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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) € um dos tumores cutaneos malignos mais comuns
em todas as espécies animais, assim como na espécie humana, podendo acometer desde
animais jovens a idosos. Tem desenvolvimento associado a fatores ambientais como
exposicdo prolongada aos raios solares e hipopigmentagdo epidermal. Os estudos revelam
que, 80% das neoplasias malignas tém origem em estimulos ambientais, em decorréncia a
exposicdo a carcindgenos. Apesar da etiologia multifatorial, a busca pelo esclarecimento das
causas e dos mecanismos de evolucao do cancer deve ser incessante, pois inimeras neoplasias
podem ser prevenidas, especialmente quando induzidas por fatores exdgenos. Assim, este
trabalho teve por objetivo estudar o CCE cutaneo canino a luz dos diferentes padrdes
histomorfoldgicos da neoplasia, avaliando o seu imunofen6tipo quanto aos receptores do fator
de crescimento epidérmico EGFR e c-erbB2. Para tal, foram avaliadas os casos de CCE
canino provenientes do arquivo do Setor de Patologia Animal da EVZ/UFG no periodo de
2006 a 2015. Para o estudo epidemiologico foram consideradas as informacdes de registro,
incluindo raca, sexo, idade e localizacdo anatbmica. Quanto a avaliacdo histomorfoldgica e
critérios de malignidade, as lesdes foram classificadas de acordo com o sistema preconizado
por Miiller ¢ Kirk’s. Para o estudo imunoistoquimico foram utilizados os anticorpos anti-
EGFR (HERL1) e anti-c-erbB-2 (HER2), com o intuito de melhor compreender a participagéo
dessas proteinas nos mecanismos envolvidos na génese, proliferacdo e evolucdo do CCE em
caes. Considerando as analises histomorfoldgica e imunofenotipica foi testada a correlacdo
entre suas variaveis, sendo constatada correlacao entre a imunomarcacdo para EGFR e o grau
de diferenciacdo do CCE (r=0,26; p=0,02). Por outro lado, ndo houve correlacdo entre a
imunomarcacao de c-erbB2 e a diferenciacdo histomorfologica (r=0,02; p=0,83). Quando
testada a correlagdo entre as imunomarcacdes de EGFR e c-erbB2, também foi observada
correlacdo positiva, porém sem significancia estatistica (r=0,21; p=0,06). Conclui-se que ha
propensdo de que o0 aumento na imunoexpressao de EGFR seja diretamente proporcional ao
grau de diferenciacdo do CCE, sendo que o mesmo ndo ocorre com a imunomarcacao de c-
erbB2. Também, os CCE em cdes parecem apresentar aumento simultaneo da imunomarcacgao
dos receptores de EGF.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular, HER1, HERZ2, fator de crescimento epidérmico,
imunoistoquimica, cées, oncologia.
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ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is one of the most common malignant cutaneous tumors in
all species, as well as in the human species, ranging from young animals to the elderly. It has
development associated with environmental factors such as prolonged exposure to solar rays
and epidermal hypopigmentation. According to the literature, 80% of malignancies originate
in environmental stimuli, due to exposure to carcinogens. Despite the multifactorial etiology,
the search for clarification of the causes and mechanisms of cancer evolution must be
incessant, since innumerable neoplasms can be prevented, especially when induced by
exogenous factors. The aim of this study was to study canine cutaneous SCC in the light of
different histomorphological patterns of the neoplasia, evaluating its immunophenotype
response to EGFR and c-erbB2 epidermal growth factor receptors. For that, the cases of
canine SCC were analyzed from the archive of the Animal Pathology Sector of the EVZ /
UFG from 2006 to 2015. For the epidemiological study, registration information was
considered, including breed, sex, age and anatomical location. Regarding the
histomorphological evaluation and malignancy criteria, the lesions were classified according
to the system recommended by the Miiller e Kirk’s. Anti-EGFR (HER1) and anti-c-erbB-2
(HER2) antibodies were used for the immunohistochemical study to better understand the role
of these proteins in the mechanisms involved in the genesis, proliferation and evolution of
SCC in dogs. Considering the histomorphological and immunophenotypic analyzes, the
correlation between its variables was tested, and a correlation was verified between the EGFR
immunostaining and the degree of SCC differentiation (r = 0.26, p = 0.02). On the other hand,
there was no correlation between c-erbB2 immunostaining and histomorphological
differentiation (r = 0.02; p = 0.83). When the correlation between EGFR and c-erbB2
immunoblots was tested, a positive correlation was also observed, but not statistically
significant (r = 0.21, p = 0.06). It is concluded that there is a propensity that the increase in
EGFR immunoexpression is directly proportional to the degree of SCC differentiation, and
that it does not occur with c-erbB2 immunostaining. Also, SCCs in dogs seems to exhibit
simultaneous increase of EGF receptor immunostaining.

Keywords:  Squamous cell carcinoma, HER1, HER2, epidermal growth factor,
immunohistochemistry, dogs, oncology.



1. INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) é uma das neoplasias epiteliais
malignas de maior ocorréncia em diferentes espécies, com principal incidéncia em paises de
regides tropicais devido a exposicdo prolongada a radiacdo solar. O cdo, uma espécie animal
que apresenta a enfermidade com caracteristicas semelhantes aos humanos, tem sido utilizado
como modelo experimental para o estudo dessa neoplasia em suas diferentes apresentacoes.

O CCE é diagnosticado a partir do exame histopatoldgico e classificado com base
na sua histomorfologia em bem diferenciado, quando apresenta numerosas pérolas de
queratina e pontes intercelulares claramente evidentes, com minima atividade mitética e
pleomorfismo nuclear; moderadamente diferenciado, quando apresenta pérolas de queratina
ocasionais, pobres definicbes de pontes intercelulares, moderada atividade mitética e
hipercromatismo nuclear; e pouco diferenciado, quando mostra pouca diferenciacdo
escamosa, mas com acentuada atividade mitética, pleomorfismo nuclear e
hipercromatismo*#*3*4,

Aliado a histopatologia, os marcadores imunistoquimicos, além do propdsito de
diagnostico, tém sido utilizados para avaliar o potencial de transformacdo maligna e a
evolugdo do CCE®. Estudos tém comparado a imunomarcagdo em leses in situ e invasivas,
bem como naquelas metastaticas, levando a acreditar que alteracfes na imunoexpressao dos
mesmos podem estar relacionadas ao aumento do potencial de agressividade®?".

Diante disso, a melhor compreensdo da biologia do cancer permite progresso
notavel no manejo clinico da doenca neoplasica. Isso é resultado do crescente conhecimento
acerca das estruturas moleculares e vias de sinalizacdo de receptores tirosina quinase, 0 que
levou ao desenvolvimento de diversas terapias alvo*?*%,

Durante as ultimas décadas tem sido feito considerdvel progresso na elucidacdo
do mecanismo envolvido no controle do crescimento e regulacido de células eucari6ticas’.
Dentre alguns mecanismos, 0s receptores tirosina quinases (RTQ) tém gerado grande
interesse na oncologia®.

As proteinas da familia do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF),
um receptor tirosina-quinase, desempenham papel importante na determinacdo da linhagem
celular, na morfogénese de varios 6rgdos e na sobrevivéncia das células no adulto. Essas
proteinas compreendem os receptores EGFR (HER1), c-erbB2 (HER2), c-erbB3 (HERS3) e c-
erbB4 (HER4). Sabe-se que a expressdo aumentada de algumas dessas proteinas contribui

para a tumorigénese, induzindo células a proliferar e resistir & apoptose®*°.
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O EGFR possui estrutura que contém trés sitios de ligacdo, sendo um extracelular,
um dominio hidrofébico transmembranico e um intracelular com um dominio de tirosina
quinase para a transducdo de sinal. A ativacdo do HER1 pela ligacdo com o fator de
crescimento epidermal (EGF) ou TGF-a promove a dimerizagdo ou a heterodimerizacdo com
outro membro da familia HER, ativando a tirosina quinase associada ao receptor e esse resulta
em uma cascata de sinalizacéo de efeitos diversos, incluindo migracéo de células, maturacéo,
diferenciacéo, metastase, angiogénese e inibicao da apoptose®®.

O EGFR pode ter expressdao aumentada em uma variedade de tumores solidos,
incluindo cancer de mama, carcinoma de cabeca e pescoco, pulmdo e préstata’, sendo
associado a maior agressividade tumoral e pior progndstico, além da refratariedade a
quimioterapia, hormonioterapia e radioterapia®®.

O c-erbB2 ndo possui ligante especifico para sua ativacdo, atuando como co-
receptor de outros membros da familia, como o EGFR, c-erbB3 e c-erbB4. Por ser o
heterodimero de escolha, o c-erbB2 possui maior atividade de tirosina quinase e tende a ser
mais potente em gerar sinais intracelulares, conferindo maior potencial mitogénico quando
comparado aos homodimeros(18)®. Portanto, niveis de c-erbB2 podem afetar
significativamente a sinalizagdo do EGFR no cancer em humanos®.

Os receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR e c-erbB2)
desempenham papel como biomarcadores terapéuticos e prognosticos em algumas neoplasias
em humanos, a exemplo do carcinoma mamario, porém sua relevancia na patogénese e
progndstico dessas neoplasias ainda é controverso®(19).

Em veterinaria, a expressio de EGFR ja foi verificada em tumores mamarios™,
cerebrais primarios(21), carcinomas nasais'’, carcinomas de pulmio®® e de prostata’. A
imunomarcacdo aumentada de c-erbB2 foi relatada entre 8,3% e 40% das neoplasias
mamarias caninas™, e em 61% dos tumores géstricos em caes*®. Entretanto, ha poucos relatos
consistentes acerca da expressdo desses receptores no CCE em cées. Ressalte-se que EGFR e
c-erbB2 sdo biologicamente semelhantes nas espécies canina e humana, com 80% de
homologia quanto aos genes que codificam essas protefnas’.

Assim, com o intuito de melhor compreender aspectos relacionados a
classificagdo histologica e agressividade envolvidas nas lesdes de CCE em caes, este estudo
teve por objetivo estudar suas caracteristicas epidemioldgicas e histopatoldgicas, bem como o
perfil imunoistoquimico para os receptores de membrana EGFR e c-erbB2, correlacionando

com seu comportamento biolégico.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importéancia, epidemiologia e diagnostico do CCE

O CCE ¢é também denominado carcinoma de células espinhosas, carcinoma
espinocelular ou carcinoma epidermoide™. E uma neoplasia comum em diferentes espécies,
podendo ocorrer em animais jovens, porém a incidéncia aumenta com a idade®®. Essa
dermatopatia corresponde a 2% das neoplasias cutaneas em cées, 15% em gatos e 25% em
humanos®®">"3, Animais de ragas de pelo curto e pele branca ou albina apresentam incidéncia
mais elevada de CCE, pois costumeiramente passam longos periodos deitados ao sol. Em
cées, as ragas Dalmatas, Pit Bull, Bull Terrier e Boxer séo as mais acometidas*®"™.

Geralmente, o CCE é localmente invasivo e se infiltra na derme e nos tecidos
subcutaneos adjacentes’>. Em gatos, possui uma apresentacdo mais agressiva, com gradual
perda tecidual®®. No entanto, a progressdo para metastases é mais lenta, mas ha relatos sobre a
ocorréncia de disseminag&o em linfonodos regionais e pulmao™.

Macroscopicamente, o CCE apresenta duas formas, produtiva e erosiva. Os
tumores produtivos possuem aspecto nodular, apresentam tamanho variavel, superficie
ulcerada e sangram facilmente. Os erosivos sdao 0s mais comuns e caracterizados por Ulceras
cobertas por crostas, que se tornam profundas e formam crateras*®%"®.

Diversos fatores sdo associados ao desenvolvimento do CCE. Apesar do dano
causado pela luz UV ser um fator importante, antigenos de papilomavirus foram encontrados
em casos de CCE, sugerindo também etiologia viral para essa neoplasia’’. Outros fatores de
risco identificados em humanos sdo quadros de imunossupressdo, outras dermatopatias,
inflamag®es cronicas, tlceras e a exposicdo a carcindgenos quimicos®” "8, Em animais, essas
condic@es ainda ndo estdo totalmente esclarecidas®.

Hé& situacbes em que a maior ocorréncia do CCE esta associada a condi¢Ges
médicas e 0 uso de farmacos. A compreensao dos efeitos bioldgicos dos farmacos sobre a
epiderme produz novo conhecimento acerca do CCE induzido por medicamentos®®. Um
exemplo em humanos &€ o de pacientes que recebem transplante de Orgdos e terapia
Imunossupressora para prevenir a rejeicdo do aloenxerto, onde a terapia pode predispor 0s
pacientes a multiplos efeitos colaterais, incluindo infec¢Ges cutaneas e neoplasias’®.

O CCE é a neoplasia mais comum em pacientes transplantados e seu risco €
aumentado em sessenta a cem vezes quando comparado a pacientes imunocompetentes. Dois
farmacos utilizados na imunossupressao de receptores de 6rgaos sao a azatioprina, inibidor da

sintese de purina, e a ciclosporina, um inibidor da calcineurina, uma fosfatase que ativa
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linfocitos T. A azatioprina mostrou aumentar a fotossensibilidade decorrente da radiagdo
UVA, na qual a energia transmitida normalmente ndo é suficiente para causar danos diretos ao
DNA, no entanto, pode causar danos indiretos através do estresse oxidativo. A ciclosporina e
outros inibidores da calcineurina também apresentam agdes sobre o sistema imunoldgico do
hospedeiro. A inibicdo de calcineurina bloqueia a acdo da proteina p53, aumentando o
potencial tumorigénico. Um estudo verificou que o tratamento com ciclosporina promoveu 0
crescimento tumoral em camundongos imunossuprimidos®%8:.

O CCE apresenta trés variantes quanto ao potencial de malignidade, o in situ, o
invasivo e 0 metastatico®. Na avaliacdo histolégica, a morfologia celular é dividida em CCE
bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pobremente diferenciado®. Alguns autores
incluem o moderadamente diferenciado na categoria de bem diferenciados®®. A maioria dos
CCE que acomete cées e gatos é do subtipo histolégico bem diferenciado®.

O diagnostico precoce do CCE é essencial para a intervencdo terapéutica
adequada, que pode resultar no controle por um longo tempo ou na cura®*®3. Pode-se suspeitar
do CCE baseado na aparéncia da lesdo e localizacao, porém o diagndstico definitivo requer o
exame microscopico do tecido envolvido®. O exame citolégico é uma ferramenta simples,
barata e eficiente para o estabelecimento do diagnostico presuntivo (Figura 1), porém o

diagnéstico definitivo baseia-se no exame histopatolégico e/ou imunoistoquimico®.



FIGURA 1- A) Fotomicrografia do CCE a citologia. Acentuado infiltrado neutrofilico
e células epiteliais neoplasicas dispostas isoladamente ou em pequenos
grupos (Objetiva 10x). B) Células epiteliais apresentando anisocitose,
anisocariose e basofilia citoplasmatica (Objetiva 20x). C) Células
epiteliais com granulos e halo eosinofilico (seta e cabeca de seta),
sugerindo queratinizagcdo (Objetiva 100x). D) Celulas epiteliais com
vacuolizagdo e basofilia citoplasmética, anisocitose e anisocariose.
Nota-se 0 amoldamento e edentagdo nuclear (seta e cabeca de seta)
(Objetiva 100x). Coloracdo de GIEMSA.

Histologicamente, observa-se proliferacdo de queratindcitos neoplasicos
formando ilhas, cordas e trabéculas que demonstram grau variado de diferenciagdo escamosa.
Essas celulas estendem-se para a derme, associadas ou ndo a proliferacdo ou espessamento da
epiderme excedente®®*°. Os queratindcitos apresentam citoplasma abundante, que varia de
palido a eosinofilico, com limites distintos, além de pontes intercelulares evidentes®®. O
nacleo é grande, ovoide, com cromatina vesicular e nucléolo unico e central proeminente.
Anisocitose, anisocariose e pleomorfismo celular, assim como indice mitdtico sao variaveis,
sendo os requisitos necessarios para a classificacdo morfolégica’®. A quantidade de queratina
intracitoplasmatica eosinofilica produzida pelas células neoplasicas é também bastante
variavel, sendo muito comum as pérolas cérneas*® (Figura 2). Quando ocorre ulceragéo, esta é

normalmente acompanhada de um infiltrado neutrofilico®.



FIGURA 2- Fotomicrografia de CCE cutaneo bem diferenciado em cdo. A) Pérolas de
queratina em abundancia (setas pretas). Coloracdo HE, objetiva 10x. B)
Destaque de uma pérola de queratina (seta preta). HE, objetiva 40x. C e
D) CCE cutaneo pouco diferenciado em cdo. Anaplasia, pleomorfismo e
producdo de queratina notavelmente reduzida. Objetivas 20x e 40X,
respectivamente. Coloracdo de Hematoxilina e Eosina.
Fonte: Bedoya et al.”.

O exame imunoistoquimico é atil na identificacgdo do CCE pobremente
diferenciado, que perde suas caracteristicas originais, tornando dificil o seu reconhecimento
microscopico’?. Tal ferramenta também é capaz de avaliar indicadores de prognéstico, pela
marcacdo de escores e distribuicdo de protefnas estruturais, como as caderinas e a p53%. As
citoqueratinas, proteinas que compdem os filamentos intermediarios do citoesqueleto
intracitoplasmatico estdo presentes somente nas células epiteliais**®. A identificacéo por IHQ
da citoqueratina e do seu tipo em biopsias de tumores malignos pobremente diferenciados
permite o diagnéstico da sua origem epitelial®.

Um modelo de avaliacdo de progndstico € a marcacdo imunoistoquimica para as
caderinas, responsaveis pela adesdo celular®®. O CCE apresenta significativa reducdo da
expressdo de caderinas quando comparado aos tumores de células basais. Observou-se que
células neoplésicas bem diferenciadas apresentam imunocoloracdo mais intensa do que as

indiferenciadas, que exibem imunocoloracdo difundida pela membrana plasmatica e


https://pt.wikipedia.org/wiki/Filamento_intermedi%C3%A1rio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Citoesqueleto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
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citoplasma® (Figura 3). Essa expressdo varia com o grau histolégico. Em concluséo, sugere-

se que a expressdo reduzida ou alterada da E-caderina em tumores cutaneos pode indicar

maior poder infiltrativo e consequente progndstico desfavoravel na espécie canina®®®’.

A "'v <3
-

A

FIGURA 3- Fotomicrografia de CCE canino. A) Marcagdo imunoistoquimica para E-
caderina demonstrando a expressdo preservada na membrana plasmatica de
um CCE bem diferenciado. B) Expressdo alterada de E-caderina no
citoplasma de um CCE pouco diferenciado.

Fonte: Mestrinho et al®’.

Outro padréo relacionado ao grau tumoral é a marcagdo imunoistoquimica da p63,
uma proteina homdloga da supressora tumoral p53, que é altamente expressa nas camadas
basais ou progenitoras de muitos tecidos epiteliais, atuando em condi¢fes normais como um
organizador epitelial, com funcdo chave na senescéncia, morte celular e parada do ciclo

celular, todos fatores determinantes no cancer®®’,

2.1. Proteinas quinases e proteinas fosfatases

A morfologia de uma célula é determinada pelos tipos proteicos por essa
expressos, incluindo sua concentracdo, forma e localizacdo. Por sua vez, ao estudar o
funcionamento normal e anormal dessas proteinas pode ser compreendida a sua fisiologia e a
fisiopatologia de doencas®.

Em células eucariontes ha dois grandes grupos proteicos, as proteinas quinases e
as proteinas fosfatases. Estas sdo as maiores familias de proteinas e a chave central da
comunicacéo e do controle intracelular, regulacéo e transducéo de sinais™*®. Esses dois grupos
proteicos possuem atividade enzimaética e catalisam reacdes de fosforilacdo e desfosforilagdo
por meio da transferéncia ou hidrdlise de um grupo fosfato a determinado substrato, com

consequente gasto de energia (ATP)(Figura 4)*"
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FIGURA 4- Esquema do funcionamento das proteinas quinases e fosfatases. As proteinas
quinases realizam reacOes de forforilagdo através da transferéncia de um
grupo fostato, com consequente gasto de energia em forma de ATP. De
forma contréria, as proteinas fosfatases realizam a reagdo de desfosforilagdo
hidrolisando o grupo fosfato.

Fonte: Adaptado de http://namrataheda.blogspot.com.br/2013/02/signal-
transduction-pathway-camp-pathway.html

A reacdo € unidirecional e, dessa forma, o mecanismo regulador inclui varios
eventos que vao desde o acoplamento da molécula, as alteracGes estruturais da proteina até o
controle transcricional, sendo um mecanismo importante de sinalizagéo celular e fundamental
no processo de montagem e desmontagem de complexos proteicos®?%,

Estima-se que o genoma humano apresente por volta de 2000 quinases e a
desregulacdo dessas enzimas acarreta na fosforilacdo inapropriada de residuos de tirosina e
estd associada ao desenvolvimento de neoplasias, diabetes e doencas resultantes de falhas no
sistema imunoldgico™?®. Dentre os mais diversos tipos de proteinas quinases e fosfatases, ha
as proteinas tirosina quinases (PTQ), onde a fosforilagdo ocorre em residuos de tirosina,
serina e treonina®®. Essas PTQ apresentam duas outras subdivisdes: as tirosinas quinases néo
receptoras, que sdo citoplasmaticas e podem ser reguladas por diferentes mecanismos; e as
tirosinas quinases receptoras (RTQ), proteinas transmembranicas, ativadas por um ligante

extracelular® (Figura 5).


http://namrataheda.blogspot.com.br/2013/02/signal-transduction-pathway-camp-pathway.html
http://namrataheda.blogspot.com.br/2013/02/signal-transduction-pathway-camp-pathway.html
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FIGURA 5- Esquema das proteinas quinases e proteinas fosfatases. As proteinas
guinases podem ser dividas em tirosinas quinases receptoras, como EGF,
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), receptor do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e fator de crescimento
fibroblastico (FGF), e proteinas tirosina quinases ndo receptoras, tendo
como exemplo a proteina Src.

A relacdo das proteinas quinases no desenvolvimento, manutencdo e progressao
do cancer pode ocorrer por falhas em diferentes niveis?®. O rearranjo gendmico, que inclui a
translocacdo cromossomal, gera a fusdo de proteinas que contém a parte do dominio catalitico
e uma proteina ndo necessariamente relacionada que usualmente viabiliza a funcdo de
dimerizagcdo e consequente fosforilacdo, tal como ocorre na fusdo dos genes Bcr-Abl na
leucemia mieloide cronica em humanos?.

As mutacOes e desregula¢Bes que conduzem a atividade quinase de oncogenes ou
perda da fungdo de supressores tumorais culminam na ativagcdo errOnea de fatores de
transcricdo™. Isso ocorre, por exemplo, com o GTPase no oncogene Ras, onde sua ativacio é
verificada em 30-50% dos canceres humanos®®. Além disso, a desregulacdo da atividade
quinase pode ocorrer por superexpressdo dos receptores da membrana plasmatica, como o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR).

A fim de compreender os mecanismos de controle enzimaticos das proteinas
quinases e seus subgrupos, muitas pesquisas tém sido realizadas acerca de novas descobertas

no que diz respeito a vias de tratamento e novos farmacos®.



10

2.2. Receptores tirosina quinase (RTQ)

A descoberta da ativagdo de receptores celulares e seus ligantes, responsaveis
pelos mecanismos envolvidos na transducdo de sinais por essa desencadeados em células
tumorais, tornou possivel a identificacdo, mensuracéo e posterior validacdo para a tentativa de
novos alvos terapéuticos contra o cancer, levando ao desenvolvimento de novas classes de
drogas, comumente conhecidas como terapias alvo®%.

As RTQ sdo componentes essenciais das vias de sinalizacdo celular, operantes
desde o desenvolvimento embrionario até a homeostase no individuo adulto®. A familia RTQ
inclui, entre outros, 0 EGFR, os receptores do fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGFR), os receptores do fator de crescimento dos fibroblastos (FGFR), os receptores do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR) e o receptor de insulina (IGFR) 2*%.
Devido ao seu papel no crescimento, diferenciacdo, metabolismo e comunicacdo celular,
muitos RTQ foram associados ao inicio ou progressdo de Vvarios tipos de cancer, seja através
de mutacBes com ganho de funcdo do receptor ou através da sua superexpresséo®>..

A estrutura de um RTQ € composta por dois mondmeros, divididos em trés
segmentos cada um, o dominio de ligacdo extracelular, dominio transmembranar e um
dominio tirosina quinase citoplasmético®®. A primeira etapa da sinalizacdo celular envolve a
ligagdo do fator de crescimento com o segmento extracelular do RTQ. Os fatores de
crescimento (FC) sdo um conjunto de moléculas, grande parte de origem proteica, que

desempenham importante fungdo na comunicagfo intercelular®®*®

. Ha diversos tipos de
fatores de crescimento, que sdo denominados de acordo com o tipo de tecido em que seus
receptores sio expressos"”.

O acoplamento do ligante com o seu receptor promove 0 processo de dimerizacao,
unido das duas estruturas monomeéricas, e posteriormente a reagdo de fosforilacdo no dominio
intracelular tirosina quinase, com gasto de energia na forma de ATP. No citoplasma, a
fosforilacdo desencadeia uma cascata de reacGes que podem resultar em respostas celulares
diferentes e, sequencialmente, promovem a transdugao do sinal (Figura 6)%%.

Duas importantes vias de sinalizagéo dos fatores de crescimento envolvidos na
divisdo celular, crescimento, metabolismo, sobrevivéncia sdo a via fosfatidilinositol 3-
quinase/proteina quinase b (PI3K/PKB) e a via Ras/Raf/MEK/MAPK (Figura 7)%. Estas
interagem entre si fisiologicamente, porém quando um ou mais componentes estdo mutados

ou superexpressos sdo capazes de iniciar diversos canceres descritos em humanos®.
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FIGURA 6- Desenho esquematico mostrando um receptor tirosina quinase e seu
funcionamento. O receptor é composto por dois monémeros, divididos em
trés segmentos, um dominio de ligacdo extracelular, um dominio
transmembranar e um dominio tirosina quinase citoplasmatico.

Fonte: Adaptado de Silva et al.*®.

-Dominio extracelular

FIGURA 7- Desenho esquematico da ativacdo da cascata de sinalizacdo das
vias (PI3K/PKB) e Ras/Raf/MEK/MAPK até a transducdo de
sinal de crescimento e diferenciacéo no nicleo.

Fonte: Adaptado de Leite et al*
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2.3. Receptor do fator de crescimento epidérmico 1 (EGFR)

O EGFR (epidermal growth factor receptor), também conhecido como HER1 ou
ErbB1, é uma glicoproteina da membrana plasmatica, membro da familia de receptores do
fator de crescimento epidermal humano (HER - humam epidermal growth factor receptor),
que inclui ainda o c-erbB2 (HER2), c-erbB3 (HER3) e c-erbB4 (HER4), todos importantes
reguladores do crescimento, diferenciagio e sobrevivéncia celulares™®.

O EGFR ¢ ativado por ligantes como o fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator de crescimento transformante alfa (TGF-a), fator ligante de heparina semelhante a EGF,
ampiregulina e epiregulina’’??. Ap6s o acoplamento com o FC, o EGFR liga-se a outro
receptor ativado, formando um homodimero, unido de dois dimeros homdlogos, ou um

heterodimero, unido dois dimeros heterélogos (Figura 8)%.
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FIGURA 8- Desenho esquematico dos membros da familia de receptores do fator de
crescimento epidermal humano que inclui HER1, HER 2, HER 3 e HER 4.
Importantes reguladores de crescimento, diferenciagdo e sobrevivéncia
celular.
Fonte: http://cancergrace.org/cancer-treatments/files/2009/03/her-family.

O complexo HER1-FC apresenta um mecanismo de trafego onde pode ser
transportado para regifes especificas da membrana plasmatica e entdo ser internalizado para
dentro da célula pelo processo chamado endocitose. O complexo internalizado pode ser
posteriormente degradado por lisossomos ou dissociado do FC e reciclado de volta a

membrana (Figura 9)*%2. Esse movimento do receptor é considerado crucial para a funcéo do


http://cancergrace.org/cancer-treatments/files/2009/03/her-family.
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EGFR, pois a sinalizacdo do receptor continua durante esse processo e pode ser alterada por
eventos do mecanismo de trafego®.

FC ~

Membrana
celular

Endocitose

v
-

Reciclagem I
= o

FIGURA 9- Desenho esquematico do mecanismo de trafego
realizado por HER1. Apds a ligagdo do FC com o
HER1, o complexo HER1-FC pode ser transportado
para dentro da célula por endocitose. O complexo
internalizado pode ser posteriormente degradado por
lisossomos (L) ou dissociado do FC e reciclado de
volta & membrana.
Fonte: Adaptado de Gaffney?®.

No céncer, as alteraces nos FC, seus receptores ou ainda nas vias de transducao
de sinais por esses desencadeadas, podem estar presentes em Varias caracteristicas associadas
a malignidade, entre as quais a independéncia na producao de FC, a insensibilidade aos genes
supressores tumorais e consequente resisténcia a apoptose, inducdo a angiogénese, ativacdo da
invasdo e metastatizagdo, potencial de replicacdo ilimitado, instabilidade gendmica e mutacao,
além da desregulagdo energética celular’®?*2.

Anormalidades no EGFR ja foram verificadas em uma variedade de tumores
s6lidos, incluindo cancer de mama, carcinoma de cabeca e pescoco, pulméo e préstata’®8%,

Estas incluem superexpressdo, mutacdo, erros de sinalizacdo e o tr&fego de receptores
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desregulados, sendo associados a agressividade tumoral, pior progndstico e resisténcia a
quimioterapia, hormonioterapia, radioterapia e auséncia ou diminui¢do na resposta a terapia
com inibidores tirosina quinases anti-EGFR®?#2%,

Em humanos, uma via reguladora autdcrina envolvendo o EGFR tem sido
associada a perda do controle do crescimento normal das células epidermais, que desencadeia
o carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCE-CP)*. Nesse contexto, foram
detectados niveis elevados na expressdo de EGFR, sendo consistentemente correlacionados
com diminuicdo da sobrevida, uma vez que o CCE-PC refere-se a sitios comuns que incluem
cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, nasofaringe, cavidade nasal, seios paranasais, laringe e
glandulas salivares®

Na medicina veterinaria, a expressdo de EGFR ja foi demonstrada no CCE oral
em felinos, em que 69% dos tumores testados reagiram positivamente?®. A positividade dessa
proteina também foi observada em 66,7% dos CCE nasais caninos *’ e 93% dos CCE oculares
em equinos®. Isso sugere alguma participacdo da via de sinalizacdo de EGFR no
desenvolvimento desses tumores. No entanto, até o momento, pouca investigacdo foi
realizada em relacdo ao potencial de anormalidades versus grau de diferenciacdo tumoral,

atividade proliferativa ou progndstico nas diferentes espécies animais®.

2.4 Receptor do fator de crescimento epidérmico 2 (c-erbB2 ou HER?2)

Assim como 0 EGFR, o receptor do fator de crescimento epidérmico 2 (c-erbB2)
desempenha funcdo fundamental na proliferacdo, crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular através de multiplas vias na transducéo de sinais*. O HER2, também conhecido como
ErbB2, c-erbB2, ou HER2/neu, nédo possui um FC de ativacdo direta conhecido e pode estar
em estado ativado constitutivamente ou se tornar ativo apds a heterodimerizacdo com outros
membros da familia HER, como HER1 e HER3%**". A heterodimerizacdo resulta na
fosforilacéo de residuos de tirosina no dominio citoplasmatico do receptor e inicia varias vias
de sinalizaco, principalmente a MAPK, PI3K e da proteina quinase C (PQC)*.

Os sinais gerados por heterodimeros sdo mais potentes que 0s homodimeros e,
aqueles que particularmente ligam-se ao c-erbB2, exibem alta poténcia de ligacdo e
sinalizacdo. A justificativa para isso seria porque o c-erbB2 apresenta conformacéo aberta,
tornando-se preferéncia na escolha para dimerizacdo entre os membros da familia HER. Ha
também a suposicdo de que essa proteina seja capaz de dissociar-se rapidamente do complexo

proteico, disponibilizando-se novamente para a superficie celular®%%.
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A proteina c-erbB2 é expressa em muitos tecidos de maneira fisioldgica e
desempenha funcdo importante na patogénese de varios tipos de cancer, incluindo ovario,
endométrio, bexiga, pulméo, célon e cavidade oral***"*°. A amplificacdo ou mutacéo dessa
oncoproteina tem sido comumente estudada em pacientes humanos com cancer mamario ou
colorretal, em que aproximadamente 15-30% sdo positivos, servindo como biomarcador
progndstico e preditivo para essas neoplasias”**.

Apesar de protocolos de teste c-erbB2 distintos também terem sido estabelecidos
no carcinoma géstrico, ndo ha uma padronizacdo para o CCE, principalmente o CCE-CP®*°,
Consequentemente, patologistas aplicam as técnicas investigacdo de imunoistoquimica (IHQ)
e hibridizacdo in situ (FISH) de carcinomas mamarios em CCE, um carcinoma
biologicamente distinto®. Nesse contexto, os relatos sobre a superexpressio do gene HER2
variam de 0-47% no CCE-CP em humanos®"*°. Em uma anélise realizada em 213 tumores de
CCE-CP foram identificados baixos niveis de expressdo do gene HER2. Embora os niveis de
RNAmM de HER2 se correlacionem com a expressdo proteica de c-erbB2, ndo foi observada
correlagdo®.

Um estudo realizado em equinos identificou pelo método de IHQ a
imunomarcacdo de c-erbB2 em 76% do CCE ocular, porém ndo foram realizados testes
adicionais para averiguar a superexpressdo génica®. Em caninos, as principais pesquisas
relacionadas ao c-erbB2 sdo direcionadas aos tumores mamarios em cadelas, tendo em vista a
grande prevaléncia e homologia com os carcinomas mamarios em mulheres®®. No entanto, a
superexpressdo de HER2 ainda ndo foi comprovada nos tumores mamarios. Embora haja um

nimero crescente de estudos de IHQ sobre esse tema, ha grande variabilidade nos resultados®.

2.5 Inibidores tirosina quinases e anticorpos monoclonais na terapia contra o cancer

A escolha do tratamento do CCE depende de fatores como a localizagéo do tumor,
tamanho, extensdo da invasdo do tecido, indice mitotico, metastase, além da disponibilidade
de equipamentos e restricdes financeiras*'. Geralmente, o tratamento de escolha é a excisdo
cirdrgica do tumor seguida por tratamento adjuvante como crioterapia, iridium-192, cisplatina
intralesional ou 5-fluorouracil 2. Embora sejam utilizadas muitas modalidades de tratamento,
poucas estdo disponiveis na maioria das clinicas veterinaria ou a campo para uso em grandes
animais, e a maioria esté associada a risco pessoal ao administrar o tratamento®*.

Em medicina ha numerosas pesquisas pré-clinicas e clinicas para avaliar o papel

do EGFR no desenvolvimento tumoral, dos quais HER1 e HER2 s&o estudados com mais
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frequéncia®®. Em certos tipos de cancer que apresentam EGFR superexpressos e possuem
valor prognostico, os inibidores tirosina quinases (ITQ) e os anticorpos monoclonais (AM)
sdo utilizados para adaptar o tratamento, pois alguns quimioterapicos inibem seletivamente
alguns receptores e outros ndo**°.

A terapia-alvo esta frequentemente dirigida aos FC, seus receptores ou ainda as
moléculas envolvidas nas suas vias de sinalizacdo intracelulares®’. O mecanismo comum de
acao dos ITQ é pela competicdo e inibicdo de maneira reversivel da atividade tirosina quinase
de promover a fosforilagdo, impedindo o estimulo a cascata de reagcdes seguintes. Ja os AM
ligam-se especificamente ao dominio extracelular dos EGFR, competindo com a ligagdo do
EGF em seu receptor?®=.

O tratamento com essas substancias € oneroso e ainda sao necessarias pesquisas
aprofundadas a fim de determinar a sua concentracdo Otima para citotoxicidade em células
cancerosas sem maior comprometimento as células normais®*®. Além disso, a elucidacéo da
localizacdo e do comportamento dos EGFR na célula constitui em melhor escolha de
farmacos e tratamentos eficazes*. Mais de 20 ITQ e AM estdo sob investigagdo pré-clinica e
clinica em humanos*®. As justificativas para a concepcdo de estratégias de direcionamento
do tratamento e progndstico devem basear-se na avaliacdo dos niveis de expressdo dos

receptores em células tumorais através de IHQ, Western blotting e PCR?“.

3.0BJETIVOS

Com o intuito de melhor compreender aspectos relacionados a classificacdo
histologica e agressividade envolvidas nas lesdes de CCE em cdes, este estudo teve por
objetivo estudar suas caracteristicas epidemioldgicas e histopatologicas, bem como sua
relacdo com o perfil imunoistoquimico para os receptores de membrana EGFR (HER1) e c-
erbB2 (HER2).

4. HIPOTESE

Considerando a funcdo do EGFR no controle da diferenciacdo celular e
manutencdo de um conjunto de células basais em proliferacdo no epitélio, espera-se observar
correlacdo entre a expressdo de EGFR e a diferenciacdo tumoral, assim como para a expressao
de c-ErbB2.
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5. MATERIAL E METODOS

Este pesquisa foi autorizada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
da Universidade Federal de Goias (UFG), sob registro numero 103/2015. O estudo
retrospectivo foi realizado utilizando-se dados e amostras de 70 casos de CCE canino,
diagnosticados ao exame histopatoldgico, no periodo de 2006 a 2015, no Setor de Patologia
Animal (SPA), da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ), da UFG, Goiania, Goias, Brasil.

A andlise epidemiologica foi realizada com as informac@es obtidas das fichas de
registro dos referidos casos, utilizando-se dados como raca, sexo, faixa etéria e localizacdo
anatdbmica. As analises histopatoldgica e imunoistoquimica foram realizadas em amostras de
CCE colhidas, fixadas em formalina tamponada a 10%, incluidas em parafina, cortadas em
micrétomo rotativo e submetidas a coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) e a reacédo
imunoistoquimica com os anticorpos anti-EGFR e anti-c-ErbB2.

A classificagdo histomorfolégica do CCE foi realizada em cortes histologicos a
espessura de 5 um, corados por HE, utilizando critérios de Miller e Kirk's®®, sendo as
amostras classificadas em CCE bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco
diferenciado, com base na morfologia celular e no grau de queratinizacao da neoplasia.

As caracteristicas histomorfolégicas bésicas observadas no CCE incluem
alteracdes como a hiperplasia da epiderme associada a hiperqueratose e/ou paraqueratose,
acantose e focos de elastose. As células neoplasicas possuem, a depender da diferenciacéo,
padrdo de organizacdo em corddes ou ilhas. Individualmente, as células tumorais individuais
apresentam citoplasma abundante, com coloracdo que varia de eosinofilica palida a brilhante e
bordos distintos. O nucleo das células é grande, Unico, ovoide e central, com nucléolo
proeminente. As figuras mitéticas sdo variaveis, porém mais frequentes em tumores pouco
diferenciados.

No diagnostico histolégico convencional do CCE, a neoplasia é caracterizada por
I6bulos ou corddes de queratindcitos atipicos, originando-se da epiderme e invadindo a derme
em forma de pequenas e largas ilhas. O CCE bem diferenciado é frequentemente
caracterizado por pérolas corneas e queratinizacdo de células individuais, com o minimo de
atipia celular. Na superficie tumoral pode ocorrer ulceragdo ou apresentar hiperqueratose. Em
campo de grande aumento, observam-se pontes intercelulares entre os queratinocitos. O CCE
moderadamente diferenciado apresenta pérolas de queratina ocasionais, pobres definicdes de

pontes intercelulares, moderada atividade mitética e hipercromatismo nuclear. Ja nos pouco
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diferenciados h& menor queratinizacdo, atipia nuclear proeminente, numerosas figuras de

mitose tipicas e atipicas (Quadro 1).

QUADRO 1- Critério histomorfologicos considerados nos diferentes graus de diferenciacdo
do CCE segundo Mauller e Kirk’s.

Classificacéo Critérios avaliados
histologica
Bem diferenciado | Corddes ou ilhas de células neoplasicas com citoplasma eosinofilico
abundante, bordos distintos, pontes intercelulares evidentes e grande
quantidade de pérolas corneas. Discreta anisocitose, anisocariose e
pleomorfismo celular. Baixo indice mitotico.
Moderadamente | Organizacdo celular em eventuais corddes e ilhas associado a grupos
diferenciado celulares desarranjados. Pontes intercelulares bastante evidentes com
queratinizacdo de células unicas e raras pérolas corneas. Moderada
anisocitose, anisocariose e pleomorfismo celular. Baixo indice
mitotico com eventuais figuras de mitose atipicas.

Pouco Auséncia do padrdo de organizagdo celular em cordGes e ilhas.
diferenciado Células neopléasicas com citoplasma anfofilico, queratinizagdo restrita
a células isoladas, auséncia de pontes intercelulares e pérolas de
queratina. Marcante anisocitose, anisocariose e pleomorfismo celular.
Alto indice mitotico com presenca de figuras de mitose atipicas.

Para a avaliacdo imunoistoquimica foram utilizados cortes histoldgicos cortados a
espessura de 4 um, que foram distendidos sobre laminas silanizadas (Starfrost® Green Slides
with Cut Edges, 9536), secos a temperatura ambiente e, em seguida, mantidos a temperatura
de 56°C durante 18 horas. Posteriormente, os cortes foram desparafinizados em banhos
sequenciais de xilol, reidratados em banhos sequenciais de etanol e lavados em agua destilada.

Para o bloqueio da peroxidase enddgena os cortes foram incubados com reagente
comercial especifico, pronto para uso, durante 15 minutos (Dako Dual Endogenous Enzyme
Block). A recuperacdo antigénica foi realizada com solucdo tampéo citrato (pH 6,0) em
banho-Maria a 96°C, durante 40 minutos para o anticorpo anti-EGFR, e a mesma solucéo
tamp&o em panela de presséo (Solar, Rapid Express, Tramontina, Brasil), durante 25 minutos
para o anticorpo anti-c-ErbB2. Seguiram-se o arrefecimento durante 20 minutos e a incubacao
com os anticorpos policlonais anti-EGFR (Spring Bioscience, Pleasanton, CA, USA
#E1817RUOQ), diluido a 1:50, e anti-c-ErbB2 (SpringBioscience, Pleasanton, CA, USA
#E244RUO), a concentracao de 1:100, em camara umida, a 4°C, por 18 horas.
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Para a amplificacdo da reagdo, os cortes foram incubados em sistema de deteccéo
de sinais com polimeros (Easy Link One, SP, BRAZIL #EP-12-20506), por 30 minutos. Em
seguida, para a visualizacdo da reacgdo, os cortes foram incubados com 3,3' diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB), durante cinco minutos, e contracorados com hematoxilina de Mayer,
por cinco minutos. Os cortes foram entdo lavados, desidratados, diafanizados e cobertos com
laminula histologica para posterior avaliagdo a microscopia optica.

Solucéo tampédo TRIS foi utilizada para a lavagem dos cortes entre as etapas do
procedimento imunoistoquimico. Fragmentos de placenta humana e de carcinoma mamario
humano foram utilizados como controle positivo para as reagOes referentes aos anticorpos
anti-EGFR e anti-c-ErbB2, respectivamente (Figura 10). Como controle negativo foi utilizada

a solucdo tampéo TRIS em substituicdo aos anticorpos primarios.

-

FIGURA 10- Fotomicrografia dos controles positivos para os anticorpos anti-EGFR e anti-c-ErbB2.
A) Placenta humana com imunomarcacédo positiva para anti-EGFR. IHQ, objetiva 10x.
B) Carcinoma mamario humano com imunomarcagdo positiva para anti-c-ErbB2.
IHQ, objetiva 10x.

No estudo imunoistoquimico foram avaliadas a intensidade e a distribuicdo da
imunomarcacdo de EGFR e c-erbB2. A intensidade da imunomarcagio, em membrana ou
citoplasma, seguiram-se critérios adaptados de Looper et al.?°, Hendrix e Newkirk®, Bilous et
al.** e Sabattini et al.*®, com a aplicac&o dos escores 0 a 3+, em que O refere-se a auséncia de
imunocoloragdo; 1+ imunomarcacgdo fraca ou discreta, 2 + imunomarcagéo intermediaria ou
moderada; e 3+ imunomarcacgéo forte ou acentuada (Figura 11). A imunomarcagéo para anti-
EGFR e anti-c-ErbB2 no CCE de cées foi considerada negativa ou normal quando atribuidos
os escores 0 e 1+. De outra parte, quando atribuidos os escores 2+ e 3+, a imunocoloracao foi
considerada aumentada para esses anticorpos.
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Para a avaliacdo da distribuicdo da imunomarcacdo de EGFR e c-ErbB2 foi
utilizada uma pontuacio adaptada de Looper et al.”°, Hendrix e Newkirk®, Bilous et al.*® e

1.%, que levou em consideragdo a porcentagem de células neoplasicas positivas

Sabattini et a
em cada amostra, empregando-se escores de um a quatro, em que um refere-se a 1-25%, dois

a 26-50%, trés a 51-75%, e quatro a mais de 76% de células imunomarcadas.

ESCORE DE INTENSIDADE

Negativo (0-) Discreto (1+) Moderado (2+) Acentuado (3+)

S0pm S0pm 100pm 100pm

FIGURA 11- Escores de intensidade de imunomarcacao para os anticorpos anti-EGFR e anti-c-
ErbB2.

As variaveis categoricas do estudo epidemioldgico, incluindo sexo, idade, raca e
localizacdo anatdmica, foram analisadas descritivamente quanto as suas distribuicdes e
apresentadas graficamente por Box-plots. Investigou-se a correlacdo entre a imunoexpresséo e
distribuicdo da marcacdo de EGFR e c-ErbB2 no CCE canino e sua classificagdo histologica,
assim como a correlacdo entre as duas proteinas utilizando o teste de Spearman.

O nivel de significancia adotado para os testes foi de 5% (a = 0,05) ¢ os pacotes
estatisticos utilizados foram o SPSS for Windows, versédo 19.0 (IBM Corp. Released 2010.
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0. Armonk, NY: IBM Corp) e o pacote
estatistico R (Versdo 3.3.1 — 2016 — The R Foundation for Statistical Computing).
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6. RESULTADOS

Quanto ao estudo epidemioldgico, todos os caes eram domiciliados, porém nem
todos os registros continham informacédo sobre o tipo de moradia (casa ou apartamento). Dos
70 casos, 52,2% (n=37) dos cdes eram machos, enquanto 47,8% (n=33) eram fémeas. Quanto
a idade, foram consideradas trés faixas etarias, sendo animais jovens (até dois anos), adultos
(de trés a oito anos) e idosos (acima de nove anos). Nesse contexto, a faixa etaria média de
cdes com CCE foi de animais adultos, que representaram 51,43% (n=36) dos casos estudados.

No levantamento epidemioldgico racial foram verificadas 16 racas de cées
portadores de CCE, sendo as racas Pit Bull (42,8%, n=30) e Boxer (10%, n=7) a primeira e a
terceira mais prevalentes. Os animais sem raca definida (SRD) representaram o segundo

grupo de cdes de maior prevaléncia para o CCE (22,8%, n=16) (Figura 12).
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FIGURA 12- Grafico demonstrando a relacdo entre o género e as racas de cédes
obtidos no levantamento epidemiol6gico, no periodo de 2006 a 2015.

Outro parametro avaliado neste estudo foi a localizacdo anatbmica de ocorréncia

do CCE em cées, sendo verificadas 14 localizacGes diferentes. Os locais de ocorréncia mais
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comuns foram o prepucio (21,2%), abdémen (19,2%), mama (11,5%), bolsa escrotal (9,6%) e
regido perianal (9,6%) (Figura 13 e 14).

FIGURA 13- Fotomacrografia de carcinoma de células escamosas na
pele de um cdo. LesBes produtivas (cabeca de seta) e

erosivas (setas) na pele da regido abdominal, com
sangramento facil.
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FIGURA 14- Distribuicdo das localizacbes anatdbmicas de ocorréncia do
CCE nos cdes provenientes do setor de Patologia Animal da
EVZ/UFG, no periodo de 2006 a 2015.
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De acordo com os critérios histopatolégicos avaliados (Figura 15), das 70

amostras avaliadas, 28 (40%) foram classificadas como CCE canino bem diferenciados (BD),
24 (34,3%) moderadamente diferenciados (MD) e 18 (25,7%) pobremente diferenciados (PD).
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FIGURA 15- Fotomicrografia das graduacOes histologicas consideradas para o

CCE canino. A) CCE bem diferenciado. Presenca de corddes
celulares (seta) e pérolas de queratina (cabeca de seta). HE.
Objetiva 20X; B) CCE moderadamente diferenciado. Padréo
desarranjado e ocasionais corddes neoplasicos. HE. Objetva 10x. C)
CCE pouco diferenciado. Auséncia de arranjo em ilhas e corddes de
celulas neoplésicas. HE. Objetiva de 40x. D) CCE bem
diferenciado. Células neoplasicas com discreta anisocitose,
anisocariose e pleomorfismo celular. HE. Objetiva 100x. E) CCE
moderadamente diferenciado. Moderada anisocitose, anisocariose e
pelomorfismo celular. Presenca de figura de mitose. HE. Objetiva
40x. F) CCE pouco diferenciado. Acentuada anisocitose,
anisocariose e pleomorfismo celular. Presenca de figuras de mitose
atipicas. HE. 40x.
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Na avaliagdo imunoistoquimica para EGFR, a intensidade de imunomarcagdo
positiva foi observada em 33 (54,1%) das 70 amostras pesquisadas. Todos os CCE positivos
(escores 2+ e 3+) apresentaram padrdo de imunomarcacdo em membrana plasmatica com
concomitante positividade citoplasmatica. No epitélio normal, a expressdo foi confinada a
camada de células basais. Entretanto, no epitéelio displasico adjacente e neoplasico houve
marcagdo uniforme em todas as camadas do epitélio. A derme relativamente acelular
apresentou pouca positividade para EGFR, exceto em determinados apéndices dérmicos,

como na periferia das glandulas sebaceas (Figura 16)

demonstrando distribuicdo uniforme de imunomarcacdo anti-EGFR nas diferentes
camadas celulares. IHQ, objetiva 4x. B) Imunorreatividade positiva (3+) para anti-
EGFR. Marcacdo em membrana plasmatica com concomitante positividade
citoplasmatica. IHQ, objetiva 10x. C) Positividade para anti-EGFR em glandulas
sebaceas. IHQ, objetiva 10x.

Quanto ao escore de distribuicdo da imunomarcagdo de EGFR nas amostras de
CCE estudadas, 27 (38,6%) apresentaram escore um, com até 25% das células neoplésicas
imunomarcadas. Por outro lado, 20 (28,6%) amostras apresentaram escore de distribuicéo
quatro, com mais 76% das células imunomarcadas. O escore dois e trés com distribuicdo de
26-50% e 51-75% representaram 16 (22,9%) e 7(10%) das células marcadas, respectivamente,

totalizando os 70 casos estudados (Figura 17).
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FIGURA 17- Distribuicdo dos casos de CCE avaliados
considerando os escores de distribuicdo da
imunomarcagdo imunoistoquimica para anti-
EGFR.

A avaliacdo da intensidade de imunoexpressdo de c-erbB2 nos casos de CCE
estudados demonstrou que 35 dos 70 tumores (50%) apresentaram escore de imunocoloracado
2+ ou 3+, consideradas positivas, para essa proteina e os demais 35 (50%) apresentaram
escore de imunocoloracdo 0 ou 1+, consideradas negativas para a marcacgdo anti-c-erbB2. O
padrdo de marcacdo celular encontrado foi predominantemente citoplasmatico, associado ou

ndo a marcagdo na membrana plasmatica. Tanto as camadas basais quanto as superficiais

apresentaram imunocoloracéo, esta mais evidente nas células de superficie (Figura 18).

FIGURA 18- Fotomicrografia de CCE canino com imunomarcacdo para anti c-erbB2. A)
Imunorreatividade predominantemente citoplasmatica em CCE moderadamente
diferenciado. IHQ, objetiva 10x. B) Imunorreatividade positiva em CCE pobremente
diferenciado. IHQ, objetiva 10x. C) Camadas basais e superficiais marcadas para anti-
c-erbB2. IHQ, objetiva 4x.
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A distribuicdo da imunomarcagéo de c-erbB2 foi mais observada no escore um
(n=24; 34,3%), o qual marcou até 25% das células neoplasicas. Do mesmo modo, 19 (27,1%)
das amostras apresentaram escore de distribuicdo dois (26-50%), seguidos pelos escores
quatro (n=18; 25,7%) e trés (n=9; 12,9%) (Figura 19).

Neste estudo, além da analise das varidveis epidemioldgicas foi realizada a
correlacdo entre a classificagdo histologica e o0s escores avaliados no estudo
imunoistoquimico. A correlagdo entre a classificacdo histologica e a imunorreatividade
positiva do EGFR demonstrou, pelo teste de Spearman, que a expressdo da proteina tende a
aumentar quando o grau de malignidade aumenta. Dessa forma, tumores pobremente
diferenciados apresentam maiores escore de imunomarcagdo para EGFR. A correlagdo foi
positiva (r=0,26) e significante (p=0,02) (Tabela 1).

Em contrapartida, ndo foi observada correlacdo entre a classificacdo histoldgica
do CCE e a intensidade de marcacéo de c-erbB2 (r=0,02; p=0,83) (Tabela 1), indicando que
as variaveis sdo independentes.

Ja quando avaliada a ocorréncia de correlacdio entre o aumento da
imunorreatividade de EGFR e c-erbB2, foi constatada baixa correlacéo positiva (r=0,21), ndo

havendo diferenca entre as varidveis (p=0,06) (Tabela 1).
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FIGURA 19- Distribuicdo dos casos de CCE avaliados considerando os
escores de  distribuichio da  imunomarcacgdo
imunoistogquimica para anti-c-erbB2.
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TABELA 1- Correlacéo entre EGFR e c-erbB2 e os
diferentes graus de classificacdo
histoldgica do CCE em caées, de acordo
com a intensidade de imunomarcacao

R P
Classificagdo histoldgica X EGFR | g 26 | 0.02

Classificagdo histologica X c-erbB2 0,02 | 0,83

EGFR X c-erbB2 0,21 | 0,06

Correlacéo de Spearman -1 <r < 1, nivel de significancia p<0,05.

A andlise da correlagdo também foi utilizada para verificar, em ambos os
anticorpos, se um maior nimero de células neoplasicas marcadas positivamente (porcentagem
de células imunorreativas) estd relacionada a maior grau de indiferenciacdo celular. Os
resultados indicam que ndo ha relacdo entre percentual de células imunomarcadas e grau de
diferenciacéo histoldgica do CCE em cédes. O mesmo foi observado na andlise de correlagéo
entre a porcentagem de células marcadas para ambos os receptores (Tabela 2).

TABELA 2- Correlacdo entre EGFR e c-erbB2 e os diferentes graus de classificagcdo
histologica do CCE em cées, de acordo com o percentual de marcagdo

R P
Classificagdo histologica X % de células marcadas EGFR -0,09 | 0,42
Classificacdo histolégica X % de celulas marcadas c-erbB2 0,05 | 0,66
% de células marcadas EGFR X % de células marcadas c-erbB2 | o2 | 032

Correlacdo de Spearman -1 <r < 1, nivel de significancia p<0,05.

7. DISCUSSAO

O CCE € uma neoplasia comum em cdes, podendo ocorrer em animais jovens,
porém a incidéncia aumenta com a idade** ™. Segundo a literatura, ha maior ocorréncia em
cdes adultos, com idade igual ou superior a cinco anos, havendo casos relatados em animais
com 15 anos de idade’®. A faixa etaria dos animais portadores de CCE encontrada no
levantamento epidemioldgico deste estudo refere-se a animais adultos, semelhante ao descrito

na literatura. A ocorréncia do CCE é descrita como independente do género™ 79

e essa
condicéo foi confirmada no levantamento epidemiolégico. Dos 70 casos avaliados, 52,2% dos
animais eram machos e 47,8% fémeas, havendo pouca diferenca quanto ao género para o

desenvolvimento da neoplasia. Uma suposicdo para essas duas ocorréncias deve-se ao fato de
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que animais jovens, independente do género, inspiram maiores cuidados dos seus tutores e
passam grande parte do tempo em locais mais protegidos contra as a¢fes climaticas. Ao passo
que, quando esses animais atingem a idade adulta, seus tutores permitem que 0S mesmos
figuem expostos ao sol por longos periodos.

Sabe-se que o desenvolvimento das lesdes cutdneas esta associado a exposi¢do
continua & radiagdo ultravioleta emitida pela luz solar, e com pele hipopigmentada ®"%. Em
cdes, essa neoplasia é mais frequente na pele da regido da cabeca, abdémen, membros,
perineo e digitos*®. Nos casos em que a neoplasia envolve as palpebras e a regido periocular,
observa-se a ocorréncia de inflamacgOes cronicas, que possivelmente predispdem a um
microambiente favordvel ao desenvolvimento de lesdes displasicas e posteriormente a
progressdo para o CCE . Além disso, animais que residem em ambientes com elevadas taxas
de poluicdo, ou ainda, sdo expostos a agentes quimicos, como por exemplo, produtos de
limpeza por longos periodos, parecem mais predispostos ao desenvolvimento do CCE na
cavidade nasal®™. As localizacdes anatdmicas encontradas neste estudo foram, em grande
parte, distribuidas pela regido abdominal, incluindo areas de prepdcio em machos e mama nas
fémeas, assim como bolsa escrotal e regido perianal. Uma explicacdo para a grande ocorréncia
do CCE nessas regifes atribui-se ao fato desses animais costumeiramente passarem longos
periodos deitados ao sol em posicdo de decubito lateral e dorsal, associado a rarefacdo pilosa
observada nessas localizagdes.

Nas diferentes espécies domeésticas, os animais de racas com pelo curto e pele
branca ou albina apresentam incidéncia mais elevada de CCE®. Em cées, as racas Dalmata,
Pit Bull, Bull Terrier e Boxer sdo as mais acometidas’*'*. De forma semelhante, no
levantamento de dados sobre a condicéo racial, obteve-se grande nimero de casos de CCE em
caes das racgas Pit Bull e Boxer. Neste estudo ndo foi possivel fazer o levantamento de dados
sobre o ambiente onde os animais habitavam (casa ou apartamento). Apesar disso, temos que
0s animais das referidas racas sdo considerados cdes de médio a grande porte e geralmente
residem em ambientes com area externa, devido ao seu tamanho. Essa hipdtese justifica a
possivel exposicdo solar prolongada. No mesmo sentido, os cdes SRD sdo maioria nas

habitacdes brasileiras™ "

e constituiram grande parte dos casos de CCE estudados, sendo as
mesmas premissas de ocorréncia consideradas a esses caes.

A investigacdo da relacdo entre a perda de diferenciacdo morfologica e a
expressdo aumentada de proteinas relacionadas ao crescimento e diferenciacdo celular tem
sido relevante para a compreensdo do comportamento neoplasico e posterior estabelecimento

de terapias*®®. Estudos imunoistoquimicos em epitélios normais mostraram reducdo na
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expressdo de EGFR em camadas progressivamente superficiais da epiderme intacta, com
marcada imunomarcagdo em queratindcitos basais e pouca ou nenhuma em células da camada
espinhosa superior ou no estrato corneo’®?!. Em contraste, nas amostras de CCE deste estudo
verificou-se imunomarcacdo aumentada de maneira uniforme, desde as camadas basais até as
superficiais. Em queratindcitos normais, a divisdo e diferenciacdo celular se da nas células
basais e a medida em que amadurecem, migram para a superficie. Dessa forma, a presenca da
imunocoloracdo em células basais € justificada. Entretanto, nas células displasicas e
neoplasicas, a presenca de imunomarcacdo em todas as camadas de células pode ser explicada
pela superexpressdo de EGFR aliado as inimeras desordens associadas a malignidade, como
resisténcia aos estimulos a apoptose.

Em relacdo ao padrdo de marcacdo IHQ nos queratindcitos neoplasicos, um
estudo encontrou que as células EGFR positivas apresentam coloracdo em membrana celular
e citoplasma®, o que também foi constatado nesta pesquisa. O padrdo de marcacdo em
membrana observado para EGFR corresponde a sua localizagdo transmembrana. Contudo, a
imunomarcacao constatada também no citoplasma ja foi relatada em outras pesquisas e pode
corresponder a moléculas recém-biosintetizadas no complexo de Golgi ou ao mecanismo de
trafego, onde o complexo proteico é deslocado ao interior citoplasmatico, mantendo, mesmo
que desregulada, a sua funcgéo de sinalizagdo e é associado a maior agressividade tumoral.

Ao contrério disso, o resultado deste estudo demonstra que mesmo baixa, ha
correlacdo entre o grau de diferenciacdo do CCE e o aumento da expressdo de EGFR. Em
contraste, um estudo apontou correlacdo negativa entre o grau de diferenciacdo do CCE e a
intensidade de expressdo de EGFR, enquanto que em outra pesquisa a expressdo de EGFR
ndo foi correlacionada & pouca diferenciacdo morfoldgica'”®. Por isso, é interessante que
ensaios quantitativos comparando os niveis de positividade com o das células equivalentes
normais sejam aplicados.

Em relacdo ao padrdo de marcagdo celular para o anti-c-erbB2, o resultado foi
distinto ao observado para EGFR. O padrdo de imunomarcacdo encontrado foi
predominantemente citoplasmatico, associado ou ndo & marcacdo na membrana plasmaética.
Tanto as camadas basais quanto as superficiais apresentaram imunomarcagdo da proteina,
sendo evidentes nas células de superficie. Outro estudo realizado por Torabizadeh et al.”, em
que a técnica de FISH foi utilizada para determinar a expressdo de c-erbB2 em tumores
colorretais humanos, a coloracdo de membrana foi associada a amplificacdo de genes da
molécula de c-erbB2, mas o mecanismo de coloracdo citoplasmética ndo foi identificado. A

descoberta de que essa proteina & expressa principalmente em superficies de tecidos
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clinicamente normais sugere que c-erbB2 seja preferencialmente expressa por células
epiteliais pds-mitdticas diferenciadas.

Diferentemente ao ocorrido com o EGFR, a imunomarcacdo de c-erbB2 ndo
apresentou correlagdo com os diferentes graus histologicos do CCE em cdes. Uma pesquisa
realizada por Seo et al.** demonstrou qualitativa e quantitativamente pela avaliagdo IHQ e
dois métodos de FISH, que c-erbB2 ndo é significativamente associado ao comportamento
agressivo do carcinoma colorretal em humanos. Em adenomas e carcinomas mamarios
caninos, a avaliacdo da expressdo de c-erbB2 por PCR demonstrou significante aumento
dessas proteinas em relacdo ao tecido mamario normal. Todavia, quando a mesma avaliagao
foi realizada por IHC ndo foi possivel determinar tal significancia. Ainda, os relatos da
expressdo aumentada de c-erbB2 variam de 0-47% no CCE-CP em humanos™ ?* %°. Acredita-
se que a diversidade de resultados encontrados em estudos anteriores esteja relacionado a
expressdo “tardia” dessa proteina por células epiteliais pés-mitdticas.

Um estudo realizado em epitélio ocular normal humano visando compreender o
padrdo de marcacdo de EGFR, c-erbB2 e c-erbB3, verificou padrdo de marcacao basal de
EGFR enquanto para c-erbB2 o padrdo de marcacdo encontrado foi nas camadas mais
superficiais™®, & semelhanca dos resultados desta pesquisa. Ainda, em outro estudo realizado
em amostras de CCE oculares de equinos, visando a verificagcdo da expressdo de EGFR e c-
erbB2, foram observados padrées de marcacdo similares em células neoplésicas®. A
correlacdo positiva entre EGFR e c-erbB2 observada no referido estudo sugere que o EGFR
seja expresso no estagios iniciais da diferenciacdo celular e o c-erbB2 preferencialmente
expresso por células epiteliais pos-mitoticas diferenciadas. Assim, acredita-se que o aumento
na expressdo do c-erbB2 seja diretamente proporcional ao aumento de EGFR.

Pesquisas anteriores referentes aos receptores de crescimento epidérmico
elucidam, na maioria dos casos, 0 aumento ou ndo da imunoexpressdo aliado a outros
parametros, como influéncia na atividade mitotica e/ou grau de diferenciacdo neoplésica,
assim como sua correlacdo com outras proteinas envolvidas no processo de crescimento
tumoral. Os estudos realizados nessa pesquisa incluiram a correlacdo da porcentagem de
células neoplésicas marcadas distribuidas na &area tumoral e o grau de diferenciagdo.
Acreditava-se que nos casos de CCE pouco diferenciado houvesse maior percentual de células
neoplasicas marcadas. Contudo, os resultados obtidos indicam que ndo ha relacdo entre o

percentual de células imunomarcadas e o grau de diferenciacdo histoldgica dos CCE em cées.
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8. CONCLUSOES

Conclui-se que ha propenséo de que 0 aumento na imunoexpressao de EGFR seja
diretamente proporcional ao grau de diferenciacdo do CCE, sendo que 0 mesmo ndo ocorre
com a imunomarcacgdo de c-erbB2. Também, os CCE em cédes parecem apresentar aumento

simultaneo da imunomarcacdo dos receptores de EGF.

9. CONSIDERACOES FINAIS

Do exposto, infere-se que a técnica de IHQ é um método laboratorial auxiliar
indispensavel ao diagndstico patoldgico em muitas situacdes. Porém, devido as multiplas
variaveis envolvidas, deve ser utilizada com prudéncia e sempre dentro de um contexto
completo de informacGes, preferencialmente em certos casos, com o auxilio de outras técnicas
complementares de diagndstico. As variacGes nas técnicas de deteccdo e nos métodos de
interpretacdo da expressdo aumentada de EGFR e c-erbB2 contribuem para uma divulgagéo
variada de resultados em muitos tipos de cancer, incluindo o CCE nas diferentes espécies.

Embora a IHQ constitua uma das técnicas comumente utilizadas para avaliar 0s
niveis protéicos de EGFR no tecido de diferentes tumores, seu método é estritamente
qualitativo, sem sistema de pontuacdo consensual validado, com interpretacdo subjetiva que
avalia apenas a presenca do antigeno e ndo a atividade da proteina. Além disso, a IHQ mostra
uma imagem ndo funcional do estado celular, quando é cada vez mais evidente que o EGFR e
0 c-erbB2 sdo parte de um sistema dinamico, onde sua localiza¢do e funcionalidade pode
ocorrer em diferentes compartimentos celulares. Assim, para uma abordagem dinamica da
funcionalidade de das proteinas envolvidas é relevante a avaliacdo conjunta dos niveis da
proteina pela expressao de seu RNAm, utilizando a técnica de PCR.

O carcinoma das células escamosas € uma neoplasia maligna da epiderme,
relativamente comum em homens e animais, podendo ter ampla variedade de formas clinicas
e morfoldgicas. Diante do conhecimento de todos os mecanismos que envolvem o seu
desenvolvimento, pode-se langar méo de tratamentos eficientes que atuem somente nas
células alteradas, privando as normais de injaria, levando a menor efeito colateral, com
consequente melhor qualidade de vida ao paciente portador da doenca.

Em medicina veterinaria, os dados sobre a resposta a terapia sdo limitados e 0s
resultados deste estudo contribuem para a avaliagdo da importdncia a imunomarcagéo de

EGFR e c-erbB2 no CCE. Ainda, as respostas alcancgadas atestam que a via de sinalizagéo de
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EGFR est4 possivelmente envolvida na progressao e diferenciacdo maligna do CCE e que a

sua expressdo esta ligada a ativagdo e expressdo de c-erbB2.
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