caninos.
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5 CONCLUSAO

O parametro morfolégico considerado o mais importante neste estudo foi o
pleomorfismo nuclear e celular que se manteve consistente na maioria das
amostras, divergindo somente em uma das treze amostras analisadas. Numero de
mitoses, presenca de pérolas de queratina e pontes intercelulares apresentaram
divergéncias, porém, em niumero maior de amostras que o pleomorfismo nuclear e
celular. Parametros como presenca de cordbes ou fileiras, populacdo densa de
células neoplésicas, estroma, metaplasia, tipo de infiltrado inflamatério e estagio de
invasdo foram considerados secundarios a classificacao.

Com relacdo a imunoistoquimica, a auséncia de expressdo da p53 e e-
caderina em carcinoma de células escamosas de caninos encontradas neste estudo
nao permite afirmar que essas proteinas ndo sao expressas neste tumor, visto que
0s anticorpos ndo eram especificos para cdes. Além disso, a falta de dados sobre a
fixacdo das amostras realizadas previamente a imunoistoquimica também poderia
explicar a auséncia de expressao destas proteinas.

Quanto as metaloproteinases -2 e -9, os achados imunoistoquimicos
encontrados neste estudo sugerem que as MMPs sintetizadas pelas células
neoplasicas tenham um papel importante no comportamento agressivo do carcinoma
de células escamosas de cdes e que o0 emprego destes marcadores na rotina da
histopatologia veterinaria poderia ser um indicador de progndstico para o carcinoma

de células escamosas em caes.
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