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AVALIACAO DA RESPOSTA TECIDUAL DE CARCINOMAS DE CELULAS
ESCAMOSAS EM CAES SUBMETIDOS A ELETROQUIMIOTERAPIA

RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) é a segunda neoplasia maligna cutanea
gue mais acomete os caes. Apesar da cirurgia consistir na terapia de eleicéo, a
eletroquimioterapia (EQT) vem sendo cada vez mais utilizada. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar a resposta tecidual em CCE cutaneo em cées apoés 21 dias da
EQT. Desta maneira, este é o primeiro estudo a avaliar as modifica¢cdes nos fatores
angiogénicos e reparacao tecidual induzidas pela EQT em CCE cutaneo de em
cdes. Foram avaliados 11 caes, totalizando-se 18 lesdes, antes da EQT (DO) e 21
dias ap6s (D21). O protocolo de EQT consistiu na aplicacéo de sulfato de bleomicina
seguida por cloridrato de doxorrubicina utilizando eletroporador LC BK-100. Foram
determinados volume tumoral, indice mitético, necrose microscoépica, quantificacao
das fibras colagenas do tecido conjuntivo (pela coloracdo de Tricrémico de Masson)
e a expressdo imuno-histoquimica de fatores angiogénicos VEGF e CD31.
Observou-se que a média do volume tumoral foi significativamente inferior ao 21°
dia (D21: 21,99+37,55) apés a realizacdo da EQT (DO: 29,52+40,95) (p=0,044).
Contudo, ndo foram encontradas diferengas para as demais variaveis (p>0,05).
Conclui-se que, em CEC de cées, a EQT nao foi capaz de alterar o indice mitético,
a necrose microscopica e as estruturas de coldgeno, além dos fatores angiogénicos
VEGF e CD31, apés 21 dias do tratamento. Apesar disso, no mesmo momento de
avaliagdo, redugédo significativa do volume tumoral pode ser observada. Sugerem-
se estudos adicionais que incluam momentos de avaliacao adicionais antecedendo
0 21° dia, assim como a investigacdo de outros marcadores angiogénicos e de
reparacao tecidual em CCE cutaneos de cdes submetidos a EQT.

Palavras-chaves: angiogénese, carcinoma espinocelular, eletroporacao, reparacéo
tecidual



EVALUATION OF TISSUE ALTERATION IN SQUAMOUS CELL CARCINOMA
IN DOGS SUBMITTED TO ELECTROCHEMOTHERAPY

ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is the second most common cutaneous malignant
neoplasm in dogs. Electrochemotherapy (ECT) is a recent technique in veterinary
medicine that constitutes an alternative and effective form to treat SCC in dogs and
cats. The aim of this study was to evaluate modifications in the angiogenic factors and
tissue repair induced by ECT after 21 days of ECT. Eleven dogs were evaluated (18
lesions), before (DO) and after (D21) ECT. The ECT protocol consisted of the
application of bleomycin sulfate followed by doxorubicin hydrochloride using the BK-
100 LC electroporator. Tumor volume, mitotic index, microscopic necrosis,
guantification of connective tissue collagen fibers (by Masson's trichrome staining) and
immunohistochemical expression of angiogenic factors by VEGF and CD31 were
determined. It was observed a significant reduction in size of the tumor volume after
ECT (DO: 29.52 £ 40.95; D21: 21.99 + 37.55) (p = 0.044). However, no differences
were found in DO and D21 for mitotic index, microscopic necrosis, collagen structures
and angiogenic factors (p> 0.05). In conclusion, ECT is an effective technique to treat
cutaneous SCC in dogs, however cell proliferation, necrosis and angiogenic factors
were not affected after 21 days of ECT, suggesting a prior moment to be evaluated.
Further studies on other angiogenic markers and tissue repair in cutaneous SCCs of
dogs submitted to ECT are necessary.

Keywords: Angiogenesis, electroporation, epidermoid carcinoma, tissue repair



1. INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) € a segunda neoplasia maligna
cutdnea que mais acomete os cées, sendo predispostos aqueles de pelagem clara
e frequentemente expostos ao sol (GROSS et al 2005; MULLER; KIRK 2013).

Ja foram descritas inUmeras modalidades terapéuticas para animais com
CEC, como cirurgia, criocirurgia, radioterapia, terapia fotodinamica e
eletroquimioterapia (MULLER; KIRK, 2013; SPUGNINI et al., 2016). Apesar da
resseccao cirurgica representar a terapia de eleicdo, esta pode promover danos
estéticos indesejaveis e causar insatisfacao ou rejeicao por parte dos tutores apos
0 resultado cosmético final. Além disso, uma vez que o CEC frequentemente
acomete regides abdominal, inguinal, membros e prepucio, sua exérese pode ser
muitas vezes mutiladora, sobretudo em casos de lesdes multiplas ou extensas, o
gque aumenta o risco de complicacbes poés-operatorias e pode prejudicar a
capacidade funcional de membros, 6rgaos e outras estruturas (WHITROW; STRAW,
1990; RUSLANDER; KASER-HOTZ; SARDINAS, 1997; LASCELLES et al., 2000).

Dentro deste contexto, a eletroquimioterapia (EQT) vem sendo cada vez mais
utilizada em cées acometidos por CCE, sem induzir significativos danos estéticos
ou comprometimento de estruturas adjacentes (SILVEIRA et al.,, 2010). A EQT
consiste na associacdo de farmacos antineoplasicos com a eletroporacdo, que
permite 0 aumento da concentragdo do medicamento antitumoral no interior da
célula, potencializando sua citotoxidade (MIR et al., 1991; SERSA; CEMAZAR;
MIKLAVCIC, 1995).

Ainda que a EQT tenha demonstrado eficacia em diferentes tipos de tumores
em caes (TOZON et al., 2005; SILVEIRA et al., 2010; SUZUKI et al., 2016), pouco
se sabe sobre as alteragdes teciduais ocasionadas por este tratamento (SPUGNINI
et al., 2007). Desta maneira, este € o primeiro estudo a avaliar as modificacdes nos
fatores angiogénicos e reparacéao tecidual induzidas pela EQT em CCE cutaneo de

em caes.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a resposta tecidual em CCE cutaneo em caes apos 21 dias da EQT.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se a EQT:

¢ Induz reducédo no volume tumoral;

e Influencia o indice mitético e necrose microscopica, pelo exame
histopatolégico;

e Altera estruturas de colageno, avaliadas pela coloracao de Tricrébmico de
Masson.

e Modifica a expressdo imuno-histoquimica dos marcadores de angiogénese
VEGF e CD31;



3. REVISAO DE LITERATURA

O carcinoma de células escamosas é uma neoplasia maligna, que pode
acometer diversas espécies, incluindo a humana (GOLDSCHMIDT; HENDRICK,
2002). E uma das neoplasias cutaneas mais frequentes em caes (ALMEIDA et al.,
2001).

Entre as neoplasias cutaneas induzidas por raios solares em caes e gatos, o
CCE esta entre os tumores de maior prevaléncia (VILAR-SAAVEDRA et al., 2014).
Desta forma, animais que possuem pelagem clara, com pouca quantidade de pelos
e expostos longos periodos a luz solar, sdo considerados predispostos
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002; FERREIRA et al., 2009). No céo, os locais
mais comumente acometidos pelo CCE sdo flanco, abdome e leito ungueal
(GROSS, 2005).

As lesbes do CCE em cdes podem ser unicas ou multiplas,
macroscopicamente se apresentam alopécicas, descamativas e erosivas, em forma
de placas ou nodulos, com superficie irregular e que sangram com facilidade
(MEDLEAU; HNILICA, 2006). Podem apresentar comportamento invasivo
localmente, causando deformidades anatémicas com frequéncia e apresentam
baixa capacidade metastatica, sendo os linfonodos regionais, os locais mais
acometidos (GRANDI; RONDELLI, 2016).

A resseccdo cirurgica, quando realizada com amplas margens de seguranca,
€ a principal modalidade de tratamento para o CCE, proporcionando maiores
chances de cura para o paciente (GRAHAN 2005; THONSON, 2007). Em estadios
avancados, podem ser necessarias cirurgias extensas para alcancar margens
adequadas, o que pode ocasionar danos estéticos e funcionais (SCHMIDT et al.,
2005). Além da cirurgia, a quimioterapia adjuvante deve ser empregada para
promover remissfes mais duradouras (KUHNEL; KESSLER, 2014). Porém, o
tratamento quimioterapico utilizado isoladamente ndo € suficiente para induzir
remissdes completas (FERREIRA et al., 2009; GRANDI; RONDELLI, 2016).

Outras modalidades de tratamento incluem terapia fotodinamica (EMILIO et
al., 2006, SAJISEVI et al., 2015), criocirurgia (QUEIROZ; MATERA 2003; LUCAS;
LARSSON, 2006), radioterapia (GRIER; MAYER 2007; FERNANDES et al., 2010)
e eletroquimioterapia (EQT) (TOZON et al., 2005; CEMAZAR et al., 2008; TOZON



et al., 2016). Esta € uma modalidade de tratamento antitumoral no qual se utilizam
pulsos elétricos sobre o tumor, com a finalidade de promover a eletroporacéo e
aumentar a permeabilidade da membrana celular ao farmaco quimioterapico,
potencializando sua acédo citotoxica (MIR et al., 2006; LARKIN et al., 2007). Para
originar poros reversiveis ha membrana da célula, a eletroporagéo deve criar pulsos
curtos e com intensidade elevada (MIR et al., 2006; CEMAZAR, et al., 2008;
BRUNNER, 2016). Segundo Brunner et al. (2016) a recomendacao é que se utilizem
pulsos elétricos de 1000 a 1300 volts, durante 100 microssegundos, limitado a cinco
amperes.

Nas ultimas décadas, o uso da EQT em pacientes com cancer tem sido cada
vez mais estudado e as respostas frente a esta modalidade de tratamento, sdo
evidentes (SPUGNINI, BALDI, 2014; SILVEIRA et al; 2016). Esta terapia esta
emergindo em medicina veterinaria, uma vez que proporciona diversos aspectos
positivos como a seguranca da técnica e facilidade de execucédo. Além disso, a EQT
promove minimos efeitos secundéarios e os periodos de tratamento sdo curtos,
permitindo que o paciente retorne rapidamente a sua rotina diaria (TOZON et al.,
2005; MARTY et al., 2006, KODRE et al., 2009, SILVEIRA et al., 2010).

Entre os modelos de eletroporadores utilizados em medicina veterinaria, o
modelo LC BK-100, modelo brasileiro, € constituido de uma ponteira com seis
agulhas em sua extremidade, permitindo a dispersao dos pulsos elétricos no tumor.
O ideal é que se utilize pulsos elétricos curtos de alta intensidade, 100us e 1000 a
1300 volts (BRUNNER, 2016). Além dos eletrodos em agulhas, os em placa também
tém sido utilizados (TOZON et al., 2016). Neves et al. (2014) avaliaram a eficacia
entre placas paralelas e agulhas no tratamento de tumores cutaneos e foi verificado
que ambos os eletrodos demonstraram formacéo de campo elétrico adequado.
Outro estudo conduzido por LINNERT et al., (2012), realizaram EQT em pacientes
humanos com metastase cerebral, utilizando eletrodo de agulha desenvolvido
penetrar o encéfalo, ampliando o uso da EQT em metastases inoperaveis em locais
de dificil acesso.

Para a realizacdo da EQT, o quimioterapico pode ser aplicado pela via
intralesional ou intravenosa (SILVEIRA et al.,, 2010, BENEVENTO et al., 2012,
SILVEIRA et al., 2016).



Em um relato de paciente humano com metastase de melanoma cutaneo
acometido de 224 nédulos tumorais, a EQT foi realizada com bleomicina pela via
intravenosa, observando-se remissdo completa apds quatro sessbes (SNOJ et al.,
2007). Em outro estudo, um paciente com 133 lesbes de melanoma cutaneo, foi
submetido a EQT, sendo o farmaco aplicado pela via intralesional em 82 nodulos,
promovendo remissao de 78% dos nédulos tratados (SERSA et al., 2000).

Dentre os mecanismos de acdes descritos da EQT, podemos citar o aumento
da permeabilidade da membrana e maior disponibilidade do medicamento intracelular;
efeitos vasculares locais e o0 envolvimento da resposta imune. O aumento da
permeabilidade da membrana pela exposicdo das células ao campo elétrico aumenta
a passagem da bleomicina para o ambiente intracelular. (MIKLAVCIC et al., 2014).

A EQT também apresenta efeitos vasculares distintos. Além de aumentar o
consumo do farmaco nas células estromais, a EQT também atua nas células
endoteliais dos vasos sanguineos tumorais. Essa acéo induz a apoptose endotelial e
consequentemente a supresséo do fluxo sanguineo tumoral (SERSA et al., 2008).
Outro efeito observado é a vasoconstricdo (MARKELC et al., 2013). Esse efeito de
blogueio vascular promove a permanéncia do farmaco no interior do tumor por tempo
prolongado, proporcionando melhor acdo do quimioterapico (JARM et al., 2010).

O envolvimento da resposta imune do organismo também podera influenciar a
eficacia da EQT. Evidentemente, devido a heterogeneidade das células tumorais nas
neoplasias, nem sempre todas as células sdo efetivamente erradicadas pela EQT
(SERSA et al., 1997). Isso se deve ao fato de algumas células ndo apresentarem
eletroporacédo e/ou farmaco nao estar disponivel para todas as células neoplasicas
(MUFTULER et al., 2006).

A EQT ¢é indicada principalmente para tumores soélidos e sua aplicacdo é
limitada em casos de neoplasias 6sseas ou hematopoiéticas (MIR et al., 1998).
Entretanto, Fini et al. (2013) utilizaram esta modalidade de tratamento em ratos com
metastase de carcinoma mamario em tibia e notaram, além de auséncia de efeitos
colaterais, remissdo completa da neoplasia com aspecto 0sseo semelhante ao 0sso
normal, avaliado tanto macroscopicamente e histologicamente, quanto por
radiografia e microtomografia, mostrando que a EQT pode ser promissora no

controle das neoplasias 0sseas.



Kodre et al. (2009), em um estudo em cdes com mastocitoma, realizaram
EQT com cisplatina, aplicada pela via intratumoral, e observaram remissao completa
em nove cédes, com tempo livre de doenca de até 43 meses. Ja Tozon et al. (2005),
avaliaram a eficacia da EQT com bleomicina ou cisplatina em 26 nddulos de
neoplasias perineais em 12 cdes. Os autores constataram remissdes superiores a
60%, comprovando a eficacia desta modalidade de tratamento.

Suzuki et al. (2016) relataram o caso de um cao acometido por tumor venéreo
transmissivel em seio nasal, com progressado da doenca mesmo apds seis sessdes
de quimioterapia com vincristina e duas de doxorrubicina. O paciente apresentou
remissdo completa de 12 meses apds uma sessdo de EQT com bleomicina,
adjuvante a cirurgia.

Recentemente, Spugnini et al. (2017) relataram a utilizacdo da EQT guiada
por ultrassonografia em um felino de 12 anos acometido por timoma, conferindo
remissao parcial e controle local. Portanto, apesar de n&o induzir remisséo
completa, a EQT pode ser uma importante terapia neoadjuvante para pacientes
acometidos por neoplasias viscerais.

Embora a EQT possa promover respostas variaveis em diferentes tipos
tumorais, a eficacia da terapia também esté relacionada ao volume tumoral. Mali et
al. (2013) realizaram analise baseada em dados de 1466 neoplasias de qualquer
tipo histolégico, com a realizacdo de uma Unica sessdo de EQT para induzir a
remissdo tumoral e concluiram que a probabilidade de remissdo completa € maior
em neoplasias menores que 3 cm. Sersa et al. (2008), avaliaram as alteracfes
vasculares promovidas pela EQT em sarcomas subcutdneos em roedores e
constataram que a EQT interrompe a circulagdo apos a aplicacdo dos pulsos
elétricos, estendendo-se até 24 horas apos o término do procedimento. Para este
estudo, o efeito vascular foi investigado por fluxometria laser doopler e azul patente,
enguanto a extensédo da hipdxia foi avaliada pela técnica de imuno-histoquimica com
o marcador pimonidazol, aléem da presséo parcial de O2 por elétron. A hipoxia é
responsavel por induzir extensas areas de necrose, 48 horas ap0s o tratamento.
Esta pesquisa demonstrou o efeito antitumoral da EQT, que promoveu remissao

completa em 38% dos tumores, 100 dias apos o procedimento.



Além da reparacao tecidual, a angiogénese também pode estar envolvida na
carcinogénese e tem sido amplamente estudada (FOLKMAN 1990; FERRARA et
al., 2003). Al-Dissi et al. (2007) estudaram 19 cdes com CCE e observaram que 89%
das amostras tumorais apresentaram imunomarcacao de VEGF. Além disso, houve
correlacdo positiva entre sua expressao e o indice proliferativo, determinado pelo
Ki67. E possivel que esta relacdo se deva a funcéo autécrina do VEGF estimulando
0 crescimento das células tumorais.

Em estudos dos quais objetiva-se avaliar a angiogénese, deve-se levar em
consideracao diversos fatores, entre eles, a técnica empregada para a avaliacéo,
como a imuno- histoquimica, cuja escolha do anticorpo e a recuperacao antigénica
podem exercer efeito significativo sobre os resultados. Devido a estas variagdes,
outros anticorpos além do VEGF tém sido utilizados para avaliar a angiogénese em
neoplasias. Em um estudo desenvolvido por Wang et al. (2008), a densidade
microvascular foi estimada em xenoenxertos de tumor humano e de rato, por meio
de imuno- histoquimica com os anticorpos CD31 e Fator VIII, observando o CD-31
de forma mais eficiente na identificacdo de microvasos em relacéo ao Fator VIII.

Diante do exposto, ressalta-se a importancia do estudo do efeito da
eletroquimioterapia no tecido tumoral e sua influéncia na expressdo de fatores

angiogénicos, proliferacao celular, bem como na reparacéo tecidual.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selegédo dos animais

A pesquisa foi conduzida mediante anuéncia e vigilancia da Comissao de
Etica no Uso de Animais protocolo n°® 033/15 pela Universidade de Franca. Os
tutores foram previamente informados e consentiram os procedimentos referentes
a esta pesquisa.

Foram inseridos no estudo 11 cées (totalizando 18 lesdes), independente de
porte, raca, sexo e idade, com diagndstico histopatoldgico prévio de CCE cutaneo.
Os animais foram provenientes do Servico de Oncologia do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel’- Universidade Estadual Paulista Julio Mesquita Filho -
UNESP/Campus Jaboticabal-SP e Hospital Veterinério da Universidade de Franca
(UNIFRAN), Franca- SP.

Os pacientes foram avaliados por meio de exame fisico e laboratoriais
compreendendo hemograma e perfil bioquimico sérico (ureia, creatinina, albumina
e alanina aminotransferase), bem como exames de imagem, como radiografias de
térax (trés projecdes) e ultrassonografia abdominal. Citologia dos linfonodos

regionais foram realizadas quando estes apresentaram-se palpaveis.

4.2 Eletroquimioterapia

O protocolo de EQT consistiu na aplicagcdo de sulfato de bleomicina
(Cinaleo®-Meizler, Barueri-SP), na dose de 15U/m? pela via intravenosa
administrada cinco minutos antes da aplicacdo dos pulsos elétricos. Em seguida, foi
realizada a infusdo de cloridrato de doxorrubicina (Cloridrato de Doxorrubicina®-
Eurofarma Laboratérios S.A. Ribeirdo Preto — SP), na dose de 30 mg/mz, durante a
aplicacdo dos pulsos elétricos. O procedimento limitou-se ao tempo maximo de 28
minutos. As aplicagbes dos pulsos elétricos foram promovidas sobre toda a
extensado da lesédo utilizando eletroporador LC BK-100. Esse aparelho é constituido
de eletrodo composto por seis agulhas de aco, paralelamente dispostas (0,3mm) e
equidistantes (7 mm), promovendo pulsos elétricos de tensdo de 1000 V, em onda
quadrada unipolar com duracéo de 100 ps, com frequéncia de 1Hz, totalizando-se

oito pulsos elétricos, limitado a cinco amperes.



Os animais receberam de uma a trés sessdes, a depender da extensdo
tumoral com intervalos de 21 dias, porém todas as amostras foram coletadas e
analisadas exclusivamente ap6s a primeira sessdo de EQT (D21).Todos os
procedimentos de EQT foram realizados com o paciente sob anestesia geral,
recebendo posteriormente analgesia no pds-operatério incluindo a administracéo

subcutanea de meloxicam? (0,2 mg/kg) e tramadol? (2 mg/kg).

4.3 Mensuracéao do volume tumoral (cm?)
O volume tumoral foi mensurado imediatamente antes do momento da EQT (D0)
e apos 21 dias do procedimento (D21), com auxilio de paquimetro digital, obedecendo

a férmula v= comprimento x altura x largura x 1/6 (11=3,14) (cm3).
4.4 Remisséo tumoral
Para avaliacdo da resposta ao tratamento dos caes submetidos a EQT, os

pacientes foram avaliados antes de cada sesséo, conforme Quadro 1.

Quadro 1. Classificacdo da remisséo tumoral (Adaptado Eisenhauer et al., 2009).

Avaliacéo Descricao

Remisséo completa (RC) | Remisséo total no volume tumoral avaliado

Remissao parcial (RP) Diminuicéo de pelo menos 30% no volume tumoral
Aumento de pelo menos 20% no volume tumoral ou

Doenca progressiva (DP . -
a prog (DP) aparecimento de novas lesdes

Reducéo de 30% ou aumento de 20% no volume

Doenca estavel (DE) tumoral

4.5 Coleta e armazenamento das amostras

A primeira coleta de tecido tumoral foi efetuada imediatamente antes da
primeira sessdo de EQT (DO0). A segunda amostra foi obtida no 21° dia (D21). A
amostra foi coletada com o paciente anestesiado, empregando-se “punch”

dermatolégico de seis milimetros, pinca e tesoura.

1 Meloxicam (0,2 mg/kg)
2 Cloridrato de Tramadol (2 mg/kg)
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As amostras foram acondicionadas em formol 10% por 24h e posteriormente
em alcool 70% até a preparacdo dos blocos de parafina. As amostras foram

destinadas as avaliacfes histopatoldgicas e imuno-histoquimicas.

4.6 Avaliacao histopatoldgica

Foram realizados cortes de 3um, dispostos em laminas de vidro e corados
pela técnica em hematoxilina-eosina (HE). Para a contagem do indice mitoético,
obteve-se a soma do nimero de figuras de mitose em 10 campos aleatorios de
maior aumento (400x).

A necrose microscopica foi classificada como ausente, grau | (inferior a 50%)
ou grau Il (acima de 50%) (LIPTAK e FORREST, 2013). A coloracao de Tricromico
de Masson (TM) foi realizada conforme Prophet et al. (1995) (APENDICE 1), cuja
intensidade das fibras colagenas foi classificada em discreta, moderada e
acentuada. Essas andlises foram realizadas de maneira observacional através de

microscopia de luz.

4.7 Avaliacdo imuno-histoquimica

As amostras foram encaminhadas para o Servico de Patologia Veterinaria da
FMVZ-Unesp, Botucatu. Para avaliacdo da imunoexpressao de VEGF e CD31,
laminas contendo cortes de 3um, desparafinizados, reidratados e, entdo, submetidos
ao protocolo de imuno-histoquimica com os respectivos anticorpos primarios na
seguinte ordem: 1) recuperacdo antigénica com soluc¢édo tampao citrato pH 6,0 na
pascal por 10 minutos; 2) Resfriamento em temperatura ambiente por 20 minutos; 3)
Bloqueio da peroxidase endoégena com perédxido de hidrogénio a 8% diluido em
metal aldeido por 10 minutos; 4) Bloqueio das proteinas com bloqueio comercial por
30 minutos; 5) Incubag¢do com anticorpos primarios a4° C por 18 h com as respectivas
diluicbes: VEGF 1:100; CD31 1:200 overnight 6) Incubacéo do anticorpo secundario
(Envision®) por 1 hora; 7) revelagdo pelo substrato cromogénico diaminobenzidina
(DAB liquido, reagente do kit Reveal Spring — Cod. SPD -125) por 5 minutos; 8)
contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por 1 minuto e desidratacao do corte
e montagem das laminas. Nos controles negativos, 0os anticorpos primarios foram

substituidos por diluentes.
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Posteriormente, para VEGF, as amostras foram classificadas de acordo com

os escores de 0 a 4, conforme quadro 2.

Quadro 2. Classificacdo da marcacao do VEGF de acordo com seu respectivo

escore.
Escore Classificacao
0 Auséncia de marcacao
1 5% até 25% de células positivas
2 26% a 50% de células positivas
3 51 a 75% de células positivas
4 > 76% de células positivas

Para contagem dos escores, considerou-se a marcacao citoplasmatica de
VEGF. Para CD31 foi realizada a média de contagem dos vasos marcados em cinco

campos de maior aumento (400x).

4.8 Anélise estatistica

Os resultados do volume tumoral e indice mitético foram obtidos foram
previamente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e caso as
variaveis apresentassem distribuicdo gaussiana, utilizou-se o teste t. Caso contrario,
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas. Para as
demais comparacdes entre os momentos, utilizou-se o teste de Wilcoxon. As
analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa GraphPad Prism®

(versao 6.0 — GraphPad Software, Inc. 2015), com nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes aos pacientes, numero de lesGes e a resposta ao
tratamento podem ser conferidos na Tabela 1.

Dos 11 pacientes, cdes sem raca definida (SRD) foram os mais acometidos
(n=5), seguidos pela raca American Pitt Bull (n=3), Boxer (n=2) e Pointer (n=1). A
maior representatividade dos cdes SRD em nosso estudo (45%) pode ser atribuida
a expressiva populagcédo desses animais em nosso pais, além do fato do hospital,
onde a pesquisa fora conduzida, receber em sua maioria tutores com condigdo socio-
econdbmica limitada. Dentre os cées de raca pura, o American Pitt Bull foi o mais
acometido (27%), possivelmente pela baixa densidade da cobertura pilosa
(KRAEGEL; MADEWELL, 2000; GROSS et al., 2005).

A média de idade dos cédes com CEC é de 10 anos, porém ja foram descritos
casos de animais a partir de quatro meses de idade (GROSS et al., 2005, POGGIANI
et al., 2012, MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013), evidenciando que pacientes
jovens podem ser acometidos por esta neoplasia. Nesta pesquisa, a média de idade
dos animais foi de 7,5 anos (minima de dois anos e maxima de 10 anos). Maior
incidéncia foi observada em fémeas (n=10) que representaram 90% dos pacientes,
divergindo de Gross et al. (2005) e Salashe (2000) que afirmaram que o CCE
acomete caes de ambos o0s sexos em igual frequéncia. Cabe ressaltar que o nimero
de animais em nosso estudo € insuficiente para sugerir predisposicao sexual.

Cinco animais apresentaram mais de uma leséo, a maioria das lesdes estava
localizada em regido abdominal (n=10) ou toracica (n=5), seguidas por prepucio
(n=1), regido axilar (n=1) e membro pélvico (n=1). De fato, a regido abdominal,
prepucio e face ventral dos membros, estdo entre os locais mais acometidos pelo
CCE no cao (GROSS et al., 2005). No que se refere a resposta ao tratamento,
observou-se que a média do volume tumoral (21,99+37,55) foi significativamente
inferior ao 21° dia apos a realizacdo da EQT (29,52+40,95) (p=0,044) (Figura 1),
sendo que 11 lesbGes apresentaram RP, trés lesbes apresentaram DE e quatro

lesGes, DP. Cada paciente recebeu de uma a trés sessoes.



Tabela 1. Dados clinico-patolégicos referentes aos 11 cées (18 lesdes) diagnosticados com CCE submetidos a

eletroquimioterapia.

dad Ne d Volume Volume
ID Raca adé  gexo e L DO D21 Resposta Npo ~ Sobrevida (dias
¢ (anos) (UmOres Localizacdo o e p N° sessdes EQT (dias)
. Axilar (a) 3,75 0,91 RP
1  Pitbull 8 M 2 (a,b) Prepiicio (b) 10,23 6.44 RP 3/C 240 (NT)
Pitbull 9 F 1 Abdominal 5,04 0,73 RP 2 >570
3 Boxer 2 F 1 Lateral torax 68,49 65,94 DE 2/C >480
Lateral térax (a 2,3 0,278 RP
4 SRD 10 F 2@b)  “Apdominal (t())) 14,15 1,68 RP 1/c 90 (NT)
5 SRD 7 F 1 Abdominal 93,57 118,24 DP 2 90 (SR)
Lateral torax (a) 1,14 0,175 RP
. Abdominal (b 112,92 48,2 RP
6  Pitbull 9 F 4 (a,b,c,d) Abdominal gc; 081 0533 RP 2/C >420
Abdominal (d) 22,36 5,014 RP
7 SRD  Adulto F 1 Abdominal 104,6 104,6 DE 2 90 (eutanasia)
Abdominal (a) 4,24 10,36 DP L
8 SRD  Adulto F 2 (a,b) Lateral torax (b) 022 1,046 DP 2 120 (eutanasia)
FI’O'”fer 8 F 1 Abdominal 76,93 30,03 RP 2/C 300
nglés
10 Boxer 8 F 2(ab) Later,‘j‘/:g ?g;‘x @ o8 0L N 2 >390
11 SRD 7 F 1 Abdominal 1,2 1,31 DE 1 32 (eutanasia)

M, macho; F, fémea

RP: remissao parcial; DE: doenca estavel; DP: doenca progressiva
C:Cirurgia NT: 6bito ndo relacionado ao tumor SR: sem reavaliacéo

MP:membro pélvico

13
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Figura 1. Representacdo grafica das médias de volume tumoral antes e apds a EQT
em cdes com carcinoma de células escamosas. A média do volume tumoral em D21
(21,99+37,55) foi significativamente inferior quando comparada a média em DO
(29,52+40,95); p<0,05, teste de Wilcoxon. Jaboticabal — SP, 2017.

E possivel que o volume tumoral exerca influéncia em sua remissdo, assim
como foi demostrado por Tozon et al. (2005) ao estudarem 26 neoplasias perianais
em 12 caes. Nesta pesquisa, 0s animais foram tratados com EQT e distribuidos em
dois grupos conforme o volume tumoral, sendo o Grupo 1, constituido por caes com
lesGes menores de 1cm3 e o Grupo 2, aqueles com lesdes maiores de 1 cm3. Caes
do Grupo 1 apresentaram indice de RC de 88%, ao passo que o0 mesmo indice
correspondeu a 22% nos animais do Grupo 2.

O indice mitético é método indireto capaz de mensurar a atividade
proliferativa, além de ser considerado fator prognéstico em diferentes neoplasias
como mastocitoma, melanoma e tumores perineais (WEBSTER et al.,, 2008,
SMEDLEY et al.,, 2011; PEREIRA et al.,, 2013). Em nosso estudo, ndo houve
reducdo do indice mitético apés EQT (DO: 4,94+7,79; D21: 4,28+6,04) (p=0,8434)
(Figura 2), possivelmente pelo fato deste parametro ndo ser um marcador de
proliferacdo tdo sensivel, jA que ndo é capaz de avaliar todas as fases do ciclo

celular.
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Figura 2. Representacado grafica das médias do indice mitotico antes e apés a EQT
em caes com carcinoma de células escamosas (DO: 4,94+7,79; D21: 4,28+6,04). Nao
foi observada diferenga significativa entre os momentos; p=0,8434, teste de
Wilcoxon. Jaboticabal — SP, 2017.

A necrose € considerada um dos efeitos adversos da EQT, como
consequéncia da eletroporacdo. A extensdo da necrose esta relacionada ao
tamanho do tumor e sua presenca nao esta relacionada a dor ou desconforto
(TOZON et al., 2005). No presente estudo, ndo houve diferenca significativa do
escore de necrose 21 dias apo6s a EQT (DO: 1,39+1,29; D21 1,72+1,07) (p=0,428)
(Figura 3), sugerindo que a necrose pode ser um fator relacionado ao préprio tumor,
ja que esteve presente antes do tratamento. E importante salientar que,
macroscopicamente, a necrose induzida pela EQT costuma ser mais evidente nos
primeiros sete dias ap0s o tratamento (SPUGNINI et al., 2007), diferentemente deste

estudo que avaliou a necrose ao 21° dia, por uma avaliag&o foi microscopica.
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Figura 3. Representacao grafica das médias de escore de necrose antes e apés a
EQT em cées com carcinoma de células escamosas. Nao foi observada diferenca
significativa entre os momentos avaliados (D0O: 1,39+1,29; D21 1,72+1,07); p=0,4285,
teste de Wilcoxon. Jaboticabal — SP, 2017.

A coloracao do Tricrdmico de Masson revelou presenca de tecido conectivo
peritumoral, sendo discreto em 2/18 (11,1%), moderado em 6/18 (33,3%) e
acentuado em 10/18 (55,5%) das amostras avaliadas de CCE antes da EQT. Apés
o0 procedimento, observou-se distribuicdo semelhante nas amostras, ndo sendo
observada diferenga na marcacao de tecido conectivo peritumoral (p>0,05) (Quadro
2) (Figura 4) (Figura 5).

Quadro 2. Numero de amostras de acordo com a intensidade de marcacao pelo
Tricrémico de Masson antes e apés a EQT em CCE em cées.

Momento DO Momento D21
Discreto 2 2
Moderado 6 6

Acentuada 10 9
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Figura 4. Representacao gréafica da distribuicdo das intensidades de marcacéao da
pelo Tricromico de Masson em cdes com carcinoma de células escamosas antes e
apos a EQT. Nao houve diferenca entre os momentos avaliados; p > 0,05; teste de
Wilcoxon.

~

aes,

marcacao discreta (A), moderada (B) e acentuada (C) (setas) caracterizado pela
coloracdo esverdeada (fibras colagenas) entre o tecido tumoral (Coloracdo de
Tricrdbmico de Masson, aumento de 10x).

Os resultados observados no presente estudo para os diferentes graus de
marcacao do TM sédo semelhantes aos de Chandrashekaraiah et al. (2011) para caes
com CCE cutaneo que também observaram 11,7% de marcacéo discreta, 47% de
marcacdo moderada e 41% marcacao acentuada. Por outro lado, Wu et al. (2014),
observaram em pacientes humanos com carcinoma prostatico com escore de
Gleason 6-7, maior marcacdo peritumoral das células estromais (82,8%) quando

comparado ao escore de Gleason 8-9, com apenas 15% de marcacao.
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Além disso, os carcinomas prostaticos indiferenciados apresentaram pouco ou
nenhuma marcacao do componente estromal, sugerindo pior progndstico. Embora
o0 estudo citado tenha associado o componente estromal com grau histolégico
(escore de gleason), indiferenciacéo celular e progndstico, ressaltamos que nossa
pesquisa nao consistiu um estudo de sobrevida e a indiferenciacdo celular nao foi
considerada, ja que apenas trés cdes apresentaram carcinomas indiferenciados.
Todas as lesbes apresentaram componente estromal, mesmo os indiferenciados,
nao havendo alteracdes significativas apos o tratamento.

A maioria das neoplasias liberam fatores angiogénicos como o VEGF,
induzindo o crescimento de novos vasos sanguineos (HANAHAN; FOLKMAN,
1996), que esta relacionado com progresséao tumoral e metastase (KUKREJA et al.,
2013). Em nosso estudo, a expressao de VEGF foi detectada em 100% das lesdes
de CCE cutaneo, em ambos os momentos, com marcacgao citoplasmatica nas
células neoplasicas e células endoteliais com padrdo granular. De maneira
semelhante, estudos prévios também observaram positividade variando de 89% a
100% de casos de CCE em caes (MAIOLINO; VICO; RESTUCCI, 2000; AL-DISSI
et al., 2007). Ao serem avaliadas as amostras em DO, nenhuma foi classificada em
escore 1 (5-25%), cinco lesdes apresentaram escore 2 (26-50%), seis, escore 3 (51-
75%) e seis, escore 4 (>75%). Em D21, uma amostra foi classificada escore 1 (5%-
25%), seis lesbes apresentaram escore 2 (26%-50%), uma amostra foi classificada
escore 3 (51%-75%) e sete lesdes, escore 4 (>75%). Nao houve diferenca
significativa entre DO e D21 (p=0,4209) (Quadro 3 e Figura 6).

Quadro 3. Numero de lesbes correspondendo ao escore de VEGF antes (D0) e apos
(D21) a EQT em CCE cutaneo de cées.

Escore de VEGF Momento DO Momento D21
0 N=0 N=0
1 N=0 N=1
2 N=5 N=6
3 N=6 N=1
4 N=6 N=7
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Sabe-se que a eletroporacdo provoca uma alteracdo reversivel do
citoesqueleto das células endoteliais levando ao edema e comprometimento da
barreira endotelial aumentando a resisténcia vascular. Este aumento permite maior
permeabilidade da parede dos vasos a macromoléculas, além de retardar o
crescimento tumoral (JARM et al., 2010). Devido ao intimo contato das células
endoteliais com o compartimento sanguineo, elas tendem a sofrer maior
eletropermeabilizacdo do que os tecidos adjacentes, consequentemente, tornando-
se expostas a um maior consumo de farmacos antineoplasicos apés sua

administragao intravenosa.

Desta forma, ocorre apoptose endotelial induzida pela EQT, provocando
obstrucdo do fluxo sanguineo, e consequentemente, morte isquémica de todas as
células fornecidas pelo vaso sanguineo (SERSA et al. 2008; JARM et al., 2010).

Com relacao ao CD31, foi observada média de marcacéao variando entre 0,8-
14,8% nas amostras em DO e média de marcacéao entre 1,8-12,8% apds a EQT em
D21, sem diferenca significativa entre os momentos avaliados (p=0,561) (Figura 6B).
A alta expressao dessa proteina tem sido correlacionada com a agressividade
tumoral, invaséo linfovascular e metastase em pacientes humanos com carcinoma
de célon uterino (FILHO, 2004).

VEGF CD31

p=0.4208
I l 15+ p=2 5874

+ 7 .
E

Escore
Mabdia de marcacio

D21
oo D21

JE'L Momento B Momento

Figura 6. Representacao grafica das médias de (A) VEGF e (B) CD31, em DO e D21
de cdes com carcinoma de células escamosas. Nao houve diferenca entre os
momentos avaliados pelo teste de Wilcoxon.
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No entanto, apesar da EQT induzir alteracdo instantdnea do fluxo sanguineo
e morte das células endoteliais, ndo houve alteracdo da expressdo dos marcadores
de angiogénese em D21. Acreditamos que o momento de avaliagcao pds EQT possa
ter sido tardio, j& que a alterag@o microvascular pode permanecer por até cinco dias
apos a EQT (SERSA et al. 2008; JARM et al., 2010), sendo possivelmente
restabelecida ao 21° dia.

Além disso, outros marcadores podem auxiliar na compreensdo da
angiogénese, como o fator indutor de hipéxia-1 (HIF-1), que pode influenciar a hipdxia
transitoria induzida pela EQT, bem como o microambiente tumoral apos o estresse
hipoxico, induzindo a expresséao de fatores angiogénicos como VEGF (BLANCHER
et al., 2000; RICE; HUANG, 2011; SANTOS et al., 2012).

De acordo com Spugnini et al. (2007), ao final do tratamento (14 dias) com EQT
em melanoma oral, sarcoma de tecidos moles em cées e gatos, mastocitoma e CCE,
pode-se observar a presenca de tecido cicatricial e necrose mostrando a ocorréncia
do rearranjo tecidual e remissao tumoral.

Apesar de observarmos a remissao tumoral pela reducao do volume tumoral
e presenca de necrose apds a EQT, ndo houve alteracdo quanto a presenca de
fibroplasia no tecido tumoral avaliado pelo TM. Uma das limitacdes desse resultado
pode ter sido pelo tamanho da amostra obtida pela biépsia (6mm) para a reavaliacéo
apos o procedimento.
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6. CONCLUSAO

Em CEC de caes, a EQT néo foi capaz de alterar o indice mitético, a necrose
microscopica e as estruturas de colageno, além dos fatores angiogénicos VEGF e
CD31, apos 21 dias do tratamento. Apesar disso, no mesmo momento de avaliacao,
reducgéo significativa do volume tumoral pode ser observada. Sugerem-se estudos
adicionais que incluam momentos de avaliacdo adicionais antecedendo o 21° dia,
assim como a investigacdo de outros marcadores angiogénicos e de reparacao

tecidual em CCE cutaneos de cées submetidos a EQT.
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APENDICE 1

COLORACAO DO TRICROMICO DE MASSON
FIXACAO: Em formalina neutra a 10%, estabilizada. Fixador de
Bouin. CORTES: Em parafina, 6 micrometros
SOLUCOES
SOLUCAO FIXADORA DE BOUIN (C.3)

SOLUCAO DIARIA DE HEMATOXILINA DE FERRO DE WEIGERT (C.3)

SOLUCAO DE FUCSINA ACIDA E ESCARLATA DE BIEBRICH

Escarlata de Biebrich, aQUOSa, 190 .........uuuuuriiiiiiiiiiieeeeieiiirs e 90.0ml
Fucsina acida, aguoSa, 190 .....cccoeeeieiiieeeeeeieeeeeeeee et 10.0ml
ACIHO BCELICO ..ottt ettt e e et e e et et e et e e e e e eee e, 1ml

SOLUCAO DE ACIDO FOSFOMOLIBDICO-FOSFOTUNGSTICO

ACIdO fOSTOMOIDAICO......cce e 5mi
ACIAO FOSTOIUNGSHICO ...ttt ettt 5ml
Yo U T= o 11 11 e - O 200m|

SOLUCAO AZUL DE ANILINA

AZUL e @NIlINAL......oeie e e e aaan 2.5¢9
oS To (oI Ter=Y 1ol o TR 2.0ml
o U= o (=111 o - WU 100m

SOLUCAO VERDE CLARO
V2] (0 [0l - T o PP PPPPUPPPPPPP 5.0g
AQUA AESHIATA ...ttt ettt 250.0ml

ACIHO ACELICO ..o et e et et 2.0ml
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PROCEDIMENTO

1. Desparafinizar e hidratar até chegar na agua destilada

2. Se os cortes foram fixados em formalina, tratar com a solucao de Bouin por
uma hora em estufa a 56°C, ou durante a noite em temperatura ambiente.
Omitir este passo, se os cortes foram fixados inicialmente em solucédo de
Bouin. Deixar esfriar durante 10 minutos.

3. Lavar com &gua corrente até que os cortes se clareiem. Enxaguar com agua
destilada até a lavagem dos cortes. Enxaguar com agua destilada.

4. Corar com solucao de hematoxilina de ferro de Weigert durante 10 minutos

5. Lavar com agua corrente durante 10 minutos. Enxaguar com aguadestilada.
Corar com solucdo de fucsina acida-escarlata de Biebrich, durante 15
minutos. Enxaguar com agua destilada.

7. Diferenciar com a solucéo de acido fosfotungstico-fosfomolibdico durante 10
a 15 minutos. Observar e ver que o colageno néo se torne vermelho.

8. Contra-coloracado com solucao de azul de anilina durante 5 a 10 minutos, com
a solucao verde claro durante 1 minuto. Enxaguar com aguadestilada.

9 a. Se a solucéo de azul de anilina for usada, diferenciar com acido acético a

1%, de 3 a 5 minutos.

9b. Se a solucdo verde claro for usada, diferenciar com a solugédo de &cido

fosfotungstico a 5%, durante 15 minutos.

10. Desidratar e lavar através de alcool etilico a 95%, alcool etilico absoluto e xilol,

2 trocas cada um de 2 minutos cada.

11. Montagem da lamina.

RESULTADOS
NUCIBOS ...ttt e e e e e et e et te e e e e e e e e e e e s e e s anans preto
Musculo, citoplasma, QUETALING ............ceeeuuviiiiriiiiiieie e e e eeeeeenee s vermelho

(©0] F=To =T o To TP PPRRRP azul ou verde



