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XV
Expressao da E-caderina e do fator de crescimento do endotélio vascular no

carcinoma de células escamosas e no tumor de células basais de caes

RESUMO - O carcinoma de células escamosas € uma neoplasia maligna que
emerge dos queratindcitos e corresponde a aproximadamente 5% dos tumores cutaneos
dos cédes. Os tumores de células basais sdo compostos quase exclusivamente por
células basais e apresentam uma incidéncia de 4 a 12% entre as neoplasias cutdneas
caninas. O carcinoma de células escamosas e o tumor de células basais sao neoplasias
comumente registradas na clinica de pequenos animais. As caderinas compreendem
uma classe de moléculas de adesao celular expressas na superficie de todas as
camadas epidérmicas. A E-caderina é a principal caderina envolvida na adesao celular
epitelial. A reducédo de sua expressao esta envolvida com a progressao de alguns tipos
de cancer, principalmente os carcinomas, seu poder metastatico, e ainda na definicao do
prognostico. Nao ha muitos estudos na veterinaria com relagdo a expressdo dessas
moléculas em tumores. O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é um
potente mitdgeno para células endoteliais e sua expressao tem sido relacionada com o
aumento da angiogénese tumoral. O VEGF além de estimular a angiogénese, produz
colagenase e outras enzimas degradativas que facilitam a saida das células neoplasicas
para a circulacado, além de estimularem o crescimento das células tumorais. O objetivo
desse estudo foi avaliar a expressdo da E-caderina e do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) em tecidos caninos histologicamente classificados como
carcinoma de células escamosas e tumor de células basais, buscando-se uma
correlagdo com o grau histoldégico desses tumores. A expressdo normal e reduzida da E-
caderina apresentou diferencas significativas comparando-se o tumor de células basais
com o carcinoma de células escamosas quando avaliada pelo teste de Fisher
(P=0,0039). Também foi observado em algumas amostras que no mesmo campo,
existiam células neoplasicas mais diferenciadas com coloragdo mais intensa que células
menos diferenciadas. A expressao positiva e negativa do VEGF também apresentou
diferenca significativa quando avaliada pelo teste de Fisher (P=0,0287). Houve
correlacao entre as expressdes das duas moléculas dentro do grupo do CCE e do TCB
(p<0,05). Em conclusao, o resultado deste estudo é condizente com o comportamento
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biolégico do CCE e TCB, e que estas duas moléculas podem servir como marcadores de
prognostico para estes tumores.

Palavras-chave: caes, carcinoma de células escamosas, E-caderina, imunoistoquimica,

neoplasia, tumor de células basais, VEGF
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E-cadherin and vascular endothelial growth factor expression in squamous cell
carcinoma and in basal cell tumors in dogs.

ABSTRACT - The squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant epithelial neoplasm of
keratinocytes and accounts for about 5% of the canine skin neoplasms The basal cells
tumors (BCT) are made up almost entirely of basal cells and accounts for 4 to 12% of the
canine skin neoplasms. Squamous cell carcinoma and basal cell tumor are neoplasms
commonly seen in the Small Animal Practice. The cadherins are a group of cellular
adhesion molecules that are expressed on the surface of all epidermic layer. The E-
cadherin is the main cadherin involved in epithelial cellular adhesion; the decrease in its
expression is related to the progression of some types of cancer, specially carcinomas, to
its metastatic characteristics, and to the prognosis. There are few studies in Veterinary
Medicine researching the expression of this molecule in canine tumors. The vascular
endothelial growth factor (VEGF) is a potent mitogen to endothelial cells and its
expression has been correlated with increased tumoral angiogenesis. Besides stimulating
angiogenesis, VEGF produces colagenase and other enzymes thus helping neoplastic
cells scape into the vascular system and stimulating tumoral cell growth. The goal of this
study was to evaluate E-cadherin’s and vascular endothelial growth factor expression in
canine tissues that were classified as squamous cell carcinoma or basal cell tumor, and
to find a correlation with the histological grade of the tumors. Both normal and decreased
expression of E-cadherin had significant differences when comparing squamous cell
carcinoma to basal cell tumor using the Fisher test (P=0,0039). Also, in some samples
the more differentiated neoplastic cells had a higher intensity of color than the less
differentiated ones. The positive and negative expression of VEGF also had a significant
difference when evaluated by the Fisher test (P=0,0287). There was a correlation among
the two molecules’ expression with SCC and BCT (p<0,05). In conclusion, this study
shows that the results correspond with the biological behavior of SCC and BCC and these
molecules may have prognostic value for these neoplasms.

Keywords: dogs, squamous cell carcinoma, E-cadherin, immunohistochemistry,

neoplasia, basal cell tumor, VEGF.



1-  INTRODUCAO

A incidéncia de tumores em caes vem crescendo consideravelmente, e acredita-
se ter varias razbes, entre elas esta o aumento da longevidade observada nestes
animais. Hoje, os tumores s&o uma das principais causas de morte em caes e, por isso,

tém assumido uma importancia excepcional na nossa sociedade.

A pele é a maior barreira entre o0 organismo animal e o ambiente em que ele vive.
Assim, ela fica exposta a um grande numero de agentes carcinogénicos, 0 que se
reflete numa variedade de tumores cutaneos primarios, visto que a pele é um dos
principais sitios de tumores nos animais.

Tumores em humanos e animais sdo temas de muitos estudos. Apesar disso, o
tratamento deles ainda € um grande desafio para médicos e veterinarios.

Estudos que enfoquem o0s mecanismos envolvidos na instalagéo,
desenvolvimento e definicdo de progndstico dos tumores se tornam muito importantes
nessa luta.

A definicdo do prognéstico de um paciente depende do tipo de tumor, de seu
grau histologico, de moléculas expressas por ele, entre outros. Varias dessas moléculas
expressas pelo tumor sdo alvo de terapia. E cada vez mais freqiiente o uso de
diferentes terapias no combate ao cancer, gracas a pouca eficiéncia ou aos efeitos
adversos causados por terapias convencionais, como quimioterapia e radioterapia.

Dessa maneira, conhecer a expressao de algumas moléculas nas células de um
tumor pode ser util, ndo sé para o estabelecimento de um prognostico, como para a
escolha do melhor tratamento. Também pode-se vislumbrar terapias por meio de
producdo de anticorpos especificos, destinados a neutralizar a expressdo dessas

moléculas.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Carcinoma de células escamosas

O carcinoma de células escamosas é uma neoplasia maligna que emerge dos
queratindcitos (SCOTT et al., 1996) e corresponde a aproximadamente 5% dos tumores
cutaneos dos caes (THOMAS & FOX, 1998).

Animais velhos sdo os mais acometidos, com a média de idade variando de 8 a
10 anos, embora também haja relatos em animais jovens, de 2 aos 5 meses de idade
(THOMAS & FOX, 1998). Nao ha predilecao sexual (SCOTT et al.,, 1996; VAIL &
WITHROW, 1996) e as ragas mais acometidas sao o terrier escocés, pequinés, boxer,
poodle, elkhound noruegués e o teckel (SCOTT et al., 1996; THOMAS & FOX, 1998).

Caes de racgas de pélo curto e pele branca ou albina apresentam incidéncia mais
elevada de carcinoma de células escamosas induzido pela luz solar. Estes caes
geralmente passam muitas horas deitados ao sol (SCOTT et al., 1996).

Ha evidéncias que viroses possam participar do desenvolvimento de alguns
casos de carcinoma de células escamosas. Foram demonstrados antigenos estruturais
de papiloma virus (ZAUGG et al., 2005), entretanto, a etiologia desses tumores nao
esta clara em todos os casos e acredita-se que fatores ambientais e caracteristicas do
proprio animal possam também estar envolvidos (THOMAS & FOX, 1998).

As lesBes proliferativas ou ulcerativas ocorrem mais comumente em tronco,
membros, dedos, escroto, labios, nariz, palpebras e pavilhdo auricular (SCOTT et al.,
1996; THOMAS & FOX, 1998). As proliferativas sdo massas papilares de tamanhos
variados, com aspecto de couve-flor ou de cornos cutaneos na superficie da leséo, que
freqientemente é ulcerada e sangra facilmente. As ulcerativas se iniciam como Ulceras
pouco profundas e crostosas e se tornam profundas e crateriformes (PULLEY &
STANNARD, 1990; SCOTT et al., 1996; THOMAS & FOX, 1998). Este tipo de tumor
normalmente é Unico, mas pode ser multiplo no tronco de animais que se expde ao sol,

ou em leito ungueal de animais de porte grande (SCOTT et al., 1996).
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Os carcinomas de células escamosas sao tumores, geralmente, invasivos
localmente, mas de crescimento lento para gerar metastases (PULLEY & STANNARD,
1990; SCOTT et al., 1996). Lesdes do leito ungueal parecem ser mais agressivas (cerca
de 70% invadem o tecido Osseo da terceira falange) e se metastizam mais
freqUentemente (cerca de 22% para o linfonodo regional) (SCOTT et al., 1996).

Histologicamente, os carcinomas de células escamosas sao formados por
massas irregulares de células escamosas, cuja origem sdo os queratindcitos que
proliferam e invadem a derme e o subcuténeo. A presenca de queratina é um achado
comum nestes tumores, e sua quantidade depende do grau de maturacao das células
neoplasicas. Um grande numero de pérolas cérneas esta presente em tumores bem
diferenciados. Elas sdo compostas por camadas de células escamosas que vao
aumentando gradualmente sua queratinizagdo em direcdo ao centro. Em tumores
pouco diferenciados, isoladas células queratinizadas podem ser vistas. As células sédo
grandes e arredondadas, possuem citoplasma abundante e eosinofilico e nucleo
picnético. Pontes intercelulares podem ser encontradas facilmente (PULLEY &
STANNARD, 1990). Figuras mitéticas sdo normalmente numerosas e estdo
relacionadas com o grau de anaplasia. Quanto maior o grau de anaplasia dessas
células, maior a variagdo no tamanho nuclear, menor a massa citoplasmatica com
aumento da basofilia destas células e o desaparecimento das pontes intercelulares
(YAGER & SCOTT, 1985).

O ftratamento pode ser por excisdo cirurgica, criocirurgia, eletrocirurgia,
hipertermia e radioterapia. O progndstico € melhor para tumores bem diferenciados.
Tumores com alto grau de invasdo e margens pobremente definidas apresentam um

mau prognostico, com recurréncia do tumor apds tratamento (SCOTT et al., 1996).

2.2- Tumor de células basais

Os tumores de células basais sdo compostos quase exclusivamente por células
basais. Nao exibem evidéncias de diferenciagdes de glandulas sebaceas, sudoriparas e
de foliculos pilosos. Tumor basalbide, epitelioma de células basais e carcinoma de

células basais sao termos usados para descrever este tumor. Apresentam uma
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incidéncia de 4 a 12% entre as neoplasias cutdneas caninas (PULLEY & STANNARD,
1990; SCOTT et al., 1996).

Acometem, principalmente, animais com idade média entre 6 e 10 anos. Pulley &
Stannard (1990) afirmam que animais machos tém uma maior predisposi¢cao, enquanto
que Scott et al. (1996) e Vail & Withrow (1996) acreditam ndo haver predisposicéo
sexual. As racas mais acometidas sdo o coocker spaniel, kerry blue terrier, shetland
sheepdog, huskie siberiano, springer spaniel inglés, poodle e o bichon friesé (SCOTT et
al., 1996; VAIL & WITHROW, 1996; THOMAS & FOX, 1998). Em humanos, a incidéncia
desse tumor estéa relacionada com a exposicao cronica a luz ultravioleta (SCOTT et al.,
1996; THOMAS & FOX, 1998).

Geralmente estes tumores séo solitarios, envolvem a derme e o subcuténeo
(PULLEY & STANNARD, 1990); ocorrem principalmente na cabeca, pescogo ou toérax,
sendo, usualmente circunscritos, firmes, cisticos, arredondados, medindo de 0,5 a 10cm
de didmetro e normalmente sdo alopécicos, ulcerados e pigmentados (SCOTT et al.,
1996; VAIL & WITHROW, 1996).

O tumor de células basais apresenta células com nucleo oval proeminente e
citoplasma relativamente pequeno, ocasionalmente podem conter células basais com
formato fusiforme e nucleo alongado. Estas células sdo normalmente pequenas e
uniformes, apresentam o nucleo hipercromatico e se parecem bastante com as células
basais da epiderme. A diferenca esta no fato que as células desses tumores nao
possuem pontes intercelulares, como as da epiderme. Os limites celulares sdo pouco
definidos, dando a impressdo que o0s nucleos estejam embebidos em uma massa
citoplasmatica. Figuras mitoticas e melanina podem ser observadas e estarem em
grande quantidade em alguns tumores (PULLEY & STANNARD, 1990).

Os tumores de células basais podem ser classificados histologicamente como
sélidos, cisticos, adendides ou medusodides. Os tumores solidos sdo compostos por
células de tamanhos variados. O nucleo da camada periférica dessa massa celular é
freqientemente em palicada, perpendicular ao tecido conjuntivo adjacente, no entanto,
alguns nucleos podem ser arranjados ao acaso. Os tumores cisticos diferem dos
tumores sélidos apenas pela presencga de espagos cisticos no centro dos aglomerados

de células tumorais. No tumor tipo adendide, as células sdo arranjadas na forma de
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corddes entrelagados. Os corddes consistem de uma, duas ou trés filas de células em
palicadas. O estroma entre os corddes de células pode sofrer degeneragdo mucinosa,
dando uma aparéncia glandular bem definida ao tumor. O tumor medusoéide € formado
por ilhas sélidas de células basais com corddes de células basais projetados para fora,
semelhante a tentaculos de um polvo. As células basais no centro destas ilhas sédo
sempre alongadas e arranjadas de forma paralela. Esta classificagdo dos tumores pode
mudar consideravelmente e observar-se varios padrées no mesmo tumor (PULLEY &
STANNARD, 1990).

Os tumores de células basais apresentam crescimento lento (VAIL & WITHROW,
1996; THOMAS & FOX, 1998) e a incidéncia de recidivas e metastases é muito baixa
(SCOTT et al., 1996; VAIL & WITHROW, 1996; THOMAS & FOX, 1998).

O tratamento pode ser por excisdo cirurgica, eletrocirurgia, criocirurgia (SCOTT
et al., 1996), radioterapia e quimioterapia. A excisao cirurgica €, normalmente, curativa
(THOMAS & FOX, 1998).

2.3- Moléculas de adesao

As moléculas de adeséo celular (MACs) sao glicoproteinas de membrana, cujas
fungcdes compreendem o reconhecimento e a adesdo celular e possuem enorme
importancia em multiplos processos biologicos, tanto normais como patolégicos. Séao
descritas cinco familias de moléculas de adesao: a superfamilia das imunoglobulinas,
as selectinas, caderinas, integrinas e as proteinas da matriz extracelular (ELANGBAM
et al., 1997).

As MACs sao receptores celulares que se encontram na superficie celular e na
matriz extracelular, por meio dos quais efetuam-se as interacbes especificas célula-
célula e célula-matriz (ELANGBAM et al., 1997). A adesao celular determina a
organizacao das células em 6rgaos e tecidos; também é importante nos processos de
migracao e diferenciagao celular. Participa de fendmenos como a embriogénese,
reparacao tissular, inflamacao, hemostasia, processos linfoproliferativos e neoplasicos.
As MACs unem-se a contra-receptores especificos encontrados em outras células ou

na matriz extracelular, facilitando as interacbes celulares e a migracdo delas por
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diferentes tecidos. Transportam sinais reguladores da transcricdo celular depois da
interacao com seus ligantes. As moléculas de adesao mediam um diélogo, transferindo
informacao em duas direcdes, através da membrana celular (COHEN et al., 1997).
Também as MACs estao envolvidas na interacao entre células e entre células e
matriz celular em tumores malignos e benignos (DENTON et al., 1992). Desempenham
um papel importante na progressdao do cancer, no seu desenvolvimento, invasdo e
geragao de metastases (OKEGAWA et al., 2004). A expressao de moléculas de adeséo
e seus ligantes nos tumores podem estar relacionados com seu grau de malignidade e

seu poder de gerar metastases (WITZ, 2006).

2.3.1- Caderinas

As caderinas representam uma classe de moléculas de adesdo. Elas ainda séao
divididas em subfamilias: classicas ou caderinas tipo |, atipicas ou caderinas tipo Il,
desmocolinas, desmogleinas, protocaderinas e caderinas Flamingo (FOTY &
STEINBERG, 2004). As caderinas classicas compreendem a E (epithelial)-caderina, N
(neural)-caderina, P (placental)-caderina, entre outras (FURUKAWA et al., 1997; FOTY
& STEINBERG, 2004). Elas sao polipeptidios que conectam uma célula a outra atravées
de uma ligagdo homofilica dependente do ion célcio. Se associam a um grupo de
proteinas intracelulares chamadas cateninas, as quais as ligam a microfilamentos
actinicos do citoesqueleto e mediam mecanismos transdutores de sinais que regulam o
crescimento celular e sua diferenciacdo. Existem trés tipos de cateninas: B, a e vy
(OZAWA & KEMLER, 1998).

A manutengdo da arquitetura do tecido adulto depende grandemente da
integridade funcional e estrutural das caderinas (ELANGBAM et al., 1997). Sao
consideradas importantes reguladoras da morfogénese em varios érgaos, incluindo a
pele. Elas estdo envolvidas ndo somente na manutencdo do arranjo destas células,
como na condensacao dérmica (HIRAI et al., 1989). Além disso, também sao
importantes na embriogénese (FURUKAWA et al., 1997).

Na pele humana, a E-caderina é expressa na superficie celular de todas as

camadas epidérmicas, incluindo os apéndices cutaneos, enquanto a P-caderina é
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expressa somente nas células da camada basal (FUJITA et al.,, 1992). Ultra-
estruturalmente, a E-caderina € distribuida pela membrana plasmatica dos
queratinécitos, mas ndo na superficie dérmica das células basais. Depoésitos densos de
E-caderina sdo encontrados no espago intercelular dos desmossomos (HORIGUCHI et
al., 1994).

Uma disfuncdo das caderinas pode estar envolvida com varias desordens
cutaneas, como doengas bolhosas e comportamento invasivo e metastatico dos
tumores (FURUKAWA et al., 1997).

A funcéo deficiente das caderinas tem sido associada com céncer de pele em
humanos e o aparecimento de metastases. Estudos sugerem que a perda da E-
caderina pode estar associada com a progressao do tumor, sendo sua principal acao a
supressao da habilidade de invasao (BEHRENS et al., 1989; NAVARRO et al., 1991;
BIRCHMEIER et al., 1993). A perda funcional da E-caderina pode ocorrer por varios
mecanismos, mas é freqientemente envolvida com delecdo ou mutacdo do gene
CDH1. Alguns estudos mostram que aberracdes neste gene sao suficientes para
predispor ao desenvolvimento de tumores malignos. Além disso, mudangcas na
expressao de proteinas que fazem parte do complexo de adesdo da E-caderina
também podem prejudicar sua funcdo. A reorganizacdo da cromatina, a hipermetilacdo
e a perda do fator de transcricdo coincidem com a supressao da E-caderina em
carcinomas (SEMB & CHRISTOFORI, 1998). De qualquer maneira, a integridade do
tecido é destruida e a célula tumoral fica livre para gerar metastases (GOODSELL,
2002).

Em humanos, a expressdo de E-caderina € preservada em tumores de células
basais dos tipos superficial e nodular (PIZARRO et al., 1994; SHIRAHAMA et al, 1996)
e € reduzida no tumor infiltrativo, sugerindo que ela pode estar relacionada com o
padrdo de crescimento e com o comportamento agressivo desse tumor (PIZARRO et
al., 1994). Contrariamente, Tada e colaboradores (1996) relatam que a expressao da E-
caderina foi preservada nos casos de tumor de células basais e reduzida nos casos de
carcinoma de células escamosas.

As expressOes de E e P-caderina também foram relacionadas com o grau de
diferenciagéo do carcinoma de células escamosas, e redugao marcante de E-caderina
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foi associada com o aparecimento de metastases em linfonodos (FURUKAWA et al.,
1994; SHIRAHAMA et al, 1996). Um estudo de Schipper (1991) mostrou que a
expressao de E-caderina em tumores epiteliais humanos bem diferenciados é similar a
do epitélio normal e, em carcinomas moderadamente diferenciados, a expressao é
intermediaria. Ja em tumores pobremente diferenciados ndo ha expressdo de
caderinas. Os autores sugerem que estes achados podem ter implicagdo no
prognostico dos tumores.

O grau de malignidade de outros tipos de tumores humanos também esta
correlacionado com a expresséo da E-caderina. Em tumor de mama, a perda parcial ou
completa da expressao da E-caderina esta diretamente ligada ao grau histolégico do
tumor (MOLL et al., 1993) e ao prognéstico desfavoravel (SIITONEN et al., 1996). Em
carcinoma de bexiga (SYRIGOS et al., 1995), carcinoma gastrico (JAWHARI et al.,
1997) e carcinoma prostatico (RICHMOND et al., 1997), a perda da expresséo de E-
caderina também foi relacionada com alto grau histoldgico, estadgio avancado e
prognoéstico pobre. Também, a baixa expressdo da E-caderina em carcinoma oral de
células escamosas foi correlacionada com mau prognéstico (BANKFALVI et al., 2002).
Outro estudo avaliou a expressao da E-caderina no epitélio oral normal, na displasia
oral leve ou moderada, no carcinoma oral in situ, no carcinoma oral microinvasivo € no
carcinoma oral de células escamosas. A perda da expressao da E-caderina foi maior
quanto maior o grau de displasia da lesdo (GARCIA et al., 2006).

Em cées, a expressado de P-caderina foi avaliada em tecidos mamarios (normais,
hiperplasicos, com tumores benignos e malignos), e neste estudo foram encontradas
marcagOes aberrantes nos tecidos neoplasicos, com correlacdo positiva entre a
intensidade da expressdo da P-caderina e o tipo histolégico nos tumores malignos
(PAREDES et al., 2004). Outro estudo com a marcacdo de E-caderina em tumores
mamarios caninos associou a reducdo da sua expressao com o carater invasivo do
tumor, a presenca de vasos, tamanho, ulceracdo, metastases em linfonodos, necrose,

mas nao houve correlagdo com o grau histolégico do tumor (MATOS et al., 2006).



2.4- Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF)

Angiogénese é um processo pelo qual novos vasos sanguineos se desenvolvem
a partir do endotélio de uma vasculatura pré-existente (FOLKMAN & SHING, 1992).
Folkman (1990) demonstrou que a angiogénese foi essencial para o crescimento de
tumores solidos e suas metastases em humanos. Ela é um importante componente
para o crescimento tumoral e, provavelmente, toma lugar na cascata de eventos
biolégicos envolvidos na formacdo de metastase tumoral. Estudos mostram que
tumores mais vascularizados estao associados com o aumento de risco de metastases

e prognostico menos favoravel (TAKAHASHI et al., 1995).

O VEGF além de estimular a angiogénese, produz colagenase e outras enzimas
degradativas que facilitam a saida da célula neoplasica para a circulacdo
(MOSCATELLI et al., 1981), e também estimula o crescimento das células tumorais
(WEIDNER, 1998). Ele é um potente mitdégeno para células e o aumento de sua
expressao tem sido correlacionado com o aumento de angiogénese tumoral (CRESSEY
et al.,, 2005). O VEGF é uma glicoproteina dimétrica de 46kDa que estimula a
proliferacdo endotelial in vitro e a angiogénese in vivo (LEUNG et al., 1989) e aumenta
a permeabilidade vascular (DVORAK et al., 1995). Pouco se sabe sobre o real papel do
VEGF nos tumores dos animais.

Maiolino e colaboradores (2000) observaram a expressdo do VEGF no
carcinoma de células escamosas e basais em caes. Constataram que todas as
amostras de carcinoma de células escamosas foram marcadas e a marcagao foi
praticamente nula no carcinoma de células basais. Os autores correlacionaram a alta
expressdo do VEGF no carcinoma de células escamosas ao seu comportamento
invasivo, quando comparado com o0 comportamento menos agressivo do carcinoma de
células basais, e concluiram que este pode ser um critério de avaliagdo da malignidade
e do potencial de crescimento para estes tipos de tumores.

Restucci e colaboradores (2002) desenvolveram um estudo comparativo da
expressao do VEGF entre diversos tumores mamarios caninos benignos e de
malignidade graus 1, 2 e 3. O resultado mostrou um aumento progressivo da expressao
do VEGF concordante com o aumento do grau de malignidade desses tumores.
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Também mostrou que a densidade da microvasculatura nesses tumores teve o0 mesmo
comportamento da expressao do VEGF, concluindo que a malignidade e a angiogénese
aumentam juntas.

Outro trabalho dos mesmos autores correlaciona 0 aumento da expressao do
VEGF com o aumento do seu receptor especifico (FIk-1) nos tumores mamarios
caninos, mostrando também aumento progressivo, de acordo com a malignidade do
tumor, o que sugere a acdo local do VEGF estimulando o crescimento do tumor
(RESTUCCI et al., 2004). Restucci e colaboradores (2003) também quantificaram a
expressao do VEGF correlacionando-a com a densidade da microvasculatura em cortes
de testiculos normais comparando-os com seminomas de caes. Observaram aumento
da expressdo de VEGF e da densidade da microvasculatura nos tecidos neoplasicos,
quando comparados com o normal. Os seminomas difusos ainda apresentavam
aumento significativamente maior que os seminomas intratubulares, mostrando que
nesses tumores testiculares, o uso destes parametros pode ser util como critério de
avaliacao da malignidade.

A expressao do VEGF em meningiomas de caes foi estudada por Platt e
colaboradores (2006). A alta expressdao desta molécula foi relacionada com um
pequeno tempo de sobrevivéncia do animal, o que pode significar um parametro auxiliar
no prognéstico.
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3- OBJETIVOS

Sabendo-se que o carcinoma de células escamosas tem um comportamento
mais agressivo que o tumor de células basais, buscou-se com este estudo:

o Relacionar o tipo de tumor com os dados do animal (idade, raca, sexo);

o Relacionar a expressao da E-caderina e do VEGF com o tipo histolégico
do tumor, grau de diferenciacdo e comportamento biol6gico;

o Avaliar se a expressao da E-caderina e do VEGF poderiam auxiliar na
definicdo de um progndéstico para o animal.
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4- MATERIAL E METODOS

As amostras de tumor de células basais e de carcinoma de células escamosas
foram submetidas ao método de imunoistoquimica para detecgcdo da molécula de
adesao E-caderina e do fator de crescimento do endotélio vascular.

4.1- Obtencao das amostras

Foram empregados 35 espécimes de tecidos tumorais caninos, incluidos em
parafina e previamente classificados histologicamente como carcinoma de células
escamosas (n=20) e tumor de células basais (n=15). Os espécimes foram obtidos dos
arquivos dos Departamentos de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias da UNESP, campus de Jaboticabal, cedidos pelo Prof. Dr.
Anténio Carlos Alessi; da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP,
campus de Botucatu, pela Prof? Dr?2 Reneé L. Amorim e da Faculdade de Odontologia

da UNESP, campus de Aracatuba, pelo Prof? Dr? Gisele F. Machado.

4.2- Histopatologia

Os espécimes neoplasicos foram submetidos aos procedimentos de rotina de
fixacdo e inclusdo em parafina do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV —
UNESP - Campus de Jaboticabal, SP. Cortes de cinco microbmetros de espessura,
corados pela Hematoxilina-Eosina, foram confeccionados e examinados (Figura 1), o
que permitiu confirmar o diagnéstico e classifica-los segundo os critérios de PULLEY &
STANNARD (1990).
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Figura 1- Fotomicrografia dos tumores caninos empregados neste estudo: (A) TCB do
tipo meduséide (x200); (B) TCB do tipo sélido (x400); (C) TCB do tipo adendide
(x200); (D) CCE nao queratinizado (x400). (E e F) CCE queratinizado (x200);
Coloragao pela Hematoxilina & Eosina.
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3.3- Reacao de imunoistoquimica

O método de imunoistoquimica usado foi o complexo streptoavidina biotina
(ABC) desenvolvido por HSU et al. (1981).

Cortes de 3um de espessura foram montados em laminas pré-tratadas com Poly-
L-Lisina (c6d. P4832 — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO EUA). No momento da
reacdo, as laminas foram deixadas em estufa a 37°C por 1,5 hora. A desparafinizacao e
a reidratagdo foram feitas em baterias de xildis e alcoois em concentracoes
decrescentes. Apos lavagem em agua destilada, receberam tratamento com solugéo de
metanol e peréxido de hidrogénio (2,4%) para bloqueio da peroxidase enddégena, uma
vez durante 10 minutos, especificamente para o anticorpo anti-E-caderina (E-caderina)

e quatro vezes para o anticorpo anti-VEGF (VEGF).

Para a recuperacdo antigénica, os espécimes receberam tratamento em banho-
maria por 40 minutos em solucao pré-aquecida a 92°C, de tampéao citrato (pH 6) para a
reacdo com a E-caderina e em tampao tris EDTA (pH 9) para a reacdo com o VEGF.
Depois de resfriados, foram incubados com Protein Block (DakoCytomation, Ref.
X0909) para blogueio de reacdes inespecificas por 30 minutos. Em seguida, foram
incubados durante a noite a 4°C com o anticorpo primario em camara umida e cobertos
com parafilme. Os anticorpos primarios utilizados foram o anticorpo monoclonal anti-E-
caderina (camundongo anti-humano) e o anticorpo monoclonal anti-VEGF (camundongo

anti-humano) (Tabela 1).

Tabela 1 - Anticorpos primarios, diluicao e recuperagdes antigénicas empregadas.

ANTICORPOS DILUICAG RECUPERACAO ANTIGENICA E
PRIMARIOS TAMPAO EMPREGADO
. a calor (banho-maria)
Anti-VEGF 1710 tampao Tris EDTA (pH 9)
Anti-E-Caderina” 1/100 calor (banho-matia)

tampao citrato (pH 6)

a - Sigma-Aldrich Co - clone 26503.11; b — Zymed Laboratories Inc.,clone 4A2C7
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Para deteccao da -E-caderina foi utilizado o kit LSAB (Sistema de Deteccao Ultra
Estreptavidina Universal, DakoCytomation, Ref. K0690), por 30 minutos; e para o
anticorpo anti-VEFG foi utilizado o kit Envision (Dual Link System, DakoCytomation,
Ref. K4061), por uma hora. As reagdes foram reveladas pelo substrato cromogénico 3,3
diaminobenzidina (Cod. SK-4100 - DAB Vector Laboratéries, Burlingame, CA, EUA), e
contracorados pela hematoxilina de Harris por um minuto, e entdo lavados em agua
corrente.

Apds cada um dos tratamentos recebidos, as laminas foram lavadas em solugéao
salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,2, trés vezes por cinco minutos cada,
excetuando-se a etapa entre o bloqueio das proteinas inespecificas e a incubagdo com
o anticorpo primario.

A desidratacao dos cortes foi feita em gradiente crescente de alcoois e xiléis,
seguidas pela montagem em laminula em meio permanente balsamo do Canada.

Como controle negativo, os anticorpos primarios anti-E-caderina e anti-VEGF
foram substituidos por tampao PBS ou imunoglobulina G de camundongo.

Na reacdo com a E-caderina, como controle positivo, além das areas de epitélio
normal dos proprios cortes, foram utilizados cortes de Utero canino, que sabidamente
expressam a E-caderina em sua camada epitelial. Para o VEGF, foram utilizados
hemangiossarcomas caninos.

Para avaliacdo dos resultados foram consideradas expressdées normais de E-
caderina as marcagdes de coloracdo moderada a intensa em mais de 75% das células
neoplasicas e expressao reduzida as demais, seguindo os critérios empregados por
Brunetti et al. (2005). E para o anticorpo anti-VEGF, foram consideradas positivas
marcagOes de coloragdo moderada a intensa em mais de 25% das células neoplésicas
e negativas as demais (KYZAS et al., 2005).

As observagdes foram feitas em microscédpio Optico comum por dois

observadores, e os resultados foram entao estabelecidos.
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4.3- Analise estatistica

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar a expressédo da E-caderina e
do VEGF entre os tecidos caninos classificados histologicamente como carcinoma de
células escamosas e tumor de células basais e o teste de correlagdo de Spearman para
correlacionar a expressdao da E-caderina com a expressdo do VEGF, através do
programa SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA).
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5- RESULTADOS

5.1- Diagnéstico histopatoldgico e dados dos animais

A classificacdo histopatolégica dos tumores, juntamente com as racas, sexo e

idades dos caes acometidos estdo expostos nas Tabelas 2 e 3.

Dos 20 caes que receberam o diagnédstico de carcinoma de células escamosas
(CCE), nove (45%) eram SRD (sem raca definida), quatro (20%) boxer, dois (10%)
rottweiler e um exemplar (5%) das demais ragas (weimaraner, dog alemao, basset
hound, fila brasileiro e dalmata). A média das idades foi de 7,45 anos, variando de dois
a 18 anos. A porcentagem de caes machos foi de 55% (11) e de 45% (nove) de fémeas.
Quinze caes apresentaram o CCE do tipo queratinizado (CCEQ) e cinco nao
queratinizado (CCENQ). Estes dados estado representados nas Figuras 2 e 4.

Tabela 2- Classificacao histopatolégica dos carcinomas de células escamosas, informando as
racas, idades e sexo dos animais acometidos. UNESP - Jaboticabal, SP, 2007.

N2 RACA SEXO IDADE CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA
1 SRD* macho 6 anos CCE queratinizado

2  boxer macho 8anos CCE nao queratinizado

3 SRD macho 3 anos CCE queratinizado

4  weimaraner macho 5anos CCE nao queratinizado
5
6
7
8

dog alemao macho 9anos CCE queratinizado
basset hound fémea 7 anos CCE queratinizado

rottweiler fémea 5anos CCE bem queratinizado
boxer fémea 2 anos CCE queratinizado
9 fila brasileiro macho 6anos CCE queratinizado
10 SRD fémea 14 anos CCE nao queratinizado
11 SRD macho 9anos CCE queratinizado
12 rottweiler macho 6 anos CCE queratinizado
13 SRD fémea 9 anos CCE queratinizado
14 boxer macho 7 anos CCE nao queratinizado
15 SRD fémea 18 anos CCE queratinizado
16 SRD macho 8anos CCE queratinizado
17 boxer fémea 7 anos CCE ndo queratinizado
18 dalmata fémea 3 anos CCE queratinizado
19 SRD macho 5anos CCE queratinizado
20 SRD fémea 12 anos CCE queratinizado

*SRD = sem raga definida
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Figura 2- FreqUéncia dos carcinomas de células escamosas, distribuidas conforme a raga e
sexo dos cées acometidos. UNESP - Jaboticabal, SP, 2007.

Dos 15 caes com tumor de células basais (TCB), seis (40%) eram da raca
poodle, dois (13,3%) pastor alemao e um exemplar (6,7%) das demais ragas (husky
siberiano, coocker spaniel, bichon frisé, old english sheepdog, yorkshire, SRD e setter
irlandés). A média de idade dos animais acometidos por tumor de células basais foi de
sete anos, variando de dois a 15. A porcentagem de caes machos foi 53,3% (8) e a de
fémeas 46,7% (7). Quatro (26,7%) dos tumores de células basais foram do tipo sélido,
trés (20%) do tipo meduséide e oito (53,3%) do tipo adendide. Os dados estdo
representados nas Figuras 3 e 4.

Tabela 3- Classificacao histopatolégica dos tumores de células basais, informando as racas,
idades e sexo dos animais acometidos. UNESP - Jaboticabal, SP, 2007.

N2 RACA SEXO IDADE CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA
1 pastor alemao fémea 5 anos TCB do tipo meduséide
2 poodle fémea 9 anos TCB do tipo adendide
3 husky siberiano fémea 6 anos TCB do tipo sélido

4 coocker macho 8 anos TCB do tipo adendide
5 bichon frisé macho 9 anos TCB do tipo adenodide
6 poodle macho 8 anos TCB do tipo meduséide
7 poodle fémea 12 anos TCB do tipo sélido

8 poodle macho 2 anos TCB do tipo adendide
9 poodle fémea 5 anos TCB do tipo soélido

10  sheepdog macho 4 anos TCB do tipo adendide
11 yorkshire macho 4 anos TCB do tipo adendide
12 poodle macho 4 anos TCB do tipo adendide
13  SRD* macho 15 anos TCB do tipo sélido

14  pastor aleméo fémea 7 anos TCB do tipo adendide
15  setter irlandés fémea 5 anos TCB do tipo meduséide

* SRD = sem raga definida
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Figura 3- FreqUéncia dos tumores de células basais, distribuidas conforme a raca e sexo dos
caes acometidos. UNESP - Jaboticabal, SP, 2007.

O machos
l fémeas

% de casos

carcinoma de células escamosas tumor de células basais

Figura 4- Porcentagem de c@es machos e fémeas com carcinoma de células escamosas e com
tumor de células basais. UNESP — Jaboticabal, SP, 2007.
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5.2- Expressao de E-caderina

Considerando a expressao normal de E-caderina em uma porcentagem maior
que 75% das células neoplasicas marcadas e uma porcentagem inferior a isso como
expressdo reduzida da molécula, das 20 amostras de CCE, 14 (70%) apresentaram
reducao de expressao e seis (30%) expressao normal da molécula. O inverso foi visto
no TCB, em trés (20%) amostras a expressdo estava reduzida e em 12 (80%), a
expressao foi preservada. Os dados estdo apresentados na Figura 5. Ha diferenca
significativa entre 0 CCE e o TCB na expressdo dessa molécula quando comparada
pelo teste de Fisher (P=0,0039) a 1% de significancia (Tabela 4). Exemplos de
marcacao normal, reduzida e controle positivo do proprio corte estdo representadas nas
Figuras de 6 a 8.

Foi observado que em algumas amostras, a expressao da E-caderina apresentou
diferentes padrées de coloracdo de acordo com o grau de diferenciacdo das células
neoplasicas. Onde células mais diferenciadas apresentavam marcagdao mais intensa

que as menos diferenciadas (Figura 9).

80%-
70%
60%-
50%-

B reduzido
O normal

40%

30%-
20%
10%

% das amostras

0%-

CCE TCB

Figura 5- Representacao grafica da porcentagem de amostras de CCE e de TCB mostrando a
expressdo normal e reduzida da molécula E-caderina. UNESP — Jaboticabal, SP,
2007.
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Tabela 4- Comparacéo pelo teste de Fisher da expressao da E-caderina no CCE e no TCB.

reduzida | normal | total

freqiéncia 14 6 20
CCE expectativa 9,7143 | 10,286
porcentagem 40,00 17,14 | 57,14
frequéncia 3 12 15
TCB expectativa 7,2857 | 7,7143

porcentagem 8,57 34,29 42,86

Total freqiéncia 17 18 35

porcentagem 48,57 51,43 | 100,00
P=0,0039 (p<0,01)

Figura 6- Fotomicrografia de preparacao imunoistoquimica mostrando um campo considerado
de expressdao normal de E-caderina, com mais de 75% de células neoplasicas
marcadas com coloragdo intensa no CCE queratinizado (x400). (método ABC,
contracorado pela hematoxilina de Harris) UNESP — Jaboticabal, SP, 2007.
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Figura 7- Fotomicrografia de preparagéo imunoistoquimica mostrando um campo considerado
de expressao negativa de E-caderina, com menos de 75% de células neoplasicas
marcadas no TCB do tipo adendide (x400). (método ABC, contracorado pela
hematoxilina de Harris) UNESP — Jaboticabal, SP, 2007.

Figura 8- Fotomicrografia de preparagéo imunoistoquimica de um CCEQ. Observar a marcacao
intensa pelo anticorpo anti-E-caderina nas glandulas sebaceas, que serviram como
controle positivo no préprio corte. (x400). (método ABC, contracorado pela
hematoxilina de Harris) UNESP — Jaboticabal, SP, 2007.
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Figura 9- Fotomicrografia de preparagdo imunoistoquimica mostrando um campo com
diferentes tipos de marcacao pelo anticorpo anti E-caderina das células neoplasicas,
onde as células mais diferenciadas apresentaram coloragdo mais intensa.CCEQ
(x400). (método ABC, contracorado pela hematoxilina de Harris) UNESP -
Jaboticabal, SP, 2007.



5.3- Expressao do VEGF
Considerando como expressdo positiva do VEGF

porcentagem de células marcadas maiores do que 25% e negativa, porcentagens
menores que esta; 14 (70%) amostras de CCE e cinco (33,33%) de TCB mostraram
expressao positiva. A expressao foi negativa em seis (30%) dos CCE e em 10 (66,67%)
dos TCB. Houve diferenca significativa (P=0,0287) na expressao do VEGF entre os
tumores (Tabela 5). Os dados de expressao do VEGF estdo expostos na Figura 10.

Exemplos de marcacdo positiva, negativa e controle positivo do VEGF estdo

representados na Figuras de 11 a 13.

fumores com uma

% das amostras

Figura 10- Representacao grafica da porcentagem de amostras de CCE e de TCB mostrando a

CCE

TCB

B negativo
O positivo

expressao positiva e negativa do VEGF. UNESP — Jaboticabal, SP, 2007.

Tabela 5- Comparacéo pelo teste de Fisher da expressédo do VEGF no CCE e no TCB.

negativo | positivo | total
freqiéncia 6 14 20
CCE expectativa 9,1429 10,857
porcentagem 17,14 40,00 57,14
frequéncia 10 5 15
TCB expectativa 6,8571 8,1429
porcentagem 28,57 14,29 42,86
Total freqUéncia 16 19 35
porcentagem 45,71 54,29 100

P = 0,0287(p<0,05)



25

Figura 11- Fotomicrografia de preparac¢do imunoistoquimica mostrando um campo considerado
de expressdo positiva para o VEGF, com mais de 25% de células neoplasicas
marcadas com coloragdo intensa no CCE queratinizado (x100). (método ABC,
contracorado pela hematoxilina de Harris) UNESP — Jaboticabal, SP, 2007.

Figura 12- Fotomicrografia de preparagéo imunoistoquimica mostrando um campo considerado
de expressao negativa para o VEGF no CCE queratinizado (x400). (método ABC,
contracorado pela hematoxilina de Harris) UNESP — Jaboticabal, SP, 2007.
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Figura 13- Fotomicrografia de preparacdo imunoistoquimica de um CCEQ. Observar a
marcacao intensa pelo anticorpo VEGF nas células endoteliais, que serviram como
controle positivo no proprio corte. (x400). (método ABC, contracorado pela
hematoxilina de Harris) UNESP — Jaboticabal, SP, 2007.



5.4- Correlacao entre a E-caderina e o VEGF no CCE
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No CCE verificou-se correlagdo de Spearman significativa de 0,4 (p<0,05) entre

os grupos E-caderina e VEGF (Tabela 6). Este resultado foi alcangado em fungéo de

uma maior quantidade de valores concordantes em relacdo aos discordantes. Os

valores concordantes sdo aqueles negativos para E-caderina e positivos para o VEGF.

Isto significa que no CCE, maior niumero de amostras apresentou expressao reduzida

da E-caderina e positiva para o VEGF (Tabela 8 e Figura 14).

Tabela 6- Comparacéo pelo teste de Fisher da expressao da E-caderina e do VEGF no CCE.

% das amostras

reduzido / negativo | normal / positivo | total
freqliéncia 14 6 20
E-caderina | expectativa 10 10
porcentagem 35,00 15,00 50,00
freqliéncia 6 14 20
VEGF expectativa 10 10
porcentagem 15,00 35,00 50,00
Total freqliéncia 20 20 40
porcentagem 50,00 50,00 100,00
P = 0,0109 (p<0,05)
B E-caderina
O VEGF

reduzido / negativo

normal / positivo

Figura 14- Representacdo gréfica da porcentagem de amostras de CCE comparando a
expressao normal/positiva e reduzida/negativa das moléculas E-caderina e VEGF.
UNESP - Jaboticabal, SP, 2007.
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5.5- Correlacao entre a E-caderina e o VEGF no TCB

No TCB verificou-se a correlacdo de Spearman significativa de -0,47 (p<0,05)
entre os grupos E-caderina e VEGF (Tabela 7). Este resultado foi alcangado em fungéo
de um menor numero de valores concordantes em relacdo aos discordantes. Os valores
concordantes sdo aqueles negativos para a E-caderina e positivos para o VEGF. No
TCB, o maior numero de amostras apresentou expressao normal para a E-caderina e
negativa para o VEGF e o menor ndimero, expressao reduzida para E-caderina e
positiva para o VEGF (Tabela 8 e Figura 15).

Tabela 7- Comparacéo pelo teste de Fisher da expressao da E-caderina e do VEGF no TCB.

reduzido / negativo | normal / positivo | total

frequéncia 3 12 15
E-caderina | expectativa 6,5 8,5

porcentagem 10,00 40,00 50,00

frequéncia 10 5 15
VEGF expectativa 6,5 8,5

porcentagem 33,33 16,67 50,00
Total frequéncia 13 17 30

porcentagem 43,33 56,67 100,00

P = 0,0114 (p<0,05)

Tabela 8- Numero e porcentagem de amostras do CCE e do TCB que apresentaram expressao
reduzida/negativa e normal/positiva das moléculas E-caderina e VEGF.

tumor anticorpo reduzido / negativo  normal / positivo total
CCE E-caderina 14 (70%) 6 (30%) 20 (100%)
VEGF 6 (30%) 14 (70%) 20 (100%)
TCB E-caderina 3 (20%) 12 (80%) 5 (100%)
VEGF 10 (66,67%) 5 (33,33%) 5 (100%)
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Figura 15- Representagdo grafica da porcentagem de amostras de TCB comparando a
expressdao normal/positiva e reduzida/negativa das moléculas E-caderina e VEGF.
UNESP - Jaboticabal, SP, 2007.
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6- DISCUSSAO

O CCE e o TCB sao neoplasias epiteliais que apresentam alta incidéncia
entre os caes. Neste estudo, os caes mais afetados pelo CCE foram os sem raca
definida (SRD), seguidos pelos boxers, embora a literatura cite esta ultima como a mais
predisposta (SCOTT et al.,, 1996; THOMAS & FOX, 1998). No caso dos TCBs, os
poodles, seguidos pelos pastores alemaes foram os mais acometidos, condizente com
o referido na literatura (SCOTT et al.,1996; VAIL & WITHROW, 1996; THOMAS & FOX,
1998).

A média de idade dos caes com CCE foi de 7,45 anos e com TCB de sete
anos, ambas dentro da faixa etéria citada como a de maior incidéncia (THOMAS &
FOX, 1998). Em ambos os tumores, a propor¢cdo entre machos e fémeas foi
semelhante, discordante do que sugerem Pulley & Stannard (1990), que citam os
machos como mais predispostos para o TBC; e concordante com outros autores que
nao observaram predisposicao sexual (SCOTT et al., 1996; VAIL & WITHROW, 1996).

Muito embora sejam citadas predisposicoes para o desenvolvimento de
tumores relacionadas a raca, idade e sexo dos animais, varios fatores ambientais e
caracteristicas individuais estdo envolvidos na etiologia desses tumores. Um dos
principais fatores € a luz solar; animais que ficam expostos ao sol por tempo prolongado
tém maior predisposicdo de apresentarem um tumor epitelial induzido pelos raios
ultravioleta (SCOTT et al., 1996). Dados sobre os animais, como cor da pele,
comprimento de pélos, habitos, alimentacdo, entre outros, sdo necessarios para se
estabelecer alguma relacao entre o tipo tumoral e uma possivel etiologia. Contudo, nao
ha essas informacgdes sobre os caes portadores dos tumores empregados neste estudo.
Por se tratar de um estudo realizado com material arquivado, a possibilidade de se
investigar esses dados torna-se impossivel, o que impede o estabelecimento de
qualquer comparagao.
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A expressdo da E-caderina nos tumores caninos ainda ndo estd bem
estabelecida. Varios estudos mostram que a redugdo de sua expressdao em tumores
epiteliais humanos (SCHIPPER, 1991; FURUKAWA et al., 1997) e tumores mamarios
caninos (RESTUCCI et al., 2002; MATOS et al., 2006) esta relacionada com o poder

invasivo e metastatico desses tumores.

Neste estudo, o grupo de CCE mostrou reducao da expressdao em 70% dos
casos, ao passo que no TCB, 20% desses mostraram reducdo e 80% tiveram
preservada a expressao da E-caderina. Em cé&es, ndo foram encontrados estudos
prévios dessa molécula em tumores cutaneos epiteliais. Brunetti e colaboradores (2005)
correlacionaram a diminuicdo da expressdo da E-caderina em tumores mamarios
caninos com o0 aumento do seu poder de invasao, concordante com o estudo de Matos
et al. (2006). No qual, os pesquisadores verificaram que todos os carcinomas mamarios
de maior malignidade apresentaram reducao significativa da expressao de E-caderina,
enquanto que todos os carcinomas com menor grau de malignidade apresentaram
expressao normal dessa molécula. Estes autores relacionaram a reducdo de expressao
com aumento de tamanho, presenca de ulceracao, metastases em linfonodos, necrose
e comportamento infiltrativo do tumor, sem contudo associarem ao grau histologico.
Piekarz (2007) também correlaciona em tumores mamarios caninos de maior grau de
malignidade a diminuicdo da expressdo de E-caderina, concordando com o presente
estudo em tumores cutaneos epiteliais. Embora os trabalhos mencionados nao tenham
sido conduzidos com tumores cutaneos epiteliais, pdde-se depreender com eles que
tumores mais agressivos, em comparacao a tumores menos agressivos, apresentam
diferentes expressbes de E-caderina. Essas referéncias corroboram com as
encontradas nesse trabalho e reforcam o postulado de que os CCEs sao de
comportamento mais agressivo que os TBCs.

Em funcdo do pequeno numero de amostras de CCE ndo queratinizado e
aos diferentes tipos de TCB (sélido, adendide e medusdide) deste estudo, nao foi
possivel relacionar o grau histolégico dos tumores com as diferentes expressodes.
Apesar disso, foi algumas vezes observado que numa mesma amostra, em que havia

diferentes graus de diferenciacdo celular, o padrao de expressao diferia. Células mais
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diferenciadas apresentavam marcac¢ao com coloragdo mais intensa que células menos
diferenciadas, 0 que sugere que a expressao da E-caderina possa estar relacionada

com o grau histologico desses tumores cutaneos epiteliais (Figura 9).

Os resultados deste estudo se assemelham aos do estudo de Tada e
colaboradores (1996), que relatam nos TCBs humanos preservada expressao de E-

caderina e em todos os CCEs, expressao reduzida.

A E-caderina é uma molécula de adesao celular responsavel pela
manutengdo da integridade do tecido. E também responsavel por suprimir a habilidade
de invasao das células tumorais (BEHRENS et al., 1989; NAVARRO et al.,, 1991;
BIRCHMEIER et al., 1993). Sendo assim, a perda dessa molécula no tecido neoplasico
poderia interferir diretamente na liberacao de células tumorais, aumentando o poder de

invasao e a chance de formacao de metastases.

Neste estudo, o grupo de CCE apresentou reducao da expressdao na maioria
das amostras (70%), em comparacdao com o TCB (20%), onde na maioria a expressao
estava preservada. Estes resultados vao de encontro ao citado anteriormente sobre o

comportamento biolégico desses tumores.

O VEGF é um importante indutor da angiogénese, além de produzir
colagenase e outras enzimas degradativas que facilitam a saida da célula neoplasica
para a circulagcdo (MOSCATELLI et al., 1981). Ele também estimula o crescimento das
células tumorais (WEIDNER, 1998). € um potente mitbgeno e o aumento de sua
expressao tem correlacao direta com o aumento da angiogénese tumoral (CRESSEY et
al., 2005). Neste estudo, a expressdo do VEGF estava presente na maioria das
amostras de CCEs e na minoria de TCBs. Em estudo semelhante, Maiolino et al. (2000)
observaram que 100% (15) das amostras de CCE apresentaram marcacao do VEGF,
enquanto no TCB em apenas 15% (3) das amostras foram marcadas. Os autores
acrescentaram ainda que somente os TCBs do tipo sélido expressaram o VEGF,
diferentemente deste estudo, em que ndo se registrou padrdes de marcagado

diferenciados entre os grupos de TCB.
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Concordantes com o presente estudo, em humanos também foi observada
expressao aumentada de VEGF em todos os CCE, e ausente ou leve nos TCBs
(WENINGER et al., 1996). Outros autores (UEHARA et al., 2004; KYZAS et al, 2005)
correlacionam a expressao do VEGF no CCE a pacientes com pior prognéstico,
enquanto pacientes com melhor prognéstico, foram aqueles que o tumor né&o
apresentava a expressao dessa molécula. O aumento da expressao no grupo dos CCE
€ condizente com o comportamento mais agressivo desse tumor, quando comparado

com o grupo de TCB.

Também em um estudo de Restucci et al. (2003) foi observado aumento da
expressdo de VEGF e da microvasculatura em seminomas caninos, quando
comparados a testiculos normais. Entretanto, ndo houve correlagdo estatistica entre a
expressdao do VEGF e o aumento da microvasculatura. Yonemaru e colaboradores
(2006) compararam a expressdo do VEGF nos tumores hemangiossarcoma e
hemangioma, sendo que 0s hemangiossarcomas apresentaram expressao forte do
VEGF na maioria das amostras, diferente do hemangioma. Estes autores relacionaram
a expressao do VEGF com o comportamento maligno e invasivo do tumor. Concordante
com o presente trabalho, estes autores também relacionaram a expressdo do VEGF

com o comportamento biolégico dos tumores.

As células tumorais necessitam de nutrientes e oxigénio para se manterem
vivas e proliferarem. Sendo assim, a angiogénese parece ser essencial para contribuir
com o0 poder invasivo e metastatico de tumores (FOLKMAN, 1990). O VEGF estando
diretamente envolvido na angiogénese pode ser muito utii como marcador de
prognostico em pacientes portadores de tumor, além de ser um possivel alvo de
terapias.

Quando se correlaciona a expressao da E-caderina com a do VEGF dentro
de cada grupo de tumor, se observa que os padrdes de expressao sao inversos. No
CCE, ha uma menor expressdo da E-caderina e uma maior expressao do VEGF,
enquanto no TCB acontece o oposto, ha uma maior expressdo de E-caderina e menor
do VEGF. Esta correlacdo reforca a hipotese de que podemos usar estas duas

moléculas como marcadores de prognostico. Apesar de ndo se conhecer o prognostico
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desses animais (pois ndo houve acompanhamento dos pacientes) baseado nos
resultados deste estudo, associado ao postulado sobre o comportamento mais
agressivo, com maior poder de invasdao e maior chance de formacao de metastases do

CCE, pode-se inferir a importancia dessas moléculas na definicdo de um progndstico.
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7- CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

1. O perfil dos caes deste estudo acometidos pelo CCE e pelo TCB se
assemelha aos descritos na literatura para parametros como raca, idade e sexo

predispostos.

2. O padrao da expressao dos anticorpos nos dois tipos de tumores cutaneos
epiteliais (CCE e TCB) estudados condiz com o comportamento mais agressivo do CCE

em comparagcao com o TCB.

3. A expressdo do VEGF e da E-caderina nos CCEs e nos TCBs sao uteis
em estabelecer o progndstico em caes.
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