UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ~"JULIO DE MESQUITA FILHO™
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

EXPRESSAO DE PROTEINAS DA VIA DE SINALIZACAO DO
mTOR EM CERATOSE ACTINICA E CARCINOMA
ESPINOCELULAR CUTANEO EM CAES E GATOS

ALANA LUCENA OLIVEIRA

Botucatu - SP
2024



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ~"JULIO DE MESQUITA FILHO™
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

EXPRESSAO DE PROTEINAS DA VIA DE SINALIZACAO DO
mTOR EM CERATOSE ACTINICA E CARCINOMA
ESPINOCELULAR CUTANEO EM CAES E GATOS

ALANA LUCENA OLIVEIRA

Tese apresentada junto ao Programa de Pés-
Graduagdo em Medicina Veterinaria para
obtencéo do titulo de Doutor.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Fonseca Alves



FICHA CATALOGRAFICA ELRBORADAR PELA SECAQ TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.

DIVISAD TECNICA DE BIELIOTECA E DOCUMENTACED - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESE

BIELIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSAMGELA APARECIDA LOEC-CRE 8/7500

Oliveira, Alana Lucena.

Expressido de proteinas da via de sinalizacfo do mTOR em
ceratose actinica e carcinoma espinocelular cutineo em cles
e gatos / Alana Lucena Oliveira. - Botucatu, 2024

Tese (doutarada) - Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Botucatu

Orientador: Carlos Eduardo Fonseca Alves

Capes: 50500007

1. Imuno-histoguimica. 2. Anticorpos monoclonais.

3. Carcinoma de células escamosas. 4. Proteinas gquinases 5§
ribossdmicas. 5. Veterinaria de pequenos animais.

Palawvras-chave: p-4E-BPFl; CCEs; Imuno-histoguimica; S6K1




Titulo da Tese: Expresséao de proteinas da via de sinalizagdo do mTOR em
ceratose actinica e carcinoma espinocelular cutdaneo em caes e gatos

Impacto cientifico esperado: Compreender de como a expressao da via mTOR
pode impactar na ceratose actinica e carcinoma espinocelular cutaneo em caes e
gatos correlacionando essas diferengas.

Impacto social esperado: Desenvolvimento de outras opc¢des de tratamento,
especialmente para caes e gatos com ceratose actinica e carcinoma de células
escamosas. Conforme a descricdo, essa tese se adequa no terceiro ODS da ONU
que propde assegurar uma vida saudavel e o bem-estar.

Impacto econ6mico: O tratamento efetivo das alteracdes de ceratose actinica e
carcinoma de células escamosas pode reduzir os recursos financeiros destinados

ao manejo do paciente.



Nome do autor: ALANA LUCENA OLIVEIRA

Titulo: EXPRESSAO DE PROTEINAS DA VIA DE SINALIZAC}AO DO mTOR EM
CERATOSE ACTINICA E CARCINOMA ESPINOCELULAR CUTANEO EM CAES
E GATOS

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Carlos Eduardo Fonseca Alves

Presidente e Orientador

Departamento de Cirurgia Veterinaria e Reproducéo Animal FMVZ— UNESP —
Botucatu, SP.

Dra. Aparecida Vitoria Gongalves de Souza
Membro da banca

Doutorado pelo Departamento Anestesiologia FMB Botucatu — UNESP — Botucatu

Dra. Carolina Lechinski de Paula

Membro da banca

Doutorado pelo Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica da FMVZ-
UNESP/Botucatu/SP

Dra. Denise Claudia Tavares
Membro da banca

Medicina Veterinaria - Universidade Paulista — Unip - Campus Bauru
Dra. Noeme Sousa Rocha
Membro da banca

Patologia Veterinaria — UNESP — Botucatu

Data da defesa: 25 de setembro de 2024.



““Senhor, fazei de mim um instrumento de vossa paz.
Onde houver 6dio, que eu leve o amor. Onde houver
ofensa, que eu leve o perddo. Onde houver discérdia,
gue eu leve a unido. Onde houver duvida que eu leve a
fé. Onde houver erro, que eu leve a verdade. Onde
houver desespero, que eu leve a esperanca. Onde
houver tristeza, que eu leve a alegria. Onde houver
trevas, que eu leve a luz. O, Mestre, fazei que eu
procure mais consolar que ser consolado; compreender
que ser compreendido; amar que ser amado. Pois é
dando que se recebe, é perdoando que se é perdoado
e € morrendo que se vive para a vida eterna. Amém .

Oracéo a Sao Francisco de Assis



\

DEDICATORIA

Aos meus pais Jodo Reis de Oliveira e
Carmem Lacia Martins Lucena Oliveira,
minha irma Luma Lucena Oliveira e meu
marido Ricardo Hideaki Miyajima por

acreditarem na minha jornada.



Vil

AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus por me permitir a vida com sabedoria e
discernimento.

Aos meus pais Joao Reis de Oliveira, Carmem Lucia Martins Lucena
Oliveira e minha irma& Luma Lucena Oliveira, agradeco por sempre
acreditarem e apoiarem a minha jornada de vida.

Ao meu marido Ricardo Hideaki Miyajima, que durante esse periodo
sempre me fortaleceu e esteve ao meu lado, mesmo nos momentos com
muitas dificuldades e imprevistos.

Ao meu orientador Prof. Dr. Carlos Eduardo Fonseca Alves pelo
apoio, carinho, ensino e amizade. Seu acolhimento foi fundamental nessa
jornada, tenho vocé como exemplo de pesquisador.

A0S meus amigos, que sempre me apoiaram nessa jornada em
todos os momentos especialmente Annall Pinton Ferreira, Mayara Travalini
de Lima e Woner Mion.

Ao grupo de pesquisa do laboratério de micologia que esteve comigo
desde minha iniciagdo na pesquisa, durante o mestrado até os dias de hoje.
Agradeco por toda a ajuda e amizade, em especial ao Hans Garcia Garces,
Gabriel Gasparini Camargo, Ana Carolina do Prado, Danielle Hamae
Yamauchi, Caué Bastos Tertuliano dos Santos e Arthur Bibiano de
Vascocelos.

A todos os orientados do professor Carlos Eduardo: Natalia
Camargo Faraldo, Fernanda Barthelson Carvalho de Moura e Luiz
Guilherme Dercore Benevenuto que tornaram o Laboratorio de Patologia um
lugar de muita aprendizagem.

Aos meus pets que me permitem lembrar todos os dias a razdo de
ter escolhido a Medicina Veterinaria e que me motivam a ser sempre uma
profissional melhor.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de
Financiamento 001.



VI

LISTA DE TABELAS

Capitulo 1. ESTUDO RETROSPECTIVO DE 304 CASOS DE CERATOSE
ACTINICA E CARCINOMA ESPINOCELULAR EM CAES E GATOS: 2008 — 2024

TABELA 1. InformacgBes clinicas dos pacientes caninos avaliados no estudo
referente a coloracdo da pelagem e localizacdo da leséo referente a quantidade
TP 11T Vo - P PPPPPRPPPPPP 26

TABELA 2. Informacdes clinicas dos pacientes felinos avaliados no estudo
referente a coloracdo da pelagem e localizacdo da leséo referente a quantidade
=T = 1157 T - TSR 30

Capitulo 2. AVALJAC}AO DA EXPRESSAO IMUNO—HINSTOQUTMICA DE
FOSFOPROTEINAS DA VIA DE SINALIZACAO mTOR EM
CARCINOMA ESPINOCELULAR DE

DE FELINOS
TABELA 1. Informag®es clinicas dos pacientes avaliados no estudo: idade, sexo,
raca, coloracéo da pelagem, localizac&o da leséo, e classificacdo morfoldgica......57

Capitulo 3. AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE
FOSFOPROTEINAS SELECIONADAS DA VIA DE SINALIZACAO
mTOR NA AREA DE TRANSICAO DE CARCINOMA
ESPINOCELULAR EM CAES

TABELA 1. Informag®es clinicas dos pacientes caninos avaliados no estudo: idade,
sexo, raca, coloragcdo da pelagem, localizacdo da lesdo, e classificacao
(a1 o] (o o [T VPP 77



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA. ..ottt 03
FIGURA 1. Histopatologia da pele normal apresentando as camadas que compde
a epiderme e derme (40x). Fonte: arquivo pessoal (2024)................... 04
FIGURA 2. Descricdo da via mMTOR/4E-BP1l/elF4E. Fonte: criado com
BIORENdEr.COM. (2024).....ccueeeeiiiiiieiieiee et 06
FIGURA 3. A. Canino apresentando eritema em regido abdominal com discreta
escarificacdo e disqueratose. B. Canino apresentando lesao ulcerada
eritematosa e gomosa. Fonte: arquivo pessoal (2024).........cccccceeeennnn. 08
FIGURA 4. Felino apresentando ceratose actinica com envelopamento de pinas
com eritema e disqueratose. B. Felino apresentando lesdo ulcerada em
plano nasal. Fonte: arquivo pessoal (2024)...............ccepueeeee. rrrrageeeennns 09
FIGURA 5. A. Citologia de paciente felino apresentando CCEs (20x) B. Citologia
de paciente canino apresentando CCEs (40x), Fonte: arquivo pessoal

FIGURA 6. A. Felino apresentando pontos de sutura ap0s realizacdo de bidpsia e
coleta de trés fragmentos com punch. B. Conchectomia parcial em
felino C. Bidpsia excisional de nédulos em regido abdominal de canino.
D. Biopsia da regido facial de canino com coleta de dois fragmentos.
Fonte: arquivo PesSs0al (2024).........uueueieiiiiiiiieeeiee e 11

FIGURA 7 A. Histopatologico do paciente felino mostrando presenca de pérolas de
ceratina (10x). B. Histopatoldgico de paciente canino com presenca de
ceratindcitos com pérolas de ceratina (10x). C. Histopatolégico do
paciente felino com carcinoma moderadamente diferenciando (10x). D.
Histopatolégico de paciente canino com carcinoma moderado
diferenciado (10x). E. Hispatoldgico de paciente felino com presenca
de carcinoma pouco diferenciado (40x). F. Histopatoldgico de paciente
canino com carcinoma pouco diferenciado. Fonte: arquivo pessoal
(2024)..eeeeeeeeeee e 13

FIGURA 8. A. Imunoreatividade de S6Klem amostra de paciente felino
apresentando carcinoma espinocelular (10x). B. Imunoreatividade de
p-4E-BP1 em amostra de paciente felino apresentando carcinoma
espinocelular (10x). Fonte: arquivo pessoal (2024)............ccccceeeeeee. 15

Capitulo 1. ESTUDO RETROSPECTIVO DE 304 CASOS DE CERATOSE
ACTINICA E CARCINOMA ESPINOCELULAR EM CAES E GATOS: 2008 — 2024
FIGURA 1. A. Sobrevida de paciente caninos com diferencas dos carcinomas bem

diferenciados e moderadamente diferenciados..............c.cocccvviivvnnnee. 28
FIGURA 2. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan — Meier estimando a sobrevivéncia de
cées em relagéo a classificacdo do CCES........ccoovviviiiiiiiiei 29

FIGURA 3. Sobrevida de paciente felinos com diferencas dos carcinomas bem
diferenciados e moderadamente diferenciados, demostrado diferenca
estatistica p<0,05 pelo teste de Letras mindsculas comparam as
classificagdes (normal ceratose e carcinoma) segundo o teste de Mann-
Whitney COmM P<O,05.....cooiiiiiiiiiii e 32

FIGURA 4. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan — Meier estimando a sobrevivéncia
de felinos em relacéo a classificagdo do CCEs............ccccccvvvivviiiinnnen. 32



Capitulo 2. AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNO-HIS"I:OQU[MICA DE
FOSFOPROTEINAS DA VIA DE SINALIZACAO mTOR EM
CARCINOMA ESPINOCELULAR DE FELINOS

FIGURA 1. A. Relacéo entre os felinos e o sexo B. Relacéo entre a quantidade de

felinos e caracteristica da pelagem.........ccoocuiiiiiiiiiiiiiiiie e 46
FIGURA 2. A. relacao entre felinos e a localizacédo das lesdes. B. Principais racas
de felin0S apreSENtadOS. ........uuiiiiiieiieeeee e 46

FIGURA 3. A. Marcacgao imuno-histoquimica para os marcadores S6K1 na regiao
de transicdo normal, ceratose e carcinoma B. Marcagdo imuno-
histoquimica para os marcadores p-4E-BP1 na regido de transicao
normal, ceratose e carcinoma. Letras mindsculas comparam as
classificagdes (normal ceratose e carcinoma) segundo o teste de Mann-
Whitney Com P<O,05......oiuiiiiiiiiiiiiee e 47

FIGURA 4. A. Classificacdo quanto os marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente a
classificagao do carcinoma pouco diferenciado. B. Classificacdo quanto
0os marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente a classificacdo do
carcinoma moderadamente diferenciado. C. Classificagdo quanto os
marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente a classificacdo do carcinoma
bem diferenciado. Letras minUsculas comparam o0s marcadores
segundo o teste de Mann-Whitney com p<0,05.........cccceeeeeiiieeereerennne. 48

FIGURA 5. Analise quantitativa através do score conforme a classificacdo da area
de transicdo em regido pele normal, ceratose e carcinoma (10x e 40x)
para o marcador S6K1. Fonte: arquivo pessoal (2024)..........cccccceee.... 49

FIGURA 6. 6. Analise quantitativa através do score conforme a classificacdo da
area de transicao em regido pele normal, ceratose e carcinoma (10x e
40x) para o marcador p-4E-BP1. Fonte: arquivo pessoal (2024)......... 50

Capitulo 3. AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE
FOSFOPROTEINAS SELECIONADAS DA VIA DE SINALIZACAO mTOR NA
AREA DE TRANSICAO DE CARCINOMA ESPINOCELULAR EM CAES

FIGURA 1. A. Relacéo entre os cées e 0 sexo B. Relacéo entre a quantidade de

cées e caracteristica da pelagem........cccccoeeeiiiiiiiiiiiiii 66
FIGURA 2. 2. A. relacdo entre caes e a localizagao das lesbes. B. Principais racas
de cées
APrESENTAAODS. ... it 67FIGURA

3. A. Marcacdo imuno-histoquimica para os marcadores S6K1 na
regido de transicdo normal, ceratose e carcinoma B. Marcac¢éo imuno-
histoquimica para os marcadores p-4E-BP1 na regido de transicao
normal, ceratose e carcinoma. Letras mindsculas comparam as
classificagdes (normal ceratose e carcinoma) segundo o teste de Mann-
Whitney Com P<O,05.....cciiiiiiiiiii e 68
FIGURA 4. A. Classificagdo quanto os marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente a
classificagao do carcinoma pouco diferenciado. B. Classificacdo quanto
0os marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente a classificacdo do
carcinoma moderadamente diferenciado. C. Classificagdo quanto os
marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente a classificacdo do carcinoma
bem diferenciado. Letras minUsculas comparam o0s marcadores
segundo o teste de Mann-Whitney com p<0,05............ccoeviininnirnnnnne. 69



Xl

FIGURA 5. Analise quantitativa através do escore conforme a classificacédo da area
de transicdo em regido pele normal, ceratose e carcinoma (10x e 40x)
para o marcador S6K1. Fonte: arquivo pessoal (2024).........ccccceeeeennn. 70
FIGURA 6. Andlise quantitativa através do escore conforme a classificacdo da area
de transicdo em regido pele normal, ceratose e carcinoma (10x e 40x)
para o marcador p-4E-BP1.Andlise do escore dois normal e trés normal
e ceratose nao apresentou amostra para analise. Fonte: arquivo
PESSOAI (2024)....eeeiiiieieeeee et 71



ABREVIACOES

CCEs - Carcinomas de células escamosas

MTOR — Proteina alvo da rapamicina em mamiferos
P-4E-BP1 - Proteina 1 de ligacéo a 4E fosforilada
S6K1 — Quinase ribossomal S6

SRD — Sem raga definida

Xl



Xl

SUMARIO
INTRODUGAO ..ottt ettt ettt ettt ettt e stesteeae e e eeeee e 01
1. REVISAO DE LITERATURA . ...ttt 03
1.1. Etiologia € EpIdemiOlOgial........uuieeiiieeeeeeeeeeee et e e e e e s 03
1.1.2 Via de sinalizagao PISK/AKI/MTOR........ccccuiiiiiiiieeeeeeeeee e 05
1.2, ApresentaCao ClINICA .........uiiiiiiii i s 07
IORC J B 1 =T [ 01 1o J TP 09
R O 1 (o] o > (0] [ T | - U 10
1.3.2. HiStOPALOIOGIA. ... .ttt e e 10
1.3.3. IMUNO-NiSTOQUIMICAL .. .uuuiiiiei e s 13
2 T © ] = 1 N Y L PP 15
2.1. ODBJELIVO QEIAL....uuueiiii i e 15
2.2. ODJetiVOS ESPECITICOS. .. uuiiiiiiiiiiiiii et 15
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coviieteeeceeeeeee e, 16

Capitulo 1. ESTUDO RETROSPECTIVO DE 304 CASOS DE CERATOSE
ACTINICA E CARCINOMA ESPINOCELULAR EM CAES E GATOS: 2008 -

20 . SRR 20
RESUMO . ..ottt e e et e e et e et e et et e et e e eee e e e e eaeeeeeeeeeeseen 21
BB STRACT -ttt ettt ettt et e et ettt e ettt ettt ettt et e s 22
INTRODUGAO. ..ottt ettt eaenn e, 23
MATERIAL E METODO ...ttt ettt ettt eee et e e ee e e 24
CritErioS € SEIEGAD. .....eeeieiiiiieiiii et e e ann e 24
(DTS o g o [0 I =TS (1o [o 1S 24
ANALISE B A ISTICA . .oeveeeeee e e s 24
RESULTADOS ..ottt ettt ettt et e ettt e et et et et e et e e et e et e e eaeeeeeaeeeaaes 25
DISCUSSAOD. ..ottt ettt et et e et e et e et e et e e e e e e raeaees 33
CONGCLUSAO. ..ottt e e et et e et et e ee e 36
AGRADECIMENTO. ..ottt ettt eee et et e e e e e e et e e e e et e eeeeeeeeseeanaees 36
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... .o ettt ree e 37

Capitulo 2. AVALIACAO DA EXPRESSAO~ IMUNO-HISTOQUIMICA DE
FOSFOPROTEINAS DA VIA DE SINALIZACAO mTOR EM CARCINOMA

ESPINOCELULAR DE FELINOS........ouiiiiiiiiieeee e 39
RESUMO ...ttt ettt e e e ettt e e e e e e s tb et e e e e e e neb e bt e eeaaeeeannnees 40
ABSTRACT ettt e e re e e e e 41
INTRODUGAO. ..ottt ettt saean e eaeaneaens 42
MATERIAL E METODO........cocoiiieteitecteeeee ettt ste e eae e e ae e sae e e e 43
D TSE] (o e [0 I =2] (1 Lo o TSP 43
Critérios de iNCIUSAO € EXCIUSAO. ......ccuueeiiieei ittt e e eieeee e e 43
WAV 1= Tor= o BN o151 (0] (oo [ o= VPP 43
Avaliag8o imuNO-NiStOQUIMICA........ceeieiiiiiiiiiie e 44
ANALISE ESTALISHICA. ... oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 45
RESULTADOS.....ceeie ettt ettt e e e e s st e e e e s et e e e e eeeeesannnaeeeeeas 45

DATOS ClINICOS. . e e e e, 45



XV

DISCUSSAOD. ..ottt ettt et e et e e et e e et et e et et e r e rreeenes 51
CONGCLUSAO. ..ottt et e et e et e e eee e 54
AGRADECIMENTO . ..ottt ettt ettt e e ettt e et et e e et e e e e e e 54
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ottt 55

Capitulo 3. AVALIAGAO DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE
FOSFOPROTEINAS SELECIONADAS DA VIA DE SINALIZACAO mTOR NA

AREA DE TRANSICAO DE CARCINOMA ESPINOCELULAR EM CAES.............. 58
RESUMO . ..ottt e et e e e e et e e et e e ettt e et e e et e e ettt e e et e e st e e e e e neneens 59
A B ST R A C T ettt ettt ettt e ettt ettt e e e 61
INTRODUGAO. ... .ottt ettt sttt et e st e ettt eae e e steeae s ereenens 62
MATERIAL E METODO . ...ttt ettt e e et e e e eeeeeeee e, 63
DTS o e [0 I =21 (1 o [PPSR 63
CritérioS de INCIUSA0 € EXCIUSAO......ccue ettt e e e e e e e e e e eeaeens 63
JNVZ= V[ F= o= To TN g 1E] (0] (oo (= U 64
Avaliag8o imuNO-NIStOQUIMICA........ceeiiiiiiiiiiii e 64
F N T L EYSN =TS = L) 1= VR 65
RESULTADOS. ..ottt ettt et e et e et e et e et e et e et e re e e e e e 66
[ F=To [0 R o [ ][00 1 66
DISCUSSAOD. ..ottt ettt ettt et et et e et e et et e et e et et et e e e e e ee e e e 72
CONCLUSAO. ..ottt et et e e et e r et e e e 74
AGRADECIMENTO . ..ottt ettt et e et e e et e et e et e e et e e et e e eeeeseeeens 74
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... .ottt 75
DISCUSSO GERAL. ...ttt ettt e et e et e et e et e e e e e e, 78

CONCLUSAO GERAL. ..ottt sttt st e e sn s anas 80



OLIVEIRA, A.L. Expresséao de proteinas da via de sinalizacdo do mTOR em
ceratose actinica e carcinoma espinocelular cutaneo em cées e gatos.
Botucatu, 2024. 97p. Tese (doutorado) — Faculdade de Medicinal Veterinéria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCEs) € uma neoplasia cutaneo maligna,
gue surge a partir dos queratinécitos cutaneos. Em caes e gatos essa neoplasia
apresenta alto poder de invasdo tecidual. Nessas espécies 0s animais
apresentam diversos aspectos variando desde o desenvolvimento de lesbes em
regides glabras ou com pigmentacéo leve. A presente tese é dividida em trés
capitulos, que abordam diferentes aspectos do carcinoma de células escamosas
em cades e gatos. O primeiro capitulo faz uma avaliacdo epidemiologica
retrospectiva dos CCEs em cées e gatos. O segundo capitulo é focado na
investigacdo de S6K1 e p-4E-BP1 em CCEs felinos e o terceiro capitulo investiga
as mesmas proteinas em CCEs caninos. Assim, 0 presente estudo teve por
objetivo avaliar casos de ceratose actinica e CCEs. A caraterizacdo na mesma
amostra através da utilizagéo de marcadores da via PI3K/Akt/mTOR na transicao
morfoldgica e molecular do epitélio normal para ceratose e carcinoma. O perfil
dos pacientes levantados do estudo retrospectivo de ambas as espécies
apresentam caracteristicas de pelagem clara e idosos o que impacta na
predisposicdo dos pacientes. A via de sinalizacdo PISK/AkK/mTOR € um
regulador chave das funcdes celulares, a demonstracdo que pacientes felinos e
caninos apresentam ativacdo ocasionando em impacto em estudos para novas

opcOes terapéuticas para os felinos e os caninos.

Palavras chave: imuno-histoquimica, CCEs, S6K1 e p-4E-BP1
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OLIVEIRA, A.L. Expression of mTOR signaling pathway proteins in actinic
keratosis and cutaneous squamous cell carcinoma in dogs and cats.
Botucatu, 2024. 97p. Tese (doutorado) — Faculdade de Medicinal Veterinéria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant skin neoplasm that arises from
cutaneous keratinocytes. In dogs and cats, this neoplasm has a high tissue
invasion. In these species, the animals present several aspects ranging from the
development of lesions in glabrous or lightly pigmented regions. This thesis is
divided into three chapters, which address different aspects of squamous cell
carcinoma in dogs and cats. The first chapter presents a retrospective
epidemiological evaluation of SCC in dogs and cats. The second chapter focuses
on the investigation of S6K1 and p-4E-BP1 in feline SCC and the third chapter
investigates the same proteins in canine SCC. Thus, the present study aimed to
evaluate cases of actinic keratosis and SCC. The characterization in the same
sample through the use of markers of the PI3K/Akt/mTOR pathway in the
morphological and molecular transition of normal epithelium to keratosis and
carcinoma. The profile of patients raised from the retrospective study of both
species presents characteristics of light fur and old age, which impacts the
predisposition of patients. The PI3K/Akt/mTOR signaling pathway is a key
regulator of cellular functions, the demonstration that feline and canine patients
present activation causing an impact on studies for new therapeutic options for

felines and canines.

.Keywords: immunohistochemistry, SCC, S6K1 and p-4E-BP1



INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida dos cées e gatos nos ultimos anos
deve-se a melhoria da nutricdo animal, novas terapias para tratamento de
doencas e a conscientizacdo dos tutores. O aumento da sobrevida dos animal
permitiu o surgimento de doencas, sobretudo as neoplasias. Em animais de
companhia as neoplasias cutdneas séo particularmente observadas com maior
frequéncia, com destaque para carcinoma de células escamosas (CCE),
mastocitoma e hemangiosarcoma (ROSOLEM et al., 2012).

O CCE é um tumor maligno epidérmicos (SOBRINHO et al., 2022) e
apresenta etiologia multifatorial, influenciada por predisposicdo genética,
exposicao a fatores fisicos e quimicos, exposicdo a luz ultravioleta, infeccéo por
papilomavirus, mutacdes de genes e alteracbes na expressdo de proteinas
(ALVES et al., 2022). Os CCEs apresentam crescimento lento e comportamento
localmente invasivo, com propensao a recidiva, predispondo a metastases em
linfonodos locais e tardiamente em pulmdes e ossos (GOLDSCHMIDT;
GOLDSCHMIDT 2017; SOBRINHO et al., 2022).

Clinicamente, pode se apresentar com lesdes Unicas ou multiplas de
tamanhos variaveis. A ceratose actinica é o estagio inicial da alteracéo celular
dos queratinécitos em lesao pré-neoplasica do carcinoma espinocelular por meio
da caracterizacao dos estagios patolégicos (MEUTEN et al., 2017; ALVES et al.,
2022).

O diagnéstico definitivo e rapido implica diretamente no sucesso do
tratamento. Para isso € indispensavel distinguir os estagios da doenca para
indicar o tratamento mais adequado ao paciente (PRADO et al., 2017). Os
principais métodos de diagnostico do CCEs incluem a citologia, a histopatologia
e imuno-histoquimica. Esta se trata de uma técnica que consiste na detectacao
de proteinas em amostras fixadas em formalina e embebidas por parafinas
(SANZ RESSEL et al., 2023).

O desenvolvimento dos CCEs esta relacionado com a desregulagéo das
vias de sinalizagcdo celular, a exemplo da proteina alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR), o qual é responsavel pelo crescimento celular e além da via
PISK/AKt/mTOR que frequentemente esta desregulada em diversos tipos de

cancer. Testara via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR constitui importante



ferramenta para definir um potencial alvo no tratamento (SANZ RESSEL et al.,
2019).

Na literatura ao analisar e estudar o CCEs em cées e gatos pode ser
constatada uma escassez de trabalhos cientificos relacionados ao estudo do
carcinoma cutaneo com os marcadores da via PI3K/Akt/mTOR (SANZ RESSEL
et al., 2021; MAGALHAES et al., 2024).

Neste cenario, o presente estudo avaliou a transicdo morfolégica do
epitélio no desenvolvimento do CCEs bem como a expressao de marcadores da
S6K1, p-4E-BP1 da via mTOR e buscou elucidar essa atividade apresenta uma
relacdo direta com os mecanismos desregulados envolvidos no CCEs em cées

e gatos.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Etiologia e Epidemiologia

A pele é um dos 6rgdos mais complexos dos animais apresentando
diferentes funcdes e melhor capacidade adaptativas as diferentes habitats. A
estrutura da pele de cada animal é fortemente influenciada pelo seu ambiente e
alimentacdo, com caracteristicas proprias para cada espécie, diferente do que
ocorre com a estrutura dos 6rgéaos internos (LARSSON; LUCAS, 2016).

As principais fungbes da pele se apresenta de forma variada sendo
divididas em dois grandes grupos: dentre as funcdes da pele comum a todos os
mamiferos se da a protecdo agentes fisicos e quimicos, o qual evita a
dessecacdo ou penetragdo de agua, barreira contra entrada de
microoganismos, além da protecéo contra radiacao ultravioleta, produz vitamina
D, regula a temperatura corporal, quanto as acdes da pele nos animais
domésticos sdo determinacdo do comportamento sexual e reprodutor, sinaliza
reacbes e ataque e defesa, reconhecimento individual interespecifico,
exploracdo ambiental, marcacéo de territorio, protecdo contra sol, respiracao e
manutencao da temperatura corporal (LARSSON; LUCAS, 2016).

A anatomia da pele é dividida em camadas ou estratos especializados
qgue constituem a pele sédo: epiderme, derme e tecido subcutaneo. Esse ultimo
conecta a epiderme e a derme as fascias musculaturas subjacentes (HARGIS,
1998; LARSSON; LUCAS, 2016).

A epiderme é camada mais externa da pele, constituida por um epitélio
estratificado, pavimentoso e ceratinizado, e subdividida em estrato basal, estrato
espinhoso, estrato granuloso, estrato ltcido e estrato corneo. A espessura, 0 tipo
de camada cOrnea e a presenca ou auséncia do estrato Iucido sao influenciados
pela densidade da pelagem. A epiderme € constituida por quatro tipos celulares:
ceratindcitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. A
quantidade de cada uma dessas células é variavel, mas aproximadamente 85%
delas séao ceratinocitos, 5% - 8% sao melanocitos e 5% sao células de
Langerhans. Os ceratindcitos migram constantemente para formar os diferentes
estratos epidérmicos de modo que o estrato basal é o berco das células da
epiderme e a ceratina é o produto da diferenciacdo dos ceratindcitos basais. A



epiderme apresenta uma estrutura dindmica constantemente renovada pela
descamacdao do estrato cérneo. Alguns autores consideram que a diferenciagéo
final da epiderme em estrato corneo € uma forma especializada de apoptose
(WEBB; CALHOUN 1954; SCOTT et al., 2001, LARSSON; LUCAS, 2016).

A derme € formada por tecido conjuntivo, na forma de fibras
entrelacadas, pelos elementos celulares dérmicos e pelos apéndices
epidérmicos, foliculos pilosos e glandulas anexas. E na derme estéo localizados
vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervos e musculo eretor (BRAGULLA et al.,
2004, HARGIS; GINN, 2007).

O carcinoma de células escamosas (CCE) € um tumor maligno,
originado de células epidérmicas com diferenciacdo dos ceratinécitos presentes
na camada espinhosa (estrato espinhoso) (Figura 1) (SOBRINHO et al., 2022).
Essa neoplasia também pode ser denominada como carcinoma epidermoide,
carcinoma espino celular ou carcinoma plano celular (MANESH et al., 2014;
GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017).
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FIGURA~ 1AH|stopatoIog|a da pele normal apresentando as camadas que
compde a epiderme e derme (40x). Fonte: arquivo pessoal (2024).

A etiologia do CCE envolve fatores como a predisposicdo genética,
exposicao a agentes fisicos e quimicos, exposi¢cdo a luz ultravioleta, infec¢édo por
papilomavirus e alteracfes na expressao de proteinas como genes supressores



tumorais p53 e p16 (ALVES et al., 2022; GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT,
2017; MAULDIN; PETERS-KENNEDY, 2016; MUNDAY et al., 2011a, 2011b;
RENZI et al., 2019; RODASKI; WERNER, 2009). Nos animais CCEs e mais
observado em: gatos, cées, equinos, bovinos e com menor ocorréncia caprinos,
ovinos e suinos (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017).

A ocorréncia e incidéncia dos CCEs em animais domésticos podem estar
associado a localizacao geogréfica, ou anatdmica das lesdes e as mudancas
climaticas, uma vez que a exposicdo prolongada aos raios solares é fator
determinante  no  desenvolvimento da doenca (GOLDSCHMIDT;
GOLDSCHMIDT, 2017, GARCIA et al., 2018).

Regibes localizadas préximas a linha do Equador recebem maior
incidéncia de raios solares, o que pode estar associado ao aumento de casos de
inflamac&o cronica na pele, neoplasias cutaneas, CCEs e outros tipos de
doencas cutaneas (LEONE et al., 2019; TORRES et al., 2023).

As mutacdes ocorrem devido a alta taxa de renovacgdo celular da pele
pela exposicao direta a fatores oncogénicos a exemplo da luz solar, que induz
a sensibilizac&o da pele, também conhecido como ceratose actinica (ALVES et
al., 2022). A radiacao ultravioleta pode estar associada ao aparecimento de
eritema, pigmentacéo na pelagem. Quanto maior a intensidade e o comprimento
de onda maior o poder de penetracao na pelagem do animal. Além disso, fatores
como a altitude, latitude, estacdo do ano, condi¢cbes atmosféricas também
contribuem com o surgimento de doencas. Caes com predisposi¢do genética a
dermatite actinica ou ceratose actinica esté relacionado a maior exposicao a
radiacéo solar (NITTA, 2019).

1.1.2 Via de sinalizag&o PI3K/Akt/mTOR

A via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR é um regulador chave das funcfes
celulares, sendo estudado nos ultimos anos como alvo na terapia do cancer em
humanos, e caes e gatos (KENT et al., 2009; CHEN et al., 2012; SANZ RESSEL
et al., 2019; MEUTEN et al., 2024).

A ativacao da via PI3K/Akt/mTOR pode estar relacionada ao prognostico
devido a ativacdo das proteinas envolvidas, entre os constituintes da via mTOR

o alvo da rapamicina em mamiferos é importante no processo do crescimento



tumoral e no seu desenvolvimento (Figura 2) (CHANG et al., 2013; CARGNELLO
et al., 2015).
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FIGURA 2. Descricdo da via mTOR/4E-BP1/elF4E. Fonte: criado com
BioRender.com. (2024).

A via MTOR/4E-BP1/elF4E apresenta-se alterada no
hemangiossarcoma e no carcinoma mamario em caes, jaA na epiderme canina
normal apresenta baixa expressdo para duas proteinas pAktSerd73 e
pS6Ser235/236 com Ki-67 e, durante o processo de carcinogenese epidérmica
essa molécula dessa via de sinalizacdo apresenta-se desregulada e o estudo
dessa via se torna de importancia terapéutica para tumores (DELGADO et al.,
2015; SANS RESSEL et al., 2019).

Evidéncias emergentes sugerem que a via de sinalizacdo da
fosfatidilinositol 3-quinase/Akt/alvo mamifero da rapamicina (PI3K/Akt/mTOR)
podem representar um potencial alvo para intervencao farmacologica em CCE
humano e canino (SANZ RESSEL et al., 2021). A superexpresséo de algumas
moléculas sinalizadoras pode facilitar a progressdo dos CCEs canino pela
desregulacéo das principais funcdes celulares (SANZ RESSEL et al., 2019).

Esses relatos podem facilitar a progressao de papilomas cutaneos para

carcinomas de células escamosas envolvendo a via de sinalizacdo



PISK/Akt/mTOR, um regulador chave das funcdes celulares (SANZ RESSEL et
al., 2019),

A expresséo do receptor do fator de crescimento epidérmico fosforilado
(PEGFR) e dos homoélogos de fosfatase e tensina (PTEN) em papilomas
cutdneos caninos e carcinomas de células escamosas foram descritos como
desregulados na maioria das amostras, sendo uma superexpressdo de peEGFR
e diminuicdo da expressao de PTEN (SANZ RESSEL et al., 2021).

A proteina ribossémica S6-quinase-1 (S6K1) é um regulador adjuvante
da via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR, um regulador central da sobrevivéncia e
proliferacdo celular, metabolismo, migracdo e angiogénese. Em humanos a
proteina ribossémica S6-quinase-1 S6K1 foi investigada como marcador
progndstico e preditivo da terapia direcionada ao mTOR. No cancer de mama é
um regulador central da sobrevivéncia e proliferacdo celular, metabolismo,
migracao e angiogénese (KIM et al., 2017).

A fosforilagdo de 4EBP1por mTORC1 promove a dissociacdo de 4EBP1
de EIF4E, permitindo que EIF4E induza traducdo de proteinas.
Consequentemente, 4EBP1 fosforilado (p-4E-BP1) é aceito como um marcador
de sinalizacao da via mTOR (KARLSSON et al., 2013).

A via mTOR apesar do seu papel de proliferagdo, sobrevida, consumo
energético, atividade metabdlica e sintese proteica, pode ser utilizada como
prognostico em possiveis ensaios clinicos, para testar a eficacia no tratamento
de diferentes formas de céancer, como por exemplo o cutaneo,

hemangiossarcoma e no carcinoma maméario (CHEN et al., 2012).

1.2. Apresentacao clinica

Apresentacédo clinica do CCEs em caes e gatos tem uma ampla variacédo
quanto a localizagcdo, ao desenvolvimento e a progressdo tumoral
(GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017).
Animais que apresentam uma pelagem clara (pouca pigmentacéo) e curta sao
mais predispostos ao desenvolvimento do tumor, e seus fatores também
contribuem para a localizagc&o da lesdo (GROSS et al., 2009). Os CCEs podem
ser induzidos pela radiag&o solar, com o desenvolvimento prevido de alteragdes
pré-neoplasicas (ceratose actinica). As manifestagdes incluem: edema, eritema

e descamacdo da epiderme, seguidas por formacdo de crostas. Em casos



cronicos observam-se espessamento da epiderme com subsequente ulceracéo
e invasdo da derme, a qual adquire um aspecto firme (GOLDSCHMIDT;
GOLDSCHMIDT, 2017).

Em cades o CCEs pode se desenvolver em cabeca, abdémen (Figura 3),
membros toracicos e pélvicos, perineo e digitos (ungueal) (GOLDSCHMIDT;
GOLDSCHMIDT, 2017). Ainda se apresenta como uma massa unica, exofitica

e/ou verrucosa e por vezes ulcerada (GROSS et al., 2009).

FIGURA 3. A. Canino apresentando eritema em regido abdominal com discreta
escarificacdo e disqueratose. B. Canino apresentando lesdo ulcerada
eritematosa e gomosa. Fonte: arquivo pessoal (2024).

As racas de cdes mais afetadas sdo: pit bull terrier, dalmata, dogue
aleméo (arlequim) e beagle (GROSS et al., 2009), schnauzer, basset hound e
collie. Outras racas como boxer, poodle, dachshund, scottish terrier e norwegian
elkhound também sé&o citadas (RODASKI; WERNER, 2009). Em outro estudo,
os caes sem raca definida foram os mais acometidos pelo CCEs (36%), seguido
pelo american pit-bull (DEBOYA et al., 2017).

Nos felinos, as lesdes normalmente estao localizadas em pinas e plano

nasal (Figura 4) e, em menor frequéncia, nas palpebras e labios



(GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017; GROSS et al., 2009; RODASKI;
WERNER, 2009). As principais racas de felinos acometidos sdo: persa, himalaio
e siamés (GOLDSHMIDT; SHOFER, 1992; GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT,
2017).

FIGURA 4. A. Felino apresentando ceratose actinica com envelopamento de
pinas com eritema e disqueratose. B. Felino apresentando lesdo ulcerada em
plano nasal. Fonte: arquivo pessoal (2024).

Os felinos apresentam CCEs de uma forma mais invasiva e destrutiva,
principalmente quando acomete pinas e o plano nasal, diferentemente dos cées
(GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017; GROSS et al., 2009).

1.3. Diagnéstico

O diagndstico do CCEs deve ser realizado precocemente para o inicio
do protocolo de tratamento e maiores chances de sucesso para o animal (SANZ
RESSEL et al., 2023) Através do diagndstico é possivel diferenciar os estagios
da doenca e definir as melhores opg¢bes de tratamentos para cada paciente
(PRADO et al., 2017). A ceratose actinica é considerada uma lesdes pré-
neoplasicas e pode aparecer de forma sutil quando comparada com 0s casos
CCEs de alto grau de evolucdo que apresenta mais facil o diagndstico
(GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017).
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O diagndstico pode ser realizado por: citologia, histopatologia e imuno-
histoquimica (SANZ RESSEL et al.,, 2023). A avaliacdo da pesquisa de

metéstase € realizada por meio de radiografias toracica (TORRES et al., 2023).

1.3.1. Citopatologia

O exame citopatoldgico proporciona diagnéstico rapido CCEs (Figura 5),
considerado uma técnica de facil execucgdo, baixo custo e nado invasiva. No
entanto, nao permite classificar e definir o progndstico tumoral (TORRES et al.,
2023).
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FIGURA 5 A Cltologla de paC|ente fellno apresentando CCEs (20x) B. Cltologla
de paciente canino apresentando CCEs (40x). Fonte: arquivo pessoal (2024).

1.3.2. Histopatologia

O exame definitivo do CCEs pode ser realizado através do exame
histopatolégico (PRADO et al., 2017), por meio da bidpsia excisional ou incisional
(Figura 6). A maioria das lesGes sao superficiais ou estédo inflamadas, tornando
o diagnéstico limitado por puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) (THOMSON
2007; MURPHY, 2013). A confirmagdo tumoral é indispensavel para o
prognastico e terapia para o CCEs (SOBRINHO et al., 2022).
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FIGURA 6. A. Felino apresentando pontos de sutura apoés realizacao de bidpsia
e coleta de trés fragmentos com punch. B. Conchectomia parcial em felino C.
Biopsia excisional de nodulos em regido abdominal de canino. D. Bidpsia da
regido facial de canino com coleta de dois fragmentos. Fonte: arquivo pessoal
(2024).
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As caracteristicas histologicas do CCEs, consite na presenca de
proliferacdo de ceratindcitos neoplasicos, em formato de corddes ou ninhos e
invasdo da derme com formacdo das pérolas de queratinas (GROSS et al.,
2009).

Os CCEs apresentam caracteristicas histologicas distintas quanto a
diferenciacdo celular, consequentemente podem ser classificados em trés
subtipos sendo: carcinoma de células escamosas bem diferenciado, carcinoma
de células escamosa moderadamente diferenciado e carcinoma de células
escamosas pouco diferenciado (Figura 7) (MANESH et al, 2014;
GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017; ORTLOFF et al., 2020).

Outras apresentacdes menos descritas do carcinoma pode ser relatada
como o carcinoma acantolitico, carcinoma de células claras, carcinoma de
células fusiformes e verrucoso, carcinoma de células escamosas com
metaplasia mucinosa (GROSS et al., 2009; SANTOS et al., 2021).

Para avaliacdo da graduacdo do CCEs alguns aspectos séo avaliados
como: localizagcéo e tamanho do tumor, cariomegalia, anisocariose, anisocitose,
pleomorfismo nuclear, irregularidades da cromatina, nucléolos atipicos e indice
mitético (MAIOLINO et al., 2002; MARQUES et al., 2020).
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FIGURA 7. A. Histopatoldgico do paciente felino mostrando presenca de pérolas de
ceratina (10x). B. Histopatoldgico de paciente canino com presenca de ceratindcitos com
pérolas de ceratina (10x). C. Histopatol6gico do paciente felino com carcinoma
moderadamente diferenciando (10x). D. Histopatolégico de paciente canino com
carcinoma moderado diferenciado (10x). E. Hispatolégico de paciente felino com
presenca de carcinoma pouco diferenciado (40x). F. Histopatoldgico de paciente canino
com carcinoma pouco diferenciado. Fonte: arquivo pessoal (2024).

1.3.3. Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica na Medicina Veterinaria vem sendo empregada
para a caracterizacdo de algumas neoplasias focada no diagnéstico,
prognadstico, decisfes terapéuticas, e para adaptar o tratamento a um paciente
e investigacdes sobre a patogénese da doenca (RAMOS-VARA; MILLER, 2014).

A técnica combina reagfBes imunolégicas e quimicas, permitindo o
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reconhecimento de antigenos na deteccdo do estado fosforilado das proteinas
de sinalizacdo em amostras fixadas e embebidas pela parafina, com utilizac&do
de anticorpos especificos (RAMOS-VARA; BORST, 2017; RAMOS-VARA;
MILLER, 2014; SANS RESSEL et al., 2023).

A utilizacdo da técnica pode ser dividida em trés etapas sendo: primeira
(pré-analitica), segunda (analitica) e terceira (pds-analitica). A primeira etapa
(pré-analitica) comecga com a obtencdo da amostra, seguida pela coleta do tecido
fixacdo, aparagem e incorporagéo, e finalizacdo com tecido seccionado em um
micrétomo (RAMOS-VARA; MILLER, 2014).

A segunda etapa comeca com a desparafinacado de cortes de tecido;
inclui etapas de pré-incubacéo (recuperacéo de antigeno, bloqueio de atividades
nao especificas), incubagcdo com o anticorpo primario e marcacdo do antigeno-
anticorpo reacao; e termina com a contra coloracédo da lamina e a aplicacao de
laminula. Neste momento e ocorre a primeira reacdo imunologica entre o
antigeno e a amostra, com o anticorpo primario, a segunda reacgdo vai ocorrer
entre o anticorpo primario e o anticorpo secundario. A reacdo quimica acontece
guando as peroxidases (presentes na estrutura do anticorpo secundario) reagem
com o cromégeno (3,3’ diaminobenzidina). Por meio dessa reacdo € possivel
observar a imunomarcacéo (ligagéo) entre o antigeno e o anticorpo na avaliagdo
microscopica (Figura 8) (DABBS, 2006, RAMOS-VARA; MILLER, 2014). Na
terceira etapa inclui a interpretacéo dos resultados e geracdo de um relatério da
imuno-histoquimica, bem como avaliacdo dos controles (RAMOS-VARA;
MILLER, 2014).
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FIGURA 8. A. Imunoreatividade de S6Klem amostra de paciente felino
apresentando carcinoma espinocelular (10x). B. Imunoreatividade de p-4E-BP1
em amostra de paciente felino apresentando carcinoma espinocelular (10x).
Fonte: arquivo pessoal (2024).

2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo avaliar retrospectivamente casos
CCEs e caracterizar a transicdo morfolégica e molecular do epitélio normal para

ceratose e carcinoma em caes e gatos.
2.2. Objetivos especificos

e Realizar uma avaliacdo dos dados epidemioldgicos de cdes e gatos
acometidos por ceratose actinica e carcinoma de células escamosas.

e Padronizar a imuno-histoquimica por meio da expressdo de algumas
proteinas chaves em amostras de tecido parafinado dos casos de
ceratose actinica, carcinoma determinando o fator prognostico do caso.

e Avaliar o potencial prognostico dos marcadores S6K1, p-4E-BP1 em
relacdo ao CCEs e ceratose actinica.

e Avaliar a expressédo das formas fosforiladas de algumas proteinas da via
de sinalizacao PI3K/Akt/mTOR.

e Avaliar a sobrevida de cées e gatos com ceratose actinica e CCEs de

acordo com o tratamento empregado.
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ESTUDO RETROSPECTIVO DE 304 CASOS DE CERATOSE ACTINICA E
CARCINOMA ESPINOCELULAR EM CAES E GATOS DA UNESP -
BOTUCATU-SP: 2008 — 2024

RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCEs) € um tumor maligno da epiderme,
gue apresenta uma etiologia multifatorial que inclui, desde a predisposicéo
genética, exposicado a fatores fisicos e quimicos, infecgdo por papilomavirus e
alteracbes na expressao de algumas proteinas. A compreensdo dos estudos
retrospectivos faz refletir o porqué vem sendo crescente o0 aumento dos casos
das doencas como: ceratose actinica e do CCEs em cées e gatos, refletindo na
real prevaléncia e incidéncia dessa doenca, impactando no progndstico
assertivo. Objetivo deste trabalho foi realizar o estudo retrospectivo dos casos
de ceratose actinica e CCEs em cées e gatos o periodo de 2008 — 2024, sendo
possivel identificar 200 cées (25 machos e 175 fémeas) e 104 gatos (34 machos
e 70 fémeas) acometidos por CCE. A idade média de cdes acometidos foi de
8,01 £3,55 anos e dos gatos foi de 9,43 +4,08. Em relacdo a localizagdo das
lesbes, nos cées as regides mais acometidas foram abdominal (78/200) e
peniana (39/200) e nos felinos o padréo de lesdo demostrou mais em regido de
pina (39/104) e (28/104) plano nasal. Tanto em cées (142/199) quanto gatos
(38/102), o procedimento cirargico foi o mais realizado nodulectomia e
conchectomia respectivamente. A média de sobrevida dos céaes acometidos foi
de 1,49 + 1,94 anos, e dos gatos1,28 + 1,64 ano. Pode-se concluir que o CCEs
em cées e gatos acomete mais idosos, de pele e pelos claros e que o tratamento

mais realizado é a cirurgia.

Palavras chave: cancer de pele, felinos, caninos
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ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant tumor of the epidermis, which
has a multifactorial etiology that includes genetic predisposition, exposure to
physical and chemical factors, papillomavirus infection and alterations in the
expression of some proteins. Understanding retrospective studies makes us
reflect on why the increase in cases of diseases such as actinic keratosis and
SCC in dogs and cats has been increasing, reflecting the real prevalence and
incidence of this multifactorial disease, impacting the assertive prognosis. The
objective of this study was to perform a retrospective study of cases of actinic
keratosis and SCC in dogs and cats from 2008 to 2024. It was possible to identify
200 dogs (25 males and 175 females) and 104 cats (34 males and 70 females)
affected by SCC. The mean age of affected dogs was 8.01 + 3.55 years and of
cats it was 9.43 + 4.08. Regarding the location of the lesions, in dogs the most
affected regions were abdominal (78/200) and penile (39/200) and in felines the
lesion pattern demonstrated more in the pinna region (39/104) and (28/104) nasal
plane. In both dogs (142/199) and cats (38/102), the surgical procedure most
performed was nodulectomy and conchectomy respectively. The mean survival
of affected dogs was 1.49 + 1.94 years, and of cats 1.28 £ 1.64 years. It can be
concluded that SCC in dogs and cats affects more frequently middle-aged to
elderly animals, with light skin and fur, and that the most performed treatment is

surger.

Keywords: skin cancer, felines, canines
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INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCEs) apresenta sua origem das
células epidérmicas com diferenciac@o para ceratinécitos presentes na camada
espinhosa ou estrato espinhoso da epiderme. Dentre as doencas a CCEs
podendo ser considerada um dos tumores malignos cutaneos frequentes que
acometem os céaes e gatos (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017; ALVES et
al., 2022).

A etiologia esté associada desde a predisposi¢ao genética, exposicdo aos
fatores fisicos e quimicos, localizacdo geografica, mudancas climaticas,
exposicao prolongada aos raios solares (MAULDIN; PETERS-KENNEDY, 2016;
GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017).

Comumente, o carcinoma de células escamosas ocorre a partir da
evolucdo de uma lesdo pré-neoplasicas denominada ceratose actinica. A
ceratose actinica é o estagio inicial da alteracéo celular dos queratinécitos em
lesBes pré-neopléasicas e podem aparecer de forma suatil guando comparado com
0os casos CCEs de alto grau de evolucdo que apresentam mais facil o
diagndstico, as lesdes de ceratose actinica tem sido atribuida a exposicdo solar
excessiva (GROSS et al.,, 2005; GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017;
ALVES et al., 2022). Com o aumento dos casos das doencas como a ceratose
actinica e dos CCEs em caes e gatos, torna-se cada vez mais essencial utilizar
0 estudo retrospectivo, para entender a real prevaléncia e incidéncia dessa
doenca que apresenta como base de etiologia multifatorial impactando no
progndstico assertivo (SOUZA., et al 2006; MANUEALI et al., 2020).

Apesar da importancia da epidemiologia de diferentes tumores, no
Brasil, poucos estudos epidemiolégicos foram realizados para diferentes
neoplasias, incluindo o CCE. Em um estudo epidemiolégico de neoplasias
cutdneas em caes, 0s autores avaliaram 761 tumores cutaneos e dentre eles
apenas 53 carcinomas de células escamosas (SOUZA et al., 2006). Em um
estudo colombiano, foram avaliados retrospectivamente dados epidemiologicos
de 82 casos de bovinos CCE (CEDENO QUEVEDO et al., 2019. A apresentacéo
mais frequente foi a ocular e periorbital, identificando que a apresentacédo do
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CCE depende primariamente da localizacao da leséo. Infelizmente, a literatura
brasileira é focada em relatos de casos isolados, e nenhum estudo

epidemioldgico prévio mais robusto foi publicado.

Desta maneira, 0 objetivou-se realizar um estudo retrospectivo dos casos
de ceratose actinica e CCEs em cées e gatos no periodo de 01 de janeiro de
2008 até 31 de julho de 2024 na cidade de Botucatu — SP e entender a
prevaléncia dessas doencas em relacéo: sexo, idade, raca, localizacédo de leséo,

coloracdo da pelagem dos pacientes, tratamento realizado e sobrevida global.

MATERIAL E METODOS

Critérios de selecéo
Design do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo ndo randomizado de cées e gatos
diagnosticados com ceratose actinica e carcinoma de células escamosas
(CCEs). A execucdo do trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica protocolo
CEUA 1005. Foram analisados total de 304 casos diagnosticadas com ceratose
actinica e carcinoma de células escamosa em cédes e gatos, do arquivo do
Laboratério de Patologia Veterinaria da Unesp — Botucatu. O periodo abordado
foi de 01 de janeiro de 2008 até 31 de julho de 2024, sendo coletado os dados
clinicos como racga, sexo, idade e coloracao da pelagem, localizacao das lesdes,
tempo de sobrevida |, procedimento realizado em relagdo ao tratamento.

Andlise estatistica

Pressupostos de distribuicdo normal foram avaliados com o test de
Shapiro -Wilk. Transformacgéo em log foi utilizada quando necessario. A analise
paramétrica foi realizada utilizando o teste ndo pareado. Os resultados sdo
mostrados como média + erro padrdo da média (EPM). A abordagem nao
paramétrica foi atendida utilizando o teste de Mann-Whitney. Os resultados sao
mostrados como mediana (minimo — maximo). Diferenca estatistica significativa

foi considerada quando P <0,05. A curvas de sobrevivéncia foram realizadas



25

empregando o teste de Kaplan - Meier. Diferenca estatistica significativa
considerada quando p <0,05. O pacote estatistico empregado foi GraphPad

Prism Versao 9.3.0.

RESULTADOS

Ao analisar as fichas dos pacientes foram constatados um total de 200
cdes sendo que 25 eram machos e 175 fémeas, a idade média de 8,01 + 3,55
anos de 184 casos de cées analisados.

Com referéncia a raca dos caninos, notou-se a prevaléncia em 199 que
apresentava-se os dados 44,22% animais sem raga definida (SRD), 29,64%
para a raca pit bull, 6,53% para boxer, 3,51 para dalmata, 2,51% para o fox
paulistinha, 2,01% para o poodle, 1,50%para dogue aleméao, dogo argentino e
para o schnauzer, 1,0% para o |hasa apso e 0,5% foram para cada espécie
akita, pastor aleméo, beagle, bull terrier, cocker, fila brasileiro, labrador, pastor

belga, pequinés, pinscher, weimaraner e teckel.

Quanto a coloragéo da pelagem e localizagéo das lesbes nos pacientes
caninos segue a Tabela 1 referente aos dados.
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TABELA 1. Informacgdes clinicas dos pacientes caninos avaliados no estudo
referente a coloracédo da pelagem e localizacao da lesao referente a quantidade

analisada
Coloracao pelagem Quantidade
Branca 61/179
Branco e preto 41/179
Branco e marrom 36/179
Marrom 17/179
Preto 11/179
Preto e marrom 5179
Cinza, 4/179
Branco, preto e marrom 3/179
Branco e cinza 1/179
Localizagao anatomica Quantidade
Abdominal 78/200
Peniana 39/200
Inguinal 16/200
Membro 12/200
Torax 11/200
Testicular e palpebra 9/200
Plano nasal 4/200
Digito 3/200
Pina e para a lombar 3/200
Abdominal e torax 2/200
Face, perianal 2/200
Perianal 2/200
Abdominal e inguinal 1/200
Abdominal e palpebra 1/200
Cauda 1/200
Cervical, digito e face 1/200

Pina e face

1/200
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Quanto a classificagdo histopatolégica o0s pacientes caninos
apresentaram 64,5% carcinoma bem diferenciado, 25% carcinoma
moderadamente diferenciado, 7,5% carcinoma pouco diferenciado, 2,5%
ceratose actinica e 0,96% e um paciente apresentado ceratose e carcinoma bem

diferenciado.

Referente aos tratamentos dos 199 pacientes diagnosticados de cées
71,35% foram nodulectomia, 14,08 % penectomia,3,0% amputagdo de membro,
2,51% bibdpsia para diagnostico, 1,92% para ablacdo de conduto e pina;
crioterapia; nodulectomia mais crioterapia; nodulectomia mais enocleacao;
rinotomia, 0,96% conchectomia; enucleacdo; nodulectomia mais penectomia,

nodulectomia mais enucleacao.

Dos casos clinicos analisados para os caes foram observados 59 casos
da sobrevida global (do dia do diagnéstico até o dia do 6bito) isto €, com uma
média de 1,49 + 1,94 anos. Os pacientes diagnosticados e considerando até a
data de 31 de julho de 2024 foram observados 20 casos de sobrevida (entre a
data do diagnostico até a data sem 0bito), o qual apresentou uma média de 2,01

*+ 1,87 anos. Dentre os 200 casos analisados, 31 apresentaram recidiva.

Ao analisar a sobrevida dos casos de cées (Figura 1) constatou-se que a
maior sobrevida foi para o carcinoma moderadamente diferenciado. J& para os
casos de felinos a maior sobrevida foi para o carcinoma bem diferenciado e
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao carcinoma

moderadamente diferenciado.
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FIGURA 1. A. Sobrevida de paciente caninos com diferencas dos carcinomas

bem diferenciados e moderadamente diferenciados.

Para a andlise de sobrevida dos pacientes de cées Figura 2, com relacdo
a classificacdo ceratose actinica, carcinoma pouco, moderadamente e bem

diferenciado, néao foi constatada diferenca estatisticamente significativa.
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FIGURA 2. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan — Meier estimando a
sobrevivéncia de cdes em relacao a classificacdo do CCEs.

Os felinos analisados foram104 gatos sendo 34 machos e 70 fémeas.
Com a idade média de 9,43 £ 4,08 anos para 90 amostras de gatos. As principais
racas de felinos dos 103 foram de 96,11% para sem raca definida (SRD) e 1,94%

para a raga angora e para o persa.

Para os felinos a coloracao da pelagem e localizacdo apresentada segue

na Tabela 2.
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TABELA 2. Informacdes clinicas dos pacientes felinos avaliados no estudo
referente a coloracédo da pelagem e localizacao da lesao referente a quantidade
analisada

Coloracao pelagem Quantidade
Branca 19/96
Branco e preto 19/96
Branco e cinza 11/96
Branco, preto e marrom 9/96
Marrom 8/96
Branco e marrom 6/96
Cinza 2/96
Preta 2/96
Localizagao anatémica Quantidade
Pina 39/104
Plano nasal 28/104
Palpebra 13/104
Face 9/104
Labial 3/104
Abdominal 2/104
Pina e palpebra 2/104
Plano nasal e labio 2/104
Digito 1/104
Membro 1/104
Face e pina 1/104
Ouvido 1/104
Pina e labio 1/104
Plano nasal e palpebra 1/104

Plano nasal e pina 1/104
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Para os pacientes felinos 55,76% apresentaram carcinoma bem
diferenciado, 24,03% carcinoma moderadamente diferenciado, 12,5%
carcinoma pouco diferenciado, 3,84%ceratose actinica mais carcinoma bem
diferenciado, 1,92% ceratose actinica, (1/104) carcinoma bem diferenciado mais
pouco diferenciado, 0,96%ceratose mais carcinoma moderadamente

diferenciado.

Para os tratamentos dos pacientes felinos 37,25%para conchectomia,
18,62% nodulectomia, 16,66% bidpsia, 11,76%nosectomia, 3,92% crioterapia,
1,96% conchectomia mais nosectomia; conchectomia mais enucleacgao;
eletroquimioterapia, (1/102) amputacédo de digito; enucleacao; mandibulectomia;

maxilectomia; nodulectomia mais crioterapia; nodulectomia mais enucleacao.

Para os dados clinicos de felinos foram observados 43 casos da sobrevida
global (do dia do diagnéstico até o dia do 6bito) isto €, com uma média de 1,28
*+ 1,64 anos. Os pacientes diagnosticados e considerando até a data de 31 de
julho de 2024 foram observados 7 casos de sobrevida (entre a data do
diagndstico até a data sem 6bito), o qual apresentou uma média de 2,54 + 2,46
anos. Dentre os 104 casos analisados, 15 apresentaram recidiva.

Ja para os casos de felinos a maior sobrevida foi para o carcinoma bem
diferenciado e apresentou diferencga estatisticamente significativa em relagcéo ao

carcinoma moderadamente diferenciado (Figura 3).
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FIGURA 3. Sobrevida de paciente felinos com diferencas dos carcinomas bem
diferenciados e moderadamente diferenciados, demostrado diferenca estatistica
p<0,05 pelo teste de Letras minUusculas comparam as classificacdes (normal
ceratose e carcinoma) segundo o teste de Mann-Whitney com p<0,05.

Para a analise de sobrevida dos gatos Figura 4, com relacdo a
classificacdo ceratose actinica, carcinoma pouco, moderadamente e bem

diferenciado apresentando que para o0s pacientes a sobrevida néo foi constatada

diferenca estatisticamente significativa.
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FIGURA 4. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan — Meier estimando a
sobrevivéncia de felinos em relacéo a classificacdo do CCEs.
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DISCUSSAO

A importancia dos estudos retrospectivos referente ao atendimento de
pacientes de cdes e gatos apresentando ceratose actinica e CCEs podem
contribuir para uma melhor identificacdo, interpretacdo da evolugdo e
caracterizando o prognéstico da doenca. Ao analisar as neoplasias cutaneas de
origem epitelial de cées e gatos, o CCEs apresentou um valor de 5% e 23% dos
tumores estudados em caes e gatos respectivamente (GOLDSCHIMIDT;
SHOFER, 1992). J4 em estudo realizado por Meirelles et al (2010) e Souza et al

(2006), o CCEs representaram 7% dos casos em cées no Rio Grande do Sul.

Para as idades apresentadas dos casos de cées e gatos foram
constatadas uma idade média de 8,01 + 3,55 e 9,43 + 4,08 anos
respectivamente. Uma possivel explicacdo para o surgimento de ceratose
actinica e o CCEs é devido a sua etiologia multifatorial e ao aumento da
expectativa de vida dos animais (ROSOLEM, et al., 2012; GREEN; OLSEN,
2017). Este fato € corroborado por Goldschmidt; Goldschmidt (2017) que
também relaciona o risco de animais idosos com o desenvolvimento de CCEs,

com pico de incidéncia de 6 a 13 anos em cées e de 9 a 14 anos em gatos.

De acordo com Manuali et al (2020) e Guisado et al (2021) ao estudarem
os tumores malignos cutaneos em gatos, constataram que as ocorréncias destas
doencas estao relacionadas a idade com surgimento das lesdes foi em torno de
10 a 11 anos. Para as racgas de cées analisadas, observou-se a prevaléncia da
doenca ceratose actinica e o CCEs para os animais sem raca definida (SRD), no
entanto, para outras racas de caes como no pit bull, boxer e dalmata foram
observados as ocorréncias das doengas. Em estudos realizados por Gross et al
(2009) e Rodaski; Werner (2009) constataram a ocorréncia da prevaléncia do
CCEs em racas como dalmata, pit bull terrier, dogue aleméao, beagle, boxer,

poodle e dachshund.

Ao considerar as racas felinas, verificou-se que a prevaléncia da doenca
ceratose actinica e o CCEs para os animais sem raca definida (SRD) e com
menor ocorréncia para a ragca angora e persa. Dentre as racas estudadas na

literatura, a persa, himalaio, siamés e birmanesa possuem um risco reduzido de
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desenvolver o CCEs em relacédo aos felinos (SRD), além disso, a cor da pelagem
raramente € registrada nesses casos, o que dificulta a correlacdo entre o grau
de pigmentacgéo e a probabilidade de desenvolvimento tumoral (GOLDSHMIDT;
SHOFER, 1992; GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017; HO et al., 2018).

Quanto a descricdo da coloragao da pelagem dos animais analisados
tanto para caninos e felinos a ocorréncia sao para 0s animais que apresentaram
uma pelagem despigmentada ou caracteristicas parcialmente despigmenta

como por exemplo branco e preto; branco e cinza; branco e marrom.

Animais que apresentam pelagem curta, clara e com pouca pigmentacao
notou-seuma predisposicéo ao desenvolvimento do CCEs (GROSS et al., 2009).
Como um dos fatores da doenca multifatorial, pode ser explicado pela regido
geogréfica, ou seja, latitudes meridionais estd mais sujeita a exposi¢cdo
prolongada a luz ultravioleta, sendo descrita a geografia quanto a
despigmentacao da pele influenciam no desenvolvimento do CCEs nos felinos
(MANUALI et al., 2020; HO et al., 2018).

A localizacdo da manifestacdo das lesdes nos pacientes pode estar
associada a maior incidéncia dos raios ultravioletas, nas regides abdominal e
peniana para 0s pacientes caninos, devido a seus habitos, consequentemente a
exposicdo destas regifes. Ja para os felinos, constatou-se que as regiées com
maior incidéncia do CCEs, estao relacionadas na regido facial, de pina e plano
nasal, isto é, devido ao comportamento do felino. Estes fatos podem ser
corroborados aos estudos de Goldschmidt; Goldschmidt (2017) que descrevem
a localizagéo das lesbes do CCEs em cées, comumente na cabeca, abdémen,
membros toracicos e pélvicos, além de perineo e digitos (ungueal). Nos felinos
ha uma maior predilecdo para as pinas, plano nasal e, em menor frequéncia, as
palpebras e labios (GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017; GROSS et al.,
2009).

A classificagdo histopatoldgica dos pacientes foi descrita conforme as
variagdes quanto aos seus aspectos histoldgicos, classificado de acordo com
Goldschmidt; Goldschmidt (2017). Considerando essa classificacéo

histopatolégica nos pacientes neste estudo retrospectivo,, no entendimento da
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gravidade da doenca, ou seja, foi possivel entender a agressividade da

manifestacdo e consequentemente fornecendo uma base para o prognadstico.

Os principais tratamentos instituidos no tratamento do CCEs neste
estudo, incluiram a nodulectomia e a penectomia, foram os procedimentos com
maior casuistica para os pacientes caninos. De acordo com Torres et al (2023)
os tratamentos para o CCEs sao variados, e incluem desde cirurgia, criocirurgia,

radiacao ionizante, terapia fotodinamica a quimioterapia sistémica e topica.

Nos felinos os principais tratamentos relatados foram a conchectomia e
nodulectomia também descrito por Murphy (2013), o qual relata a utilizacao da
conchectomia no tratamento de felinos com les6es em pinas. A nodulectomia ou
a excisao completa do CCEs pode depender da variavel em relacdo ao seu
tamanho e a sua localizacdo anatémica, em que lesGes pré-neoplasicas e a
remocao do CCES podem contribuir para evolu¢do do desenvolvimento do CCEs
(WEBB et al., 2009; WITHROW, 2017).

Ao analisar a sobrevida dos pacientes caninos constatou-se que apos o
diagnostico as lesbes na regido abdominal apresentaram uma sobrevida de 582
dias para animais sem raca definida (SRD), e para a regido peniana a sobrevida
foi de 348 dias para a raca pit bull. De acordo com Willcox et al (2018) ao
analisarem pacientes caninos sem alteracdo actinicas, a média de sobrevida foi
de 680 dias, comparado com tempo medio de sobrevida com alteracéo actinica

associada com mediana de 1359 dias.

Para os felinos a regido da pina apresentou uma sobrevida de 519 dias
para animais sem raca definida (SRD),quando acometidos e na regido de plano
nasal apresentaram uma sobrevida de 458 dias para SRD. Estas informacgdes
sao corroboradas por Murphy (2013) em seu estudo constatou gatos com lesdes
apenas na orelha tiveram tempos de sobrevivéncia mais longos (799 dias) do
gue gatos com lesBes apenas no plano nasal (675 dias). Gatos com lesdes tanto
no plano nasal quanto na orelha tiveram os tempos de sobrevivéncia mais curtos
(530 dias).
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CONCLUSAO

O estudo retrospectivo pode ser uma ferramenta que auxilia na
importancia da compreensao do padrdo de manifestacdo em cédes e gatos da
ceratose actinica e do CCEs. Sendo que o perfil de pacientes analisados

apresentando uma pelagem clara avancada.
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AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNQ-HISTOQUIMICA DE
FOSFOPROTEINAS DA VIA DE SINALIZACAO mTOR EM CARCINOMA
ESPINOCELULAR DE FELINOS

RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCEs) é considerado um tumor maligno
cutaneo que acomete felinos. O CCEs apresenta maior frequéncia em gatos de
pelos claros, que residem em paises tropicais. Apesar da importancia do CCEs
nessa espécie, poucos estudos investigaram a desregulacdo de diferentes
proteinas nesses tumores. Portanto, o presente estudo teve por objetivo
investigar a alteracdo da expressao de S6K1 (proteina ribossémica S6-quinase-
1) e p-4E-BP1 (proteina 1 de ligacdo a 4E fosforilada) em amostras de CCEs em
felinos. A desregulacéo dessas proteinas no processo carcinogénico foi avaliada
em amostras de bidpsia que apresentaram transicdo morfolégica do epitélio
normal, para ceratose actinica e CCEs. Laminas de hematoxilina e eosina foram
revisadas, e 20 casos foram incluidos nesse estudo apresentando a transigao
morfoldégica na mesma amostra. A alteracdo da expresséo de S6K1 e p-4E-BP1
na ceratose actinica e no CCE para ambos 0s ma-rcadores nos pacientes felinos
demostrando ativacdo da via da via mTOR Conclui-se que a expressao dessas
proteinas na via pode ser um potencial alvo de estudo no desenvolvimento

terapéutico dos felinos.

Palavras chave: ceratose de actinica, S6K1 e p-4E-BP1, expresséo da proteina
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ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is considered a malignant skin tumor that affects
felines. SCC is more frequent in light-haired cats living in tropical countries.
Despite the importance of SCC for felines, few studies have investigated the
dysregulation of different proteins in these tumors. Therefore, the present study
aims to investigate the alteration in the expression of S6K1 (ribosomal protein
S6-kinase-1) and p-4E-BP1 (phosphorylated 4E-binding protein 1) in SCC
samples in felines. The dysregulation of these proteins in the carcinogenic
process was evaluated in biopsy samples that showed morphological transition
from normal epithelium to actinic keratosis and SCC. Hematoxylin and eosin
slides were reviewed, and 20 cases were included in this study showing the
morphological transition in the same sample. The alteration of the expression of
S6K1 and p-4E-BP1 in actinic keratosis and SCC for both markers in feline
patients demonstrates activation of the mTOR pathway. It is concluded that the
expression of these proteins in the pathway may be a potential target of study in
the therapeutic development of felines.

Keywords: actinic keratosis, S6K1e p-4E-BP1, protein expression
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INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCEs) é considerado um tumor
cutaneo maligno (SOBRINHO et al., 2022), cuja etiologia é considerada
multifatorial e envolve predisposicao genética, exposicdo a fatores fisicos e
guimicos, exposicdo a luz ultravioleta, infeccdo por papilomavirus, diferencas
genbmicas, mutacdes de alguns genes e alteracdes na expressao de proteinas
(GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017; ALVES et al., 2022).

A progressao clinica da ceratose actinica se difere do CCEs por meio de
avalicao do exame histopatologico, sendo que o CCEs vai apresentar localmente
invasivo e com o crescimento lento, alguns casos propensos a recidiva, as taxas
de metastase apresenta-se baixa, porém podendo ocorrer em linfonodos
regionais como em pulmdes e ossos (SOBRINHO et al., 2022; ALVES et al.,
2022).

O estudo de biologia molecular realizado com CCEs felinos permanece
escasso na literatura, em comparagdo com os meétodos tradicionais, como
citologia, histopatologia e imuno-histoquimica. Uma das formas para contornar
essas dificuldades pode ser pela aplicacdo e estudo da via PISBK/AKT/mTOR.

A via PIBK/AKT/mTOR tem sido associada ao carcinoma de células
escamosas de diferentes localizacbes em humanos, incluindo, pele, cavidade
oral e cérvix (GHAFOURI-FARD et al., 2022). No entanto em gatos, ndo foram
encontrados estudos que avaliaram a expressdo dessas proteinas na
progresséo do CCEs.

A proteina S6K1 é reguladora central da sobrevivéncia e proliferacao
celular, metabolismo, migracdo e angiogénese. Em contrapartida, o S6K1
guando é fosforilado (p-S6K1), torna a forma ativa da proteina S6K1 e esta
relacionado a um progndstico ruim e a resisténcia a terapia endécrina humana
(KIM et al., 2017). A fosforilacdo de 4EBP1 por mTORC1 promove a dissociagéo
de 4EBP1 de EIF4E, permitindo que EIF4E induza a traducdo de proteinas.
Consequentemente, 4EBP1 fosforilado (p-4E-BP1) é aceito como um marcador
de sinalizacao da via mTOR (KARLSSON et al., 2013).

Diante deste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar o padrdo de

expressdo dos marcadores S6K1, p-4E-BP1 da via mTOR na transigcédo
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morfolégica do epitélio normal, ceratose actinica e do CCEs em amostras de
CCEs cutaneo de felinos, para ajudar a elucidar se a via de transi¢cdo apresenta

relacdo entre os marcadores e a doenca.

MATERIAL E METODO
Design do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo ndo randomizado que incluiu
amostras de felinos previamente diagnosticado com carcinoma de células
escamosas (CCEs), que apresentava na mesma amostra a area de transicéo
entre epiderme normal, ceratose actinica e CCEs. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista — Unesp-Botucatu sendo o
protocolo CEUA 1005/2024.

Critérios de inclusao e exclusao

Foram analisados 20 casos de biopsia de felinos diagnosticadas com
carcinoma de células escamosas, do arquivo do Laboratério de Patologia
Veterinaria da Unesp — Botucatu do periodo de 01/01/2008 até 31/07/2024. As
amostras incluidas no estudo, apresentavam como critério, na mesma amostra
a presenca epiderme normal, ceratose e carcinoma, os dados clinicos dos
animais incluinam: raga, sexo, idade, coloracdo da pelagem, localizagcdo das
lesGes e tratamento realizado. Foram excluidas, amostras nos quais o bloco de
parafina ndo apresentava quantidade suficiente de tecido para analise de imuno-

histoquimica ou que ndo apresentava ha mesma amostra transicao.
Avaliacéo histolégica

Mesmo com diagnéstico prévio, as amostras foram novamente
analisadas, através da coloracao de hematoxilina e eosina (HE) para verificar se
apresentavam epiderme normal, ceratose actinica e CCEs na mesma amostra.
A classificacdo histomorfolégica do CCEs, foi realizada de acordo com os
critérios de Miller e Kirk’s (2012), e foram classificados em CCEs bem

diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco diferenciados.
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Avaliacdo imuno-histoquimica

A andlise de imuno-histoquimica foi realizada utilizando o anticorpo
S6K1(Abcam) e p-4E-BP1 (Cell signalig rabbit) em cortes histologicos obtidos a
espessura de 4 ym, que foram distendidos sobre laminas com carga positiva
(Starfrost®, Knittel, Braunschweig, Alemanhad). Apés realizar as seccdes, 0s
cortes foram secos a temperatura ambiente e, em seguida, mantidos a
temperatura de 56°C durante 12 horas. 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 recuperacéo antigénica
foi realizada com solucéo tampéao citrato, pH 6,0, em panela de presséo (Pascal,
Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA), durante 20 minutos e com resfriamento
em 20 minutos.

A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada por incubacéo por 20
minutos, realizado com peréxido de hidrogénio 8% diluidos em alcool metilico. O
blogueio de proteinas inespecificas foi realizado com leite desnatado em po6
(caseina). A diluicdo inicial de cada anticorpo primario foi realizada 1:500 para
os anticorpos S6K1 e 4EBP, com incubacé&o overnight. A incubacéo do anticorpo
secundario foi realizada com um kit comercial EnVision FLEX®, High pH e
posteriormente colocado o cromogeno (3,3'-diaminobenzidina). Todos os cortes
foram corados com hematoxilina de Harris. Os controles negativos foram
realizados incubando as amostras com a imunoglobulina do anticorpo primario.
O controle positivo foi realizado de acordo com as recomendacdes do The
Human Protein Atlas.

Por fim, os cortes foram corados com hematoxilina, por um minuto,
lavados, desidratados, diafanizados e cobertos com laminula histologica para
posterior avaliagdo a microscopia optica. Analise das laminas foi realizadoa com
escore através da avaliagdo semiquantitativa.

Para avaliacdo da imuno-histoquimica foi realizada uma analise
quantitativa, sendo que o nimero das células epidérmicas positivas foi expresso

em escala de pontuacdo: no qual 0 apresentava menos de 10% de células
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coradas; 1 entre 10-25%; 2 entre 25-50%;: 3 entre 50-75% de 4 entre 75 -100%
de células coradas (MOLINOLLO et al., 2016).

Andalise estatistica

As andlises estatisticas, realizadas neste estudo, foram apropriadas para
dados ndo paramétricos, uma vez que 0s resultados sdo expressos em escores
obtidos a partir da leitura das laminas. As comparacdes dentro de cada marcacéo
imuno-histoquimica (S6K1 e p-4E-BP1) entre as subclassifica¢cbes (normal,
ceratose, carcinoma pouco, moderadamente e bem diferenciados) foram
conduzidas utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido do ajuste de Dunn para

comparacoes multiplas.

Para comparagfes entre as marcagfes imuno-histoquimicas dentro de
cada subclassificacdo, foi empregado o teste de Mann-Whitney. Diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas com p<0,05 e estao indicadas
por letras minusculas distintas. Os resultados sdo mostrados como mediana (Q1
—Q3). Todas as andlises estatisticas e a elaboracao das figuras foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prism (versao 9.3.0).

RESULTADOS

Dados clinicos

As informacdes clinicas consideradas neste estudo incluiram: raca,
sexo, idade, coloracdo da pelagem, localizacdo das lesGes e tratamento
realizado, conforme descrito na Tabela 1.

Ao analisar os dados amostrais na Figura 1, a respeito do sexo dos
felinos, 50% de pacientes machos e 50% fémeas. A idade média dos felinos
analisados foi de 8,15 anos * 4,54 a a pelagem constatada dos pacientes foram:
branca (10/20), amarelo (1/20), branco com amarelo (2/20), branco e cinza
(3/20), branco e preto (4/20).
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FIGURA 1. A. Relacédo entre os felinos e o sexo B. Relagdo entre a quantidade
de felinos e caracteristica da pelagem

A localizacao das lesdes na Figura 2, foi demonstrada principalmente em
pinas (10/20) sendo que desses casos um deles apresentava também lesao
regido, palpebra (2/20) face (4/20) plano nasal (4/20) Sendo as racas de felinos
mais acometidas foram: sem raca definida (18/20), seguido por angora (1/20) e
persa (1/20).
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FIGURA 2. A. relacao entre felinos e a localizacéo das lesdes. B. Principais racas
de felinos apresentados

Casos de felinos descritos que apresentavam carcinoma pouco
diferenciadoforam (3/20), moderadamente diferenciado (7/20) e muito
diferenciado (10/20). Ao analisar a marcacao imuno-histoquimica (S6K1 e p-4E-
BP1) nas amostras de &area de transi¢cdo da doenca em felinos constatou-se, que
os marcadores analisados apresentaram diferencas estatisticamente
significativas no S6k1 ocorrendo uma diferenca entre a marcacédo do epitélio

normal para o carcinoma (Figura 3).
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FIGURA 3. A. Marcacao imuno-histoquimica para os marcadores S6K1 na regido
de transicdo normal, ceratose e carcinoma B. Marcacédo imuno-histoquimica para
0s marcadores p-4E-BP1 na regido de transicdo normal, ceratose e carcinoma.
Letras minusculas comparam as classificacbes (nhormal ceratose e carcinoma)
segundo o teste de Mann-Whitney com p<0,05.

Quando comparado o marcador p-4E-BP1 para a ceratose e para 0
carcinoma diferem-se estatisticamente do normal, j& para o marcador S6K1
apenas o carcinoma diferiu-se em relacdo ao normal. Ao considerar o score para
o marcador S6K1 o carcinoma apresentou 0 maior score quando comparado a
ceratose e ao normal. Ja para o score do marcador p-4E-BP1 para a ceratose e

carcinoma apresentaram um escore que variou de 1 a 3.

Para a analise dos marcadores S6K1 e p-4E-BP1, Figura 4, em relacéo a
classificagao do carcinoma houve diferenga estatisticamente significativa, para a
classificacdo em carcinoma pouco diferenciado e carcinoma moderado o

marcador S6K1 apresentou um score entre 3-4 e 2-4 respectivamente.



48

A B C
Carcinoma pouco Carcinoma moderado Carcinoma bem diferenciado
5 57
5_
a b a a b
4- 4_ 4— —— -_
'|' b
© 3 o 37 g3
) 2 g
& 24 e 2
1- 11 L
1 1 T T T T
N
& L f & 8
£ ¢ & ¢ § &
q q q

FIGURA 4. A. Classificacdo quanto os marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente
a classificacao do carcinoma pouco diferenciado. B. Classificagcdo quanto os
marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente a classificagdo do carcinoma
moderadamente diferenciado. C. Classificagdo quanto os marcadores S6K1 e p-
4E-BP1 referente a classificacdo do carcinoma bem diferenciado. Letras
minusculas comparam os marcadores segundo o teste de Mann-Whitney com
p<0,05.

Na Figura 5, foram apresentados a regido de area de transicdo conforme

a relacdo do score para o marcador S6K1.
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Normal Ceratose Carcinoma

FIGURA 5. Andlise quantitativa através do score conforme a classificacdo da
area de transicdo em regido pele normal, ceratose e carcinoma (10x e 40x) para
o marcador S6K1. Fonte: arquivo pessoal (2024).

Na Figura 6 foram apresentados a regido de area de transicdo conforme
a relacéo do score para o marcador p-4E-BP1. Para o score 3 e 4 na pele normal

nao foram constatadas marcacao.
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Normal Ceratose Carcinoma

FIGURA 6. Analise quantitativa através do score conforme a classificagdo da
area de transicdo em regido pele normal, ceratose e carcinoma (10x e 40x) para
o marcador p-4E-BP1. Fonte: arquivo pessoal (2024).
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DISCUSSAO

A avaliacéo de alguns dados clinicos dos pacientes em conjunto com
a analise de novos marcadores, pode fornecer uma avaliagdo da regido de
transicdo de pele normal, ceratose e CCEs, através de marcadores da via mTOR
em felinos.

Ao considerar o sexo dos felinos, o presente estudo n&do mostrou
diferencas estatisticamente significativas com a relacdo ao marcador da via
mTOR. Ja no trabalho realizado por Ho et al. (2018) ao analisarem os felinos,
constatou-se que o sexo foi um fator significativo associado ao desenvolvimento
do CCEs, embora néo foi considerado nenhum marcador especifico.

Para o tipo de pelagem nos felinos analisados ndo foi constatado
diferenca estatisticamente significativa, no entanto, a coloracdo da pelagem
pode ser um indicativo da predisposi¢cado para surgimento da doenca, levando
em consideracgédo o fator multifatorial da doenga. De acordo com Guisado et al.
(2021) a exposicao a luz solar na patogénese dos tumores foi sugerida por
alteracdes indicativas de ceratose actinica, além da localizacdo dos tumores nas
areas dorsais e pela auséncia de caracteristicas histomorfolégicas da infecgédo
por papilomavirus .

A coloracdo da pelagem raramente é registrada nesses casos,
impossibilitando determinar se existe alguma correlacdo entre o grau de
pigmentacdo e a probabilidade de desenvolvimento tumoral. As racas que
normalmente apresentam pigmentacdo mais escuram como no pavilhdo
auricular, palpebras e plano nasal como a raca siamesa apresenta menor
predisposicao ao desenvolvimento (HO et al., 2018).

Quanto a localizacéo das lesdes apresentadas nos felinos, embora néo
foi constatado diferenca estatisticamente significativa, de acordo com Guisado
et al (2021), apresentaram lesdes principalmente na regido facial, pavilhdo
auricular (72%), area periorbital (22%) e focinho dorsal (6%).

De acordo com Gross et al (2009), Pimentel et al (2013) e Piipponen et
al (2021) constataram que a supressao da proteina p53 tem sido indicativa de
etiologia solar, o que colabora com o desenvolvimento de CCEs frequente em
regides despigmentadas.
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Ao considerar as racas de felinos ndo foi verificada diferenca
estatisticamente significativa, apesar dos resultados apresentarem uma
prevaléncia para os felinos sem racga definida. J& para Ho et al. (2018) os felinos
sem raca definida apresentaram casuistica e também descricdo em persas,
himalaio e siamés e a raca birmanesa apresentaou risco reduzido
(GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT 2017).

A avaliagcdo da imuno-histoquimica que consegue detectar em amostras
fixadas em formalina e embebidas por parafina a expressao da proteina (SANZ
RESSEL et al., 2023). A aplicacdo dessa técnica,para avaliacdo e determinacao
da superexpressdo de algumas moléculas sinalizadoras, pode facilitar a
progresséao pela desregulacéo das principais funcdes celulares (SANZ RESSEL
et al., 2019).

Uma das formas de detectar as proteinas sinalizadoras é por meio da
imunodeteccdo onde, utiliza-se de anticorpos fosfoespecificos da via
fosfatidilinositol ~ 3-quinase/Akt/alvo da  rapamicina em  mamiferos
(PISK/AK/MTOR) que esta frequentemente ativada em CCEs em felinos (SANZ
RESSEL et al., 2021), contribuindo para a carcinogénese epidérmica e tem se
mostrado um evento frequente em humanos, caninos e modelos murinos.

Ao analisar a expressao dos marcadores S6K1 e p-4E-BP1 em regido
de transicdo do epitélio normal, ceratose actinica e CCEs, foram constatadas
diferencas estatisticamente significativas. Sendo um possivel potencial alvo,
conforme ja descrito por SANZ RESSEL et al (2021), indicaram esta via de
sinalizacdo como um potencial alvo terapéutico, em pacientes em felinos com
CCEs, e descreveram a relacdo do fator de crescimento epidérmico
(PEGFRTyr1068, pAktSerd473, pS6Ser235/236 combinada com Ki-67, e a
proteina supressora tumoral PTEN significativamente alterada em CCEs felinos
e a ativacao desta via de sinalizagdo no CCEs felino permanece desconhecido,
podendo fornecer uma oportunidade Unica para identificar alvos moleculares
para o desenvolvimento de novas opcodes terapéuticas para pacientes felinos
com CCEs (SANZ RESSEL et al., 2021).

Como as pesquisas ndo apresentaram trabalhos a respeito da via de
sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR, para avaliacdo da expressdo dos marcadores
S6K1, p-4E-BPlda via mTOR, esclarecendo se essa atividade apresenta
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desregulada, podendo ou ndo contribuir para a progressao e sinalizacdo como
um potencial alvo terapéutico em pacientes felinos com CCEs.

Os marcadores AKT fosforilado (p-AKT) quanto o p-S6K1 sé&o
marcadores substitutos para detectar a ativacado da via PIBK/AKT/mTOR em
humanos (KIM et al., 2017).

A via mTORC1/S6K/4E-BP1 é um importante regulador da sintese de
proteinas, através da fosforilacdo de varios fatores, e no complexo de iniciacdo
traducional atua principalmente no citoplasma. No entanto, recentes estudos
mostraram que mTOR, bem como as quinases S6K1 e 4E-BP1 podem viajar
entre o citoplasma e o ndcleo, e sédo indicados para estarem envolvidos na
regulacao de transcrigédo. O p-4E-BP1 (fosforilado) foi considerado um marcador
de sinalizacdo mTOR ativada, com niveis elevados em alguns tumores, sendo o
pior resultado principalmente em humanos, enquanto o 4EBP1 nao fosforilado
tem sido considerado um supressor de tumor.

A proteina ribossémica S6-quinase-1 (S6K1) atua como um regulador
central da sobrevivéncia e proliferacdo celular, metabolismo, migracdo e
angiogénese. No cancer de mama em humanos, o S6K1 foi investigado como
um marcador prognéstico, e preditivo da terapia, e esta relacionado ao mau
prognadstico e a resisténcia a terapia enddcrina. O S6K1 fosforilado (p-S6K1) é
uma forma ativa de S6K1 tanto o AKT fosforilado (p-AKT) sdo marcadores
substitutos (KIM et al., 2017).

A fosforilacdo de 4EB-P1 por mTORC1 promove a dissociacdo de 4E-
BP1 de EIF4E, permitindo que EIF4E induza a traducdo de proteinas. O que
sugere que o0 4E-BP1 pode ter um papel ativo na carcinogénese.
Consequentemente, 4E-BP1 também foi demonstrado para ligar e estabilizar
MTORC1, promovendo a ativacédo de a via de sinalizacdo (KARLSSON et al.,
2013).

Em humanos a expresséo da proteina p-4E-BP1le 4E-BP1 apresentou
um fator progndstico independente, prevendo diminuicdo da sobrevida livre de
recorréncia a distancia e baixa sobrevivéncia ao cancer de mama (KARLSSON
etal., 2013).

Na andlise da classificacdo do CCEs para os felinos foram constatadas
diferencas estaticamente significativas para os dois marcadores analisados na

classificagdo carcinoma pouco, carcinoma moderadamente e carcinoma bem
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diferenciado, isto é, estes dois marcadores podem ser considerados como
potenciais alvos para tratamentos terapéuticos. De acordo com Sanz Ressel et
al (2021), constataram que a ativacao persistente de sinalizacéo PI3K/Akt/mTOR
apresentam evento chave no carcinoma felino sinalizando um potencial

terapéutico.

CONCLUSAO

A avaliacdo da transicdo morfolégica do epitélio normal, ceratose e
CCEs, ocorreu concomitante a alteracdo das proteinas da via do mTOR (S6K1,
p-4E-BP1). Isso demonstra que na progressao maligna da doenca, essa via pode

ter papel chave no desenvolvimento do tumor.
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TABELA 1. Informacdes clinicas dos pacientes avaliados no estudo: idade, sexo, raca, coloracdo da pelagem, localizacédo da
leséo, e classificagdo morfoldgica.

Tratamento Causa 6bito Sexo Raca Pelagem Idade Localizagao Classificacéo
_ meses
1 Cirargico Obito Fémea SRD Branco 120,59 Pélpebra Pouco diferenciado
2 Conchectomia Obito Macho SRD Branco e cinza 111,32 Pina Moderadamente diferenciado
3 Nosectomia, Nodulectomia  Eutandasia Macho SRD Branco e preta 144,66 Plano nasal Moderadamente diferenciado
4 Conchectomia Eutanasia Fémea SRD Branco 61,05 Pina e face Moderadamente diferenciado
5 Conchectomia DRC Macho SRD Branco e amarela 133,41 Pina Bem diferenciado
6 Conchectomia Eutanasia Fémea SRD Branco 48,6 Pina Bem diferenciado
7 N&o teve tratamento Obito Fémea SRD Branco e preta 60,1 Plano nasal Bem diferenciado
8 Conchectomia Obito Fémea SRD Branco 120,92 Pina Bem diferenciado
9 Nao teve tratamento DRC Fémea SRD Branco 180,3 Pina Bem diferenciado
10 Conchectomia Obito Fémea Persa Branco 18 Pina Bem diferenciado
11 Conchectomia Esta bem Fémea SRD Branco 147,12 Pina Bem diferenciado
12 Conchectomia Nao tem histérico  Macho SRD Branco 16 Pina Pouco diferenciado
13 Nodulectomia Eutanasia Fémea SRD Branco 98,58 Face Moderadamente diferenciado
14 Conchectomia Esta bem Macho SRD Branco e cinza 72,03 Pina Bem diferenciado
15 Nodulectomia Esta bem Macho SRD Branco e amarela 153,07 Palpebra Moderadamente diferenciado
16 N&o teve tratamento Obito Macho SRD Branco e preto 120,07 Face Bem diferenciado
17 Nao teve tratamento Obito Fémea SRD Branco 12,12 Face Pouco diferenciado
18 Nao teve tratamento Obito Macho SRD Branco e cinza 180,01 Plano nasal Moderadamente diferenciado
19 Conchectomia Esta bem Macho SRD Branco e preta 145,12 Pina Bem diferenciado
20 Eletroquimioterapia Esta bem Macho Angora Amarela 15,19 Plano nasal Moderadamente diferenciado
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Capitulo 3
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AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE
FOSFOPROTEINAS SELECIONADAS DA VIA DE SINALIZAGAO mTOR NA
AREA DE TRANSICAO DE CARCINOMA ESPINOCELULAR EM CAES

RESUMO

A etiologia do carcinoma de células escamosas (CCEs) apresenta de forma
multifatorial e pode estar relacionada a predisposicdo genética, aos fatores
fisicos e quimicos, principalmente a exposicao a radiacao ultra violeta. Pacientes
caninos que apresentam uma despigmentacao ou possuem pelagem clara estéo
mais suscetiveis ao desenvolvimento de CCE. Com o aumento da expectativa
de vida destes animais, percebe-se 0 aumento e a frequéncia do surgimento do
CCEs, no entanto, poucos estudos investigaram a desregulacéo de diferentes
proteinas nesses tumores. Desta maneira, o objetivo desse estudo foi investigar
a alteracdo da expressdo de S6K1 (proteina ribossémica S6-quinase-1) e p-4E-
BP1 (proteina 1 de ligacdo a 4E fosforilada) em amostras de CCEs na regido de
transicdo da pele normal, ceratose actinica e carcinoma. Foram analisados 20
casos de bidpsia de cdes em que as amostras continham presenca de epiderme
normal, ceratose e carcinoma, ademais dados clinicos como racga, sexo, idade,
coloracdo da pelagem, localizacdo das lesdes e tratamento realizado foram
consideradas. Para a avaliacdo histologica as amostras foram submetidas a
coloracdo de hematoxilina e eosina. Para a analise de imuno-histoquimica
foramrealizada utilizados os anticorpo S6K1(Abcam) e p-4E-BP1 (Cell signalig
rabbit) da via mTOR para avaliacdo da transicdo morfoldgica. A idade média dos
cées analisados foi de 7,21 anos + 3,96. Para a coloracdo da pelagem foram
observadas a predominancia da pelagem branca (5/20) e branca e preta (7/20).
A regido abdominal foi o local de a maior ocorréncia, € 0s animais sem raga
definida foram mais acometidos. O marcador S6K1 n&o diferiu estatisticamente
para as regides de transicdo normal, ceratose actinica e CCEs. Ao considerar
0s escores, 0 marcador S6K1 prevaleceu em relacdo ao marcador p-4E-BP1,
embora ndo haja diferenca estatisticasignificativa. Conclui-se que, a expressao

dessas proteinas na via pode ser um potencial alvo de estudo no
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desenvolvimento terapéutico dos caes pois apresenta-se ativa na via de

sinalizacao PI3K/Akt/mTOR na ceratose actinica e no carcinoma.

Palavras chave: ceratose de actinica, S6K1 e p-4E-BP1, expressao da proteina
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ABSTRACT

The etiology of squamous cell carcinoma (SCC) is multifactorial and may be
related to genetic predisposition, physical and chemical factors, especially
exposure to ultraviolet radiation. Canine patients with depigmentation or light-
colored fur are more susceptible to developing SCC. With the increase in life
expectancy of these animals, the increase and frequency of SCC emergence is
observed; however, few studies have investigated the deregulation of different
proteins in these tumors. Thus, the aim of the study was to investigate the
alteration in the expression of S6K1 (ribosomal protein S6-kinase-1) and p-4E-
BP1 (phosphorylated 4E-binding protein 1) in SCC samples in the transition
region of normal skin, actinic keratosis and carcinoma. Twenty cases of biopsy
of dogs were analyzed, in which the samples contained the presence of normal
epidermis, keratosis and carcinoma. In addition, clinical data such as breed, sex,
age, coat color, location of lesions and treatment performed were considered. For
histological evaluation, the samples were subjected to hematoxylin and eosin
(HE) staining. Immunohistochemistry analysis was performed using the S6K1
antibody (Abcam) and p-4E-BP1 (Cell Signaling rabbit) of the mTOR pathway to
evaluate the morphological transition. The average age of the dogs analyzed was
7.21 years £ 3.96. For coat color, a predominance of white (5/20), white and black
(7/20) coats were observed. The abdominal region was the site where the highest
occurrence of lesions was observed, and animals of mixed breed (SRD) were the
most affected breeds. The S6K1 marker did not differ statistically for the normal
transition regions, actinic keratosis and SCCs. When taking into account the
scores, the S6K1 marker prevailed in relation to the p-4E-BP1 marker, even
though there was no statistically significant difference. It is concluded that the
expression of these proteins in the pathway may be a potential target for study in
the therapeutic development of dogs, since it is active in the PI3K/Akt/mTOR

signaling pathway in actinic keratosis and carcinoma.

Key words: actinic keratosis, S6K1 and p-4E-BP1, protein expression
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INTRODUCAO

Estudos recentes relatam cada vez mais a ocorréncia de diversas
doencas relacionadas aos cées, sendo impactadas pelo aumento da expectativa
de vida.O carcinoma de células escamosas (CCEs) € um tumor maligno cutaneo,
com crescimento lento, comportamento localmente invasivo e propensos a
recidiva, que esté relacionado as baixas taxas de metastase e com alto poder de
invasao tecidual, possui uma etiologia que esta ligada a diversos fatores com
predisposicao genética, exposicdo aos fatores fisicos e quimicos tais como a
exposicao solar (luz ultra violeta), infeccdo pelo papiloma virus, alteracdo na
expressdo de proteinas, diferenca genémica e mutacdes de genes (ALVES et
al.,2022; SOBRINHO et al., 2022).

Uma das maneiras eficientes e disponiveis pode ser por meio da
utilizacdo de um diagnaostico rapido e eficaz, isto €, implica diretamente no inicio
do tratamento do paciente. Dentre as alternativas como a citologia,
histopatologia e imuno-histoquimica, esta ultima tem como caracteristicas, ser
uma técnica que consegue detectar proteinas em amostras fixadas em formalina
e embebidas por parafinas, a qual combina reacdes imunoldgicas e quimicas, e
permite o reconhecimento de antigenos, o que podem ser utilizados como
progndstico em tumores (RAMOS-VARA; MILLER, 2014; SANZ RESSEL et al.,
2023).

Ao considerar as mais diversas doengas como 0s tumores em caes, €
de extrema importancia relacionar as vias de expresséo ligadas a doenga, como
por exemplo a via de sinalizacao PI3K/Akt/Mtor SANZ RESSEL et al., 2019).

Esta via de sinalizacdo na epiderme canina normal apresenta baixa
expressdo, na analise do processo de carcinogénese epidérmica a molécula
dessa via de sinalizagdo apresenta-se desregulada, ou seja, pode ser um
indicativo para o desenvolvimento do cancer, uma vez que a proteina alvo da
rapamicina em mamiferos mTOR é responsavel pelo crescimento celular (SANZ
RESSEL et al., 2019).

A via de sinalizacédo PI3K/Akt/mTOR é um regulador chave das funcdes
celulares, uma vez que a superexpressao de algumas moléculas sinalizadoras

pode facilitar a progressédo do CCEs canino por meio da desregulacdo das
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principais funcdes celulares, isto €, podem facilitar a progressédo de papilomas
cutaneos e carcinomas de células escamosas (SANZ RESSEL et al., 2019).

Dentre os diversos marcadores relacionados a via de sinalizacéo
PI3K/Akt/mTOR, a proteina S6K1 € reguladora central da sobrevivéncia e
proliferacédo celular, metabolismo, migracéo e angiogénese. Em contrapartida, o
S6K1 quando é fosforilado (p-S6K1), torna a forma ativa da proteina S6K1 e esta
relacionado a um prognadstico ruim e a resisténcia a terapia endécrina humana
(KIM et al., 2017). A fosforilagdo de 4EBP1por mTORC1 promove a dissociagdo
de 4EBP1 de EIF4E, permitindo que EIF4E induza traducdo de proteinas.
Consequentemente, 4EBP1 fosforilado (p-4E-BP1) é aceito como um marcador
de sinalizagéo da via mTOR (KARLSSON et al., 2013). A importancia de se testar
esta via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR como um futuro potencial alvo
terapéutico (SANZ RESSEL et al., 2019).

Diante deste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar o padrédo de
expressdo dos marcadores S6K1, p-4E-BP1 da via mTOR na transicéo
morfolégica do epitélio normal, ceratose actinica e do CCEs em amostras de
CCEs cutaneo de caes, para ajudar a elucidar se a via de transicao apresenta

relacéo entre os marcadores e a doenca.

MATERIAL E METODO
Design do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, ndo randomizado que incluiu
amostras de cdes previamente diagnosticado com carcinoma de células
escamosas (CCEs), que apresentava na mesma amostra a area de transicéo
entre epiderme normal, ceratose actinica e CCEs. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista — Unesp-Botucatu sendo o
protocolo CEUA 1005/2024.

Critérios de inclusao e exclusao

Foram analisados 20 casos de bidpsia de cées diagnosticadas com
carcinoma de células escamosas, do arquivo do Laboratério de Patologia
Veterinaria da Unesp — Botucatu do periodo de 01/01/2008 até 31/07/2024. As
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amostras incluidas no estudo apresentavam como critério que na mesma
amostra a presenca epiderme normal, ceratose e carcinoma, e 0s dados clinicos
dos animais incluindo: raca, sexo, idade, coloracdo da pelagem, localizacao das
lesbes, e tratamento realizado. Foram excluidas as amostras nos quais o bloco
de parafina ndo apresentava quantidade suficiente de tecido para analise de
imuno-histoquimica ou que ndo apresentava na mesma amostra transicao

(normal, ceratose e CCESs).

Avaliacao histologica

Mesmo com diagndéstico prévio, as amostras foram novamente
analisadas através da coloracdo de hematoxilina e eosina (HE), para verificar se
na mesma amostra apresentava epiderme normal, ceratose actinica e CCEs. A
classificacao histomorfolégica do CCEs foi realizada de acordo com os critérios
de Miiller e Kirk’s (2012), e foram classificados em CCEs bem diferenciados,

moderadamente diferenciados e pouco diferenciados.

Avaliacdo imuno-histoquimica

Para a analise de imuno-histoquimica foramutilizandos os anticorpos
S6K1 (Abcam) e p-4E-BP1 (Cell signalig rabbit) as amostras que apresentava as
trés transicdes foram novamente realizadas os cortes histolégicos obtidos a
espessura de 4 ym, que foram distendidos sobre laminas com carga positiva
(Starfrost®, Knittel, Braunschweig, Alemanhad), secos a temperatura ambiente
e, em seguida, mantidos a temperatura de 56°C durante 12 horas. 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 solugdo tampao
citrato, pH 6,0, em panela de pressédo (Pascal, Dako Cytomation, Carpinteria,
CA, EUA), durante 20 minutos e com resfriamento em 20 minutos.

A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada por incubacéo por 20
minutos, realizado com peroxido de hidrogénio 8% diluidos em &lcool metilico. O

bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado com leite desnatado em po
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(caseina). A diluicao inicial de cada anticorpo primario foi realizada 1:500 para
0s anticorpos S6K1 e p-4E-BP1, com incubacdo overnight. A incubacédo do
anticorpo secundario foi realizada com um kit comercial EnVision FLEX, High pH
e posteriormente colocado o cromdgeno (3,3'-diaminobenzidina). Todos os
cortes foram corados com hematoxilina de Harris. Os controles negativos foram
realizados incubando as amostras com a imunoglobulina do anticorpo primario.
O controle positivo foi realizado de acordo com as recomendag¢des do The
Human Protein Atlas.

Por fim, os cortes foram corados com hematoxilina, por um minuto (HE),
e lavados, desidratados, diafanizados e cobertos com laminula histolégica para
posterior avaliacdo a microscopia Optica. Analise das laminas foi realizada com
escore atraveés da avaliagcdo semiquantitativa.

Para avaliacdo da imuno-histoquimica foi realizada uma analise
guantitativa, sendo que o nimero de células epidérmicas positivas foi expresso
em escala de pontuacdo: no qual O apresentava menos de 10% de células
coradas; 1 entre 10-25%; 2 entre 25-50%; 3 entre 50-75% de 4 entre 75 -100%
de células coradas (MOLINOLLO et al., 2016).

Andalise estatistica

As andlises estatisticas realizadas neste estudo foram apropriadas para
dados ndo paramétricos, uma vez que 0s resultados S80 expressos em escores
obtidos a partir da leitura das laminas. As comparacdes dentro de cada marcacéo
imuno-histoquimica (S6K1 e p-4E-BP1) entre as subclassificacbes (pouco,
moderadamente e bem diferenciados; normal, ceratose e carcinoma) foram
conduzidas utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido do ajuste de Dunn para
comparacoes multiplas.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparacdes entre dois
grupos. Para comparagfes entre as marcagfes imuno-histoquimicas dentro de
cada subclassificagao, foi empregado o teste de Mann-Whitney. Diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas com p<0,05, e estédo

indicadas por letras minusculas distintas. Os resultados sdo mostrados como
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mediana (Q1 — Q3). Todas as analises estatisticas e a elaboracdo das figuras

foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (versao 9.3.0).

RESULTADOS

Dados clinicos

Para a analise das informacdes clinicas foram consideradas, para este
estudo os dados clinicos dos animais como: raca, sexo, idade, coloracdo da
pelagem, localizagcdo das lesOes, tratamento realizado conforme descrito na
Tabela 1 no final do artigo.

Ao analisar os dados amostrais na Figura 1, a respeito do sexo dos céaes,
35% de pacientes machos e 65% fémeas. A idade média dos cdes analisados
foi de 7,21 anos + 3,96. Para a coloracao da pelagem constatada dos pacientes
foram: branca (5/20), branca e preta (7/20), marrom (1/20), branco e marrom

(4/20), preto (1/20), branco preto e marrom (1/20) e preto e marrom (1/20).
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FIGURA 1. A. Relacao entre os cées e 0 sexo B. Relacéo entre a quantidade de
caes e caracteristica da pelagem.

A localizagdo das lesGes, mostradas na Figura 2, foi demonstrada
principalmente na regido abdominal (9/20), lombar (1/20), membro (1/20),
palpebra (1/20), peniana (6/20), térax e abdominal (1/20) e térax (1/20). Sendo
as racas mais acometidas de caes: sem raca definida (11/20), pit bull (6/20),
pequinés (1/20), fox paulistinha (1/20) e dalmata (1/20).
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FIGURA 2. A. relagdo entre caes e a localizagdo das lesdes. B. Principais ragas
de cées apresentados.

Casos de cées que apresentavam carcinoma pouco diferenciado em
(2/20), moderadamente diferenciado (6/20) e muito diferenciado (12/20).

Ao analisar a marcacao imuno-histoquimica (S6K1 e p-4E-BP1) Figura
3, nas amostras de area de transicdo da doenca em cées constatou-se que para
o marcador S6K1, ndo havia diferenca estatisticamente significativas entre as
classificagcbes e para o marcador p-4E-BP1 apresentou diferenca estatistica

significativa entre o carcinoma e a pele normal.
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FIGURA 3. A. Marcacao imuno-histoquimica para os marcadores S6K1 na regiao
de transi¢cdo normal, ceratose e carcinoma B. Marcagéo imuno-histoquimica para
0s marcadores p-4E-BP1 na regido de transicdo normal, ceratose e carcinoma.
Letras mindsculas comparam as classificagcdes (normal ceratose e carcinoma)
segundo o teste de Mann-Whitney com p<0,05.

Ao considerar o escore para o marcador S6K1 o carcinoma apresentou
0 maior score quando comparado a ceratose e ao normal. Ja para o score do
marcador p-4E-BP1 para o carcinoma, houve variacédo de 1 a 2.

A andlise dos marcadores S6K1 e p-4E-BP1, ( Figura 4), em relagcédo a
classificagdo ao carcinoma houve diferenca estatisticamente significativa, para a
classificagdo carcinoma pouco diferenciado, ndo houvediferenca estatistica
significativa para as classificagbes carcinoma moderadamente diferenciado e

para o carcinoma bem diferenciado.
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FIGURA 4. A. Classificacdo quanto os marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente
a classificacdo do carcinoma pouco diferenciado. B. Classificagdo quanto os
marcadores S6K1 e p-4E-BP1 referente a classificacdo do carcinoma
moderadamente diferenciado. C. Classificacdo quanto os marcadores S6K1 e p-
4E-BP1 referente a classificacdo do carcinoma bem diferenciado. Letras
minusculas comparam os marcadores segundo o teste de Mann-Whitney com
p<0,05.

Na Figura 5, foram apresentados a regido de é&rea de transicéo,

conforme a relagdo do score para o marcador S6K1.
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Normal Ceratose Carcinoma

FIGURA 5. Analise quantitativa através do escore conforme a classificagdo da
area de transicdo em regido pele normal, ceratose e carcinoma (10x e 40x) para
0 marcador S6K1. Fonte: arquivo pessoal (2024).
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Na Figura 6, foram apresentados a regido de area de transicdo conforme
a relacdo do score para o marcador p-4E-BP1. Para o escore 3 e 4 na pele
normal n&o foram constatadas marcacdes.
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FIGURA 6. Andlise quantitativa através do escore conforme a classificacdo da
area de transicdo em regido pele normal, ceratose e carcinoma (10x e 40x) para
o marcador p-4E-BP1.Andlise do escore dois normal e trés normal e ceratose
nao apresentou amostra para analise. Fonte: arquivo pessoal (2024).
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DISCUSSAO

A avaliacdo de dados clinicos dos pacientes caninos tais como idade,
sexo, coloracédo da pelagem, localizagc&o das lesdes, raca, sao informacgdes que
podem ser indicativas e estarem relacionadas aos tipos de doencas de pele, isto
€, os dados clinicos com a analise de novos marcadores podem auxiliar na
avaliacdo da regido de transicéo de pele normal, ceratose e CCEs por meio de
marcadores da via mTOR em cées.

Ao considerar 0 sexo dos caes no presente estudo néo foi constatado
diferenca estatisticamente significativa com a relagdo ao marcador da via mTOR.
Fato este corroborado por Sanz Ressel et al., 2019; Magalhaes et al., 2024 ao
estudarem CCEs em cées, também nao identificaram a relacdo dos dados
clinicos com a via de expresséo imuno-histoquimica.

Para o tipo de pelagem, dos cées analisados n&o foram constatadas
diferenca estatisticamente significativas, no entanto, a coloracdo da pelagem
pode ser um indicativo da predisposi¢do ao surgimento da doenca, levando em
consideracao o fator multifatorial da doenca. De acordo com Brollo et al (2014)
e Goldschmidt e Goldschmidt (2017) dados clinicos como idade e areas
despigmentadas dos animais, e pelagem rarefeitos séo fatores que predispéem
ao desenvolvimento de CCEs.

Quanto a localizacdo da lesdo apresentada nos cées desse estudo,ndo
foi constatado diferenca estatisticamente significativa para os marcadores
analisados. O mesmo fato foi observado nos estudos de Goldschmidt e
Goldschmidt (2017) e Sanz Ressel et al (2019), ao que avaliarem os dados
clinicos ndo constataram a relagdo com os locais que apresentaram lesdes.

Ao analisar as racas de cdaes, nado foi constatado diferenca
estatisticamente significativa com os marcadores da via mTOR, apesar dos
resultados apresentarem uma prevaléncia para os cdes sem raca definida. Ja
nos estudos de Gross et al (2009) os cées das racas dalmata, pit bull, dogue
alemao, boxer e poodle se destacam com a manifestacéo do carcinoma.

Dentre as diversas técnicas para diagnostico e prognostico, a utilizacédo
por meio da expressao da proteina pela avaliacdo da imuno-histoquimica, € uma
técnica a qual possibilita a determinacdo da superexpressdo de moléculas

sinalizadoras e anticorpos fosfoespecificos da via fosfatidilinositol 3-
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guinase/Akt/alvo da rapamicina em mamiferos (PI3K/Akt/mTOR) que esta
frequentemente ativada em CCEs em cées (SANZ RESSEL et al., 2019; SANZ
RESSEL et al., 2021; SANZ RESSEL et al., 2023).

O marcador p-4E-BP1 é considerado um marcador de sinalizagéo da via
mTOR ativada, com niveis elevados em alguns tumores, no qual é relatado
algumas mutacdes em cdes como no carcinoma mamario, no carcinoma de
tireoide, no hemangiossarcoma e também no CCEs.

Ao analisar o marcador p-4E-BP1, relacionado com a progressao do
CCEs, este marcador apresentou diferenca estatisticamente significativa para a
transicdo normal e carcinoma, isto é, pode ser um marcador potencial alvo da
via PI3K/Akt/mTOR. Outros trabalhos com a utilizacdo deste marcador foram
relatados em casos de tumor prostatico, hemangiossarcoma e carcinoma
mamario (MURAI et al., 2012; CALDERON et al., 2019; MEUTEN et al., 2024).

Assim como Sanz Ressel et al. (2021), em seu estudo avaliaram a
expressdo de duas proteinas chave da sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR, no qual
avaliou-se tanto na epiderme normal, ceratose e carcinoma ajudando a elucidar
0s mecanismos desregulados durante o processo da carcinogénese epidérmica,
ressaltando fornecer informacdes importantes sobre potenciais alvos mais
adequados referente ao desenvolvimento de novas terapias.

O marcador S6K1, atua como um regulador central da sobrevivéncia e
proliferacdo celular, metabolismo, migracdo e angiogénese, sendo utilizado
como um marcador preditivo e prognostico (KIM et al., 2017).

Ao considerar os marcadores S6K1 e p-4E-BP1, relacionando-os com a
progressédo do CCEs, embora o marcador S6K1 ndo apresentoasse diferencas
estatistica significativas, ao considerar o seu escore nas laminas, este marcador
tem um potencial de desempenho para a marcac¢ao da imuno-histoquimica para
o carcinoma. De acordo com Sanz Ressel et al (2019) ao utilizar a imuno
deteccdo da forma fosforilada de Akt e pS6Ser235/236 mostrou-se persistente
ativada em lesdes caninas, apresentando hiper-reatividade no CCEs. Este
marcador apresentou um potencial para o uso como biomarcador prognostico

em carcinoma espinocelular oral canino (DELGADO et al., 2022).
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CONCLUSAO

Na via PI3K/Akt/mTOR utilizando marcadores S6K1, p-4E-BP1 notou-se
gue o marcador S6K1 apresentou um padrdo de expressao da proteina de
sinalizacao.

A avaliacdo da transicdo morfologica do epitélio normal, ceratose e
CCEs, através da expressao imuno-histoquimica de duas proteinas (S6K1, P-
4E-BP1) da via mTOR, permite uma nova opc¢ao terapéutico para os caes.
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TABELA 1. Informacgdes clinicas dos pacientes caninos avaliados no estudo: idade, sexo, rac¢a, coloracao da pelagem,
localizacéo da lesao, e classificagdo morfoldgica.

Tratamento Causa do Sexo Raca Coloracgao pelagem Idade Localizagao Classificagao
6bito meses

1 Nodulectomia, crioterapia DRC Macho SRD Branco e preto 120,92 Toérax e abdominal  Bem diferenciado

2 Nodulectomia Esta bem Macho Pequinés Preto 26,73 Torax Bem diferenciado

3 Nodulectomia Doenca Fémea SRD Branco e marrom 84,82 Abdominal Moderadamente diferenciado

4 Nodulectomia, crioterapia Doenca Fémea Pit bull Branco 30,9 Abdominal Bem diferenciado

5 Nodulectomia Doenca Fémea Fox Paulistinha Branco preto e marrom 93,63 Abdominal Bem diferenciado

6 Nodulectomia DRC Fémea SRD Branco e preto 60,59 Abdominal Moderadamente diferenciado

7 Nodulectomia Doenca Macho Pit bull Branco e marrom 145,68 Peniana Bem diferenciado

8 Nodulectomia Doenca Fémea SRD Branco e marrom 45,63 Abdominal Pouco diferenciado

9 Nodulectomia Doenca Macho SRD Branco e preto 72,72 Abdominal Pouco diferenciado
10 Nodulectomia, enucleagéo Esta bem Fémea SRD Branco e preto 132,82 Pélpebra Bem diferenciado
11 Penectomia Doenca Macho SRD Branco e marrom 150,25 Peniana Moderadamente diferenciado
12 Penectomia Doenca Fémea Pit bull Branco 60,69 Peniana Moderadamente diferenciado
13 Nodulectomia Doenca Fémea Pit bull Marrom 50,1 Abdominal Moderadamente diferenciado
14 Nodulectomia Esta bem Fémea SRD Preto e marrom 108,07 Lombar Bem diferenciado
15 Nodulectomia Esta bem Fémea SRD Branco e preto 60,43 Abdominal Moderadamente diferenciado
16 Nodulectoma, penectomia Esta bem Fémea Pit bull Branco 109,08 Peniana Bem diferenciado
17 Penectomia Doenca Macho SRD Branco 192,95 Peniana Bem diferenciado
18 Nodulectomia e eletorquimio  Esta bem Fémea Déalmata Branco e preto 123,09 Membro Bem diferenciado
19 Nodulectomia Esta bem Fémea SRD Branco 36,99 Abdominal Bem diferenciado
20 Penectomia Esta bem Macho Pit bull 24 Peniana Bem diferenciado

Branco e preto
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Discusséo geral

O carcinoma de células escamosas (CCESs) surge a partir dos queratinocitos
cutaneos, sendo uma neoplasia cutaneo maligna que pode acometer caes e gatos
apresentando um alto poder de invasao tecidual. Suas caracteristicas clinicas
nessas espécies apresentam de diversos aspectos variando desde o

desenvolvimento de lesdes em regides glabras ou com pigmentacéo leve.

O presente estudo teve por objetivo avaliar retrospectivamente casos CCEs
e caracterizar a transi¢cdo morfolégica e molecular do epitélio normal para ceratose
e carcinoma em caes e gatos. A presente tese foi dividida em trés capitulos, que

abordam diferentes aspectos do carcinoma de células escamosas em caes e gatos.

O capitulo 1 é um estudo retrospectivo ndo randomizado de 304 casos de
ceratose actinica e carcinoma espinocelular em cées e gatos da UNESP — Botucatu-
SP: 2008 — 2024, referente ao banco de dados do setor e Patologia da Unesp de
Botucatu e que observou um periodo de 16 anos. Demostrado a proporcao dos
casos atendidos pelo setor e entender o perfil desses pacientes quanto aos dados
levantados como raca, sexo, idade e coloracdo da pelagem, localizacao das lesdes,
tempo de sobrevida, procedimento realizado em relacdo ao tratamento. No que
implica alguns dados apresentava dados incompletos por se tratar de um banco de
dados de laboratério algumas informacdes perante ao histérico do paciente ficava
deficiente principalmente em relacédo a sobrevida do paciente. No caso foi realizado
o contato com todos os tutores para o levantamento referente aos dados. O perfil
dos pacientes levantados do estudo retrospectivo de ambas as espécies
apresentam caracteristicas de pelagem clara e idosos 0 que impacta na

predisposi¢cao dos pacientes.

Tanto no capitulo 2 e 3 foi realizado a caraterizagdo na mesma amostra
através da utilizacdo de marcadores da via PI3K/Akt/mTOR na transicéo
morfolégica e molecular do epitélio normal para ceratose e carcinoma o que

diferenciando a comparacao foi a separacédo das espécies.
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O capitulo 2 as avaliagcbes da expressdao imuno-histoquimica de
fosfoproteinas da via de sinalizacdo mTOR em carcinoma espinocelular de felinos
por ser tratar de uma avaliagdo foi analisado na mesma amostra a area normal,
ceratose e carcinoma na mesma amostra sendo analisado previamente as amostras
para selecionar o que seria realizado a imuno-historquimica. Algumas amostras
durante a selecdo para realizacdo ndo apresentava todas as areas ha mesma

amostra.

O capitulo 3 avaliacGes da expressao imuno-histoquimica de fosfoproteinas
selecionadas da via de sinalizacdo mTOR na é&rea de transicdo de carcinoma

espinocelular em caes.

A avaliacdo da transicdo morfologica do epitélio normal, ceratose e CCEs,
ocorreu concomitante a alteracdo das proteinas da via mTOR (S6K1, p-4E-BP1)
demostrando que na progressao maligna da doenca, essa via pode ter papel chave

no desenvolvimento do tumor.



80

CONCLUSAO GERAL

A importancia do estudo do CCEs em cées e gatos refleti pelo aumento de
casos nessas espécies. A compreensao do perfil atual dos pacientes € necessario
através de estudos retrospectivos, para conhecer o padrdo de manifestacdo como
localizagéo, idade, raca, sobrevida destes pacientes e qual classificagao dos tipos
de carcinoma. Como notamos que na abordagem desse estudo retrospectivo dos
casos de ceratose actinica e CCEs no periodo 2008 — 2024 contabilizando 304
casos de animais o que observou uma prevaléncia de animais de pelagem clara
com uma idade média de paciente idoso.

O estudo da ativacdo do padrao de expressao da proteina de sinalizacéo
da via PI3K/Akt/mTOR para a ceratose actinica e para o carcinoma, se torna uma
opcédo que pode impactar em possiveis alternativas terapéuticas e também quanto

ao fator prognéstico da doenca.
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