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AVALIACAO DA IMUNOEXPRESSAO DO RECEPTOR 2 DO FATOR DE
CRESCIMENTO EPIDERMICO HUMANO (HER2) E DO ANTIGENO NUCLEAR
K167 NO CARCINOMA DE SACO ANAL CANINO

RESUMO - O carcinoma de saco anal é uma neoplasia marcada por
comportamento agressivo, com diversas formas de terapia relatadas. A cirurgia
permanece como tratamento de elei¢cdo, sendo, no entanto, controversa em casos
avancados e com metastase instalada. Os fatores progndsticos conhecidos, sao
igualmente controversos, e dessa forma, novos estudos tém sido realizados buscando
novos marcadores prognosticos e preditivos. O HER2 é uma proteina de membrana
relacionada ao processo de tumorigénese, comprovadamente expressa em diferentes
tipos tumorais, na medicina humana e veterinaria. O Ki67, por sua vez, é uma proteina
nuclear, com funcéo relacionada a proliferacdo celular que atua, como importante
marcador progndstico no cancer. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
imunoexpressao dos marcadores HER2 e Ki67 em casos de carcinoma de saco anal
canino. Inicialmente foi realizado um estudo retrospectivo, acerca do carcinoma de
saco anal em caninos, com um N de 260 casos. Posteriormente, foram obtidas
amostras de carcinoma de saco anal, incluidas em parafina, junto ao laboratorio
parceiro, divididas em quatro grupos: maior diametro tumoral menor que 2,5cm, maior
didmetro tumoral maior que 2,5cm, linfonodos metastaticos e grupo controle. Cada
grupo foi representado por um N de 10 amostras, sendo entdo realizada
imunomarcacado para os marcadores HER2 e Ki67. Foi encontrado um maior
acometimento em animais adultos a idosos, do sexo feminino e sem raca definida. Em
relacdo ao tamanho tumoral, observou-se que os tumores frequentemente sao
diagnosticados ja com dimensdes elevadas. Quanto a avaliagdo imunoistoquimica, a
marcacao de HER2 foi positiva em 45% dos casos de tumor primério, com marcagao
100% negativa no grupo controle, composto por amostras de saco anal integro. A
imunoexpressao do Ki67 teve mediana de 25% em todos os grupos avaliados, com
excecdo do grupo controle, com mediana de 8% de imunoexpressdo. Ndo houve
associacao entre a imunoexpressao do HER2 ou do Ki67 nos diferentes tamanhos
tumorais, nem na comparacdo de tumores primarios e metastaticos. O estudo
demonstrou que a imunoexpressdo do HER2 e do Ki67 esta presente em carcinomas
de saco anal, representando um potencial alvo terapéutico, diferindo dos sacos anais
nao neoplasicos.

Palavras-chave: adenocarcinoma apocrino do saco anal, imunoistoquimica,
neoplasia.



IMMUNOEXPRESSION EVALUATION OF HUMAN EPIDERMAL GROWTH
FACTOR RECEPTOR 2 (HER2) AND NUCLEAR ANTIGEN KI67 IN CANINE ANAL
SAC CARCINOMA

ABSTRACT - Anal sac carcinoma is a neoplasm marked by aggressive
behavior, with several forms of therapy reported. Surgery remains the treatment of
choice, although it is controversial in advanced cases with established metastasis. The
known prognostic factors are equally controversial, and thus, new studies have been
carried out looking for new prognostic and predictive markers. HER2 is a membrane
protein related to the tumorigenesis process, proven to be expressed in different tumor
types in Human and Veterinary Medicine. Ki67 is a nuclear protein, with function
related to cell proliferation that acts as an important prognostic marker in cancer. The
aim of the present study was to evaluate the immunoexpression of HER2 and Ki67
markers in cases of canine anal sac carcinoma. Initially, a retrospective study was
carried out on anal sac carcinoma in canines, with an N of 260 cases. Subsequently,
samples of anal sac carcinoma, embedded in paraffin, were obtained from the partner
laboratory, divided into four groups: largest tumor diameter less than 2.5 cm, largest
tumor diameter greater than 2.5 cm, metastatic lymph nodes and control group. Each
group was represented by an N of 10 samples, and immunostaining for markers HER2
and Ki67 was then performed. A greater involvement was found in adult to elderly
animals, female and mixed breed. Regarding the tumor size, it was observed that
tumors are often diagnosed with high dimensions. As for the immunohistochemical
evaluation, HER2 staining was positive in 45% of the primary tumor cases, with 100%
negative staining in the control group, composed of intact anal sac samples. Ki67
immunoexpression had a median of 25% in all groups evaluated, with the exception of
the control group, with a median of 8% immunoexpression. There was no association
between HER2 or Ki67 immunoexpression in different tumor sizes, nor in the
comparison of primary and metastatic tumors. The study demonstrated that HER2 and
Ki67 immunoexpression is present in anal sac carcinomas, representing a potential
therapeutic target, differing from non-neoplastic anal sacs.

Key words: apocrine adenocarcinoma of the anal sac, immunohistochemistry,
neoplasm.
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais
1. INTRODUCAO

Os tumores de saco anal, principalmente na variante maligna, sdo comuns na
medicina veterindria, e estdo relacionados a um potencial agressivo, com importantes
taxas de infiltracdo local e principalmente metastase a distancia. O prognostico varia
de reservado a desfavoravel devido ao diagndstico frequentemente tardio e a baixa
eficacia das modalidades terapéuticas atualmente disponiveis (Barnes e Demetriou,
2017; Chambers et al., 2020; Withrow et al., 2020).

O receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico também denominado
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor - Type 2) representa uma proteina
relacionada ao desenvolvimento neoplasico, sendo a sua expressao bem estabelecida
na medicina humana em diversos tipos tumorais (Hynes e Stern, 1994; Gutierrez e
Schiff, 2011; Hsu e Hung, 2016). Na medicina veterinaria pesquisas tém sido
desenvolvidas na tentativa de avaliar a expressdo do HER2 em tumores que ja
possuem a sua expressao observada na medicina humana, como no caso dos
carcinomas mamarios, de tireoide, de células transicionais vesicais, gastricos e
pulmonares (Tsuboi et al., 2019; Lorch et al., 2019; Yoshimoto et al., 2019b; Yoshimoto
et al., 2020; Brunetti et al., 2021).

O antigeno nuclear Ki67, por sua vez, é uma proteina nuclear expressa em
células em divisao celular e ausente em células em repouso. Sua forma de expressao,
somada a meia-vida curta, tornam a proteina um importante marcador progndstico,
reconhecido na medicina humana e veterinaria (Meuten, 2017; Gil e Vagnarelli, 2018;
Miller et al., 2018).

O presente trabalho, tem o propdésito de aprofundar a investigacdo acerca dos
marcadores HER2 e Ki67 nos carcinomas de saco anal canino. Ao avaliar a expressao
desses marcadores, objetiva-se definir, potencialmente novas ferramentas
prognésticas, preditivas e terapéuticas, permitindo diferenciar as neoplasias de
comportamento mais agressivo, daquelas menos agressivas, antecipando o
comportamento tumoral, e fornecendo um alvo molecular para novas terapias

medicamentosas em desenvolvimento.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico (HER2)
2.1.1. Biologia dos receptores HER

O HER2 é uma proteina de membrana pertencente a familia do receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR/HER). Sua expressao ocorre de forma natural
nos tecidos organicos, com excecdo dos tecidos hematopoiéticos, com funcao
relacionada ao crescimento e diferenciacéo celular, e importancia desde a vida fetal
até o completo desenvolvimento do organismo apdés o nascimento (Hynes e Stern,
1994; Yarden, 2001; Freitas, 2007; Moasser, 2007; Gutierrez e Schiff, 2011;
Krishnamurti e Silverman, 2014; Yan et al., 2015; Hsu e Hung, 2016).

A familia dos receptores HER € formada por quatro receptores de membrana,
em formas homoélogas, denominados receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR ou HER1), receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico (HER?2), receptor
tipo 3 do fator de crescimento epidérmico (HER3) e receptor tipo 4 do fator de
crescimento epidérmico (HER4) (Yarden, 2001; Krishnamurti e Silverman, 2014; Hsu
e Hung, 2016).

Estruturalmente, os quatro receptores sao semelhantes, sendo compostos por
um segmento extracelular ligante, um segmento transmembranar e um segmento
intracelular de tirosina-quinase (Figura 1) (Yarden, 2001; Moasser, 2007; Krishnamurti
e Silverman, 2014; Hsu e Hung, 2016). Sabe-se que a evolucéo dos receptores HER
acompanhou a evolugdo dos organismos animais, evidenciado pela observacao de
formas ancestrais desses receptores em animais invertebrados e pela presenca dos

quatro receptores, em formas mais complexas, nos mamiferos (Yarden, 2001).



'] SEGMENTO
Membrana TRANSMEMBRANAR
— ________

citoplasmatica

Citoplasma

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura dos receptores HER,
evidenciando os segmentos extracelular, transmembranar e intracelular. Adaptado de
Yarden (2001).

A ativacado dos HERs ocorre por meio da ligagdo de um ligante especifico ao
dominio extracelular do receptor, que ativa o0 processo de dimerizacdo e
transfosforilagdo no dominio intracelular da tirosina quinase, liberando estimulos ao
nacleo para a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Moasser, 2007;
Gutierrez e Schiff, 2011; Krishnamurti e Silverman, 2014; Hsu e Hung, 2016).

O processo é controlado pelos quatro receptores, e por seus respectivos
ligantes (Figura 2). Dentre eles, sdo reconhecidos ligantes do HER1 o fator de
crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento transformador alfa (TGF-a), as
anfiregulinas (AR), o fator de crescimento semelhante ao EGF de ligacédo a heparina
(HB-EGF), as betacelulinas (3-cel) e as epiregulinas; e dos receptores HER3 e HER4
as neuregulinas e suas isoformas (NDF). Nao ha ligantes conhecidos para o HER2
(Yarden, 2001; Moasser, 2007; Gutierrez e Schiff, 2011; Krishnamurti e Silverman,
2014; Hsu e Hung, 2016).
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Figura 2. Representacdo esquematica do processo de ligacdo e dos respectivos
ligantes associados aos receptores da familia HER. Adaptado de Yarden (2001).

No entanto, essa via de sinalizacdo ndo € considerada uma via singular, mas
sim uma complexa rede de sinalizacdo. Apds a ligacdo, os receptores mondmeros,
passam por um processo chamado de dimerizacao, que leva a associacao entre dois
mondmeros e resulta na formacdo de homodimeros (exemplo: HER1-HER1) ou
heterodimeros (exemplo: HER1-HER?2) (Yarden, 2001; Moasser, 2007; Hsu e Hung,
2016). Os diferentes dimeros formados séo responsaveis por diferentes estimulos
celulares, e dessa forma, um mesmo ligante pode formar diferentes dimeros que
resultam em diferentes respostas celulares (Yarden, 2001; Hsu e Hung, 2016;
Majumder et al., 2021).

Em relacdo ao HER2, devido a auséncia de ligantes conhecidos, acredita-se
que a ativacdo ocorra apenas pela formacao de dimeros com os demais receptores.
Devido a necessidade de dimerizag&o para a sua ativagdo, o HER2 possui uma maior
capacidade de ligagao aos demais receptores, que o torna o correceptor preferencial
para a formacdo de mondémeros (Yarden, 2001; Gutierrez e Schiff, 2011; Hsu e Hung,
2016; Majumder et al., 2021).

Os heterodimeros formados com o HER2 possuem ligagdo mais duradoura,

que geram sinalizacdo mais potente, sendo a ligagdo HER2-HER3 a de maior



intensidade entre todas elas (Yarden, 2001; Moasser, 2007; Gutierrez e Schiff, 2011,
Yan et al., 2015; Hsu e Hung, 2016; Majumder et al., 2021). A sinalizacao exacerbada
pelos heterodimeros relacionados ao HER2 leva ao aumento da mitogenicidade que
pode ser responsavel por estimular o crescimento neoplasico (Yarden, 2001; Moasser,
2007; Hsu e Hung, 2016; Majumder et al., 2021).

2.1.2. Acédo neoplasica do HER2

O exato mecanismo pelo qual os receptores HER2 atuam na transformacao
neoplasica ndo é amplamente conhecido, porém sabe-se que o0 seu aumento é
frequente em diversos tipos neoplasicos (Hynes e Stern, 1994; Yarden, 2001). A
superexpressdo da proteina HER2 foi inicialmente observada na medicina humana
em neoplasias mamarias e posteriormente ovarianas (Yarden, 2001; Krishnamurti e
Silverman, 2014; Majumder et al., 2021), sendo atualmente relatada em uma
variedade de tumores, principalmente de origem epitelial (Yan et al., 2015). Quando
superexpresso, 0 seu aumento é significativo, podendo se apresentar até 100x vezes
superior frente as células normais (Hynes e Stern, 1994).

O aumento da expressao do HER?2 esté4 relacionado a uma amplificacdo génica
do oncogene denominado HER2/neu ou c-erbB-2 localizado no cromossomo 17
(17912), responsavel pela codificacao desse receptor (Hynes e Stern, 1994; Moasser,
2007; Gutierrez e Schiff, 2011; Krishnamurti e Silverman, 2014; Hsu e Hung, 2016;
Withrow et al., 2020). Acredita-se que a superexpressao dos receptores HER2 leva a
um aumento da formacdo dos seus dimeros, que ativa uma cascata de sinalizacéo,
criando acentuados estimulos proliferativos e uma desregulacdo nos mecanismos de
controle celular, promovendo a tumorigénese (Hynes e Stern, 1994; Moasser, 2007,
Gutierrez e Schiff, 2011; Yan et al., 2015).

Diversos métodos sdo descritos para a avaliacdo da expressdo do HER2. A
identificacdo da superexpressdo pode ser feita pelos testes de imunoistoquimica,
ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) e Western blot; enquanto a
avaliacdo da amplificacdo pode ser feita pelos testes de fluorescence in situ
hybridization (FISH), chromogenic in situ hybridization (CISH), silver in situ



hybridization (SISH), Southern blot e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Krishnamurti e Silverman, 2014; Perez et al., 2014). No entanto, a imunoistoquimica
permanece como modalidade mais amplamente e rotineiramente empregada por se
tratar de uma técnica mais acessivel (Gutierrez e Schiff, 2011; Krishnamurti e
Silverman, 2014; Perez et al., 2014).

O receptor HER2 é reconhecido como um importante marcador prognadstico,
principalmente nas neoplasias mamarias (Yarden, 2001; Gutierrez e Schiff, 2011;
Krishnamurti e Silverman, 2014). O aumento da proteina é associado a um
comportamento tumoral mais agressivo, e relacionado a piores prognosticos, tanto na
medicina humana quanto veterinaria (Yarden, 2001; Hsu e Hung, 2016; Meuten, 2017;
Withrow et al., 2020).

Como alvo terapéutico, ja foi estabelecido que o bloqueio do receptor HER2
enfraquece a sinalizacdo do crescimento celular e reduz o crescimento maligno
(Yarden, 2001), com diversas drogas desenvolvidas com esse objetivo (Gutierrez e
Schiff, 2011). Atualmente, utilizam-se principalmente anticorpos monoclonais anti-
HER2 que atuam reconhecendo e bloqueando o dominio extracelular do receptor
(Yarden, 2001; Scaltriti et al., 2009; Gutierrez e Schiff, 2011; Loibl e Gianni, 2016;
Meuten, 2017).

Dentre os medicamentos inibidores, diferenciam-se aqueles considerados
reversiveis ou de primeira geracdo e aqueles considerados irreversiveis ou de
segunda geracao (Garcia et al., 2020). Dentre os inibidores de primeira geracao, o
Lapatinib que atua como um inibidor da tirosina quinase do HER2 (Scaltriti et al.,
2009), tem sido alvo de diversos estudos acerca da seguranca e dose ideal na
medicina veterinaria (Tanaka et al., 2020) e do seu uso em outros tipos tumorais em
cées (Sakai et al., 2018), demonstrando respostas promissoras, como no caso dos
carcinomas uroteliais (Maeda et al., 2022). Outras drogas como o trastuzumab,
pertuzumab também se encontram em fases avancadas de estudos, possuindo
diferentes mecanismos de agédo que interferem na sinalizacdo do HER2 (Loibl e
Gianni, 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica do processo de ativagdo do HER2 e do
mecanismo de acdo das drogas Lapatinib, Trastuzumab e Pertuzumab durante o
processo de ativacao do receptor. Adaptado de Loibl e Gianni (2016).

Uma segunda classe de medicamentos, que potencialmente podem beneficiar
agueles pacientes com neoplasias que apresentam a expressdo do HERZ2,
corresponde a vacina policlonal anti-EGFR/HER2 e a vacina recombinante de listeria
que atuam estimulando uma resposta imunolégica ao antigeno tumoral (Mason et al.,
2016; Doyle et al., 2021; Musser et al., 2021).

2.1.3. HER2 na medicina veterinaria

A avaliagdo da superexpressdo do HER2 também é alvo de estudos em
processos neoplasicos em cédes e gatos. Nos tumores mamarios dessas espécies se
observam resultados variaveis com as taxas de superexpressdo em neoplasias
mamarias malignas relatadas entre 16.7% e 29.7% (De Las Mulas et al., 2003; Millanta
et al., 2005; Hsu et al., 2009; Ressel et al., 2013; Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017)
em comparagcdo com as taxas de 25 a 30% observadas nos tumores mamarios

humanos (Meuten, 2017). Quando avaliados os tumores benignos, as taxas também



foram variaveis (Hsu et al., 2009; Ressel et al., 2013). Dessa forma, sugere-se que 0
HERZ2 e o oncogene c-erbB-2 também possuam funcéo ativa na proliferacao do tecido
mamario das cadelas (De Las Mulas et al., 2003; Ressel et al., 2013) e gatas (Millanta
et al., 2005).

Outras neoplasias tém sido alvo de estudos semelhantes quanto a expressao
do receptor, com as pesquisas geralmente direcionadas aos carcinomas, que ja
possuem uma base de conhecimento estabelecido na medicina humana quanto a
expressao do HER2, como os carcinomas de tireoide, carcinoma vesicais, carcinomas
gastricos e carcinomas pulmonares (Terragni et al., 2014; Tsuboi et al., 2019; Lorch
et al., 2019; Yoshimoto et al., 2019b; Yoshimoto et al., 2020; Brunetti et al., 2021). Os
osteossarcomas também foram foco de estudos, na tentativa de buscar novos alvos

terapéuticos, devido a elevada agressividade da doenca (Flint et al., 2004).

A expressao do HER2 nos carcinomas de saco anal foi previamente avaliada
por Yoshimoto et al. (2019a) que observaram uma maior expressao do receptor no
tecido neoplasico frente ao tecido normal, sugerindo mais estudos na tentativa de

validar o receptor como um marcador prognéstico.

2.2. Antigeno nuclear Ki67
2.2.1. Biologia do antigeno nuclear Ki67

A proteina denominada Ki67 é reconhecida como um antigeno, ou proteina
nuclear, comumente associada a proliferagcéo celular, devido a sua elevada expressao
em células ativas no ciclo celular, e minima expressao em células em quiescéncia
(Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e Gerdes, 2000; Brown e Gatter, 2002; Tao Li et al.,
2015; Gil e Vagnarelli, 2018; Miller et al., 2018).

Sua descoberta se deu em células de linfoma Hodgkin em camundongos
(Gerdes et al., 1983), sendo atualmente descrita na maioria dos mamiferos (Scholzen
e Gerdes, 2000; Sun e Kaufman, 2018). Sua denominacao se deu em homenagem a
cidade de realizacdo da pesquisa inicial, Kiel, e ao numero do clone original de

identificacdo do antigeno, clone 67 (Gerdes et al., 1983).



Estruturalmente trata-se de uma proteina de grandes dimensdes, com peso
molecular de aproximadamente 395 kDa (Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e Gerdes,
2000; Brown e Gatter, 2002; Tao Li et al., 2015; Menona et al., 2019). Sua composicao
€ complexa, e formada por uma série de dominios e sitios de ligagdo, apresentando
similaridades a outras proteinas também envolvidas na regulacdo do ciclo celular
(Endl e Gerdes, 2000; Scholzen e Gerdes, 2000; Brown e Gatter, 2002; Tao Li et al.,
2015; Miller et al., 2018; Sun e Kaufman, 2018; Menona et al., 2019).

Funcionalmente, sabe-se que a proteina Ki67 apresenta sobrevida curta, de
aproximadamente 1 hora a 1,5 horas, regulada por um equilibrado mecanismo de
sintese e degradacéo proteica (Endl e Gerdes, 2000; Brown e Gatter, 2002; Tao Li et
al., 2015; Meuten, 2017; Gil e Vagnarelli, 2018; Sun e Kaufman, 2018), estando
presente em todas as células em proliferacdo, normais ou neoplasicas (Scholzen e
Gerdes, 2000).

Pouco se sabe, no entanto, sobre a sua exata fungdo no organismo, com
estudos que sugerem o seu papel em diferentes fases do processo de divisédo celular
sendo considerada vital ao processo de proliferacdo celular (Endl e Gerdes, 2000;
Scholzen e Gerdes, 2000; Brown e Gatter, 2002; Booth e Earnshaw, 2017; Sobecki et
al., 2017; Gil e Vagnarelli, 2018; Miller et al., 2018; Sun e Kaufman, 2018; Menona et
al., 2019).

A expressao de Ki67 é observada durante todo o ciclo celular, nas fases G1, S,
G2 e M, ausente apenas na fase GO nas células em repouso (Scholzen e Gerdes,
2000; Tao Li et al., 2015; Meuten, 2017; Yang et al., 2017; Menona et al., 2019). No
entanto, estudos recentes tém demonstrado variacées na sua localizacéo e expressao
ao longo do processo. Acredita-se que durante a fase de interfase o Ki67 se localize
no nucleo celular, se acumulando posteriormente no nucléolo durante a fase G2, e na
periferia dos cromossomos mitéticos durante a mitose, permanecendo ali até a

reforma do nucleo em G1 apos a segregacdo cromossémica (Gil e Vagnarelli, 2018).

De modo semelhante, os niveis de expressao também sofrem varia¢cées ao
longo do ciclo celular, sendo inicialmente baixos durante as fases G1 e S, medianos
durante G2, atingindo o pico no inicio e uma diminuigdo significativa ao final da fase

M (Tao Li et al., 2015; Yang et al., 2017). Durante as fases S, G2 e M a célula tem um
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acumulo da proteina, mediante estimulos positivos, e durante as fases G1 e GO ocorre
a degradacao proteica (Sobecki et al., 2017; Yang et al., 2017; Miller et al., 2018).
Dessa forma, os niveis de expressao observados durante as fases GO e G1 podem
sugerir quanto tempo a célula passou em quiescéncia e ha quanto tempo ela retornou
ao ciclo celular (Figura 4) (Sobecki et al., 2017; Gil e Vagnarelli, 2018; Miller et al.,
2018; Sun e Kaufman, 2018).

Alta expressdao
do Ki67

Baixa expressao
do Ki67

Figura 4. Representacdo esquematica da variacao da expressao do Ki67 ao longo do
ciclo celular. A: Representacdo de uma célula com curto ou ausente periodo de
quiescéncia. B: Representacdo de uma célula com prolongado periodo de
quiescéncia. Adaptado de Gil e Vagnarelli (2018).

2.2.2. Ki67 na medicina veterinaria

Devido aos diversos achados que associam a proteina Ki67 ao ciclo celular, e
ao seu curto periodo de meia-vida, a proteina foi estabelecida como um dos principais
marcadores celulares relacionados a proliferacdo celular, amplamente utilizada e
estudada na oncologia humana e veterinaria (Scholzen e Gerdes, 2000; Meuten,
2017; Gil e Vagnarelli, 2018).

Para a avaliagdo da sua expressao utiliza-se principalmente o exame de
imunoistoquimica, que avalia a proteina qualitativamente, quanto a expressao ou nao,
e quantitativamente relacionado ao nivel de expresséo (Gil e Vagnarelli, 2018; Miller
et al., 2018; Menona et al., 2019).

Sua aplicacdo como marcador prognoéstico de indice proliferativo € descrita em
diferentes tipos tumorais, com sistemas de graduacao e valores de corte descritos
para as diferentes neoplasias (Scholzen e Gerdes, 2000; Tao Li et al., 2015; Yang et
al., 2017; Gil e Vagnarelli, 2018; Miller et al., 2018; Sun e Kaufman, 2018). A proteina
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também ja foi associada como um marcador de malignidade, agressividade tumoral e
a presenca de metastases (Tao Li et al.,, 2015; Menona et al., 2019). Atualmente
avalia-se ainda o seu potencial terapéutico, com terapias alvo direcionadas a inibicao
da proteina em fases iniciais de desenvolvimento (Yang et al., 2017; Menona et al.,
2019).

7

Na medicina veterinaria, o Ki67 é fortemente associado ao indice de
proliferacdo celular, sendo um marcador prognéstico amplamente estudado em
diferentes neoplasias como os melanomas cutaneo e oral, mastocitoma, tumores
mamarios, carcinomas cutaneos, tumor venéreo transmissivel, linfoma, insulinoma,
plasmocitoma cutaneo, tumores hepaticos, tumores testiculares e tumores perianais
(Buishand et al., 2010; Bergin et al., 2011; Berlato et al., 2015; Daleck e Nardi, 2016;
Meuten, 2017; Withrow et al., 2020). Sua avaliacdo, de modo semelhante a medicina
humana, é feita por meio de exame de imunoistoquimica, com mensuracdo em valores
percentuais, e associada a valores de corte pré-estabelecidos que permitem uma
interpretacédo mais precisa (Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020).

2.3. Anatomia e fisiologia dos sacos anais

A regido perianal canina € permeada por glandulas que possuem diferentes
funcdes no organismo, incluindo as glandulas perianais ou glandulas hepatoides e os

sacos anais (Withrow et al., 2020).

Os sacos anais estdo presentes em todos os carnivoros (Duijkeren, 1995; Jung
et al., 2016), e consistem em diverticulos cutaneos, que se localizam entre os
musculos interno e externo do esfincter anal, dispostos em pares e emparelhados.
Cada saco anal é continuado por um ducto excretor que se abre para a superficie
cutanea. Nos cées e gatos, sua localizacao esta na superficie ventro-lateral direita e
ventro-lateral esquerda do anus, nas posi¢cdes de quatro horas e oito horas (Figura 5)
(Ragni, 2012; Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020).
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Musculo levantador do anus

Musculo coccigeo

Ducto excretor do
saco anal

Esfincter anal externo

Saco anal

Musculo obturador interno

Masculo bulboesponjoso Musculo retrator do pénis
Escroto

Figura 5. Representacdo esquematica da regido perianal canina, evidenciando a
localizac&o dos sacos anais e estrutura muscular associada. Adaptado de Hill’s Atlas
of Veterinary Clinical Anatomy (2004).

No interior dos diverticulos estdo presentes glandulas conhecidas como
glandulas apodcrinas do saco anal, que ddo origem a neoplasia de mesmo nome
(Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020). Nos caninos as glandulas
estdo presentes em grande ndimero e se concentram principalmente na regiao do
fundo dos sacos anais, enquanto a superficie ductal é permeada por glandulas
sebaceas. Ambos, sacos anais e ductos excretores, sao revestidos por epitélio

escamoso estratificado (Duijkeren, 1995; Ragni, 2012; Jung et al., 2016).

Quanto a drenagem e vascularizacdo, o0 suporte sanguineo da regido €
realizado pelas artérias retais caudais e artérias perineais caudais (Ragni, 2012). A
drenagem linfatica é realizada por multiplas vias, ocorrendo principalmente para a
cadeia linfatica sublombar ou linfocentro ileossacral, composto pelos linfonodos iliaco
médio, iliaco interno e sacrais (figura 6) (Penninck e D’anjou, 2015; Linden et al.,
2019).
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RK

LK

Figura 6. Representacdo esquematica da drenagem linfatica em caninos, com
destaque para o linfocentro ileossacral. 1: Linfonodos iliacos mediais, 2: Linfonodos
iliacos internos, 3: Linfonodos sacrais. AO: aorta, CVC: veia cava caudal, DCI: vasos
iliacos circunflexos profundos, El: vasos iliacos externos, LK: rim esquerdo, RK: rim
direito. Adaptado de Penninck e D’anjou, 2015.

A funcéo dos sacos anais esta relacionada a comportamentos sociais, sexuais
e territoriais, por meio da liberacéo do seu contetdo, que é controlada pelo esfincter
anal externo. O conteudo fluido e fétido do saco anal é composto pela secrecao das
glandulas apdcrinas e das glandulas sebaceas do ducto, além do produto do epitélio
descamado e das bactérias ali presentes. (Duijkeren, 1995; Polton et al., 2006; Ragni,
2012; Jung et al., 2016; Bergeron et al., 2020).

As afeccdes dos sacos anais podem ser divididas em dois grupos: condi¢des
ndo neoplasicas, que inclui traumas, abcessos e a saculite; e as condicdes
neoplasicas representadas pelos adenomas e carcinomas (Ragni, 2012; Jung et al.,
2016).
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2.4. Carcinoma de saco anal
2.4.1. Etiologia e epidemiologia

As neoplasias de saco anal tém origem nas glandulas apdécrinas localizadas no
interior dos sacos anais, e dessa forma podem ser chamadas adenomas de saco anal
ou da glandula apoécrina do saco anal, para a variante benigna; e
adenocarcinoma/carcinoma de saco anal ou da glandula apdécrina do saco anal, para
a variante maligna (Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020). Para

fins de padronizacdo, empregou-se no texto a terminologia ‘carcinoma de saco anal’.

Sua etiologia ndo é completamente elucidada (Withrow et al., 2020), porém
sugere-se a influéncia de inflamacdes crénicas e processos bacterianos como fatores
predisponentes (Polton et al., 2006; Bergeron et al., 2020). A dependéncia hormonal
ndo estd presente como em outras neoplasias perianais (Daleck e Nardi, 2016;
Brodzki et al., 2021).

O carcinoma de saco anal figura entre as neoplasias mais frequentes da regiao
perianal nos caninos, correspondendo a 17% dos tumores nessa localizacdo, e 2% de
todas as neoplasias cutaneas. Os carcinomas de saco anal sdo raros na espécie
felina, e os adenomas séo infrequentes em ambas as espécies (Daleck e Nardi, 2016;
Meuten, 2017; Withrow et al., 2020).

O perfil de acometimento envolve principalmente animais adultos e idosos
(Williams et al., 2003; Polton e Brearley 2007; Polton et al., 2007; Knudsen et al., 2013;
Daleck e Nardi, 2016; Palladino et al., 2016; McQuown et al., 2017; Meier et al., 2017;
Pradel et al., 2018; Elliott et al., 2019; Withrow et al., 2020) e a predisposi¢cao sexual
nao € atualmente confirmada (Williams et al., 2003; Polton et al., 2006; Polton e
Brearley 2007; Knudsen et al., 2013; Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Pradel et
al., 2018; Elliott et al., 2019).

Em relacdo ao fator racial, a predisposicao é descrita principalmente nas racas
Cocker Spaniel, Dachshund e Pastor Aleméo (Williams et al., 2003; Polton et al., 2006;
Polton e Brearley 2007; Polton et al., 2007; Daleck e Nardi, 2016; McQuown et al.,
2017; Pradel et al., 2018; Elliott et al., 2019; Withrow et al., 2020). Em relacdo ao porte,

o peso médio encontrado em diferentes estudos permanece entre 22 kg a 26 kg
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demonstrando o acometimento principalmente em racas de médio porte (Turek et al.,
2003; Williams et al., 2003; Palladino et al., 2016; McQuown et al., 2017; Meier et al.,
2017; Chambers et al., 2020).

2.4.2. Manifestacdo e sinais clinicos

O carcinoma geralmente se desenvolve como um tumor perianal discreto
(Daleck e Nardi, 2016) com massas intradérmicas e subcutaneas, firmemente fixadas
ao redor do saco anal (Figura 7) (Williams et al., 2003; Raskin e Meyer, 2012; Meuten,
2017), perceptiveis somente a palpacao retal (Withrow et al., 2020). Alguns casos
podem cursar com massas externas de grandes dimensdes, semelhantes as
neoplasias de glandula hepatoide (Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017). Entretanto,
as dimensdes médias do tumor no momento do diagndéstico, avaliadas em estudos
internacionais, variaram de 0,5 a 2,0cm (Turek et al., 2003; Daleck e Nardi, 2016;
Meuten, 2017; Pradel et al., 2018; Skorupski et al., 2018; Chambers et al., 2020) e as
ulceracbes sdo incomuns (Meuten, 2017). A manifestacdo é mais frequentemente
unilateral com cerca de 7% a 14% dos casos ocorrendo de forma bilateral (Turek et
al., 2003; Meier et al., 2017; Chambers et al., 2020; Withrow et al., 2020).

Figura 7. A/B: Pacientes caninos manifestando carcinoma de saco anal em
manifestacdo tipica. Diagnostico confirmado mediante exame de histopatologia.
Fonte: arquivo pessoal.
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Em relacdo ao comportamento, a neoplasia apresenta agressividade local
variavel, com elevado potencial metastatico (Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017,
Withrow et al., 2020). Sugere-se que no momento do diagnostico inicial as metastases
regionais ja estejam presentes em cerca de 26% a 96% dos casos (Williams et al.,
2003; Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020), e metastases a
distancia em 0 a 42% dos casos (Bennett et al., 2002; Withrow et al., 2020).

A disseminacgdo ocorre principalmente pela via linfatica em decorréncia da
importante vascularizacdo encontrada nas submucosa dos sacos anais (Daleck e
Nardi, 2016). O linfonodo sentinela pode variar entre os linfonodos do linfocentro
ileossacral, porem na maior parte dos casos, sera o linfonodo iliaco interno, com casos
atipicos realizando drenagem para os linfonodos inguinais (Penninck e D’anjou, 2015;
Linden et al., 2019). Casos de skip metastases ja foram relatados (Schlag et al., 2020).
As metastases a distancia ocorrem principalmente para os pulmdes, figado, baco e
0ssos (Bennett et al., 2002; Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020).

A sindrome paraneoplasica de hipercalcemia é amplamente relatada, com
incidéncia que varia de 25% a 51% dos casos (Bennett et al., 2002; Williams et al.,
2003; Daleck e Nardi, 2016; McQuown et al., 2017; Meier et al., 2017; Chambers et
al., 2020; Withrow et al., 2020). Sua causa esta relacionada principalmente a producdo
tumoral do peptideo relacionado ao paratorménio (PTH-rP) que possui acéo
semelhante ao hormdénio de mesmo nome (Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017,
Withrow et al., 2020), somado a citocinas que apresentam a¢do sinérgica como a
interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF) (Daleck e Nardi, 2016).

Os sinais clinicos estdo relacionados a presenca da massa primaria
(manifestacao clinica de disquesia, tenesmo, desconforto abdominal, sangramento,
corrimento e lambedura local), ao aumento nos linfonodos regionais (constipacao,
fezes em formato anormal, estranguria, ataxia, dor local e paresia ou paralisia de
membros), e relacionados a hipercalcemia (polidria, polidipsia, hiporexia, letargia e
émese) (Bennett et al., 2002; Turek et al., 2003; Williams et al., 2003; Daleck e Nardi,
2016; McQuown et al., 2017; Meier et al., 2017; Pradel et al., 2018; Elliott et al., 2019;
Withrow et al., 2020).
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Outros sinais menos frequentes incluem o0 emagrecimento progressivo,
inapeténcia, tosse, dispneia, febre e ictericia (Daleck e Nardi, 2016). Animais
assintomaticos foram relatadas em até 50% dos casos (Bennett et al., 2002; Withrow
et al., 2020) apesar de existirem resultados discordantes que demonstrem menores
propor¢cdes (McQuown et al., 2017; Meier et al., 2017; Pradel et al., 2018).

2.4.3. Diagnéstico e estadiamento

A deteccdo das neoplasias de saco anal pode ser dificil em casos iniciais e
assintomaticos, e dessa forma a palpacao retal deve ser preconizada em quaisquer
animais adultos, representando a primeira etapa do diagndstico (Daleck e Nardi, 2016;
Skorupski et al., 2018; Schlag et al., 2020; Withrow et al., 2020).

O exame de citologia pode auxiliar na suspeita diagnostica e na exclusao de
diagnésticos diferenciais (Raskin e Meyer, 2012; Daleck e Nardi, 2016). Os critérios
de malignidade podem ser sutis ou ausentes (Withrow et al., 2020), e quando
presentes, cita-se o pleomorfismo celular e nuclear, elevada relacdo nucleo-
citoplasma e a presenca de pequenos e multiplos vacuolos citoplasmaticos (Raskin e
Meyer, 2012; Daleck e Nardi, 2016).

Em todos os casos a confirmacdo diagndstica deve ser realizada mediante
exame histopatolégico (Daleck e Nardi, 2016; Skorupski et al., 2018). Trés padrées
histolégicos de arranjo celular podem ser observados, sendo classificados em padrao
sélido; padrdo tubular ou em roseta; e padrao papilar (Meuten, 2017; Withrow et al.,
2020). Apesar de distintos, mais de um padréo pode estar presente em uma mesma
neoplasia (Meuten, 2017). O padréo solido tende a ser predominante, seguido pelo

padrdo de roseta e pelo padrao papilar (Pradel et al., 2018).

O exame de imunoistoquimica é pouco empregada com finalidade diagndstica,
considerando que na maioria dos casos o diagndstico definitivo e obtido mediante
exame histopatolégico (Daleck e Nardi, 2016; Withrow et al., 2020). Entretanto,
guando necessario podem ser associados os marcadores de origem epitelial, para

identificar carcinomas, somado aos marcadores neuroenddécrinos de Cromogranina A,
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Sinaptofisina e Enolase neuroespecifica, comprovadamente expressos nesse tipo

tumoral, com taxas de expressao variadas (Suzuki et al., 2013).

Exames complementares laboratoriais de hemograma, urindlise e perfil
bioquimico sérico sado indicados na investigacdo do estado clinico geral e de
comorbidades que podem estar presentes (Daleck e Nardi, 2016). A avaliacdo do
calcio ibnico associada a analise bioquimica é de extrema importancia na identificacédo
da sindrome de hipercalcemia (Bennett et al., 2002; Williams et al., 2003; McQuown
et al., 2017; Meier et al., 2017; Chambers et al., 2020).

Exames de imagem de radiografia toracica e ultrassonografia abdominal
auxiliam na investigacdo de metastases e avaliagdo geral do paciente, porem
possuem uma precisdo limitada para a investigacdo dos linfonodos do linfocentro
ileossacral (Pollard et al., 2017; Murphy et al., 2020). Dessa forma, os exames de
tomografia computadorizada e ressonancia magnética sdo as ferramentas mais
indicadas para essa finalidade (Anderson et al., 2015; Jung et al., 2016; Palladino et
al., 2016; Majeski et al., 2017; Pollard et al., 2017; Sutton et al., 2021).

Para o estadiamento clinico o modelo de classificacdo utilizado nas demais
neoplasias cutaneas ou perianais € contraindicado (Daleck e Nardi, 2016). Dessa
forma, Polton e Brearley (2007) propuseram um modelo de estadiamento (Tabela 1)
gue avalia ndo somente as dimensdes do tumor primario, mas também as dimensdes
dos linfonodos, e a presenca de metastases a distancia. Este modelo é o mais utilizado
e aceito na atualidade.

Tabela 1: Modelo para estadiamento do carcinoma de saco anal proposto por Polton
e Brearley (2007).

Es,ta.dlo T (tumor primario) N (linfonodos) M (”?etf‘ stase
clinico a distancia)
I Maior diametro Linfonodo regional sem alteracéo Ausente
<2,5cm
i E > . . ~
I Malorzdéirrr:]etro Linfonodo regional sem alteragao Ausente
Linfonodo metastatico com maior
la Qualquer T diametro <4.5cm Ausente
b Qualquer T Linfonodo metastatico com maior Ausente

diametro >4,5cm

\Y Qualquer T Qualquer N Presente
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Como diagnosticos diferenciais devem ser consideradas as condicdes nao
neoplasicas representadas principalmente pela saculite (Ragni, 2012; Jung et al.,
2016), e as condicbes neoplasicas, principalmente pelas neoplasias de glandula
hepatoide, bem como outras neoplasias cutaneas em acometimento perianal, como
0s mastocitomas, sarcomas e linfomas (Daleck e Nardi, 2016; Withrow et al., 2020).
Outros tipos neoplasicos também podem se desenvolver nos sacos anais, de origem
nos melandcitos presentes e no epitélio escamoso que reveste os ductos excretores,
com casos descritos de melanomas e carcinomas de células escamosas de sacos
anais (Esplin et al., 2003; Mellett et al., 2015; Vinayak et al.,2017; Ahn et al., 2019).

2.4.4. Tratamento

O tratamento dos carcinomas de saco anal , na maior parte dos casos se inicia
com a excisao cirdrgica, que permanece como técnica de eleicdo, podendo ser
posteriormente associada a técnicas adjuvantes sistémicas (Polton e Brearley 2007;
Potanas et al., 2015; Daleck e Nardi, 2016; Barnes e Demetriou, 2017; Banerjee et al.,
2018; Skorupski et al., 2018; Chambers et al., 2020; Withrow et al., 2020; Mickelson,
2022).

A excisdo do tumor primario tem como principal fator de complicacéo a regido
acometida, devido a intima relacdo dos sacos anais com o reto, esfincter anal externo
e estruturas neurovasculares regionais. No entanto, quando em dimensfes pequenas,
a maioria dos casos permite a resseccao completa (Daleck e Nardi, 2016; Barnes e
Demetriou, 2017; Withrow et al., 2020).

Quando corretamente executada, e na auséncia de complicacbes
transcirdrgicas, a técnica de saculectomia anal fechada é bem tolerada, e esta
associada a baixas taxas de complicacdes pés cirurgicas (Sterman et al., 2021; Chen
etal., 2022). Quando presentes, as complica¢des incluem principalmente a deiscéncia
de ferida, perfuracdo retal, fistulagcdo retocutanea, infeccdo e incontinéncia fecal
transitoria ou permanente (Withrow et al., 2020). Casos de hipocalcemia apés a
ressecc¢ao cirargica ja foram relatados, com risco aparentemente maior em pacientes

gue apresentam hipercalcemia previa ao tratamento (Olsen e Sumner,2019).
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Apesar dos desafios relacionados a localizacdo anatdbmica, as taxas de
recorréncia apos a remocao cirdrgica tendem a ser baixas, de aproximadamente 8%
quando h& margens cirdrgicas livres e 25% quando h& margens cirdrgicas
comprometidas. Casos associados a invaséo vascular ou linfatica apresentam taxas
mais elevadas. Alguns casos podem cursar com posterior acometimento da glandula

contralateral (Barnes e Demetriou, 2017; Sterman et al., 2021).

A linfadenectomia associada € indicada quando ha suspeita do envolvimento
linfatico regional mediante exames de imagem, sendo de dificil execu¢cédo na auséncia
de aumento linfonodal (Wouda et al., 2016; Daleck e Nardi, 2016; Withrow et al., 2020;
Tanis et al., 2022).

Apesar de ainda se tratar de uma modalidade pouco acessivel no Brasil, cabe
ressaltar que a radioterapia tem seu emprego com funcéo paliativa, como parte de
protocolos multimodais e com finalidade curativa como terapia Unica (Polton e
Brearley 2007; Daleck e Nardi, 2016; Pradel et al., 2018; Withrow et al., 2020) com
evidéncias de sua seguranca de aplicacao e boas taxas de respostas (Turek et al.,
2003; McQuown et al., 2017; Meier et al., 2017; Williams et al., 2021). Seu uso também
€ descrito no tratamento de metastases em linfonodos (McQuown et al., 2017; Meier
et al., 2017).

O uso de terapias sistémicas deve ser considerado com o objetivo de
prevencdo de doenca metastatica ou recidivas, considerando o comportamento
agressivo da doenca; ou buscando o controle de doenca macroscopica em casos
inoperaveis (Daleck e Nardi, 2016).

Considerando as modalidades sistémicas de tratamento, a quimioterapia
permanece como técnica mais empregada, entretanto a sua real eficacia ainda é
controversa na literatura (Wouda et al., 2016; Withrow et al., 2020; Mickelson, 2022;
Tanis et al.,, 2022). Sdo relatados diversos protocolos utilizando a carboplatina,
cisplatina, actinomicina D, 5-fluoracila, vincristina, ciclofosfamida, mitoxantrona,
melfalano, doxorrubicina, epirrubicina, gencitabina e clorambucil (Bennett et al., 2002;
Turek et al., 2003; Williams et al., 2003; Polton e Brearley 2007; Potanas et al., 2015;
Daleck e Nardi, 2016; Banerjee et al., 2018; Pradel et al., 2018; Withrow et al., 2020).

Casos em que exista a comprovacéo da disseminacédo a distancia tém indicacao de
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qguimioterapia (Bennett et al., 2002; Potanas et al., 2015; Withrow et al., 2020), com

relatos do seu uso como terapia Unica (Williams et al., 2003).

Os inibidores de tirosina quinase tem seu uso recomendado, considerando a
expressao ja comprovada de PDGFr e VEGFr, apesar da auséncia de expressao de
KIT nesse tipo tumoral (Urie et al., 2012). Sua eficacia e seguranca de uso ja foram
amplamente comprovadas, com taxas de resposta satisfatérias (Urie et al., 2012;
Elliott et al., 2019; Heaton et al., 2020; Withrow et al., 2020)

Outras modalidades descritas a eletroquimioterapia adjuvante (Spugnini et al.,
2008; Valenti et al., 2021), a quimioterapia metrondmica e os inibidores de ciclo-
oxigenase-2 (COX2) (Daleck e Nardi, 2016; Teixeira et al., 2016; Withrow et al., 2020).

O uso da terapia alvo molecular com foco nos receptores HER2, representa
uma possibilidade adicional no manejo terapéutico desses casos. No entanto, essa
modalidade ainda ndo é empregada de forma rotineira, sendo foco de diversos
estudos (Loibl e Gianni, 2016; Sakai et al., 2018; Garcia et al., 2020; Tanaka et al.,
2020).

Independente da modalidade terapéutica realizada, o acompanhamento
periodico € recomendado ao final do tratamento para controle de recidivas e
desenvolvimento de novos focos tumorais, no entanto a taxa de adeséao por parte dos

tutores ainda é considerada baixa (Chambers et al., 2020).

2.4.5. Progndstico

O progndstico varia de reservado a desfavoravel, devido ao comportamento
agressivo geralmente associado a neoplasia (Daleck e Nardi, 2016), com tempo de
sobrevida descrito entre 0 e 1873 dias, relacionado aos diversos protocolos
terapéuticos e estadios clinicos (Williams et al., 2003; Daleck e Nardi, 2016; Meuten,
2017; Withrow et al., 2020).

Fatores progndsticos clinicos incluem o diametro tumoral, a presenca de
metéstases regionais e a distancia, e a presenca de hipercalcemia paraneoplasica
(Wouda et al., 2016; Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Pradel et al., 2018; Withrow
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et al., 2020). As caracteristicas histolégicas do tumor também tém sido descritas com
importante valor prognostico associado ao padrao histoldgico (sdélido ou ndo sdlido); a
presenga ou auséncia de necrose; e a presenga ou auséncia de invasdo vascular,
enquanto o indice mitético ndo demonstrou importancia prognéstica (Pradel et al.,
2018; Morello et al., 2021; Wong et al., 2021).

Outros fatores associados a marcadores moleculares se encontram em fase de
estudo quanto a sua expressdo e seu valor progndstico nos tumores de saco anal
(Polton et al., 2007; Brown et al., 2012; Knudsen et al., 2013; Pradel et al., 2018;
Withrow et al., 2020). O marcador de proliferagcdo celular Ki67 tem a sua
imunoexpressao ja descrita nos sacos anais (Suzuki et al., 2013; Pereira et al., 2013),
porém sdo observados valores divergentes entre os diferentes estudos, ndo havendo
ainda uma forma de avaliacdo progndstica bem definida em relacdo a sua marcacao
guantitativa (Skorupski et al., 2018; Morello et al., 2021; Wong et al., 2021).

A COX-2, amplamente estudada na medicina humana e na veterinaria, €
comprovadamente expressa nos carcinomas de saco anal, com valor progndstico
ainda nédo estabelecido (Knudsen et al., 2013; Withrow et al., 2020). O receptor beta
do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR-B) e receptor kit foram
avaliados em estudo qualitativo, e enquanto kit se mostrou negativo, a proteina
PDGFR-B foi considerada expressa no tumor (Brown et al.,, 2012). A proteina E-
caderina ja foi identificada através da técnica de imunoistoquimica, e tem sido
associada a piores prognaésticos (Polton et al., 2007; Withrow et al., 2020). Por fim, a
proteina p53 foi identificada, também por técnica de imunoistoquimica, com expressao
baixa a moderada, porém ainda sem associacdo a implicacdes clinicas (Withrow et
al., 2020).

A investigacdo molecular da neoplasia € essencial na tentativa de consolidar

os fatores progndsticos ja avaliados, e identificar possiveis alvos terapéuticos.
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CAPITULO 2 - Estudo retrospectivo do carcinoma de saco anal canino no Brasil:

260 casos

Resumo: As neoplasias de saco anal possuem incidéncia importante nos animais de
companhia. Os carcinomas de saco anal correspondem a 17% dos tumores na regiao
perianal, e 2% de todas as neoplasias cutaneas na espécie canina, enquanto em
felinos a incidéncia € rara. A variante benigna é pouco diagnosticada em ambas as
espécies. O perfil epidemiolégico de acometimento ja foi amplamente descrito em
estudos internacionais, entretanto dados nacionais ainda sao escassos. Observa-se
principalmente o acometimento de animais em idade avangada, sem uma
predisposicdo sexual confirmada, com predisposicdo descrita principalmente nas
racas Dachshund, Cocker Spaniel e Pastor Aleméo. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar, de forma retrospectiva, os casos de caninos com carcinoma de saco anal,
avaliando o perfil de acometimento e o tamanho tumoral no momento do diagndstico.
Foi obtido um N de 260 casos, respectivo a um periodo de 12 anos (2010 — 2021),
proveniente do banco de dados do laboratério parceiro. Foram descritos os dados
acerca do sexo, idade, raca e tamanho tumoral no momento do diagnostico. Os dados
foram avaliados mediante andlise estatistica descritiva simples. Foi encontrado um
maior acometimento em animais adultos a idosos, do sexo feminino e sem raca
definida, evidenciando diferencas em relacdo a estudos internacionais, que podem ser
atribuidas a fatores socioculturais. Em relacdo ao tamanho tumoral, observou-se que
os tumores frequentemente sdo diagnosticados ja com dimensfes elevadas,
ressaltando assim a importancia do exame de palpacéo retal durante a avaliacao fisica

geral de pacientes caninos, principalmente em idade avancada.

Palavras-Chave: adenocarcinoma apdcrino do saco anal, epidemiologia, neoplasia.

1. Introducéao

As neoplasias de saco anal ttm origem nas glandulas apdécrinas localizadas no
interior dos sacos anais, e possuem incidéncia significativa nos animais de

companhia. Os carcinomas de saco anal correspondem a 17% dos tumores na regiao
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perianal, e 2% de todas as neoplasias cutaneas na espécie canina (Meuten, 2017;
Withrow et al., 2020), entretanto sao raros nos felinos. Os adenomas sdo pouco
frequentes em ambas as espécies (Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et
al., 2020).

Seu desenvolvimento é inicialmente discreto, com massas intradérmicas e
subcutaneas perceptiveis somente a palpacédo retal, com os casos mais avan¢ados
formando massas externas de grandes dimensodes e aspectos variados (Williams et
al., 2003; Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020).Em relacédo ao
comportamento, a neoplasia apresenta agressividade local variavel, porém, com
elevado potencial metastatico, com cerca de 26% a 96% dos casos cursando com
metastase local, e 0 a 42% dos casos com metéstase a distancia, desde o momento
do diagnostico inicial (Bennett et al., 2002; Williams et al., 2003; Meuten, 2017). O
tratamento de eleicdo consiste na excisdo cirargica, podendo ser posteriormente
associada a técnicas adjuvantes de quimioterapia, radioterapia, eletroquimioterapia,
terapia alvo molecular e inibidores de ciclooxigenase-2 (Potanas et al., 2015; Barnes
e Demetriou, 2017; Chambers et al.., 2020; Heaton et al., 2020; Withrow et al., 2020).
Fatores prognosticos descritos incluem o estadiamento clinico, diametro tumoral,
presenca de metastases regionais e a distancia, presenca de hipercalcemia
paraneoplasica e caracteristicas histolégicas do tumor (Daleck e Nardi, 2016; Wouda
et al., 2016; Meuten, 2017; Pradel et al., 2018; Withrow et al., 2020).

O perfil epidemioldgico, descrito em estudos internacionais, envolve
principalmente animais adultos e idosos (Williams et al., 2003; Polton e Brearley, 2007,
Polton et al., 2007; Knudsen et al., 2013; Palladino et al., 2016; McQuown et al., 2017,
Meier et al., 2017; Pradel et al., 2018; Elliott, 2019) sem uma predisposicao sexual
confirmada (Williams et al., 2003; Polton et al., 2006; Polton e Brearley, 2007; Polton
et al., 2007; Knudsen et al., 2013; Pradel et al., 2018; Elliott, 2019). Em relacdo ao
fator racial, a predisposicdo é descrita principalmente nas racas Dachshund, Cocker
Spaniel e Pastor Aleméao (Williams et al., 2003; Polton et al., 2006; Polton e Brearley,
2007; Polton et al., 2007; McQuown et al., 2017; Pradel et al., 2018; Elliott, 2019), e
em animais de peso médio entre 22 kg a 26 kg demonstrando o acometimento
principalmente em racas de médio porte (Turek et al., 2003; Williams et al., 2003;
Palladino et al., 2016; McQuown et al., 2017; Meier et al., 2017; Schlag et al., 2020).
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N&o ha, até o momento, estudos que descrevam o perfil epidemiolégico em territério
brasileiro, que pode variar de estudos internacionais, considerando 0s aspectos

socioculturais do pais.

O presente trabalho, tem o objetivo de descrever o perfil epidemiologico
encontrado em pacientes caninos manifestando carcinomas de saco anal, bem como

descrever o tamanho tumoral observado no momento do diagnéstico.

2. Material e métodos

Foi analisado o banco de dados do laboratério Vetpat - Campinas,
correspondente a um periodo de 12 anos (2010 — 2021), mediante busca simples no
sistema operacional do laboratério. Foi realizado um levantamento retrospectivo dos
casos de caninos com diagnaostico histopatolégico de carcinoma de saco anal, sendo
esse 0 unico critério de inclusdo. Como critérios de exclusdo foram considerados
casos em que nao houve a confirmacgdo do diagndstico, bem como os demais tipos

neoplasicos e as demais espécies animais.

Foram coletadas as informacbes acerca da raca, sexo, idade e tamanho
tumoral em avaliacdo histopatoldgica, sendo a Ultima caracteristica apenas nos casos
que cursaram com 0 envio da totalidade do tumor. Informacgdes clinicas acerca de
comorbidades, estado clinico geral e histérico médico dos animais ndo foram
incluidas. Os dados epidemiolégicos retrospectivos, foram avaliados mediante analise

estatistica descritiva simples.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), campus de Jaboticabal, sob protocolo n® 1678/21.

3. Resultados

Apbs a avaliacao inicial do banco de dados, foram acessados 272 casos por
busca simples, utilizando a espécie ‘canino’ e o diagndstico ‘carcinoma de saco anal’.

Dentre os casos originalmente acessados, 12 foram excluidos por ndo possuirem a
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confirmacéo do diagndstico, obtendo-se ao final 260 casos utilizados para a avaliacdo

retrospectiva. Os dados obtidos foram reproduzidos conforme constavam no sistema.

Inicialmente foi avaliado o perfil epidemioldgico dos pacientes, referente ao
sexo, idade e raca dos animais acometidos. Quanto ao sexo, foram observados
163/260 (63%) casos em fémeas e 97/260 (37%) casos em machos.

Em relacéo ao fator etario foi observada média de acometimento de 11,2 anos
de idade, com idade minima registrada em 4 meses e idade maxima em 17 anos. A
idade de acometimento foi dividida em grupos etarios adaptados de Creevy et al.
(2019), sendo considerados ‘filhotes’ os animais abaixo de 1 ano de idade; ‘jovens’ os
animais com idade entre 1 e 4 anos; ‘adultos’ os animais com idade entre 5 e 10 anos;
e ‘idosos’ os animais com idade acima de 10 anos. Os resultados encontrados foram

descritos na tabela 1.

Tabela 1: Perfil de acometimento relatado de acordo com as faixas etarias
estabelecidas. Descrigdo em valores absoluto e percentual.

Faixa etaria Valor absoluto Valor percentual
Filhotes 3 1,20%
Jovens 1 0,40%
Adultos 83 31,90%
Idosos 135 51,90%

N&o informado 38 14,60%

Ao avaliar o perfil racial foi observado acometimento em 24 diferentes racas,
além dos animais sem raca definida (SRD). Os animais SRD foram os mais
observados somando 92/260 (35,4%) casos, seguido pelas racas Poodle 42/260
(16,1%), Cocker Spaniel 27/260 (10,4%) e Dachshund 16/260 (6,1%) dos casos. As

demais racas somaram menos que 5% de casos, e foram descritas na tabela 2.
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Tabela 2: Perfil racial de acometimento entre caninos. Descricdo em valores
absoluto e percentual.

Padréo racial Valor absoluto Valor percentual
Sem R?S(;sé;efinida 92 35.40%
Poodle 42 16,10%
Cocker Spaniel 27 10,40%
Dachshund 16 6,10%
Maltés 9 3,50%
Labrador 8 3,10%
Pastor Aleméao 8 3,10%
Pinscher 6 2,30%
Yorkshire 6 2,30%
Beagle 5 1,90%
Boxer 5 1,90%
Chow-chow 4 1,50%
Shih-tzu 4 1,50%
Basset hound 3 1,20%
Golden Retriever 3 1,20%
Schnauzer 3 1,20%
*Outros 10 3,80%
N&o informado 9 3,50%

*Incluidas as racas que somaram menos que 1% de acometimento.

Adicionalmente foi avaliado o tamanho das lesées no momento do diagndstico,
apenas para 0s casos em que houve o envio da massa tumoral em sua totalidade,
somando 178 casos. Desses, 166/178 (93%) casos apresentavam o0 maior diametro
acima de 2,5cm e 12/178 (7%) casos apresentavam o maior diametro abaixo de
2,5cm. O ponto de corte de 2,5 cm foi determinado de acordo com o modelo de

estadiamento tumoral proposto por Polton e Brearley (2007).

O caso de maior didmetro constatado teve mensuracdo de 14,5cm,
acometendo um cao de porte médio. Foram constatados 8/178 (4%) casos em que 0

maior didametro tumoral apresentava mensuracdo acima de 10cm em seu maior
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diametro, acometendo animais de portes variados. A média observada no maior

diametro tumoral foi de 5,4cm.

4. Discusséo

Por meio da avaliagdo do perfil sexual foi observado no presente estudo uma
maior prevaléncia de fémeas, acima de 60% dos casos, em concordancia com
Williams et al. (2003), Polton et al. (2007) e Meier et al. (2017). No entanto, esse
achado é discordante com diversos outros estudos que destacaram um maior
acometimento em machos (Turek et al., 2003; Williams et al., 2003; Polton et al., 2006;
Polton e Brearley, 2007; Knudsen et al., 2013; Potanas et al., 2015; Pradel et al., 2018;
Elliott, 2019). Sugere-se ainda uma possivel predisposicdo em machos castrados
(Turek et al., 2003; Urie et al., 2012; Knudsen et al., 2013; Palladino et al., 2016;
Wouda et al., 2016; Barnes e Demetriou, 2017; McQuown et al., 2017; Elliott, 2019;
Pradel et al., 2018; Skorupski et al., 2018; Heaton et al., 2020; Schlag et al., 2020),
entretanto o status reprodutivo ndo foi avaliado no trabalho. Os achados acerca de

predisposicao sexual sdo conflitantes.

O perfil etario evidenciou um maior acometimento em animais acima de 10 anos
idade, seguido por aqueles entre 5 a 10 anos, demonstrando maior incidéncia em
animais considerados adultos e idosos, sendo consideradas as faixas etarias mais
acometidas (Daleck e Nardi, 2016; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020). A média de
idade de acometimento, observada em 11,2 anos permaneceu dentro do intervalo
descrito em diferentes trabalhos que variaram de 9 anos até 11,5 anos (Potanas et al.,
2015; Barnes e Demetriou, 2017; McQuown et al., 2017; Meier et al., 2017; Pradel et
al., 2018; Chambers et al., 2020; Heaton et al., 2020; Schlag et al., 2020)

Quanto ao perfil racial, os animais sem raca definida foram descritos como
grupo mais acometido, fato observado em estudos brasileiros e relacionado a padroes
socioculturais do pais, e ndo necessariamente a predisposicdo genética. A raca
Poodle, descrita com a maior incidéncia dentre os animais de raga definida no
presente trabalho, ndo € comumente descrita com incidéncia significativa, figurando
dentre as ragas mais presentes apenas no estudo realizado por Heaton et al. (2020)

e ocorrendo com incidéncia baixa em estudos realizados por Bennett et al. (2002) e
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Wouda et al. (2016). A elevada incidéncia observada na raca Poodle pode estar
relacionada a popularidade da raca em territorio brasileiro, e ndo necessariamente a

predisposicao genética.

As racas Cocker Spaniel e Dachshund apareceram respectivamente como
segunda e terceira racas de maior incidéncia observadas no estudo, sendo racas com
predisposicao ja descrita em literatura (Turek et al., 2003; Polton et al., 2006; Polton e
Brearley, 2007; Polton et al., 2007; Barnes e Demetriou, 2017; Pradel et al., 2018;
Elliott, 2019; Chambers et al., 2020).

O tamanho tumoral foi avaliado mediante mensuragdo do maior diametro
tumoral com resultado médio de 5,4 cm, com apenas 7% de casos com maior diametro
abaixo de 2,5 cm, considerados T1 de acordo com modelo de estadiamento do
carcinoma de saco anal proposto por Polton e Brearley (2007). Em contrapartida,
estudos realizados por Turek et al. (2003), Pradel et al. (2018), Skorupski et al. (2018),
Chambers et al. (2020) e Schlag et al. (2020) registraram média tumoral abaixo de 2,5

cm, e Heaton et al. (2020) média tumoral de 3,0 cm, também considerada baixa.

Foram constatados ainda 4% de casos em que o maior diametro tumoral
apresentou dimensfes superiores a 10 cm, fato ndo observado em estudos
semelhantes, onde nenhum caso foi registrado nessas dimensdes (Turek et al., 2003;
Polton e Brearley, 2007; Polton et al., 2007; Urie et al., 2012; Pradel et al., 2018;
Skorupski et al., 2018; Chambers et al., 2020; Heaton et al., 2020; Schlag et al., 2020).
O estudo realizado por Meier et al. (2017) evidenciou um caso com mensuragao
tumoral com maior didmetro de 12 cm, ainda abaixo do maior didametro de 14,5 cm
observado neste estudo. Os achados demonstram o diagnéstico frequentemente
tardio relacionado a esse tipo neoplasico, observado pelas dimensdes tumorais com

tendéncias a tamanhos elevados na maior parte dos casos.

5. Concluséao

O estudo ilustrou o perfil dos animais mais acometidos pelo carcinoma de saco
anal, concentrado em fémeas, sem raca definida e de idade avancada, achado que

nao se mostrou totalmente concordante com dados de literatura, evidenciando que as
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guestdes socioculturais do pais podem influenciar na incidéncia desse tipo neoplasico.
Os achados referentes ao tamanho tumoral reforcam a necessidade de uma maior
atencdo a avaliacdo da palpacdo retal, especialmente nos animais geriatras,
permitindo alcancgar o diagndstico da neoplasia de forma precoce.

6. Referéncias

Barnes DC, Demetriou JL (2017) Surgical management of primary, metastatic and
recurrent anal sac adenocarcinoma in the dog: 52 cases. Journal of Small Animal
Practice 58(5): 263-268.

Bennett PF, DeNicola DB, Patty Bonney P, Glickman NW, Knapp DW (2002) Canine
anal sac adenocarcinomas: clinical presentation and response to therapy. Journal of
Veterinary Internal Medicine 16(1): 100-104.

Chambers AR, Skinner OT, Mickelson MA, Schlag AN, Butler JR, Wallace ML, Moyer
AL, Vinayak A, Samuel N, Kennedy KC, Oakes KE, Scharf VF, Parker LA, Wustefeld-
Janssens BG (2020) Adherence to follow-up recommendations for dogs with apocrine
gland anal sac adenocarcinoma: A multicentre retrospective study. Veterinary and
Comparative Oncology 18(4): 683-688.

Creevy KE, Grady J, Little SE, Moore GE, Strickler BG, Thompson S, Webb JA (2019)
2019 AAHA canine life stage guidelines. Journal of the American Animal Hospital
Association 55(6):267-290.

Daleck CR, Nardi AB (22 ed.) (2016) Oncologia em Cées e Gatos. S&do Paulo: Roca;
1075p.

Elliott JW (2019) Response and outcome following toceranib phosphate treatment for
stage four anal sac apocrine gland adenocarcinoma in dogs: 15 cases (2013-2017).

Journal of the American Veterinary Medical Association 254(8): 960-966.

Heaton CM, Fernandes AF, Jark PC, Pan X (2020). Evaluation of toceranib for
treatment of apocrine gland anal sac adenocarcinoma in dogs. Journal of Veterinary
Internal Medicine 34(2): 873-881.



42

Knudsen CS, Williams A, Brearley MJ, Demetriou JL (2013) COX-2 expression in
canine anal sac adenocarcinomas and in non-neoplastic canine anal sacs. The
Veterinary Journal 197(3): 782-787.

McQuown B, Keyerleber MA, Rosen K, McEntee MC, Burgess KE (2017) Treatment
of advanced canine anal sac adenocarcinoma with hypofractionated radiation therapy:
77 cases (1999-2013). Veterinary and Comparative Oncology 15(3): 840-851.

Meier V, Polton G, Cancedda S, Roos M, Laganga P, Emmerson T, Bley CR (2017)
Outcome in dogs with advanced (stage 3b) anal sac gland carcinoma treated with
surgery or hypofractionated radiation therapy. Veterinary and Comparative
Oncology 15(3): 1073-1086.

Meuten DJ (52 ed.) (2017) Tumors in domestic animals. Ames: John Wiley & Sons Inc,
989p.

Palladino S, Keyerleber MA, King RG, Burgess KE (2016) Utility of computed
tomography versus abdominal ultrasound examination to identify iliosacral
lymphadenomegaly in dogs with apocrine gland adenocarcinoma of the anal sac.
Journal of Veterinary Internal Medicine 30(6): 1858-1863.

Polton GA, Mowat V, Lee HC, Mckee KA, Scase TJ (2006) Breed, gender and
neutering status of British dogs with anal sac gland carcinoma. Veterinary and
Comparative Oncology 4(3): 125-131.

Polton GA, Brearley MJ (2007) Clinical stage, therapy, and prognosis in canine anal

sac gland carcinoma. Journal of Veterinary Internal Medicine 21(2): 274-280.

Polton GA, Brearley MJ, Green LM, Scase TJ (2007) Expression of E-cadherin in
canine anal sac gland carcinoma and its association with survival. Veterinary and
Comparative Oncology 5(4): 232-238.

Potanas CP, Padgett S, Gamblin RM (2015) Surgical excision of anal sac apocrine
gland adenocarcinomas with and without adjunctive chemotherapy in dogs: 42 cases
(2005-2011). Journal of the American Veterinary Medical Association 246(8):
877-884.



43

Pradel J, Berlato D, Dobromylskyj M, Rasotto R (2018) Prognostic significance of
histopathology in canine anal sac gland adenocarcinomas: preliminary results in a
retrospective study of 39 cases. Veterinary and Comparative Oncology 16(4): 518-
528.

Schlag AN, Johnson T, Vinayak A, Kuvaldina A, Skinner OT, Wustefeld-Janssens BG
(2020) Comparison of methods to determine primary tumour size in canine apocrine

gland anal sac adenocarcinoma. Journal of Small Animal Practice 61(3): 185-189.

Skorupski KA, Alarcon CN, Lorimier, LP, LaDouceur EEB, Rodriguez CO, Rebhun RB
(2018) Outcome and clinical, pathological, and immunohistochemical factors
associated with prognosis for dogs with early-stage anal sac adenocarcinoma treated
with surgery alone: 34 cases (2002-2013). Journal of the American Veterinary
Medical Association 253(1): 84-91.

Turek MM, Forrest LJ, Adams WM, Helfand SC, Vail DM (2003) Postoperative
radiotherapy and mitoxantrone for anal sac adenocarcinoma in the dog: 15 cases
(1991-2001). Veterinary and Comparative Oncology 1(2): 94-104.

Urie BK, Russell DS, Kisseberth WC, London CA (2012) Evaluation of expression and
function of vascular endothelial growth factor receptor 2, platelet derived growth factor
receptors-alpha and -beta, KIT, and RET in canine apocrine gland anal sac

adenocarcinoma and thyroid carcinoma. Veterinary Research 8(67): 2-9.

Williams LE, Gliatto JM, Dodge RK, Johnson JL, Gamblin RM, Thamm DH, Lana SE,
Szymkowski M, Moore AS (2003) Carcinoma of the apocrine glands of the anal sac in
dogs: 113 cases (1985-1995). Journal of the American Veterinary Medical
Association 223(6): 825-831.

Withrow SJ, Vail DM, Page RL (62 ed.) (2020) Small Animal Clinical Oncology. St.
Louis: Elsevier, 842p.

Wouda RM, Borrego J, Keuler NS, Stein T (2016) Evaluation of adjuvant carboplatin
chemotherapy in the management of surgically excised anal sac apocrine gland

adenocarcinoma in dogs. Veterinary and Comparative Oncology 14(1): 67-80.



44

CAPITULO 3 - Avaliacdo imunoistoquimica do receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2) e do antigeno nuclear Ki67 no

carcinoma de saco anal canino

Resumo: O carcinoma de saco anal € uma neoplasia marcada por comportamento
agressivo, com diversas formas de terapia relatadas. A cirurgia permanece como
tratamento de eleicdo, sendo, no entanto, controversa em casos avangados e com
metastase instalada. Os fatores progndsticos conhecidos, séao igualmente
controversos, e dessa forma, novos estudos tém sido realizados buscando novos
marcadores prognosticos e preditivos. O HER2 é uma proteina de membrana
relacionada ao processo de tumorigénese, expressa em diferentes tipos tumorais. O
Ki67, por sua vez, € uma proteina nuclear, com funcéo relacionada a proliferacéo
celular que atua, como importante marcador progndéstico no cancer. Objetivou-se com
0 presente trabalho avaliar a imunoexpressao dos marcadores HER2 e Ki67 em casos
de carcinoma de saco anal canino. Foram obtidas amostras de carcinoma de saco
anal, incluidas em parafina, junto ao laboratoério parceiro, divididas em quatro grupos:
maior didametro tumoral menor que 2,5cm, maior diametro tumoral maior que 2,5cm,
linfonodos metastaticos e grupo controle. Cada grupo foi representado por um N de
10 amostras, sendo entdo realizada imunomarcacao para os marcadores HER2 e
Ki67. Observou-se marcacao de HER2 positiva em 45% dos casos de tumor primario,
com marcacao 100% negativa no grupo controle, composto por amostras de saco anal
integro. A imunoexpressdo do Ki67 teve mediana de 25% em todos 0s grupos
avaliados, com excecédo do grupo controle, com mediana de 8% de imunoexpressao.
N&o houve associacao entre a imunoexpressao do HER2 ou do Ki67 nos diferentes
tamanhos tumorais, nem na comparacao de tumores primarios e metastéaticos. O
estudo demonstrou que a imunoexpressao do HER2 e do Ki67 esta presente em
carcinomas de saco anal, representando um potencial alvo terapéutico, diferindo dos

sacos anais nao neoplasicos.

Palavras-Chave: adenocarcinoma apécrino do saco anal, imunoistoquimica,

neoplasia.
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1. Introducéo

O carcinoma de saco anal tem origem nas glandulas apdcrinas localizadas no
interior dos sacos anais, e possui incidéncia significativa correspondendo a 17% dos
tumores na regido perianal, e 2% de todas as neoplasias cutaneas na espécie canina
(Meuten, 2017; Withrow et al., 2020). Seu desenvolvimento € inicialmente discreto,
com massas intradérmicas e subcutaneas perceptiveis somente a palpacao retal, com
0S casos mais avancados formando massas externas de grandes dimensdes e
aspectos variados (Williams et al., 2003; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020). Em
relacdo ao comportamento, a neoplasia apresenta agressividade local variavel,
porém, com elevado potencial metastatico, com cerca de 26% a 96% dos casos
cursando com metastase local, e 0 a 42% dos casos com metastase a distancia, desde
0 momento do diagnostico inicial (Bennett et al., 2002; Williams et al., 2003; Meuten,
2017; Withrow et al., 2020).

O tratamento de eleicdo consiste na exciséo cirlrgica, considerada eficaz em
tumores de dimensdes inferiores, porem complexa em casos avancados. Modalidades
adjuvantes podem ser associadas, incluindo a quimioterapia, radioterapia,
eletroquimioterapia, terapia alvo molecular e inibidores de ciclooxigenase-2,
entretanto a real eficacia dessas modalidades ainda necessita de maior comprovacao
(Potanas et al., 2015; Barnes et al., 2017; Chambers et al., 2020; Heaton et al., 2020;
Withrow et al., 2020). Fatores progndésticos descritos incluem o estadiamento clinico,
didametro tumoral, presenca de metastases regionais e a distancia, presenca de
hipercalcemia paraneoplasica e caracteristicas histologicas do tumor (Wouda et al.,
2016; Meuten, 2017; Pradel et al., 2018; Withrow et al., 2020). O progndstico varia de
reservado a desfavoravel, com tempo de sobrevida extremamente variavel, entre 0 e
1873 dias (Williams et al., 2003; Meuten, 2017; Withrow et al., 2020). Nesse contexto,

a validacao de novos marcadores preditivos e prognosticos se torna essencial.

O HER2 é uma proteina de membrana pertencente a familia do receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR/HER), de expressdo normal nos tecidos
organicos, e funcéo relacionada ao crescimento e diferenciagdo celular. Quando
superexpresso, o receptor HER2 desencadeia estimulos proliferativos e desregulacao

dos mecanismos de controle celular, promovendo a tumorigénese (Yarden, 2001;
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Krishnamurti e Silverman, 2014; Yan et al., 2015; Hsu e Hung, 2016; Majumder et al.,
2021).

Os receptores HER2 tem o0 seu aumento comprovado em diversos tipos
neoplasicos na medicina humana e veterinaria (Yarden, 2001; Flint et al., 2004; Ressel
et al., 2013; Terragni et al., 2014; Yan et al., 2015; Hsu e Hung, 2016; Lorch et al.,
2019; Tsuboi et al., 2019; Yoshimoto et al., 2019a; Yoshimoto et al., 2019b; Yoshimoto
et al., 2020; Majumder et al., 2021). Seu potencial como alvo terapéutico tem sido
explorado através dos anticorpos monoclonais anti-HER2 que atuam reconhecendo e
bloqueando o dominio extracelular do receptor (Yarden, 2001; Sakai et al., 2018;
Garcia et al., 2020; Tanaka et al., 2020; Maeda et al., 2022)

A proteina Ki67, por sua vez, € uma proteina nuclear, que tem sua funcao
relacionada a proliferacao celular, com presenca marcada em células ativas no ciclo
celular e minima ou ausente em células em quiescéncia (Tao Li et al., 2015; Miller et
al., 2018). Sua expresséao é observada em todas as células em proliferacdo, normais
ou neoplasicas, associada a meia-vida curta, de aproximadamente 1 hora, regulada
por um equilibrado mecanismo de sintese e degradacéao proteica (Tao Li et al., 2015;
Meuten, 2017; Sun e Kaufman, 2018).

Devido as suas caracteristicas metabodlicas e funcionais, a proteina Ki67 é
utilizada como um dos principais marcadores relacionados a proliferacao celular,
amplamente utilizada na oncologia humana e veterinaria (Meuten, 2017; Gil e
Vagnarelli, 2018). Sua aplicagdo como marcador prognéstico de indice proliferativo é

descrita em diferentes tipos tumorais nos cées (Meuten, 2017; Withrow et al., 2020).

O presente trabalho, tem o objetivo de avaliar a imunoexpressao do marcador
HER2 e do marcador Ki67 em casos de carcinoma de saco anal canino, associando

ambos ao tamanho tumoral e a imunoexpressao em linfonodos metastaticos.

2. Material e métodos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), campus de Jaboticabal, sob protocolo n® 1678/21.
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Foram selecionados um total de 20 casos de carcinoma de saco anal canino,
com confirmacdo histopatoldgica (figura 1) provenientes de laboratério parceiro.
Destes, 10 casos apresentavam o maior didmetro tumoral menor que 2,5 cm,
configurando o grupo T1; e 10 apresentavam o maior didmetro tumoral maior que 2,5
cm, configurando o grupo T2. O ponto de corte de 2,5 cm foi determinado de acordo
com o modelo de estadiamento tumoral proposto por Polton e Brearley (2007). A
mensuracdo do tamanho tumoral foi realizada na peca cirdrgica, no momento de

entrada da amostra no laboratorio.

Figura 1: Fotomicrografias de carcinoma de saco anal em exame histopatologico.

Hematoxilina e eosina (HE). A: Aumento de 10x. B: Aumento de 40x.

Dentre os 20 casos inicialmente selecionados, 10 cursavam com o envio de
amostras de linfonodos metastaticos, que também foram selecionados, configurando
o grupo linfonodos metastaticos (LM). Somado a isso, foram coletadas 10 amostras
de saco anal integro de caninos, provenientes de hospital veterinario parceiro, apos
autorizacédo prévia dos responsaveis, com 6bito ndo relacionado a afeccéo neoplasica,
configurando o grupo controle (GC).
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Do total selecionado de 30 casos, somando 40 amostras, foram obtidos os
blocos de parafina, posteriormente submetidos a avaliacdo imunoistoquimica para

verificacdo da imunoexpressao dos marcadores HER?2 e Ki67.

As reacbes de imunoistoquimica foram realizadas no laboratorio parceiro,
seguindo o protocolo padréo ja estabelecido pelo mesmo para o tecido e espécie.
Para a realizacdo da técnica os fragmentos previamente incluidos em blocos de
parafina foram cortados na espessura de 4 um, dispostos em laminas para
microscopia previamente sinalizadas posteriormente desparafinados, reidratados e

lavados com solucéo tampéo PBS.

Foi entdo realizado o blogueio da perixodase enddgena, seguido por lavagem
com solucéo tampédo PBS e recuperacdo antigénica por calor imido, em solucdo de
EDTA pH 8,9 em panela de pressdo Pascal-Dako. Ao final, as laminas foram

resfriadas em temperatura ambiente e lavadas com solugéo tampéao TBS.

A sequir, o anticorpo primario foi aplicado, de forma a cobrir todo o fragmento,
e as laminas foram transferidas para estufa em 37°C por 40 minutos e depois para
geladeira a 4°C durante 16h (overnight). Posteriormente as laminas foram lavadas
com a solucdo tampédo PBS, o anticorpo secundario foi aplicado e as laminas foram
transferidas para estufa em 37°C por 35 minutos. As laminas foram entéo lavadas com
solugao tampéao PBS, e o cromégeno 3,3’-diaminobendizidina (DAB) foi aplicado e

mantido nos cortes por até cinco minutos.

Por fim, foi realizada a contra coloracdo com Hematoxilina de Harris, seguida
de uma passagem em amonia e lavagem da lamina em agua corrente. As laminas
foram entdo diafanizadas e montadas. A avaliacdo dos resultados da

imunoistoquimica foi realizada sob microscopia 6ptica de luz, na objetiva de 40x.

Os anticorpos especificos utilizados foram o anticorpo mouse monoclonal anti-
HER-2 (Dako cytomation, Carpinteria, CA, USA), na diluicdo de 1:50; e o anticorpo
primério anti-Ki-67 (MIB-1 Novocastra), na diluicdo de 1:100. Controle positivo e

negativo.

A avaliacdo da imunoexpressao do HER2 foi realizada mediante sistema de

escores, baseados nas diretrizes propostas pela American Society of Clinical
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Oncology (ASCO) e pelo College of American Pathologists Clinical (CAP) (Perez et
al., 2014; Wolff et al., 2014) conforme tabela 1. Para fins de padronizac&o, foram
consideradas positivas as amostras com escore 2+ ou 3+ e negativas as amostras

com escore 0 ou 1+. A figura 1 ilustra as marcagoes 3+, 2+ e 1+.

Tabela 1: Modelo de classificacdo da imunoexpressdo do HER2 em escores
proposto pela ASCO/CAP.

Escore  Descricéo

Marcacéo circunferencial em membrana, que seja completa, intensa,

3+ p .
com presenca > 10% das células tumorais.
Marcacéo circunferencial em membrana, que seja incompleta e/ou
o4 fraca/moderada, com presenca > 10% das células tumorais; ou
marcacgao circunferencial em membrana, que seja completa, intensa,
com presenca < 10% das células tumorais.
1+ Marcacdo em membrana que seja incompleta, muito fraca/quase

imperceptivel, com presencga > 10% das células tumorais.

Sem marcacao observada; ou marcacdo em membrana que seja
0 incompleta, muito fraca/quase imperceptivel, com presenca < 10% das
células tumorais.

Figura 2: Fotomicrografias de imunomarcacao do receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2). A: controle positivo representando escore 3+. Aumento
de 10x. B: imunomarcacdo em carcinoma de saco anal representando escore 2+.
Aumento de 40x. C: imunomarcacdo em carcinoma de saco anal representando
escore 2+. Aumento de 40x.
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A avaliacdo da imunoexpresséo do Ki67 foi determinada pela porcentagem de
nacleos positivos em pelo menos 500 células neoplasicas, avaliadas em 5 hot-spots
(campos com maior quantidade de nucleos marcados). Cada nucleo que apresentou

evidéncia de imunoexpressao foi considerado positivo para expresséo de Ki67.

A analise estatistica foi realizada utilizando pacote estatistico IBM SPSS
Statistics 25 (IBM®, NY, Estados Unidos) e para todos os testes realizados utilizou-se
intervalo de confianca de 95% (p < 0.05). Foi realizado teste exato de Fisher para
verificar se havia diferenca na marcacdo de HER 2 dos tumores e linfonodos conforme
os diferentes tamanhos, assim como realizou-se teste Qui-quadrado para verificar a
associagao referente ao Ki67. Ainda foi realizado teste de kappa para verificar se havia
concordancia entre as marcacoes de HER 2 e Ki67 dos tumores e seus respectivos

linfonodos.

3. Resultados

Com relagdo a analise da imunoexpressao do marcador HER2, nas amostras
de tumor primario de saco anal foi observada marcacéo positiva em 45% dos casos e
marcacao negativa em 55% dos casos. As marcacdes observadas em cada grupo

foram expressas na tabela 2.

Tabela 2: Imunoexpressado do HER2 descrita em escores de acordo com 0S grupos
estabelecidos.

ESCORE  Escore 0 Escore 1+ Escore 2+ Escore 3+
GRUPO Marcacéo Negativa Marcacéo Positiva
GC(N=10)  10/10 (100%) 0 0 0
T1 (N=10) 110 (10%)  5/10 (50%)  4/10 (40%) 0
T2 (N=10) 0 5/10 (50%)  5/10 (50%) 0
LM (N=10) 0 6/10 (60%)  4/10 (40%) 0

Legenda: GC (grupo controle), T1 (Maior diametro tumoral menor que 2,5cm), T2
(Maior diametro tumoral maior que 2,5cm) e LM (grupo linfonodo metastatico).
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Quanto a analise da imunoexpressao do marcador Ki67 foi observado no grupo
T1 mediana de 25%, média de 25% e variacdo de 15% a 40%; no grupo T2 mediana
de 25%, média de 28% e variacdo de 15% a 40%; no grupo LM mediana de 25%,
média de 26% e variacdo de 20% a 40%. No grupo GC foi observada mediana de 8%,
meédia de 8% e variacdo de 5% a 10%. Os valores exatos observados em cada grupo

foram descritos na tabela 3.

Tabela 3: Imunoexpressao de Ki67 descrita em valores percentuais de acordo com
0s grupos estabelecidos.

ESCORE
5%  10% 15%  20%  25% 30% 35%  40%
GRUPO
_ 510  5/10
GC(N=10) o000y O 0 0 0 0 0
) 210  1/10 510  1/10 1/10
T1(N=10) 0 O (200 @ow) (50%) (10%) O (10%)
) 110 310 2/10  1/10 3/10
T2 (N=10) 0 O ow) @o%) (0% @ow) O (30%)
) 310 4/10  2/10 1/10
LM(N=10) O 0 O @Gow) @ow) 0w O (10%)

Legenda: GC (grupo controle), T1 (Maior diametro tumoral menor que 2,5cm), T2
(Maior didametro tumoral maior que 2,5cm e LM (grupo linfonodo metastético).
Utilizando o teste Qui-quadrado para verificar a diferenca de marcacdo de

HER?2 entre os grupos GC, T1 e T2, considerou-se o teste como significativo, uma vez
gue GC diferiu dos demais grupos (P = 0,036) apesar de ndo haver diferenca entre os
grupos T1 e T2 (P=0,500). Utilizando o mesmo teste para verificar a existéncia de
associacao entre a marcacao de Ki67 e os grupos GC, T1 e T2, ndo houve diferenca

entre os grupos (P = 0,460).

Na analise realizada utilizando o teste de kappa para verificar a concordancia
de imunoexpressao do HER2 entre as amostras de tumor primario e seus respectivos
linfonodos metastaticos, observou-se concordancia fraca (K = 0,400), e o teste nao foi
valido (P = 0,197). Utilizando a mesma analise para o marcador Ki67, observou-se
concordancia fraca (K = 0,333), porém o teste foi valido (P = 0,05), havendo

concordancia de 33,3%.
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4. Discusséo

Diversos estudos investigaram o tamanho tumoral como fator progndstico nos
casos de carcinoma de saco anal, porem relacionados a diferentes valores de corte
(Williams et al., 2003; Skorupski et al., 2018; Schlag et al., 2020). O uso do tamanho
sugerido por Polton e Brearley (2007), em seu modelo de estadiamento € o mais
aceito. Nesse estudo a sua mensuracéao foi realizada mediante avaliag&o clinica com
paquimetro, diferentemente do presente estudo, em que a mensuracao do tamanho
tumoral foi realizada diretamente no tecido fixado em formalina. Entretanto a
concordancia entre os diferentes métodos de mensuracdo ja4 foi avaliada,
evidenciando concordancia moderada entre os métodos de avaliacao retal da massa

tumoral e avaliacdo em tecido fixado em formalina (Schlag et al., 2020).

A imunoexpressdo do HER2 j& foi investigada na medicina veterinaria, em
diferentes tipos tumorais. Tsuboi et al. (2019) avaliaram a imunoexpresséao
relacionada aos carcinomas uroteliais em bexiga, tendo observado marcacao positiva
em 60,9% dos casos de carcinoma, 37,5% dos casos de cistite polipoide e 0% em
tecido normal da bexiga. Yoshimoto et al. (2019a) avaliaram a imunoexpressao
relacionada a casos de carcinoma de tireoide, com marcacéo positiva em 48% dos
casos; e em um estudo diferente Yoshimoto et al. (2020) avaliaram a imunoexpressao
em casos de tumores pulmonares primarios, com marcacao positiva em 69% dos
casos. Sakai et al. (2021) avaliaram a imunoexpressdo no carcinoma prostatico e
observaram marcacdo 100% negativa no tecido prostatico normal, e marcacao
positiva em 61,5% dos casos de carcinoma prostatico. Brunetti et al. (2021) realizaram
um estudo mais amplo, avaliando carcinomas de diferentes origens, incluindo
carcinomas de células escamosas cutdneo e oral, carcinoma gastrointestinal,
carcinoma retal, carcinoma pulmonar, carcinoma urotelial, carcinoma prostéatico e
carcinoma ovariano, observando assim uma maior imunoexpressao principalmente
nos carcinomas de origem no trato intestinal, porém com marcacgéo presente também
em todos os demais tipos, avaliados. O recente interesse em identificar a
imunoexpressdo do HER2 em tumores caninos esta relacionado ao seu potencial
como alvo terapéutico, com os avangos em terapia alvo molecular direcionada aos
receptores HER2, por meio de inibidores do receptor (Sakai et al., 2018; Garcia et al.,
2020; Tanaka et al., 2020; Maeda et al., 2022).
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A imunoexpressdo do HER2 em carcinomas de saco anal ja foi previamente
descrita por Yoshimoto et al. (2019b) que avaliou 25 casos de carcinoma de saco anal
mediante exame de imunoistoquimica, de forma semelhante ao presente estudo, com
marcacao positiva em 80% dos casos e predominio de casos de escore 2+ (56%)
frente a um menor nimero de casos de escore 3+ (24%). No presente trabalho, ao
avaliar a imunoexpressao nas amostras provenientes do tumor primario, somando T1
e T2, se observou marcagao positiva em 45% dos casos, representado apenas por
casos de escore 2+, ndo sendo observado nenhum caso de escore 3+. Apesar da
marcacao numericamente inferior, ndo pode ser descartado o papel do HER2 nesse
tipo neoplasico, principalmente considerando a significancia estatistica, comprovada
mediante teste qui-quadrado, em relagdo a auséncia de marcacdo nas amostras de

saco anal integro.

A avaliacdo da associacdo entre a imunoexpressdao do marcador HER2 e o
tamanho tumoral foi negativa nos testes estatisticos realizados, sem diferenca entre
0s grupos T1 e T2. Esse achado comprova que a imunoexpressao do marcador esta
presente mesmo em tumores de dimensdes inferiores, diagnosticados em estagios

iniciais, demonstrando que mesmo esses casos podem se beneficiar de terapias alvo.

No presente estudo observou-se também a imunoexpressdo do HER2 nas
amostras de linfonodo metastéatico, ndo sendo observada diferenca estatistica de
imunoexpressdo em relacdo aos tumores primarios, ndo sendo possivel realizar
afirmacdes acerca do seu valor como marcador prognéstico. Estudos anteriores ndo
avaliaram a imunoexpressao em amostras de linfonodos metastaticos, entretanto, ao
buscar correlacdes entre 0 marcador e os fatores clinicos progndésticos, ndo houve
correcdo aparente (Tsuboi et al., 2019; Yoshimoto et al., 2019a; Yoshimoto et al.,
2019b; Yoshimoto et al., 2020; Sakai et al., 2021).

Em relacéo a proteina Ki67, seu papel progndstico na avaliacdo de diferentes
tipos tumorais (Meuten, 2017; Withrow et al., 2020), e a sua marcacgéo positiva nos
carcinomas de saco anal ja fora previamente comprovada (Pereira et al., 2013; Suzuki
et al., 2013). Entretanto, sua imunoexpressédo, em avaliacdo quantitativa, evidencia
resultados variados. No presente estudo os valores de mediana, média e variagao,

observados nos grupos T1, T2 e LM, foram semelhantes aos valores descritos por



54

Skorupski et al. (2018) que observou mediana de 25%, média de 26% e variacao de
13% a 48%. Outros estudos evidenciaram valores superiores, com mediana de
34,33%, media de 34,58% e variacao de 19,6% a 55,98% (Morello et al., 2021) ou
inferiores com mediana de 7,75% e variacdo de 0% a 54% (Wong et al., 2021).
Perante aos achados conflitantes, ndo foi possivel avaliar o valor prognostico ou
sugerir um valor de corte associado a imunoexpressdo desse marcador, sendo

necessarios novos estudos com essa finalidade.

A concordancia da imunoexpressdo entre tumor primario e linfonodo
metastatico, bem como a associacdo ao tamanho tumoral, ndo foram comprovadas
estatisticamente no estudo. A associacdo da marcacdo do Ki67 a outros fatores
clinicos ndo pode ser comprovada em estudos semelhantes (Skorupski et al., 2018;
Morello et al., 2021; Wong et al., 2021).

5. Conclusao

A imunoexpressao do HER2 se mostrou presente nos carcinomas de saco anal,
mesmo naqueles de dimensdes minimas, menores que 2,5 cm em seu maior diametro,
bem como em linfonodos regionais com metastase instalada. A marcacéo observada,
em 45% dos casos, € inferior ao demonstrado em outros estudos, entretanto, quando
comparada a marcagcdo em sacos anais integros, de 0% dos casos, evidencia a sua
importancia no processo neoplasico. Conclui-se ainda que os carcinomas de saco
anal, comprovadamente expressam a proteina Ki67, entretanto ndo foi possivel
sugerir um valor de corte, nem determinar o seu valor prognostico. Ambos o0s
marcadores apresentam imunoexpressao clara e representam potenciais alvos
terapéuticos para novas drogas em desenvolvimento, porém, novos estudos sao

necessarios para validar o seu valor prognadstico.
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CAPITULO 4 — Consideracdes finais

Consideramos que 0s objetivos inicialmente tracados para o estudo, foram
alcangados, ampliando a investigacéo acerca dos carcinomas de saco anal, através
da realizacdo de um estudo nacional que traca o perfil de maior acometimento da
neoplasia, anteriormente demonstrado apenas em estudos internacionais. Bem como
comprovando a imunoexpressao de ambos os marcadores, HER2 e Ki67, nesse tipo
neoplasico.

Apesar das inumeras limitacbes associadas a um estudo retrospectivo, o
capitulo 2 permitiu observar, ndo apenas o perfil epidemiolégico, mas também trazer
um alerta a pratica veterinaria no Brasil, demonstrando que o diagndstico de
neoplasias de saco anal tem sido obtido de forma tardia, em relacdo a realidade
demonstrada em estudos internacionais. Acreditamos na necessidade de uma acéo
educativa, com intuito de tornar rotineira a pratica da palpacdo retal, em animais
adultos a idosos, permitindo assim diagndsticos precoces e maior chances de cura,

nesse tipo neoplasico.

Por fim, no capitulo 3, apesar de nao ser possivel obter conclusées acerca do
valor prognéstico dos marcadores, acreditamos que a simples confirmacédo de sua
expressao, traga beneficios inimeros a pratica clinica oncolégica, uma vez que ambos
representam alvos terapéuticos, com maior énfase no HER2 que ja possui drogas

inibidoras em fases avancadas de estudo e em comercializacao.

Novos estudos sdo necessarios, afim de correlacionar os valores de HER2 e
Ki67 a outros fatores clinicos, e a sobrevida dos pacientes, na tentativa de elucidar o

seu real valor prognastico.
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