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Resumo

Com o objetivo de caracterizar os parametros morfolégicos, determinar o grau de malignidade e avaliar a
expressdo da p53, e-caderina e metaloproteinases -2 e -9 em carcinomas de células escamosas (CCEs) de
cdes, foi realizado um estudo retrospectivo dos casos de CCEs de caes de 1996 a 2009 do Laboratério de
Patologia Animal na Pontificia Universidade Catélica do Parana. Foram selecionadas 13 amostras de CCEs de
cdes, dentro de um total de 63 amostras de CCE de animais domésticos. Os parametros morfoldgicos anali-
sados foram: pleomorfismo nuclear e celular, nimero de mitoses, presenca de pérolas de queratina, pontes
intercelulares, corddes ou fileiras, populagdo densa de células neoplasicas, estroma, metaplasia, estagio de
invasdo e tipo de infiltrado inflamatério. Dos 13 tumores, 38,5% foram classificados como bem diferencia-
dos, 38,5% como moderadamente diferenciados e 11% como pouco diferenciados. O principal parametro
utilizado para caracterizar os CCEs foi o pleomorfismo celular e nuclear, que se manteve consistente com a
classificacdo da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), divergindo somente em 7,7% das amostras. Outros
parametros, como nimero de mitoses, pérolas de queratina e pontes intercelulares, apresentaram divergén-
cias em 23-46% das amostras analisadas. Em relagdo as MMP-2 e -9, quatro amostras apresentaram imuno-
expressdo para ambas as metaloproteinases, e em trés amostras foi observada a auséncia da expressao. As
divergéncias encontradas podem indicar a necessidade de analises mais precisas desses parametros mor-
folégicos para a classificagdo de CCE em cdes. Dentre as sete amostras analisadas pela imuno-histoquimica,
em nenhuma foi observada a expressao das proteinas p53 e e-caderina. As MMP-2 e -9 parecem apresentar
um papel importante no comportamento agressivo no carcinoma de células escamosas e o emprego desses
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Abstract

marcadores na rotina da histopatologia veterinaria poderia servir como indicador de progndstico para o
carcinoma de células escamosas em caes.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas. Histologia. Imuno-histoquimica. MMP-2. MMP-9.

The present study intended to characterize cell morphological parameters, the degree of carcinoma malig-
nancy, the expression of p53, E-cadherin and matrix metalloproteinases -2 and -9 in squamous cell carcinoma
(SCC) cases from dogs. The material was collected from the archives — samples from 1996 to 2009 - of the
Laboratory of Animal Pathology at the Catholic University of Parana. From a total of 63 SCC samples col-
lected from domestic animals, 13 were used. The morphological parameters analyzed were: nuclear and cel-
lular pleomorphism; number of mitoses; presence of keratin pearls, intercellular bridges, strings or rows, dense
population of neoplastic cells, stroma, metaplasia; stage of invasion; and type of inflammatory infiltrate. Out of
the 13 tumors analyzed, 38.5% were classified as well differentiated, 38.5% as moderately differentiated and
11% as poorly differentiated. The main parameter used to characterize the SCCs was the cellular and nuclear
pleomorphism, which remained consistent with the classification of the World Health Organization (WHO),
differing in only 7.7% of the samples. Other parameters such as the number of mitoses, keratin pearls and
intercellular bridges were alterations found in 23-46% of the samples. Out of the seven samples analyzed by
immunohistochemistry, no expression of p53 and E-cadherin was observed. In addition, four samples showed
immunoreactivity for MMP-2 and -9 and three samples showed lack of MMP expression. The divergences may
indicate the need for more accurate analysis of morphological parameters for the classification of SCC in dogs.
MMP-2 and -9 appear to play an important role in aggressive behavior of SCCs and the use of these markers in
routine veterinary histopathology could serve as a prognostic indicator for squamous cell carcinoma in dogs.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Histology. Immunohistochemistry. MMP-2. MMP-9.

Introducao

O carcinoma de células escamosas (CCE) é um
neoplasma maligno da epiderme, relativamente co-
mum em humanos e animais, podendo ter ampla
variedade de formas clinicas, sendo sua origem os
queratindcitos (PARADIS et al.,, 1989).

A etiologia do CCE ndo é clara nem pode ser
definida em todos os casos (SCOTT et al., 2001).
Sabe-se que as neoplasias cutaneas desenvolvem-se
secundariamente as alteracdes moleculares que
causam danos ao DNA, como a radiagdo ultraviole-
ta (UV), apontada como principal causa do apare-
cimento de CCE (HARGIS; GINN, 2007). Esse tipo
de neoplasma ocorre com mais frequéncia nas
areas com maior exposicao solar e pode ser prece-
dido por uma queratose actinica. Observa-se ele-
vada incidéncia em animais com pouco pelo, pele
despigmentada ou levemente pigmentada (SCOTT
etal., 2001).

A classificacdo histolégica dos CCEs é realiza-
da utilizando-se um sistema de gradac¢do de acordo
com critérios de malignidade presentes nas células
neoplasicas. Essa classificacdo foi desenvolvida por
Weiss e Frese (1974) e publicada pela Organizacao
Mundial da Saide (OMS). Uma segunda classifica-
cdo foi, entdo, proposta pela OMS (1998), e é utili-
zada até os dias atuais, descrevendo-se o carcinoma
de células escamosas multicéntrico in situ, o carci-
noma de células escamosas do leito ungueal e o car-
cinoma de células escamosas.

A imuno-histoquimica (IHQ) pode ser utilizada
como auxilio na classificacdo de diversos tumores em
medicina veterinaria (POWERS, 2007). O uso da [HQ
em patologia veterindria apresenta algumas limita-
¢des em funcdo da falta de anticorpos espécie-especi-
ficos (RUIZ et al,, 2005). Os anticorpos utilizados para
odiagnéstico de CCE nos animais domésticos sdo: p53,
Ki-67, e-caderina, ciclina A e ciclina D; (CARVALHO et
al. 2005; JOAO, 2008; MURAKAMI et al., 2000).
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Alteragdes no gene TP53 tém sido reportadas
em tumores mamadrios (MAYR et al, 1998), os-
teossarcomas (MENDOZA et al, 1998), linfomas
(VELDHOEN et al,, 1998) e tumores de pele (MAYR
et al,, 1999). Teifke e Lohr (1996) analisaram imu-
no-histoquimicamente a expressao da proteina p53
mutante e encontraram 28% de imunopositividade
em CCEs de cdes. Esses resultados fornecem respal-
do para a visdo de que, assim como no homem, a
superexpressao da proteina p53 tem um importan-
te papel no desenvolvimento de muitos carcinomas
espinocelulares na espécie canina, o que provavel-
mente decorre da radiacdo ultravioleta.

Em medicina veterinaria, alteracées envolvendo
a e-caderina foram reportadas em neoplasias mama-
rias de cadelas (ZUCCARI et al,, 2008), tumores tes-
ticulares caninos (OWSTON; RAMOS-VARA, 2007),
carcinoma de células escamosas e tumores de célu-
las basais em cies (JOAO, 2008). A expressio reduzi-
da da e-caderina pode afetar a adesao celular, permi-
tindo ou aumentando o risco da progressao tumoral;
dessa forma, é facilitada a diferenciacdo tumoral, o
aumento da invasdo e o desenvolvimento de metas-
tase (BIRCHMEIER; BEHRENS, 1994; JIANG, 1996).

As metaloproteinases (MMPs) fazem parte de uma
familia de endopeptidases que degradam a matriz
extracelular (MEC). A degradagdo da MEC se consti-
tui em um evento essencial em muitos processos fi-
sioldgicos, como durante o crescimento e o reparo
dos tecidos. Por outro lado, sua excessiva degradacao
pode acarretar o desenvolvimento de varias condi-
¢cOes patoldgicas, como as neoplasias (CHAMBERS;
MATRISIAN, 1997; WESTERMARCK; KAHARI, 1999).
As MMP-2 e -9 constituem o grupo das gelatinases,
que recebe esta denominagao por degradar o colage-
no desnaturado (gelatina) e o colageno tipo IV, que
€ o principal constituinte da membrana basal, a pri-
meira barreira a fim de evitar a progressao de célu-
las epiteliais neoplasicas. Embora a evidéncia para o
papel das MMPs em tumores de animais domésticos
seja escassa, estudos envolvendo as MMPs -2 e -9 ja
foram descritos por Lana et al. (2000) em osteossar-
coma canino, Leibman et al. (2000) em mastocitoma
cutdneo canino, Papparella et al. (2002) em carcino-
mas mamarios caninos e Mandara et al. (2009) em
meningioma canino e felino.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os pa-
rametros morfolégicos encontrados nos CCEs de
cies, a fim de determinar o grau de malignidade e

metaloproteinases 2 e 9 em carcinoma de células escamosas de caes

avaliar a expressao das proteinas p53, e-caderina e
MMP-2 e -9.

Materiais e métodos

Foram utilizadas amostras de tumores obtidas
no Laboratério de Patologia Animal da Pontificia
Universidade Catolica do Parana, abrangendo o pe-
riodo de 1996 a 2009. As amostras selecionadas
foram catalogadas de acordo com a idade, o sexo,
a raca e a localizagdo da neoplasia, para posterior
analise descritiva. Foram incluidas neste estudo so-
mente as amostras de cides que possuiam lamina e
bloco correspondente.

Processamento e avaliacao histoldgica

Os tumores estudados foram emblocados em
parafina e reprocessados de acordo com o proce-
dimento de rotina para histopatologia. Os parame-
tros histopatoldgicos avaliados foram: presenca de
cordodes ou fileiras, presenca de populacdo densa de
células neoplasicas, presenca de pontes intercelu-
lares, presenca de “pérolas de queratina”, pleomor-
fismo, nimero de mitoses, tipo de infiltrado infla-
matorio, estagio de invasdo, presenca de estroma e
presenca de metaplasia.

A fim de quantificar o pleomorfismo nuclear e ce-
lular, o critério foi o0 mesmo utilizado por Bryne et al.
(1989): pouco pleomorfismo nuclear representa
mais de 75% de células maduras; moderado pleo-
morfismo nuclear representa de 50% a 75% de célu-
las maduras; e alto pleomorfismo celular representa
de 25% a 50% de células maduras. Para o nimero de
pérolas de queratina e nimero de mitoses, o critério
utilizado foi 0o mesmo de Anneroth e Hansen (1984):
pouco, variando de zero a dois; moderado, variando
de trés a quatro; e numerosas, cinco ou mais.

O carcinoma de células escamosas foi dividi-
do trés categorias histologicas, segundo Weiss e
Frese (1974), em publicagdo da OMS: tumores
bem diferenciados, tumores moderadamente dife-
renciados e tumores pouco diferenciados. Quando
o pleomorfismo nuclear foi reduzido, o tumor foi
classificado como bem diferenciado; quando o ple-
omorfismo era moderado, o tumor foi classificado
como moderadamente diferenciado; e, quando o
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pleomorfismo foi alto, o tumor foi classificado como
pouco diferenciado.

Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada no labora-
torio de Patologia Experimental da Pontificia Uni-
versidade Catélica do Parana.

Processamento das amostras
para imuno-histoquimica

A imunoexpressiao das proteinas p53, e-caderi-
na e MMP-2 e -9 foram obtidas por meio do método
imunoenzimatico da estreptoavidina-biotina-peroxi-
dase. A dilui¢io dos anticorpos foi estabelecida pre-
viamente pela titulacdo do anticorpo primadrio, che-
gando as dilui¢des p53->1:200, e-caderina—>1:100
e MMP-9->1:50. A MMP-2 é apresentada na sua for-
ma pré-diluida. Para a incubacdo do anticorpo secun-
dario e complexo tercidrio (estreptoavidina-biotina
com peroxidase), utilizou-se o Advanced® (DAKO®).
Para revelar a reagdo antigeno-anticorpo, as laminas
foram incubadas em cromégeno 3,3 - diaminobenzi-
dina (diaminobenzidina DAB®, DAKO®) em 1 ml de
solugdo tampao, pH 7,4. Apés a incubacdo, as laminas
foram submersas em solu¢do tampdo novamente, se-
guidas por lavagem em agua corrente e agua destila-
da. Os cortes foram contracorados com hematoxilina
de Harris e montados em lamina para andlise em mi-
croscépio de luz.

Anticorpos

Os anticorpos utilizados foram o p53 (anticamun-
dongo, monoclonal, DAKO®), e-caderina (anticamun-
dongo, monoclonal, NOVOCASTRA®) e MMP-2 (anti-
coelho, monoclonal, SPRING-BIOSCIENCE®) e MMP-9
(anticamundongo, monoclonal, SPRING-BIOSCIENCE®).

Analise quantitativa da expressao da
p53,e-caderina e MMP-2 e -9

A andlise das células imunopositivas para os an-
ticorpos contra p53, e-caderina e MMP-2 e-9 foi

realizada com duas repeticoes em campos defini-
dos e escolhidos aleatoriamente, sendo considera-
das positivas somente marcagcdes em nucleos e ci-
toplasma, de coloracdo castanha, independente da
intensidade da coloracgdo, com suficiéncia para dife-
renciacao entre positivo e negativo.

Em relacdo a p53, a quantificacdo imuno-his-
toquimica é obtida com a razdo paramétrica abso-
luta entre os ntcleos de células positivas e o nu-
mero total de células tumorais, sendo aplicado o
seguinte esquema: (0) < 1% de células marcadas;
(1) 1-10% de células marcadas; (2) 11-50% de cé-
lulas marcadas; e (3) > 50% das células marcadas
(IGGO et al,, 1990).

Quanto a avaliacdo da e-caderina, as laminas fo-
ram avaliadas de acordo com a presenca ou a au-
séncia de expressdo. Analisando o padrio e a inten-
sidade de marcacdo da expressdo da e-caderina, as
amostras sdo classificadas em quatro escores: (1)
ausente; (2) heterogéneo focal; (3) homogéneo re-
duzido e (4) homogéneo forte. A porcentagem de
células tumorais positivas para a e-caderina com
expressdo em membrana sdo classificadas também
em quatro escores: (1) < 25%; (2) 26-50%; (3) 51-
75%; (4) > 76% (LYAKHOVITSKY et al., 2004).

Para as MMP-2 e -9, a leitura das 1Aminas foi reali-
zada sob microscopia dptica, com aumento de 200 e
400 vezes. Observou-se a presenca ou ndo de MMP-2
e -9 nas amostras de carcinomas de células escamo-
sas por meio da intensidade e da coloragdo. O resul-
tado foi expresso em: (0), (+), (++) e (+++), de acor-
do com a quantidade de MMP-2 e -9 e a coloragao
encontradas (ausente, bege, castanho e castanho-es-
curo, respectivamente) (MORALES et al., 2007).

Resultados

Dentre o total de 3.686 amostras de tumores
obtidas ao longo do periodo de 1996 e 2009, 63
(1,7%) eram de carcinoma de células escamosas
de animais domésticos. Das 63 amostras de CCE, 27
(43%) eram de cdes e somente 13 foram seleciona-
das de acordo com os critérios de inclusdo mencio-
nados anteriormente.

As ragas de cdes mais afetadas foram: boxer
(23,08%), fox terrier, rotweiller, husky siberiano e
fila brasileiro (7,69% cada). Os caes sem raca defini-
da totalizaram 46,15% das amostras. A faixa etaria
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acometida variou de 2 a 13 anos, sendo a média de
idade de 6,4 anos.

As fémeas foram mais acometidas com CCEs
(62%) do que os machos (38%), e o local de maior
incidéncia do CCE em caes foi a regido do abddmen
(46,15%), incluindo a pele daregido em volta da glan-
dula mamaria, seguido pela bolsa escrotal e membro
pélvico (15,38% cada), palpebra, pele da regido cer-
vical e leito ungueal do 32 digito (7,69% cada).

De acordo com a classificagio histologica dos 13
caes com CCE, 5 (38,5%) foram classificados como
bem diferenciados, 5 (38,5%) como moderadamente
diferenciados e 3 (23%) como pouco diferenciados.

Os parametros mais importantes na classificagao
foram: o pleomorfismo nuclear, as pérolas de que-
ratina, as pontes intercelulares e o numero de mi-
toses (Quadro 1). Em 92,3% das amostras, o para-
metro morfolégico pleomorfismo nuclear e celular
apresentou-se em conformidade com a classificacao
estabelecida pela OMS. Somente uma das amostras
(7,7%), na qual o pleomorfismo nuclear foi conside-
rado reduzido, foi classificada como carcinoma pou-
co diferenciado. De acordo com o parametro nime-
ro de mitoses, 54% das amostras concordaram com

metaloproteinases 2 e 9 em carcinoma de células escamosas de caes

o descrito pela OMS e 46% dos resultados encontra-
dos divergiram entre os grupos classificados. Das
seis amostras que divergiram, somente uma apre-
sentou diferenca importante, pois havia menos de
duas mitoses por campo, quando, na verdade, de-
veriam apresentar mais de cinco. Em relagio ao pa-
rametro morfolégico presenca de pérolas de que-
ratina, 23% das amostras analisadas apresentaram
divergéncias quando classificadas de acordo com a
OMS; nos tumores bem diferenciados, nos quais de-
veria haver numerosas pérolas de queratina, duas
amostras variaram de pouca a moderada presen-
¢a e, nos tumores pouco diferenciados, uma amos-
tra apresentou numerosas pérolas de queratina. J4
a presenca de pontes intercelulares esta relacionada
a presenca de pérolas de queratina, ou seja, quan-
do estas se encontram em maior nimero, a presen¢a
de pontes intercelulares é mais evidente; e quando o
numero de pérolas é reduzido ou ausente, as pontes
intercelulares nao sao evidentes, tornando-se apa-
rentes ou, em alguns casos, encontram-se ausentes.

Os cinco tumores bem diferenciados foram assim
classificados principalmente por apresentarem: (1)
pleomorfismo celular e nuclear reduzido, (2) nimero

Quadro 1 - Parametros utilizados para a classificacao dos carcinomas de células escamosas (CCEs) de caes em 13
amostras selecionadas do Laboratdrio de Patologia Animal da PUCPR no periodo de 1996-2009

Pleomorfismo Numero de Pérolas de Pontes

Amostras nuclear* mitoses! queratina? intercelulares? Classificacao
461 Pouco Pouco Pouco Pouco evidente Bem diferenciado
2028 Pouco Moderado Numerosas Evidente Bem diferenciado
675 Pouco Pouco Numerosas Evidente Bem diferenciado
3113 Pouco Pouco Numerosas Evidente Bem diferenciado
576 Pouco Pouco Moderado Pouco evidente Bem diferenciado
3620 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. diferenciado
1939 Moderado Moderado Moderado Pouco evidente Mod. diferenciado
3465 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. diferenciado
444 Moderado Moderado Moderado Evidente Mod. diferenciado
928 Moderado Pouco Moderado Evidente Mod. diferenciado
107 Pouco Pouco Ausente Nao evidente Pouco diferenciado
861 Alto Numerosas Numerosas Evidente Pouco diferenciado
318 Alto Moderado Pouco Pouco evidente Pouco diferenciado

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: ! Objetiva de 40x,2 Objetiva de 10x. Pouco (0-2), Moderado (3-5) e Numerosas (> 5).
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de mitoses reduzido e (3) presenca de pérolas de que-
ratina (Figura 1) com pontes intercelulares evidentes.

Dentre as amostras classificadas como bem di-
ferenciadas, a principal divergéncia foi quanto ao
numero de pérolas de queratina, que deveriam ser
numerosas, mas que em dois casos estavam como
poucas ou moderadas. Em relacdo ao estagio de in-
vasdo neoplasica, em quatro amostras o tumor in-
vadiu a derme profunda e em uma amostra a inva-
sdo foi em derme reticular. Nenhuma das neoplasias
apresentou metaplasia.

Os cinco tumores moderadamente diferenciados
foram classificados desse modo por apresentarem:
(1) pleomorfismo celular e nuclear moderado, (2)
numeros de mitose variando de pouco a moderado,
(3) presenca moderada de pérolas de queratina e
(4) pontes intercelulares aparentes. Uma das amos-
tras apresentou estdgio de invasdo no nivel da der-
me reticular e outra apresentou estagio de invasao
tdo profundo que chegou a invadir a camada 6ssea.
Nenhuma das amostras evidenciou a presenca de
metaplasia. Esse grupo foi o tnico que nao apresen-
tou divergéncias dentro dos parametros principais.

Dos trés tumores considerados pouco diferencia-
dos, duas amostras foram classificadas por apresen-
tarem: (1) pleomorfismo celular e nuclear pronun-
ciado e (2) nimero de mitoses variando de moderado
a alto, com presenca de mitoses atipicas. Além dis-
so, pontes intercelulares evidentes e presenca de pé-
rolas de queratina variando de pouco a numerosas
também foram observadas. O outro tumor classifi-
cado como pouco diferenciado foi classificado dessa
maneira por ndo apresentar pérolas de queratina e
pontes intercelulares, apesar de divergir quanto ao
pleomorfismo nuclear e celular e nimero de mitoses.

Em relacdo aos demais parametros morfoldgicos
analisados, estes foram considerados secundarios
e somente serviram de auxilio para a interpretacgio
da classificagdao (Quadro 2).

Comrelacdo aimuno-histoquimica, somente sete
amostras foram analisadas em razao da quantidade
de material existente nos blocos de parafina. Dentre
as sete amostras, nenhuma apresentou expressdo
positiva para os anticorpos anti-p53 e anti-e-cade-
rina; porém, para o marcador anti-e-caderina, algu-
mas amostras apresentaram marcag¢do fraca na pele
normal, mas nenhuma na epiderme neoplasica.

Ja as metaloproteinases imunomarcadas foram
evidenciadas, ao microscopio de luz, como uma

pigmentacdo acastanhada. A positividade foi obser-
vada principalmente nas células tumorais, a marca-
¢ao foi predominantemente citoplasmatica e ocasio-
nalmente nuclear. Das sete amostras analisadas, em
quatro (57,1%) foi detectada a expressao da MMP-2
variando de fraco (+) a forte (+++) e em trés (42,9%)
ndo foi detectada a expressdao da MMP-2. Com relagao
a expressdo da MMP-9, das sete amostras analisadas,
quatro (57,1%) foram consideradas positivas (Figura
2), variando de fraco a forte, e trés (42,9%) negativas.

Figura 1 - CCE de pele de cao bem diferenciado. Presenca
de numerosas pérolas de queratina (setas). HE,
Obj.20x

Figura 2 - CCE de pele de cao. Imuno-histoquimica para
MMP-9. Marcagao (+++) ou forte (coloragao
castanha escura) (seta branca e preta). Obj.20x
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metaloproteinases 2 e 9 em carcinoma de células escamosas de caes

Quadro 2 - Parametros morfoldgicos secundarios para a caracterizagao dos carcinomas de células escamosas (CCEs) de
caes em 13 amostras selecionadas do Laboratorio de Patologia Animal da PUCPR no periodo de 1996-2009

Cordoes/  Populacao Estagio de Infiltrado

Amostras Estroma Fileiras densa invasao Metaplasia inflamatdrio Classificagao
461 Sim Nao Nao Derme profunda  Nao Linfoplasmocitario Bem diferenciado
2028 Sim Sim Sim Derme profunda  Nao Misto (Linf.+ Neutrof)  Bem diferenciado
675 Sim Nao Nao Derme profunda  Nao Linfoplasmocitario Bem diferenciado
3113 Sim Sim Sim Derme profunda  Nao Linfoplasmocitario Bem diferenciado
576 Sim Nao Sim Derme reticular ~ Nao Misto (Linf.+ Neutrof)  Bem diferenciado
3620 Sim Nao Sim Derme reticular ~ Nao Linfoplasmocitario Mod. diferenciado
1939 Sim Sim Sim Derme profunda  Nao Linfoplasmocitario Mod. diferenciado
3465 Sim Sim Sim Derme profunda  Nao Linfoplasmocitario Mod. diferenciado
444 Sim Sim Sim Derme profunda  Nao Neutrofilico Mod. diferenciado
928 Sim Nao Sim Derme profunda ~ Nao Linfoplasmocitario Mod. diferenciado
107 Nao Nao Nao Derme reticular ~ Nao Ausente Pouco diferenciado
861 Sim Sim Sim Derme profunda  Nao Neutrofilico Pouco diferenciado
318 Sim Sim Sim Derme profunda  Nao Linfoplasmocitario Pouco diferenciado

Fonte: Dados da pesquisa.

Discussao

Apele e o tecido subcutaneo constituem os locais
mais comuns de neoplasia em cdes (cerca de 30%).
Ha uma grande variedade de tumores de pele des-
crita em cdes (SCOTT et al.,, 2001; GOLDSCHMIDT;
HENDRICK, 2002), o que dificulta para os clinicos
de pequenos animais o conhecimento de todas es-
sas condi¢des. Dentro dessa ampla variedade de tu-
mores, destaca-se o carcinoma de células escamo-
sas, que representa de 3% a 20% das neoplasias
cutdneas e é considerado o segundo tumor de pele
mais comum em cdes (GOLDSCHMIDT; SHOFER,
1992; SCOTT et al,, 2001). A variacdo da ocorréncia
do CCE é um reflexo da localizagdo geografica. Neste
estudo, foi encontrada uma prevaléncia maior do
CCE em caes, representando 43% das amostras ana-
lisadas, quando comparada a outras espécies. Esse
neoplasma destaca-se por ocorrer com mais frequ-
éncia em areas cutaneas com exposicdo prolongada
de radiac¢do ultravioleta, fator que faz do Brasil um
pais favoravel para o aparecimento desse tumor, ja
que predomina no pais o clima tropical.

Conforme relatos de Goldschmidt e Schofer
(1992) e Yager e Scott (1993), o carcinoma de célu-
las escamosas pode ocorrer em animais com menos

de 3 anos, variando de 5 a 15 anos, sendo a média de
idade 10 anos, o que confirma os resultados encon-
trados neste estudo.

Quanto a raca dos animais afetados com CCE, a
maior incidéncia ocorreu em caes sem raca definida
(SRD), seguida pelos cdes da raga boxer, compativel
com o estudo realizado por Barros et al. (2008), se-
gundo o qual cdes de ragas que nao tém pelagem
branca, como os da raga boxer, estdo entre as ra-
cas predisponentes ao CCE. A alta taxa de incidén-
cia dos tumores em caes sem raga definida (SRD)
pode ser explicada pelo fato de os atendimentos
ocorrerem em hospital-escola, como é o caso da
Unidade Hospitalar de Animais de Companhia da
Pontificia Universidade Catdlica do Parand, origem
da maioria dos materiais enviados ao Laboratorio
de Patologia Animal.

Observando-se o sexo dos animais, tanto as fé-
meas quanto os machos foram acometidos, ainda
que com maior porcentagem nas fémeas, confir-
mando que quando se trata de neoplasias cutaneas
como o CCE, ndo ha distin¢do entre o sexo dos ani-
mais afetados, conforme descrito por Goldschmidt e
Hendrick (2002) e Souza et al. (2006).

No que diz respeito a localizagdo dos CCEs,
a maior incidéncia foi na regido abdominal, em
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virtude do fato de que das seis amostras encontra-
das nesta regido, cinco eram de cadelas e duas des-
tas estavam localizadas na glandula mamaria, local
considerado por muitos autores como o mais co-
mumente encontrado para a formagao de tumores
em cadelas (STRATMANN et al., 2008). O segundo
local mais acometido foi a regido da bolsa escrotal,
seguido pelo membro pélvico. De acordo com Scott
et al. (2001), tumores na regido do prepucio e pé-
nis ndo sdo raros, principalmente naqueles animais
que possuem essa regido despigmentada e despro-
vida de pélos, sendo que sua prevaléncia aumen-
ta com o efeito da radiacdo solar. Com relagdo as
duas amostras localizadas no membro pélvico, uma
apresentou lesdo na parte interna da coxa, proxi-
ma a regido inguinal, condizendo com os resultados
encontrados por Scott et al. (2001), Goldschmidt e
Hendrick (2002) e Souza et al. (2006), segundo os
quais os caes de pelagem clara, como o caso do bo-
xer, podem apresentar a neoplasia nas regioes cuta-
neas abdominal e inguinal, dado o habito de expo-
sicdo solar em decubito ventral e hipopigmentacao
da regido abdominal.

Em um dos animais, o CCE foi encontrado no lei-
to ungueal do 32 digito. Wobeser et al. (2007) des-
creveram que o CCE representa mais de 30% das
neoplasias encontradas nesse local, em cdes. De
acordo com Goldschmidt e Schofer (2005), o que
se encontra histologicamente é uma extensa area
de destruicdo do tecido 6sseo, com invasao do teci-
do subungueal por corddes de células epiteliais es-
camosas neoplasicas. Essas células variam em grau
de diferencia¢do, mas na maioria das vezes, formam
grandes pérolas de queratina, confirmando, assim,
os resultados encontrados neste estudo. Na clas-
sificacdo modificada, publicada pela Organizacao
Mundial de Satude (1998), o carcinoma de células
escamosas subungueal é considerado um tipo neo-
plasico separado dos CCEs.

Os outros locais atingidos pelo CCE foram a pele
da regido cervical e a palpebra, regides altamen-
te expostas a radiacdo ultravioleta. De acordo com
Slatter (2005), o CCE pode ter origem palpebral,
embora seja pouco descrito em caes, representando
apenas 2,5% de 202 casos estudados.

Na medicina, existem atualmente cinco for-
mas de classificacdo histolégica para os carcino-
mas de células escamosas. Essas classificacoes sur-
giram na tentativa de explicar o comportamento

bioldgico discrepante de tumores com caracteristi-
cas clinicas semelhantes. Destaca-se o sistema de
gradacdo histopatoldégica desenvolvido por Wahi
(1971), publicado pela OMS e revisado por Barnes
et al. (2005), que se baseia na classificacao da ne-
oplasia por meio de seu grau de malignidade, di-
vidindo-se em trés categorias: bem diferenciados,
moderadamente diferenciados e pouco diferencia-
dos (LOURENCO etal., 2007).

Na medicina veterinaria, o sistema de grada-
¢do que vem sendo utilizado para a classificacdo
do CCE é aquele adotado pela OMS e desenvolvi-
do por Weiss e Frese (1974), que também classifi-
ca o CCE como proposto por Wahi (1971). H3, ain-
da, o sistema de gradacdo de Broders, descrito por
Goldschmidt e Schoffer (1992), segundo o qual o
CCE é dividido em quatros graus histolégicos: grau
I ou bem diferenciado, quando apresenta numero-
sas pérolas de queratina e pontes intercelulares cla-
ramente evidentes com minima atividade mitdtica
e pleomorfismo nuclear; grau II e Il ou moderada-
mente diferenciados, quando apresentam pérolas
de queratina ocasionais, pobres defini¢des de pon-
tes intercelulares e moderada atividade mitotica e
hipercromatismo nuclear; e grau IV ou pouco dife-
renciado, quando mostra pouca diferenciacdo esca-
mosa, mas com acentuada atividade mitotica, pleo-
morfismo nuclear e hipercromatismo.

O parametro morfoldégico mais importante para
a classificacdo do CCE em cdes observado neste es-
tudo foi o pleomorfismo nuclear e celular, que apre-
sentou pouca divergéncia (7,7%) quando compara-
do aos parametros nimero de mitoses, pérolas de
queratina e pontes intercelulares (23-46%). Na li-
teratura, o enfoque principal é sempre a classifica-
¢do histolégica (PARADIS et al., 1989; BARROS et al,,
2008), nao havendo dados sobre analise dos para-
metros morfoldgicos, como o realizado neste estudo.

Encontramos dificuldade em estabelecer a clas-
sificacdo histolégica proposta pela OMS, em razao
de algumas divergéncias encontradas em nosso ma-
terial. Apesar do nimero reduzido de amostras, as
divergéncias podem indicar a necessidade de anali-
ses mais precisas desses parametros morfologicos
para a classificagdo de CCE em cies, ja que erro de
diagnoéstico pode prejudicar a conduta terapéutica
do médico veterinario.

Das amostras analisadas, a de nimero 107, lo-
calizada na palpebra de cdo boxer, foi classificada
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como pouco diferenciada, apesar de apresentar pou-
co pleomorfismo celular e nuclear e nimero reduzi-
do de mitoses acima da camada basal, o que a clas-
sificaria como CCE bem diferenciada. Essa amostra,
assim como a analisada por Montiani-Ferreira et al.
(2008), em um carcinoma de células escamosas de
cérnea, ndo apresentou pérolas de queratina, ape-
sar de apresentar células epiteliais poligonais com
nucleos grandes com citoplasma eosinofilico abun-
dante, caracteristicas do CCE.

Com relagdo a andlise imuno-histoquimica, a au-
séncia de expressdo da proteina p53 pode ter ocor-
rido em virtude do processamento das amostras uti-
lizadas neste estudo, que podem ter sido fixadas por
muito tempo no formaldeido, principal fixador uti-
lizado na rotina histolégica e imuno-histoquimica
(RAMOS-VARA, 2005). De acordo com Hayat (2002),
a fixacdo excessiva pode produzir resultados falso-
-negativos em funcdo de um excesso de reagdes cru-
zadas. Outra hipotese, além do processamento, é o
fato de que o anticorpo utilizado nesse experimen-
to ndo era especifico para cdes. Conforme Ruiz et al.
(2005), a maior dificuldade no uso da imuno-histo-
quimica na patologia veterindria tem sido a falta de
anticorpos especificos para os tecidos animais. Nesse
caso, a utilizacdo de anticorpos nao especificos pode
ter ocasionado um resultado negativo nas amostras
analisadas. No caso da e-caderina, a expressao pode
ser visualizada tanto no epitélio neoplasico como no
epitélio ndo neopldsico, porém com menos intensi-
dade. Neste estudo, ndo foi observada a expressao
da e-caderina no carcinoma das amostras analisa-
das; notou-se apenas uma expressao muito reduzida
da e-caderina em epitélio ndo neoplasico. A ausén-
cia da expressdo de e-caderina poderia ser explicada
pelas mesmas razdes citadas para a p53.

A expressao das MMPs -2 e -9 foram detectadas
tanto na epiderme nao neoplasica como na epider-
me neoplasica. Na epiderme nao neoplasica, a ex-
pressdo das MMPs foi identificada nos queratinéci-
tos das camadas basais, nas glandulas sebaceas e no
tecido conjuntivo. Esses achados tém sido descritos
por outros autores em epiderme nio associada a ne-
oplasia, fato que tem sido interpretado como expres-
sdo antigénica constitutiva (RIBEIRO et al., 2008).

As metaloproteinases -2 e -9 sdo capazes de
clivar o colageno tipo IV por enfraquecer a mem-
brana basal epitelial e endotelial, da qual o cola-
geno tipo IV representa o principal componente

metaloproteinases 2 e 9 em carcinoma de células escamosas de caes

estrutural. Dessa forma, as gelatinases desempe-
nham importante fun¢do nos processos de inva-
sdo tumoral e metastase (HONG et al., 2000). Um
achado interessante neste estudo e relatado tam-
bém por Paparella et al. (2002) foi a imunomarca-
¢do das MMP-2 e -9 nas células fibroblasticas loca-
lizadas perto da infiltracdo de células neoplasicas.
Zucker e Biswas (1992) demonstraram que as cé-
lulas cancerigenas induzem os fibroblastos a pro-
duzirem as metaloproteinases, por meio de fatores
estimuladores de colagenase do tumor. De acordo
com esses autores, as MMPs sdo sintetizadas e se-
cretadas pelas células mesenquimais, e absorvidas
pelas células neoplasicas.

A reagdo positiva de quatro amostras para as
metaloproteinases -2 e -9 (ndo encontrada nas ou-
tras proteinas) pode ser justificada em funcdo da
homologia existente entre as espécies (COUGHLAN
et al,, 1998; SANG; DOUGLAS, 1996). Por exemplo:
a MMP-2 possui 96-98% de homologia entre ratos,
camundongos, coelhos, seres humanos e bovinos; e
a MMP-9 possui de 75-85% de homologia entre as
mesmas espécies citadas (LANA et al., 2000).

Um importante fator progndstico para o com-
portamento das neoplasias é o grau histolégico ou
o grau de malignidade. O atual potencial metasta-
tico do CCE é desconhecido, mas acredita-se que o
carcinoma pouco diferenciado possua prognosti-
co mais desfavoravel que as demais classificagdes.
Assim sendo, ao se tentar relacionar o grau de ma-
lignidade com a expressdo das metaloproteinases,
observou-se neste estudo que, das quatro amos-
tras consideradas positivas para ambas as MMPs,
todas foram classificadas como bem diferencia-
das e as trés amostras negativas para ambas as
MMPs foram classificadas como moderadamente
diferenciadas. Encontrou-se relacdo entre as clas-
sificacdes e a expressdo, o que poderia sinalizar
que CCEs bem diferenciados apresentam poder
de invasdo maior que os moderadamente diferen-
ciados. Se ndo retirados no inicio do desenvolvi-
mento tumoral, poderiam tornar-se CCE pouco
diferenciado, acarretando prognéstico mais des-
favoravel ao paciente.

Vale ressaltar, porém, que este estudo ndo per-
mite concluir a existéncia de correlagao significati-
va entre a expressdo das MMPs e o grau de malig-
nidade do CCE, em virtude do reduzido niimero de
amostras.
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Conclusoes

0 parametro morfolégico considerado mais im-
portante neste estudo foi o pleomorfismo nucle-
ar e celular, divergindo com relagdo a classificagdo
padrdo somente em uma das 13 amostras analisa-
das. O numero de mitoses, a presenga de pérolas de
queratina e as pontes intercelulares apresentaram
divergéncias em nimero maior de amostras que o
pleomorfismo nuclear e celular.

0 uso de anticorpos nio especificos para caes
e a falta de dados sobre o tempo de fixacdo das
amostras poderiam explicar a auséncia de expres-
sdo da p53 e e-caderina em carcinoma de células
escamosas de caninos encontradas neste estudo.
Quanto as metaloproteinases -2 e -9, os achados
imuno-histoquimicos neste estudo sugerem que as
MMPs sintetizadas pelas células neoplasicas tém
um papel importante no comportamento agressivo
do carcinoma de células escamosas de cdes e que
o emprego desses marcadores na rotina da histo-
patologia veterindria poderia ser um indicador de
prognéstico para o carcinoma de células escamo-
sas em caes.
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