UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

PROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO DA
CICLOXIGENASE-2 COMO PARAMETROS
PROGNOSTICOS NA CERATOSE ACTINICA E NO
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS CUTANEO EM
CAES

Sabrina dos Santos Costa

Médica Veterinaria

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

PROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO DA
CICLOXIGENASE-2 COMO PARAMETROS PROGNOSTICOS
NA CERATOSE ACTINICA E NO CARCINOMA DE CELULAS

ESCAMOSAS CUTANEO EM CAES

Sabrina dos Santos Costa

Orientador: Prof. Dr. Mario Roberto Hatayde

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal, como parte
das exigéncias para a obtencdo do titulo de Mestre em
Medicina Veterinaria (Clinica Médica).

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Fevereiro de 2009



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

SABRINA DOS SANTOS COSTA - nascida em 13 de abril de 1981, em Brasilia-
DF, filha de Maria Antonia Santos Costa e Marvio dos Santos Costa. Em 2004 concluiu
o curso de graduacdo em Medicina Veterinaria pela Escola de Veterinaria, na
Universidade Federal de Goias. Realizou o Programa de Aprimoramento Profissional
em Medicina Veterinaria, na area de Clinica Médica de Pequenos Animais no Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel”, na Faculdade de Ciéncia Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, de 01 de
fevereiro de 2005 a 31 de janeiro de 2007, sob orientacdo da Profd. Dr2. Marileda
Bonafim Carvalho. Aluna regular do curso de Mestrado do Programa de Pés-graduacéo
em Medicina Veterinaria da FCAV, na UNESP, Campus de Jaboticabal desde margo de

2007, sob orientagdo do Prof. Dr. Mario Roberto Hatayde.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por guiar meu caminho e colocar pessoas boas em minha vida.

Ao Prof. Dr. Méario Roberto Hatayde, meu orientador, que se tornou uma pessoa tao
especial ao final destes 2 anos. Agradeco pelo apoio, dedicacédo e curiosidade neste
trabalho, pela amizade, conversas e ensinamentos na vida cientifica e pessoal. Minha

gratidao, admiragéo, respeito e carinho.

A Profa. Dra. Mirela Tinucci Costa. Alguém para se espelhar. Agradeco a amizade, 0s
ensinamentos, o incentivo, o auxilio e a disponibilidade constantes, e pelas correcdes

sugeridas durante o Exame de Qualificacdo e Defesa.

Ao Prof. Dr. Carlos Roberto Daleck, pela amizade, convivio, oportunidades e auxilio na

obtencdo de material, e corre¢des sugeridas durante o Exame de Qualificac&o.
A Profa. Dra. Renée Laufer Amorim, pela generosidade e carinho com que me recebeu
na FMVZ/UNESP. Muito obrigada por me proporcionar dias de trabalho tdo agradaveis

em Botucatu e por ser uma pessoa tao positiva, incentivadora e acolhedora.

Ao Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi, pelas correcdes feitas durante a Defesa do

trabalho, sempre com muito carinho e competéncia.

A Prof. Dr. José Carlos Barbosa pela disponibilidade e boa vontade durante a

realizacdo da avaliacdo estatistica.

A Juliana Werner, por ter permitido o acesso ao arquivo de seu laboratdrio, pelo

cuidado durante a selecdo das amostras e boa vontade em colaborar com o trabalho.

Ao Rafael, pelos ensinamentos em dermatopatologia e amizade.



Aos meédicos veterinarios responsaveis pelo atendimento dos caes e aos proprietarios,

pelo fornecimento das informacdes e fotos.

Aos funcionarios Anténio Carlos Pugliesi, pelo auxilio na contencédo dos cdes durante a

coleta das biopsias.

A funcionaria Lia, pelo processamento das amostras e montagem das laminas.

A funcionéria Ligia Guadanhim, pela amizade, pela torcida, pelo carinho e pelo 6timo

convivio.

A minha mae Maria Antbnia, pelo amor incondicional, alegrias, piadas e por me fazer

perceber o quao forte podemos ser.

Ao meu pai Marvio, por toda dedicacdo e amor para que suas filhas possam ser felizes.

A minha irma Juliana, por ser fonte inesgotavel de amor, carinho, paz e estimulo. Ter
vocé em minha vida me faz uma pessoa melhor. Obrigada por seguir comigo em busca
de meus sonhos.

A minha irma Nathalia, pela amizade, carinho, incentivo para que eu sempre seguisse
em linha reta e ter me inspirado tanto a gostar do que fazemos. Amo muito vocé!
Ao Franco Metzker Poggiani, por ser a melhor pessoa que Deus poderia escolher para

viver ao meu lado. Obrigada por trazer tantas alegrias para minha vida.

Ao melhor amigo do mundo, Thiago. Obrigada pela amizade, pelos anos de residéncia
e mestrado de tanto companheirismo, risadas, choros, botecos, trabalho, festas e boa

influéncia. Adoro vocé!



A republica Paraiso: Bianca, Glaucia, Leticia, Ligia, Patricia e Raquel. Obrigada pela
Otima convivéncia, festas, conversas, almocos. Obrigada pelo nosso delicioso dia-a-dia

€ por serem um porto seguro.

A Sabrina Calazans, querida amiga que ganhei ao entrar na Oncologia. Vou agradecer
sempre por vocé participar tanto da minha vida, em todos os sentidos. Obrigada pela
amizade, bom humor, risadas, conversas interminaveis, paciéncia, ajuda ao ler meu

material e é claro, pelos ensinamentos em Oncologia.

Aos queridos amigos da Oncologia, Carol, Erika, Georgia, Giovanny, Joice, Sabrina e

Thiago, pela amizade e 6timos momentos de trabalho e descontracéo.

Aos bons frutos que o Hospital Veterinario me deu: Daniel Paulino, Fabio Nelson,

Fernanda Medeiros, Gesiane, Jane, Luciane, Marcy, Mariana Miotto, Nicole, Sofia.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista,

Campus de Jaboticabal, por ter me acolhido.

A UNESP - Jaboticabal, por me proporcionar os 4 melhores anos da minha vida.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS. ..ot e

LISTADE F
LISTADE T

IGURAS. ...t
ABELAS . ...t e

RESUMO ... ..

ABSTRACT

1. INTRODUGAD. ......coi ittt ettt e ena e
2. REVISAO DE LITERATURA.......cooiiieiieeeee eeeteees e en e,

3. OBIETIVOS. ..ot ettt e e aaaaee
3.1, ODJELIVO GEIAL....cevviiiiiiiiiiiiiiiieiieeiiis i e e e e s a e e e e e e aneaas

3.2. Objetivos

ESPECITICOS. . ttiitiie it

4. MATERIAL E METODOS.......ccooiiiititieiecieteet ettt

4.1. Selecédo d

AS AIMOSIIAS. .. ceuiieieeee ettt e e e e e e e e e e e raae

VM2 =6 13 LT 151 0] 7= o] (o T 1o TS

4.3, INGICE MIOTICO. ..ttt ettt ettt e et e et e e e et e et e et et et e et e eeesee e ee e eeeeneeeneenees

4.4, Estudo im

4.5. Avaliacao

UNOISTOQUIMICO. ... eittieiieeee et ee e e e e e e e e e e e s et e e e e e e s s nnnnenrneeeeeeas

clinica do PrognOSHICO........ccceurieiiiee et ee e

I AN F= | Y R TSy = () € [oF- VO
D RESULT AD S ... ettt e eneen

5.1. Exame hiStOpatOlOQICO.........uuuuiiiiieiii ittt e e ettt e et e e e e e e e areraeeeeeeaa

5.2. Dados de

freQUENCIAL ..o

5.3, INAICE MIEOTICO. .+ vt ettt ettt ettt et et et e e et e et et e et e et eteeneeeneeees

5.4. Estudo im
5.4.1. Imunom

5.4.2. Imunom

8T 1S (oo 011 1o Tt TSR
ArcaCa0 PAra COX-2. ..o uiiiiiiiee ettt e e e e e e e sanaees
arcacgdo para a proteina Ki-67 (MIB-1)........ccceeiiiiiiiiiiiiaeiiiiee e

5.5 Correlagéo entre a imunomarcacéo para Ki-67 e COX-2 e as figuras de mitose..

5.6. Avaliacéo

clinica do PrognOSHICO.........ccciuviiiieeee e e

B. DISCUSSAOD. ...t e e e e e e e e e e

7. CONCLU

SO E S e

8. REFERENCIAS. ... et

9. ANEXOS

Xii

14

14
14
15
15
16
16
17
19
20
21
21
23
25
26
26
28
31
31

33
42
43
54

Vi



CCE
COX
DAB
DNA
FCAV
FGF
FMVZ
GO
G1
G2
H.E.

LED
NCAM
NFkB
nm
p53
PG
SAS
UNESP
uv
UvB
VEGF

vii

LISTA DE ABREVIATURAS

CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS
CICLOXIGENASE

DIAMINOBENZIDINA

ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
FATOR DE CRESCIMENTO FIBROBLASTICO
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
GRUPO CONTROLE

GRUPO CERATOSE ACTINICA

GRUPO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS
HEMATOXILINA-EOSINA

INDICE MITOTICO

LUPUS ERITEMATOSO DISCOIDE

MOLECULA DE ADESAO DE CELULA NEURAL
FATOR NUCLEAR kB

NANOMETRO

GENE P53

PROSTAGLANDINA

STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

RAIO ULTRAVIOLETA

RAIO ULTRAVIOLETA TIPO B

FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR



FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.

FIGURA 9.

FIGURA 10.

LISTA DE FIGURAS

Ceratose actinica. A epiderme exibe hiperplasia
irregular e com formacgao de cristas, e paraceratose
compacta confluente. Coloracdo: H.E. 200X.
Jaboticabal, 2009.............

Ceratose actinica. Pleomorfismo celular, perda da
polaridade dos ceratinocitos e desorganizagdo das
camadas da epiderme (*). Coloracdo: H.E. 400X.
Jaboticabal, 2009...........cooiiiiiiiiii s

CCE bem diferenciado. Hiperplasia irregular em
epiderme.Proliferacdo neoplasica dos ceratinécitos e
invasdo da derme (*). Coloragdo: H.E. 200X.
Jaboticabal, 2009............ooiiiiiiiiii s

CCE bem diferenciado. Ceratinécitos de tamanho
aumentado e atipia nuclear. Coloracdo: H.E. 400X.
Jaboticabal, 2009........cooiii e

CCE acantolitico. Area de acantolise (*). Colorag&o:
H.E. 200X. Jaboticabal, 20009..........cccoooieiiiiiiiiiiie,

CCE acantolitico. Notar perda das juncdes
intercelulares  (seta). Coloracdo: H.E. 400X.
Jaboticabal, 2009...........cooiiiiiiiiii s

Frequéncia de ceratose actinica e CCE cutaneo de
acordo com a racga dos cées. Jaboticabal, 2009...........

Frequéncia de ceratose actinica e CCE cutaneo de
acordo com a idade dos cées. Jaboticabal, 2009.........

Distribuicdo topografica das lesdes de ceratose
actinica e CCE cutaneo. Jaboticabal, 2009..................

Ceratose actinica. Eritema, alopecia e crostas em
regido abdominal ventral. Jaboticabal, 2009..............

viii

Paginas

22

22

22

22

22

22

24

24

24

27



FIGURA 11.

FIGURA 12.

FIGURA 13.

FIGURA 14.

FIGURA 15.

FIGURA 16.

FIGURA 17.

FIGURA 18.

FIGURA 109.

FIGURA 20.

FIGURA 21.

Ceratose actinica. Foliculite bacteriana superficial em
regido abdominal ventral (setas). Jaboticabal, 2009.....

Ceratose actinica. Comeddes actinicos em regido
abdominal ventral (setas). Jaboticabal, 2009................

Ceratose actinica. Erosdo, alopecia, eritema e
exsudacdo em membro pélvico direito. Curitiba, 2009.

CCE cutaneo. Lesao erosiva em térax lateral. Brasilia,

CCE cutaneo. Lesdo proliferativa em prepucio.
Curitiba, 2009........ccciiiieiiie e

Ceratose actinica. Ceratindcitos fortemente marcados
para COX-2 na epiderme (seta). EnVision, DAB,
Hematoxilina de Mayer. 200X. Jaboticabal, 2009.........

CCE cutaneo. Ceratindcitos neoplasicos fortemente
marcados para COX-2, invadindo a derme (*).
EnVision, DAB, Hematoxilina de Mayer. 200X.
Jaboticabal, 2009...........cooiiiiiiiiiie s

CCE cutaneo. Controle negativo para COX-2.
Auséncia de marcacdo. EnVision, DAB, Hematoxilina
de Mayer. 200X. Jaboticabal, 2009............c.cccvvvvrreeenn.

Rim. Controle positivo para COX-2. EnVision, DAB,
Hematoxilina de Mayer. 200X. Jaboticabal, 2009.........

Ceratose actinica. Imunomarcacédo para Ki-67 em
ceratinécitos (seta). EnVision, DAB, Hematoxilina de
Mayer. 200X. Jaboticabal, 2009.............cccceevieiiieneeennnn.

CCE cutaneo. Imunomarcacdo para Ki-67 em
ceratindcitos, invadindo a derme (seta). EnVision,
DAB, Hematoxilina de Mayer. 200X. Jaboticabal, 2009.

Paginas

27

27

27

27

27

30

30

30

30

30

30



TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELAS -

TABELA G -

LISTA DE TABELAS

Pontuagcdo atribuida ao percentual de células
marcadas por campo na epiderme dos caes de GO,
G1 e G2. Jaboticabal, 2009............ccoevvvviiiiiiiiiee e,

Pontuacdo atribuida a intensidade de coloracédo das
células marcadas por campo na epiderme dos cées
de GO, G1 e G2. Jaboticabal, 2009............ccccevvrveeernnnnns

Valores individuais e médios referentes aos indices
mitdticos encontrados em GO, G1 e G2. Jaboticabal,

4. Valores individuais e médios dos escores referentes

a imunomarcacao de COX-2 nas amostras de GO, G1
e G2. Jaboticabal, 2009..............euvuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies

Valores individuais e médios referentes a
porcentagem de células positivas para a
imunomarcagao de Ki-67 (MIB-1) nas amostras de
GO, G1 e G2. Jaboticabal, 2009...........ccccevviiviiviiiinnnnnn.

Valores médios e resultados obtidos na analise de
variancia para a imunomarcacao de Ki-67 e COX-2
em cades acometidos por ceratose actinica e por CCE
cuténeo. Jaboticabal, 2009............c.ccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiinn.

Paginas

18

19

26

28

29

31



Xi

PROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO DA CICLOXIGENASE-2 COMO
PARAMETROS PROGNOSTICOS NA CERATOSE ACTINICA E NO C ARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS CUTANEO EM CAES

RESUMO - Este estudo apresenta uma analise comparativa da taxa de proliferagédo
celular e da expressao da enzima cicloxigenase-2 na pele de cées saudaveis e
acometidos por ceratose actinica e carcinoma de células escamosas cutaneo (CCE). O
objetivo foi avaliar o prognostico destes caes utilizando-se a imunorreatividade a COX-2
e o indice de proliferacdo celular. Foram analisados 20 amostras de pele de cées,
sendo 10 casos de ceratose actinica (G1) e 10 de CCE cutaneo (G2). Os dados
epidemioldgicos e as caracteristicas clinicas e histopatologicas foram estudados. A taxa
de proliferacé@o celular foi avaliada por meio de indice mitético (IM) e imunomarcacgéo
para MIB-1. A expressdo da enzima cicloxigenase foi pesquisada por exame
imunoistoquimico. Os caes da raca Pit Bull foram os mais acometidos em Gl e G2 e a
média de idade foi 4,3 (£0,8) anos e 5,6 (x1,7) anos, respectivamente. Os valores
meédios do indice mitético foram 0,4; 4,6 (¥3,6) e 4,9 (¥2,6) em GO, G1 e G2,
respectivamente. Nao houve diferenca estatistica entre G1 e G2, mas sim em relagéo
ao GO. Houve imunomarcacgéo para COX-2 em G1 e G2, a média dos escores foi 8,16
(£3,51) e 8,56 (+1,03), respectivamente. Nao houve imunomarcagao nas amostras de
GO e nado houve diferenca estatistica entre G1 e G2, mas sim em relacdo ao GO
(p>0,05). A média da porcentagem de células imunomarcadas para Ki-67 em GO, G1 e
G2 foi 0,4; 15,77 (£ 8,81) e 17,71 (= 12,21), respectivamente. Nado houve diferenca
entre G1 e G2, mas sim destes em relacdo ao GO (p>0,05). A ceratose actinica se
comportou como o CCE cutaneo, revelando ndo ser uma lesdo pré-neoplasica, mas sim

0 estagio inicial da neoplasia propriamente dita.

Palavras-chave: ceratose actinica, carcinoma, cicloxigenase, proliferacéo, céo.
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CELL PROLIFERATION AND CYCLOOXIGENASE-2 EXPRESSION AS
PROGNOSTIC PARAMETERS IN ACTINIC KERATOSIS AND CUTA NEOUS
SQUAMOUS CELL CARCINOMA IN DOGS

ABSTRACT — This research presents a comparative analysis of cell proliferation index
and cyclooxigenase-2 expression in skin of healthy and with actinic keratosis and
cutaneous squamous cell carcinoma (SCC) dogs. The goal was to evaluate the
prognosis of these dogs by COX-2 immunorreactivity and cell proliferation index. Skin
sections from 20 dogs were evaluated, which 10 were actinic keratosis (G1) and 10
cutaneous SCC (G2). Epidemiological information, clinical and histopathological aspects
were evaluated. Cell proliferation index has been stimated by mitotic index (MI) and
MIB-1  staining.  Cyclooxigenase-2  expression has been analyzed by
immunohistochemistry study. Pit Bull dogs were the main affected in G1 and G2 and the
mean age was 4,3 (+0,8) years old and 5,6 (+1,7) years old, relatively. Ml mean values
were 0,4; 4,6 (£3,6) and 4,9 (x2,6) in GO, G1 and G2, relatively. There was no statistical
difference between G1 and G2, but it did with GO. There was positive staining for COX-2
in G1 and G2, the score mean value was 8,16 (+3,51) and 8,56 (x1,03), relatively. There
was no positive staining in GO samples and neither statistical difference between G1
and G2, but it did with GO (p>0,05). The positive cells for Ki-67 mean percentage in GO,
G1 and G2 was 0,4; 15,77 (x 8,81) and 17,71 (x 12,21), relatively. There was no
difference between G1 and G2, but it did with GO (p>0,05). Actinic keratosis behavior
was similar to cutaneous SSC, demonstrating that it is not a pre-neoplastic disease, but,
in fact, the initial of neoplasm.

Key words : actinic keratosis, carcinoma, cyclooxigenase, proliferation, dog.



1. INTRODUCAO

A exposicao excessiva a radiacado solar pode trazer sérios danos a pele, sendo o
mais grave deles, o cancer de pele. E aceito que a deplecdo continua da camada de
0zo6nio tem efeito no ambiente e na salde humana e o aumento da radiacéo ultravioleta
(UV) que atinge o homem é também potencialmente perigoso para os animais. Entre as
doencas que parecem aumentar entre 0os animais em razao da continuada perda de
ozbnio atmosférico destacam-se a ceratose actinica e o carcinoma de células
escamosas (CCE) cutaneo.

As dermatopatias provocadas pela exposicdo a radiagdo solar tém sido muito
pesquisadas em medicina humana, entretanto, o0 mesmo ndo ocorre de maneira
proporcional em medicina veterinaria. Embora conte com o pelame como fator de
protecdo a incidéncia de raios solares, a espécie canina enfrenta exposi¢céo prolongada
a eles, principalmente em virtude do clima tropical encontrado na maior parte do Brasil.
Tal situacdo resulta no desenvolvimento precoce de dermatopatias, quer sejam de
origem neoplésica ou nao.

Tendo em vista os ja conhecidos danos causados pela exposicdo excessiva ao
sol e sabendo-se que a carcinogénese cutanea sofre acdo de fatores genéticos e
ambientais, estudou-se a taxa de proliferacdo celular e a expressdo da enzima
cicloxigenase-2 (COX-2) na pele de cédes acometidos por ceratose actinica e por CCE
cutaneo. O intuito foi pesquisar o comportamento biolégico da dermatose solar em
guestdo, considerada uma leséo pré-neoplasica e que apresenta diversas similaridades
com o CCE cutaneo em termos clinicos e histologicos.

A imunomarcacéao para a proteina Ki-67 (MIB-1) e para COX-2 pode auxiliar no
melhor entendimento da progressao da lesdo pré-neoplasica (ceratose actinica) a
neoplasia maligna (CCE), bem como da correlacdo de niveis aumentados de COX-2

com o estimulo a proliferacéo celular.



2. REVISAO DE LITERATURA

A radiacdo solar esta envolvida na patogénese da ceratose actinica e do CCE
em caes (SCOTT et al., 2001). Estudos epidemiologicos em humanos demonstraram
gue a exposicdo prolongada a luz UV resulta em aumento na incidéncia de lesbes
neoplasicas e pré-neoplasicas na pele (BERMAN et al., 2006; ULRICH et al., 2007).

A luz UV do tipo A possui ondas com comprimento entre 320 e 400nm, penetra
em maior profundidade na pele do que a UV do tipo B e esta associada a reacfes de
fotossensibilidade. A luz UVB possui ondas com comprimento entre 290 e 320nm e
geralmente € associada a queimaduras solares ou eritema. A luz UV do tipo C tem
ondas de comprimento inferior a 290nm e € prejudicial & pele, mas geralmente nao
atinge a superficie terrestre devido a barreira representada pela camada de ozodnio
(SCOTT et al., 2001).

A pele que sofre dano solar pode exibir elastose solar dérmica e aglomeracao
nuclear, mas com discreta anormalidade nuclear e espessamento da epiderme
(BERMAN et al.,, 2006). Em 1896, UNNA observou uma forte coloragcdo do tecido
elastico e aparéncia azulada tipica na derme exposta ao sol, definindo estas alteracdes
como degeneracdo basofilica. Desde entdo, as alteragfes elastoticas na pele séo
consideradas o principal indicador de exposi¢édo solar cumulativa na derme (KLIGMAN
& SAYRE, 1991).

A ceratose actinica € uma doenca bem documentada no homem (ORTONNE,
2002; COCKERELL, 2003; LEBWOHL, 2003) e que também acomete caes (HARGIS et
al., 1977, PAPADOGIANNAKIS et al., 2008) e gatos (FAVROT et al., 2009). As lesdes
sdo observadas em areas cronicamente expostas ao sol e na maioria dos casos
ocorrem em regides menos pigmentadas e com poucos pélos, como abdoémen ventral e
lateral e flanco (GROSS et al., 2005). Os cédes das racas Dalmata, American
Staffordshire Terrier, Beagle, Basset Hound e Bull Terrier apresentam predisposicédo a
lesBes actinicas (SCOTT et al., 2001). As lesBes ocorrem principalmente em caes mais
velhos, mas a doenca também foi observada em idade inferior a dois anos (GROSS et
al., 2005).



O principal fator etiolégico € a excessiva exposi¢do a luz UV. Logo, a ceratose
actinica € mais comum em paises de latitude baixa, onde a exposicdo a luz UVB pode
ser 0 dobro da que ocorre em latitudes mais altas (LEBWOHL, 2003). Além da latitude,
RIGEL et al. (1999) demonstraram que a intensidade da luz UVB aumenta 8-10% por
304 metros de altitude.

A exposicdo da pele a luz UV provoca conseqiéncias imunolégicas locais e
sistémicas. A exposicdo a luz UVA ou UVB altera as funcBes e caracteristicas
morfoldgicas das células de Langerhans, além de influenciar a producéo de citocinas na
pele. O reconhecimento e processamento prejudicado de antigenos e uma resposta
imune deficiente podem influenciar a susceptibilidade a neoplasias e infeccdes
cutaneas (SCOTT et al., 2001).

O estresse fotooxidativo provocado por raios UVA indiretamente causa mutacoes
caracteristicas no DNA (acido desoxirribonucléico). Por outro lado, a radiacdo UVB age
diretamente na formacéo de dimero de timina e transicbes C-T OU CC-TT no DNA e
RNA. A auséncia de mecanismos adequados de reparacdo nestas alteracoes no DNA
representa o inicio das mutacbes nos ceratindcitos que podem progredir no
desenvolvimento da ceratose actinica (STOCKFLETH & KERL, 2006).

A exposicdo iatrogénica repetida a luz UVA em combinagdo ou ndo com
psoralenos, raios-X ou radioisotopos também é considerada agente causal. Além disso,
0 papilomavirus atua como co-carcindégeno na etiopatogenia da ceratose actinica em
humanos (STOCKFLETH & KERL, 2006) e estimula a proliferacdo epitelial em varias
espécies animais (MUNDAY et al., 2007). Em humanos, existem outros fatores de risco,
como por exemplo, dieta rica em gordura (LEBWOHL, 2003), imunossupressao cronica,
exposicao a arsénico e inflamacao cutanea crénica (ULRICH et al., 2007).

Em cées, o aspecto clinico & extremamente variavel. As lesbes iniciais
caracterizam-se por placas eritematosas e espessas e sdo encontradas principalmente
em abdémen ventral, flanco e parte medial de membros pélvicos. Em decorréncia da
cronicidade, as lesdes variam de eritema focal com crostas e descamacdao, papulas e
maculas mal definidas, a placas e nodulos ceratdticos, endurecidos, com crostas

escurecidas. Erosdes e Ulceras com crostas hemorragicas podem ocorrer. Piodermite



secundaria com furunculose actinica sdo achados comuns e séo oriundos de comeddes
actinicos. No cao, o diagnostico diferencial clinico de lesdes infiltrativas, profundas e
severas incluem foliculite e furunculose bacteriana profunda e CCE (GROSS et al.,
2005).

Um dos maiores desafios no diagnéstico diferencial da ceratose actinica € a
distingdo entre o CCE inicial e a ceratose actinica, uma vez que o CCE possui potencial
metastatico. Entretanto, mesmo entre dermatologistas existe uma grande variacao no
diagnostico da ceratose actinica (BERMAN et al., 2006).

O diagnostico baseia-se nos achados clinicos e necessita de confirmacao
histopatoldgica (STOCKFLETH & KERL, 2006). Um método promissor é a microscopia
confocal por reflectancia, que é utilizada também na avaliacdo dos achados
histopatologicos de neoplasias cutaneas ndo melanociticas, como por exemplo, 0
carcinoma de células basais (ULRICH et al., 2007).

O termo “ceratose actinica” refere-se a descricdo clinica de uma doenca que
possui diagndstico histolégico e baseia-se somente nestes achados (ROWERT-HUBER
et al., 2007). As alteracbes epidérmicas sdo variaveis e dependem do estagio da
doenca. Os principais achados sao hiperplasia e displasia na epiderme. Quando estas
ocorrem sem invasdo da membrana basal, ha ceratose actinica (GROSS et al., 2005).
Outros achados incluem atipia da epiderme e do epitélio superficial do foliculo piloso e
hiperceratose, principalmente paraceratose (SCOTT et al, 2001). A displasia
envolvendo todas as camadas da epiderme define o carcinoma in situ, ou doenca de
Bowen (BERMAN et al., 2006). Por outro lado, quando ha penetracdo da derme,
significa que o CCE j& esta instalado, o que pode ocorrer em lesdes avancadas
(GROSS et al., 2005). E impossivel prever qual ceratose actinica se tornara mais
espessa e invasiva, com potencial de crescimento destrutivo, seguida do
desenvolvimento de CCE metastético (STOCKFLETH & KERL, 2006).

Na ceratose actinica, assim como na pele cronicamente exposta a luz UV, o
tecido conectivo apresenta alteragcdes degenerativas chamadas de degeneragcao
basofilica ou elastose, que pode ser considerada um indicador de exposi¢do solar
cumulativa na derme. Este processo caracteriza-se por degeneracdo de colageno e

substituicdo da matriz extracelular por uma rede de material elastico alterado (SILVA et



al., 2006). Como a epiderme € a primeira a absorver os componentes oncogénicos da
luz solar, espera-se que quanto maior a area de elastose solar, mais severa seja a
atipia epitelial (CHO et al., 1999).

Lesdes iniciais apresentam melhora clinica com o uso de fotoprotetores e
evitando-se exposi¢ao solar. Se houver prurido ou dor, glicocorticoides topicos ou por
via oral sdo benéficos. Lesdes avancadas requerem a utilizacdo de retindides
sistémicos como isotretinoina, etretinato ou acetretina, criocirurgia ou remocao cirurgica
(SCOTT et al., 2001).

Acredita-se que 0 mecanismo pelo qual a luz UV leva a progressao da ceratose
actinica para o CCE seja a mutacdo do gene supressor de tumor, p53 (MORTIER et al.,
2002; LEBWOHL, 2003). Uma pesquisa realizada com pacientes humanos de pele
clara acometidos por ceratose actinica concluiu que a incidéncia de mutacdes no gene
p53 foi em torno de 75-80% (ORTONNE, 2002). Além disso, estudos moleculares
determinaram que o0 p53, 0 gene supressor de tumor que apresenta maior frequéncia
de mutacdo no CCE, € também um local comum de alteragbes mutacionais nos
ceratindcitos presentes na ceratose actinica (MORTIER et al., 2002).

Muitos autores definem a ceratose actinica como uma leséo pré-neoplasica que
pode evoluir para CCE (ORTONNE, 2002; COCKERELL, 2003; LEBWOHL, 2003).
PAPADOGIANNAKIS et al. (2008) descreveram o caso de um Dogo argentino que
meses apos o diagnostico inicial de ceratose actinica apresentou multiplos nédulos e
Ulceras em flanco e abdémen, com diagndstico histopatoldgico de CCE. HARGIS et al.
(1977) relataram que dentre 423 cdes da raga Beagle com ceratose actinica, 13
evoluiram para CCE.

Entretanto, outros pesquisadores consideram a ceratose actinica como CCE in
situ (ORTONNE, 2003) e ainda outros postulam que ndo ha diferenca patobiologica
entre a ceratose actinica e o CCE e que ambos representam a continuagdo de uma
doenca (LEBWOHL, 2003; ROWERT-HUBER et al., 2007). STOCKFLETH & KERL
(2006) afirmam que clinicamente ndo existe distincao entre a ceratose actinica e o CCE.

De acordo com ROWERT-HUBER et al. (2007), baseando-se no comportamento
biolégico, a ceratose actinica € uma neoplasia maligna. Esta progressédo é anéloga a

outros tipos de neoplasias em humanos, como o0 melanoma in situ, que se torna



melanoma metastatico, e os poélipos adenomatosos em colon que se tornam cancer de
colon.

O CCE é uma das neoplasias malignas mais frequentes em cdaes, sendo o
segundo tipo de neoplasia cutdnea mais comum nesta espécie (ALMEIDA et al., 2001).
Também chamado de carcinoma epidermoide, € uma neoplasia maligna com origem no
epitélio estratificado escamoso da pele e de outras superficies mucosas
(GOLDSCHMIDT & SHOFER, 1992; WALDER, 1995; GROSS et al., 2005).

A etiologia em cées ndo é bem definida. O dano causado pela luz UV & um fator
importante (SCOTT et al., 2001) e antigenos de papilomavirus foram encontrados em
casos de CCE, sugerindo também uma etiologia viral desta neoplasia (NICHOLLS &
STANLEY, 1999; ZAUGG et al., 2005). Outros fatores de risco ja foram identificados em
humanos, dentre eles a imunossupressdo, as dermatopatias cronicas, a presenca de
Ulceras, a exposicdo a carcindbgenos quimicos e as genodermatoses (ALAM &
RATNER, 2001).

O CCE ocorre com maior frequéncia em cédes com aproximadamente nove anos
de idade e ndo ha predilecdo sexual (ALMEIDA et al., 2001), podendo ser precedido
pela ceratose actinica (WALDER, 1995), cistos foliculares (SCOTT et al., 2001) e lapus
eritematoso discéide (LED). Dois caes da raca Pastor Aleméo desenvolveram CCE em
lesBes cronicas em plano nasal 4-6 anos apés o diagnostico histopatolégico de LED
(SCOTT & MILLER JR, 1995). Os cées de racas de pélo curto e de coloracao clara séo
predispostos, como Dalmata, Pit Bull, Dogue Alemé&o arlequim e Beagle (GROSS et al.,
2005).

Acredita-se que a luz UV atinja a camada de células epidérmicas, onde as
células precursoras deste tumor estdo localizadas. A luz UV é absorvida pelo DNA e
induz alterac6es em alguns genes destas células. A mutagdo mais importante ocorre no
gene supressor de tumor, sendo o gene p53 o principal alvo da radiacdo UV. A
inativacdo deste gene leva a proliferacdo celular. As alteracées em DNA induzidas pela
luz UV ocorrem principalmente nas pirimidinas por meio da producdo de dimeros
(ORTONNE, 2002).

Em cées, o CCE é uma neoplasia invasiva (ALMEIDA et al., 2001). A lesdo pode

ser proliferativa ou erosiva. A leséo proliferativa varia de uma placa eritematosa e firme



a uma lesdo com aspecto de “couve-flor” que tende a ulcerar. A lesdo erosiva
inicialmente é crostosa e rasa, mas posteriormente evolui para uma Ulcera profunda
(WITHROW & MACEWEN, 2007). Alopecia e eritema estdo presentes e as lesdes
podem ser Unicas ou multiplas (SCOTT et al., 2001). Assim como ha ceratose actinica,
as lesbes acometem principalmente a regido de abdémen ventral, flanco e parte medial
de membros pélvicos (GROSS et al., 2005).

O diagnodstico diferencial de CCE solitario inclui  véarias desordens
granulomatosas e neoplasicas. A citologia é util para o estabelecimento do diagndstico
presuntivo e o diagndéstico definitivo baseia-se no exame histopatologico. O protocolo
de tratamento pode incluir a remocao cirdrgica, criocirurgia, eletrocirurgia, hipertermia e
radioterapia. Geralmente, a quimioterapia ndo € efetiva, entretanto, a aplicacdo
intralesional de carboplatina e de cisplatina associada ao 5-fluorouracil, colageno
bovino e epinefrina foi efetiva em alguns casos (SCOTT et al., 2001).

Quanto a classificagdo histopatologica, o CCE em caes pode ser bem,
moderadamente e pouco diferenciado, acantolitico, de células fusiformes e verrucoso.
Atualmente, os autores incluem o moderadamente diferenciado na categoria de bem
diferenciados (GROSS et al., 2005). A maioria dos CCE é do tipo bem diferenciado.
Estes tumores exibem blocos irregulares de ceratindcitos que invadem a derme. E
comum existirem pérolas corneas, pontes intercelulares evidentes, mitoses e atipia
(SCOTT et al., 2001).

Um estudo recente realizado por VELAZQUEZ et al. (2008) revelou que o grau
histolégico e a invaséo perineural em pacientes humanos acometidos por CCE peniano
séo fatores prognosticos mais importantes do que a profundidade do tumor e a invasao
de vasos sanguineos. Na populacdo estudada, 69% dos pacientes que apresentaram
invasdo perineural e 63% dos pacientes portadores de CCE pouco diferenciado
desenvolveram metéstase em linfonodo regional.

RODIN et al. (1967) demonstraram que 0 espac¢o perineural ndo possuia vasos
linfaticos. Esta descoberta descartou a teoria previamente estabelecida, de que a
invasdo perineural consistia na disseminacdo de células neoplasicas via vasos
linfaticos, localizados no espaco perineural. AYALA et al. (2004) discorreram sobre a

provavel patogénese da interacdo entre as células neoplasicas e os nervos. Estes



autores afirmaram que neoplasias com invasao perineural apresentam niveis elevados
da molécula de adesdo de célula neural (NCAM). Esta, quando ligada a membrana
celular, provoca ligacao do fator nuclear Kb (NFkB) ao DNA e ativacdo da transcricdo
nos neurdnios e astrocitos. A relacdo entre NFKB e NCAM é bidirecional, pois o oxido
nitrico também estimula a ligagdo da proteina ao sitio do NFkB para ativacdo do gene
NCAM.

Em medicina veterinaria, fatores como invasao perineural e profundidade tumoral
ainda nédo foram estudados. Entretanto, esses dados s&o importantes, pois permitiriam
o estabelecimento de progndstico mais adequado, assim como uma melhor abordagem
terapéutica (GROSS et al., 2005).

Foi realizada uma pesquisa com o0 objetivo de avaliar a expressao da E-caderina
e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em tecidos caninos
histologicamente classificados como CCE, buscando-se uma correlacdo com o grau
histologico destes tumores. A autora concluiu que a expresséo destes dois marcadores
foi Gtil para estabelecer o prognéstico em cdes (JOAO, 2008).

STOCKFLETH et al. (2002) observaram que 40% de pacientes humanos
transplantados desenvolveram lesdes de pele neoplasicas ou pré-neoplasicas no
periodo de 5 anos apds a realizacdo do transplante. Além disso, DINEHART et al.
(1990) demonstraram que a imunossupressdo € um fator de risco para doencas
metastaticas em pacientes com CCE.

BERHANE et al. (2002) concluiram que a inflamacdo estd associada a
progressdo da ceratose actinica para CCE. Com a inflamacg&o, ha uma perda gradual
da diferenciacdo, levando a malignidade (ORTONNE, 2002). As citocinas produzidas
pelos leucdcitos inflamatérios podem induzir crescimento, motilidade ou
neovascularizacdo tumoral (BERHANE et al., 2002). Acredita-se que as prostaglandinas
tenham participagcdo no desenvolvimento e progressdo de alguns tipos de cancer
(HOWE, 2007). A primeira etapa na sintese das prostaglandinas a partir do acido
araquidoénico é controlada pela enzima prostaglandina G/H sintetase, também chamada
de cicloxigenase (COX) (ALMEIDA et al., 2001).

A COX é uma enzima bifuncional que exerce atividade cicloxigenase e

peroxidase. A atividade cicloxigenase € importante na conversdo inicial do acido



araquidénico em prostaglandina (PG) G, e a atividade peroxidase converte a PGG, em
PGH, (JOO et al., 2006).

Atualmente, sdo conhecidas duas isoformas da COX: cicloxigenase-1 (COX-1) e
cicloxigenase-2 (COX-2). A COX-1 modula respostas fisiologicas como a homeostase
renal e vascular (BUCKMAN et al., 1998). Por outro lado, a COX-2 é a forma induzida e
esta particularmente envolvida na sintese de mediadores inflamatérios, como PGE;
(ORTONNE, 2003). Geralmente, a COX-2 ndo é detectavel na maioria dos tecidos
normais, mas €é rapidamente induzida por promotores tumorais, carcindégenos, citocinas
e fatores de crescimento. A expressao aumentada de COX-2 foi demonstrada em
diversas neoplasias caninas, assim como 0 seu envolvimento na carcinogénese (DE
NARDI et al. 2005).

KLEITER et al. (2004) observaram que caes portadores de neoplasias nasais de
origem epitelial apresentaram pouca resposta a radioterapia e consideraram a
possibilidade de que a resisténcia a esta modalidade terapéutica estivesse associada a
expressao da COX-2. Houve imunomarcacao em 17 dentre 21 (81%) tumores, como
CCE, carcinoma e adenocarcinoma nasais. Uma pesquisa brasileira concluiu que a
expressdo de COX-2 estd correlacionada ao grau histolégico e comportamento
biolégico em carcinomas mamarios em cadelas e que esta enzima pode ser utilizada

como fator preditivo de potencial metastatico (DE NARDI et al., 2005).

ALMEIDA et al. (2001) investigaram a expressao de COX-2 em 40 amostras de
CCE em cédo e os resultados revelaram forte imunomarcacdo nos ceratindcitos
neoplasicos em todas as amostras. PRONOVOST et al. (2004) utilizaram um sistema in
vitro para investigar o papel da COX-2 na carcinogénese do CCE em cées. Os
resultados demonstraram que 0s ceratindcitos neoplasicos apresentaram maior
expressdo de COX-2 do que os ceratinécitos normais. Nas duas linhagens celulares,
guando estimuladas com um promotor tumoral, houve aumento da enzima COX-2, com
uma inducdo maior de COX-2 no CCE do que nas células normais. Além disso, as
células dos CCE produziram mais PGE.;.

Outra pesquisa teve como objetivo investigar a expressdo de COX-2, utilizando

reacdo imunoistoquimica em pele normal e em neoplasias cutaneas ndo melanociticas
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em humanos. A pele normal ndo apresentou imunorreatividade para COX-2 na
epiderme, tampouco na derme, enquanto a expressao de COX-2 foi proeminente na
ceratose actinica, CCE e doenca de Bowen (ORTONNE, 2003). Um estudo in vitro com
ceratinécitos humanos submetidos a irradiacdo de luz UVB revelou aumento da
expressdo de COX-2 por estas células, o que sugere o envolvimento da COX-2 no
desenvolvimento de tumores de pele provocados por exposicdo prolongada ao sol
(BUCKMAN et al., 1998). Finalmente, existe uma relagao entre a expresséo de COX-2 e
a hiperplasia e displasia da epiderme em modelos experimentais (NEUFANG et al.,
2001).

A COX-2 é encontrada em lesdes de pele pré-neoplasicas, como a polipose
adenomatosa familiar (RISHIKESH & SADHANA, 2003) e a ceratose actinica, e
pesquisadores sugerem um possivel papel desta enzima no processo de progresséao de
uma lesdo pré-neoplésica para uma neoplasia (BAKHLE, 2001).

Os mecanismos pelos quais a COX-2 atua na carcinogénese incluem a
angiogénese, a apoptose, a imunomodulacdo, o metabolismo do cancer e a proliferagao
celular (RISHIKESH & SADHANA, 2003).

FOSSLIEN (2000) afirmou que h&d aumento da angiogénese em neoplasias que
expressam COX-2. Esta enzima tem a capacidade de elevar a expresséo do VEGF e de
eicosandides, como por exemplo, a PGE, (ORTONNE, 2003). Ao analisar
camundongos portadores de neoplasia gastrintestinal, foi possivel observar que
inibidores néo seletivos de COX suprimiram o0 processo de angiogénese, reduzindo a
expressdo do VEGF e do fator de crescimento fibroblastico (FGF) (SAWAOKA et al.,
1999).

TSUJII & DUBOIS (1995) demonstraram que as células intestinais que possuem
elevada expressdo de COX-2 sdo resistentes a apoptose. Alguns autores especulam
gue uma proteina associada a apoptose, chamada nucleobindina, ou a modula¢ao
intracelular de acido araquidénico possam estar envolvidos com o mecanismo pelo qual
ocorre inibicdo da apoptose (SUBBARAMAIAH et al., 1999).

O aumento na sintese de prostaglandinas como a PGE; pela COX-2 provoca a
reducdo da resposta imune do hospedeiro, dificultando assim a eliminacdo de células

neoplasicas. Ocorre inibicdo da atividade de células T, “natural killer” e macréfagos, da
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producdo de anticorpos e citocinas (FISCHER, 1997). ALMEIDA et al. (2001)
observaram diminuicdo da imunidade celular em pacientes humanos acometidos por
CCE de cabeca e pescoco.

A atividade peroxidase da COX possui evidente especificidade e é capaz de
oxidar diversos xenobidticos, incluindo pro-carcinégenos e carcinégenos. Compostos
como aflatoxinas, haldégenos, pesticidas halogénicos e hidrocarbonetos policiclicos,
cujos hidroperédxidos sdo produzidos no organismo, atuam via atividade peroxidase
para formar carcin6genos mutagénicos (RISHIKESH & SADHANA, 2003).

A expressdo elevada de COX-2 em células do endotélio intestinal em
camundongos resultou em aumento da expressdo da proteina Bcl-2, a qual €
importante na regulacéo da apoptose, e expressao reduzida de caderina-E, o que indica
proliferacéo celular e invasividade. Estas evidéncias sugerem uma relacdo entre COX-2
e proliferacéo celular (FISCHER, 1997).

A expressdo da COX-2 ap0s exposicdo solar prolongada € acompanhada pela
elevacédo da proliferacdo de ceratindcitos. Estas observa¢gdes sugerem que a expressao
da COX-2 seja necessaria para a proliferacdo e sobrevivéncia dos ceratindcitos apos
irradiacdo UV aguda (ORTONNE, 2003).

Com relacao a proliferacdo celular, sabe-se que a capacidade proliferativa pode
influenciar o quadro clinico e consequentemente o prognadstico (JOO et al., 2006). Em
1983, GERDES et al. produziram um anticorpo monoclonal de camundongo que
reconhecia um antigeno nuclear presente em ceélulas em proliferacdo, mas ndo em
células em repouso, conhecido como Ki-67. Sua expressao comeca a ser detectada na
fase S do ciclo celular, aumenta na fase G2, atingindo seu maior pico na fase M (ENDL
& GERDES, 2000).

A expressdo da proteina Ki-67 por meio de reagdo imunoistoquimica €
amplamente utilizada para avaliar o indice de proliferacdo celular e possui valor
prognostico em neoplasias mamarias em cadelas (ZUCCARI et al., 2008) e em céaes
portadores de melanoma (ROELS et al., 1999; LAPRIE et al., 2001). AL-DISSI et al.
(2007) pesquisaram a expressao de Ki-67 em CCEs em cées e perceberam que o
aumento no indice de proliferac@o celular estava relacionado a expressao elevada de
VEGF.
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WEBSTER et al. (2008) avaliaram a expresséo de Ki-67 em cédes acometidos por
mastocitoma cutaneo e submetidos ao protocolo quimioterapico a base de vimblastina e
prednisona. Os resultados revelaram que uma alta expressao de Ki-67 esta associada a
reducdo no tempo livre da doenca e também da sobrevida. Além disso, de acordo com
KIYOKAZU et al. (2007), uma baixa expressao de Ki-67 em cdes com esta neoplasia foi
relacionada a maior sobrevida. OH & PENNEYS (2004) e SILVA et al. (2006)
concluiram que a expressado de Ki-67 também possui valor progndstico em doencas
pré-neoplasicas em humanos, como a ceratose actinica.

Além disso, a atividade proliferativa determinada por meio de marcacédo
imunoistoquimica pode também ser associada a susceptibilidade do tumor a
quimioterapia, uma vez que a maioria dos farmacos antineoplésicos atua na divisdo
celular (WEBSTER et al., 2007).

As anormalidades em nucleo sdo bem descritas na ceratose actinica, logo, estas
alteracbes podem ser utilizadas como biomarcadores sensiveis para a prevencao de
tumores de pele. Em humanos, a progressao de pele normal para pele lesada pelo sol e
desta ultima para a ceratose actinica foi acompanhada por irregularidade na forma e no
tamanho nuclear (CARPENTER et al., 2004).

O indice mitotico (IM) corresponde a mensuracgao indireta da proliferacédo celular
baseada na quantificacdo de figuras de mitose presentes na lamina (ROMANSIK et al.,
2007). MULAS et al. (1999) determinou o IM em tumores de pele e tecido subcutaneo
em caes, como CCE, carcinoma de células basais, mastocitoma e histiocitoma com o
objetivo de correlacionar este indice ao comportamento bioldégico dos tumores.
ROMANSIK et al. (2007) concluiram que o IM possui alto valor preditivo em relacéo a
sobrevida de cées portadores de mastocitoma cutaneo. Além disso, o IM esta
associado a evolucao clinica em outras neoplasias caninas, como sarcomas de tecidos
moles, neoplasias mamarias e melanoma cutaneo (KUNTZ et al., 1997; SARLI et al.,
2002; SPANGLER & KASS, 2006).

O IM possui valor prognéstico importante em neoplasias em humanos, como
carcinoma mamario (BIESTERFELD & REITMAIER, 2001), carcinoma uterino (KAMOI
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et al., 2001), CCE em cavidade oral (REIBEL, 2003; ANKLE, et al. 2007) e melanoma
maligno cutaneo (BARNHILL et al., 2005).

O indice mitético e a expressdo da proteina Ki-67 (MIB-1) sdo métodos que
permitem avaliar a proliferacdo celular em um tecido, com o objetivo principal de

diferenciar lesbes malignas e benignas (ROMANSIK et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

. Avaliar se é possivel estabelecer o prognostico de cdes com ceratose
actinica e CCE cutaneo baseando-se nos dados referentes as caracteristicas

populacionais, indice de proliferacéo celular e expressao de COX-2.

3.2. Objetivos especificos

. investigar e correlacionar a proliferacdo celular, por meio da expressdo da
proteina Ki-67 (MIB-1) e do indice mitético, e a expressdo da COX-2 em lesdes
cutaneas caninas caracterizadas como ceratose actinica e CCE;

. caracterizar a populacdo canina acometida pela ceratose actinica e pelo
CCE cutéaneo;

. relacionar o prognostico dos cdes com os indices de proliferacdo celular e
a expressao da COX-2;

. avaliar os diferentes graus histolégicos de CCE cutaneo e relaciona-los ao

indice de proliferacéo celular e expressao de COX-2.



15

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecéo das amostras

Foram analisadas amostras de pele obtidas de 10 cdes com diagnéstico
histopatoldgico de ceratose actinica e de 10 caes com diagnéstico histopatolégico de
CCE cutaneo, do arquivo do Laboratorio de Patologia Veterinaria Werner & Werner
Ltda, situado em Curitiba-PR. Os animais foram provenientes de atendimentos
realizados entre dezembro de 2006 e novembro de 2007, sendo 17 oriundos de clinicas
particulares e 3 do Servico de Oncologia Veterindria do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista (Unesp) “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Jaboticabal.

Os cées foram incluidos na pesquisa ap0s autorizacdo e consentimento de todos
0s proprietarios. Os prontuarios dos caes foram analisados em relagédo a raca, ao sexo,
a idade, ao aspecto da lesdo, a topografia das lesbes e a procedéncia dos pacientes.
Os proprietarios foram questionados sobre o ambiente, a exposi¢cdo ao sol, o histérico
familiar, o uso de medicac¢des imunossupressoras, o status reprodutivo, a ocorréncia de
dermatopatias crbénicas e a alimentacao.

Para a obtencdo das amostras de pele normal que formaram o grupo controle,
foram realizadas bidpsias em cinco animais adultos pertencentes ao Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/Unesp — Campus de Jaboticabal.
Optou-se por coletar as amostras da regido do térax lateral direito, mediante biopsia
incisional, com auxilio de “punch” de 6mm. Os cé&es tinham dois anos de idade, sendo
um macho e quatro fémeas, todos sem raca definida. As amostras foram
cuidadosamente enxutas para remover o sangue, colocadas com o lado da epiderme
para baixo em um pedaco de madeira para minimizar os artefatos induzidos pelo
encolhimento e fixadas em formalina tamponada por fosfato a 10%, respeitando-se 0

minimo de dez partes de formalina para uma parte de tecido, durante 24 horas.
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Posteriormente, estas amostras foram conservadas em alcool 70% para melhor

gualidade da reacao de imunoistoquimica.

4.2. Exame histopatolégico

Foram realizados cortes de 3um da amostra parafinada para coloracdo pela
Hematoxilina-eosina (H.E.) seguida da confirmacédo do diagndstico histopatoldgico de
CCE cutaneo e ceratose actinica. O grupo-controle foi submetido ao mesmo
procedimento, com o intuito de confirmar a auséncia de alteragdes histopatoldgicas.

Para que fossem formados grupos homogéneos, o diagnéstico histopatologico foi
confirmado por dois dermatopatologistas (Juliana Werner e Rafael Torres Neto). Em
seguida, os cortes foram separados em grupos experimentais, sendo GO (n=5), grupo-
controle; G1 (n=10), formado por ceratose actinica e G2 (n=10), formado por CCE
cutaneo.

Utilizaram-se os critérios histopatologicos de acordo com GROSS et al. (2005)
para estabelecer o diagnéstico de ceratose actinica e CCE, e a classificacdo deste

ultimo de acordo com o grau histolégico.

4.3. indice mitético

Com o objetivo de obter-se o IM, foi feita a contagem das figuras de mitose,
tipicas e atipicas, nas amostras de GO, G1 e G2. A contagem foi realizada nas amostras
fixadas em laminas e coradas por H.E., em microscépio oOptico, por um Uunico
observador. Utilizou-se uma ocular com graticula integrada Nikon (Nikon, Inc. — Japan),
para orientacdo e definicdo da area, com aumento de 400 vezes, sendo a ocular de 10X
e a objetiva de 40X. Em cada lamina foram contados dez campos e ao final foi

estabelecida a média destes valores.



17

4.4. Estudo imunoistoquimico

Para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica, os blocos de parafina foram
cortados em microtomo com espessura de 3um e distendidos em laminas histologicas
devidamente preparadas com Poly-L-Lysina (Sigma P8920). O objetivo do
procedimento foi promover maior aderéncia dos cortes as laminas de vidro e evitar
assim a perda do material durante o processamento imunoistoquimico. As laminas
foram levadas a estufa a temperatura de 60°C por 24 horas e, a seguir, transferidas
para cubas de plastico vertical a fim de se proceder & imunoistoquimica.

A técnica de imunoistoquimica foi realizada de acordo com o protocolo do
Laboratdrio de Imunoistoquimica, sob responsabilidade da Profa. Dra. Renée Laufer
Amorim, do Servico de Patologia da FMVZ - UNESP/Botucatu. As solucdes e os
reagentes utilizados estéo descritos no anexo 1.

Inicialmente, as amostras foram desparafinizadas com o uso de baterias de xilol
e alcool e hidratadas com &gua destilada. A recuperagcdo antigénica foi feita com
tampao citrato 10Mm, pH 6,0 em forno de microondas, por trés ciclos de 5 minutos
cada. O nivel da solugdo tampao foi conferido a cada intervalo e se necessario, a
solucdo a mesma temperatura era reposta. Em seguida as amostras foram resfriadas a
temperatura ambiente e submetidas ao blogueio da atividade da peroxidase enddégena
com solucdo de metanol e agua oxigenada 10 volumes, na proporcdo de 19:1. Apés
essa etapa, as laminas foram lavadas em agua destilada (10 vezes) e mantidas em
solucéo tampéo TRIS, pH 7,4 até a proceder-se a incubagcdo dos anticorpos primarios.
Utilizaram-se os anticorpos primarios COX-2 (anti-COX-2, monoclonal, clone CX-294,
coédigo M3617, DakoCytomation) e Ki-67 (anti-Ki-67, monoclonal, clone MIB-1, cédigo
M7240, DakoCytomation).

Estes anticorpos foram diluidos em solugédo diluente que possui propriedades
redutoras de fundo (S3022; DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). As laminas foram
mantidas em camara umida e incubadas por 18 horas (“overnight”) a 4C em geladeira.

A diluicao foi de 1:50 para ambos 0s anticorpos primarios. Para o sistema de deteccao
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e amplificacdo dos anticorpos primarios utilizou-se EnVision (K4061; EnVision+Dual
Link System, Peroxidase, DakoCytomation). As laminas foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente. Para visibilizacdo da reacdo foi utilizado o cromdégeno DAB
(K3466; Liquid Dab Large Volume Substrate Chromogen System-3,3’dimainobenzidina,
DakoCytomation). As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer e
montadas em balsamo do Canada.

As laminas utilizadas como controles negativos para COX-2 e Ki-67 (MIB-1)
foram submetidas ao mesmo protocolo, com excecao de que o0 anticorpo primario foi
substituido por imunoglobulina de camundongo (Universal Negative Control - Mouse
Primary Antibodies, N1698, DakoCytomation). Cortes histolégicos de rim de um céo
adulto clinicamente sadio foram utilizados como controle positivo para COX-2.

O percentual de positividade para COX-2 foi obtido pela contagem de células
imunorreativas com o auxilio de um equipamento analisador de imagens Leica QWin
Plus, que permite a captura de imagens pela camera digital Leica DFC, acoplada a um
microscopio 6ptico (Leica DMR). Na avaliacdo da imunoexpressdo de COX-2 foram
contados cinco campos em aumento de 200 vezes para cada caso analisado,
considerando-se especificamente a epiderme. Avaliou-se a porcentagem de células
marcadas (Tabela 1) e a intensidade de coloracdo de cada campo (Tabela 2), conforme
preconizado por DORE et al. (2003) e HELLER et al. (2005) e utilizado com sucesso por
DE NARDI et al. (2005).

Tabela 1. Pontuacgdo atribuida ao percentual de células marcadas por campo na epiderme dos cdes de
GO0, G1 e G2. Jaboticabal, 2009.

Percentual de células marcadas por Pontuagéo
campo

< 5%
5-25%
26-50%
51-75%
> 75%

A W N B O
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Tabela 2. Pontuacao atribuida a intensidade de coloracdo das células marcadas por campo na epiderme
dos cées de GO, G1 e G2. Jaboticabal, 2009.

Intensidade de coloracdo Pontuagéo
Fraca 1
Moderada 2
Intensa 3

Ao final, estabeleceu-se um escore que variou entre zero e 12 pontos, obtido a
partir da multiplicacdo da pontuacao referente ao percentual de células marcadas pela
pontuagdo da intensidade de coloragdo. Foi feita uma média dos cinco escores obtidos
em cada campo.

A contagem das células imunomarcadas pelo anticorpo Ki-67 (MIB-1) foi feita
com o auxilio de um equipamento analisador de imagens Leica QWin Plus, que permite
a captura de imagens pela camera digital Leica DFC, acoplada a um microscoépio optico
(Leica DMR). Foi estabelecido que somente as células com marcagéo nuclear forte e
acastanhada fossem consideradas. Avaliou-se um campo em aumento de 400 vezes
para cada caso analisado, obtendo-se assim a contagem minima de 100 células, entre
positivas e negativas, sempre avaliando o campo por completo, conforme adaptacéo da
metodologia utilizada por AL-DISSI et al. (2007). Ao final, os valores foram

transformados em percentual de células positivas e submetidos a analise estatistica.

4.5. Avaliacao clinica do prognéstico

O acompanhamento da evolucdo clinica dos animais foi feito por meio de
ligacBes telefbnicas aos proprietarios e aos médicos veterinarios responsaveis. Estes
foram questionados quanto a presenca de metastases, recidiva, remissao da doenca e

tempo de sobrevida dos pacientes ap0s o diagnaostico.
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4.6. Andlise estatistica

A analise de variancia pelo teste F foi utilizada para avaliar se houve diferenca
entre os grupos em relagdo ao IM. Os dados referentes ao estudo imunoistoquimico
foram avaliados por meio de analise de variancia pelo teste F, para comparagao entre
grupos, e pelo teste de Tukey, para comparacdo das médias, de acordo com
delineamento inteiramente casualizado. Para avaliar a correlagdo existente entre a
imunomarcagao para COX-2, Ki-67 e o IM, utilizou-se o coeficiente de correlagao linear
de Pearson. Os resultados foram submetidos ao programa Statistical Analysis System
(SAS, versao 9.0., SAS Institute, Cary, NC, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Exame histopatoldgico

As lesdes diagnosticadas como ceratose actinica exibiram achados
histopatoldgicos na epiderme caracterizados por hiperplasia, paraceratose (Figura 1),
ortoceratose, perda da polaridade dos ceratindcitos, pleomorfismo celular moderado,
desorganizacdo das camadas da epiderme (Figura 2), degeneracdo hidropica nas
células escamosas e nucleos com mais de um nucléolo evidente.

No tecido conjuntivo frouxo localizado na derme observou-se proliferacdo de
fibroblastos e areas de degeneracdo do colageno. Ainda nessa localizacdo, as fibras
elasticas apresentavam-se degeneradas evidenciando o quadro de elastose solar. Nos
anexos cutaneos notaram-se foliculos pilosos apresentando dilatacdo cistica
infundibular por hiperceratose. Em alguns casos também haviam colénias bacterianas
com proliferacdo de neutrdéfilos caracterizando uma infeccao secundaria.

Quanto a classificacdo histologica, em G2 foram observados CCE bem
diferenciado em oito cées e CCE acantolitico em dois cédes. Dentre os dez caes de G2,
sete apresentaram ceratose actinica em pele adjacente. Os CCE cutadneo bem
diferenciados exibiram alteragcbes epidérmicas como hiperplasia, hiperceratose,
paraceratose, acantose e abundante proliferagdo de ceratinocitos neoplasicos
invadindo a derme (Figura 3). Essas células neoplasicas, cuja origem se da no epitélio
escamoso da epiderme, apresentaram-se de tamanho aumentado, tendendo a se
manter em blocos com moderada atipia nuclear, com formato variando de ovalado a
alongado (Figura 4). Entremeado as células neoplasicas notou-se a presenca de
infiltrado inflamatorio composto por células mononucleares e polimorfonucleares. Em
alguns desses blocos pbde-se observar a presenca de pérolas cérneas.Os nucléolos
apresentaram-se atipicos e numerosos com delimitado citoplasma de coloracdo rosea.

A relacdo nucleo/citoplasma estava aumentada com marcada disceratose.
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Figura 1. Ceratose actinica. Epiderme exibe Figura 2. Ceratose actinica. Pleomorfismo

hiperplasia irregular, com formacéo de cristas celular, perda da polaridade dos ceratinécitos
(*) e paraceratose compacta confluente (seta). e desorganizacdo das camadas da epiderme
Coloracdo: H.E. 200X. Jaboticabal, 2009. (*). Coloragdo: H.E. 400X. Jaboticabal, 2009.

Flgura 3. CCE'bem dlferenmado Hlperplask:i Flgljra4 CCE bem dlferenC|ado Ceratlnocnos
irregular em epiderme.Proliferacdo neoplasica de tamanho aumentado e atipia nuclear (*).
dos ceratindcitos e invasdo da derme (*). Coloragéo: H.E. 400X. Jaboticabal, 2009.

Coloracdo: H.E. 200X. Jaboticabal, 2009.

Flgura 6 CCE acantolltlco Notar perda das

(*). Coloragéo: H.E. 200X. Jaboticabal, 2009. junc@es intercelulares (seta). Coloracao: H.E.
400X. Jaboticabal, 2009.

Flgura 5 CCE acantolltlco Area de acantollse



23

Foi observada elastose solar, caracterizada pela degeneracdo basofilica das fibras
elasticas. A invasdo perineural é considerada um fator prognostico importante e foi
observada em um caso de CCE bem diferenciado.

Os dois casos de CCE acantolitico exibiram areas extensas de acantolise, sendo
este padrdo predominante (Figura 5). Observou-se a formacdo de estruturas
pseudoglandulares originadas do centro de aglomerados de células epiteliais devido a
perda das juncdes intercelulares (Figura 6). Pequenos focos de CCE bem diferenciado
em algumas areas das neoplasias estavam presentes. Invasdo de vasos linfaticos por

células neoplasicas foi identificada em um caso de CCE acantolitico.

5.2. Dados de frequéncia

Os dados de frequéncia estdo descritos nos anexos 2 e 3. Em G1 houve maior
frequéncia em caes da raca Pit Bull (5/10), seguidos por aqueles da raca Boxer (2/10),
Dogo Argentino (1/10), Dogue Aleméo (1/10) e Bull Terrier (1/10). Em G2 também
houve maior frequéncia em cées da raca Pit Bull (6/10), seguidos por aqueles da raga
Dogo Argentino (2/10), Boxer (1/10) e Terrier Brasileiro (1/10) (Figura 7).

A média de idade dos caes de G1 e G2 foi de 4,3 (x0,8) anos e 5,6 (x1,7) anos,
respectivamente (Figura 8). Houve maior frequéncia de fémeas em relagdo aos machos
em G1 (7 fémeas e 3 machos) e G2 (6 fémeas e 4 machos). Todos os caes de G1 e G2
possuiam pelame curto e de coloragdo branca em cerca de 90% da superficie corporal,
com exce¢do de um cado da raca Terrier Brasileiro, que era tricolor, que apresentou
lesGes em area glabra e de pelame branco.

A distribuicdo topografica das lesdes cutaneas nos caes de G1 incluiu regido de
abdoémen ventral (6), flanco (4), bolsa escrotal (2), regido lateral do térax (2), parte
medial de membros pélvicos (2) e plano nasal (2). Em G2, a distribuicdo topogréafica
incluiu regido de abddmen ventral (6), regido lateral do térax (2), flanco (1), bolsa
escrotal (1), parte medial de membros pélvicos (1), membro toracico (1), plano nasal (1)
e dorso (1) (Figura 9).
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Figura 7. Frequéncia de ceratose actinica e CCE cutaneo de acordo com a raca dos caes. Jaboticabal,

2009.

O Ceratose actinica
m CCE cutaneo

Nimero de cées

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Idade dos cées (anos)

Figura 8. Frequéncia de ceratose actinica e CCE cutaneo de acordo com a idade dos cées. Jabaoticabal,

20009.

41 O Ceratose actinica

m CCE cutaneo

NUmero de cées
w
|

0 i
Abdémen  Flanco Bolsa Regido Membros Membros  Plano Dorso
ventral escrotal lateral do pélhvicos torécicos  nasal
térax

Localizagédo das lesdes

Figura 9. Distribuigdo topografica das lesbes de ceratose actinica e CCE cutaneo. Jaboticabal, 2009.
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Nos casos de ceratose actinica, as lesbes dermatoldgicas caracterizaram-se
principalmente por alopecia, eritema, comeddes, descamacdo, escoriacdo, pustulas,
colaretes epidérmicos, crostas e cicatrizes. Foliculites bacterianas superficial e profunda
foram achados frequentes (Figuras 10, 11, 12 e 13). Nos casos de CCE cutaneo,
ocorreram lesdes tanto do tipo erosiva quanto proliferativa (Figuras 14 e 15). As lesfes
dermatolGgicas caracterizaram-se principalmente por erosfes, Ulceras, nodulos,
alopecia, eritema, escoriacdo, crostas e cicatrizes.

Os animais acometidos por ceratose actinica eram provenientes de Curitiba
(5/10), Jaboticabal (3/10), Ribeirdo Preto (1/10) e Salvador (1/10). Os céaes acometidos
por CCE cutédneo eram de Curitiba (7/10), Ribeirdo Preto (2/10) e Brasilia (1/10).

5.3. indice mitético

O indice mitético médio foi 0,4; 4,6 (£3,6) e 4,9 (¥2,6) em GO, G1 e G2,
respectivamente, em dez campos em aumento de 400 vezes (Tabela 3). Em G1,
baseando-se no valor médio do grupo, valores individuais de IM < 4,6 foram
considerados baixo e IM > 4,6, alto. Em G2, baseando-se no valor médio do grupo,
valores individuais de IM < 4,9 foram considerados baixo e IM > 4,9, alto. Foi possivel
observar figuras de mitose tipicas e atipicas em G1 e G2. Nao houve diferenca entre G1

e G2, mas entre esses e GO (p>0,05).
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Tabela 3. Valores individuais e médios referentes aos indices mitéticos encontrados em GO, G1 e G2.
Jaboticabal, 2009.

GO G1 G2
Céo Numero de figuras Céo Numero de figuras Cao NUmero de
de mitose de mitose figuras de mitose
Tipicas | Atipicas Tipicas | Atipicas Tipicas | Atipicas
C1 2 0 1 1 1 11 4 3
Cc2 0 0 2 2 1 12 1 2
C3 0 0 3 2 2 13 1 1
C4 0 0 4 2 2 14 3 1
C5 0 0 5 0 2 15 0 2
- - - 6 0 3 16 0 2
- - - 7 1 1 17 4 2
- - - 8 10 4 18 0 6
- - - 9 2 1 19 2 6
- - - 10 3 4 20 3 6
Média 0,4 Média 4,6 Média 4,9

5.4. Estudo imunoistoquimico

5.4.1. Imunomarcacgéo para COX-2

A imunomarcacdo para a COX-2 foi difusa e inteiramente confinada ao

citoplasma dos ceratinécitos, sendo evidente ao redor da membrana nuclear.

As amostras de G1 revelaram intensa expressdo, a qual permeou toda a
epiderme hiperplasica (Figura 16). A média dos escores das amostras foi 8,16 (£3,51)
(Tabela 4). Foi estabelecido que valores acima da média do grupo seriam considerados
“altos” e os valores inferiores a média, “baixos”. Uma alta porcentagem de células
marcadas, assim como intensa expressdo para a COX-2, também foi observada nos
ceratindcitos neoplasicos em diferentes regides da epiderme em todas as amostras de
G2 (Figura 17), assim como nas areas de ceratose actinica na pele adjacente.
Observou-se imunomarcagao apenas no componente epitelial da neoplasia, nenhuma
expressao foi constatada nas células mesenquimais adjacentes ao tumor. A média dos
escores foi 8,56 (x1,03) (Tabela 4). Nao houve marcacéao para COX-2 em corte de pele

normal.



Figura 10. Ceratose actinica. Eritema, alopecia
e crostas em regido abdominal ventral (setas).
Fémea, 4 anos, Pit Bull. Jaboticabal, 2009.

Figura 12. Ceratose actinica. Comedd&es
actinicos em regido abdominal ventral (setas).
Fémea, 5 anos, Pit Bull. Jaboticabal, 2009.

Figura 14. CCE cutaneo. Lesao erosiva na
regido lateral do térax (seta). Fémea, 6 anos,
Pit Bull. Brasilia, 2009.
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Figura 11. Ceratose actinica. Foliculite
bacteriana superficial em regido abdominal
ventral (setas). Fémea, 4 anos, Pit Bull
Jaboticabal, 2009.

Figura 13. Ceratose actinica. Erosdo, alopecia
e eritema em membro pélvico direito (seta).
Macho, 6 anos, Boxer. Curitiba, 2009.

Figura 15. CCE cutaneo. Les&o proliferativa
em prepucio (seta). Macho, 6 anos, Boxer.
Curitiba, 2009.
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As células do endotélio vascular apresentaram marcacao fraca para COX-2. Por
outro lado, na derme superficial, dentre os anexos cutaneos, observou-se que houve
marcacdo moderada nas células basais das glandulas sebaceas e no epitélio colunar
das glandulas sudoriparas. Ndo houve imunomarcacdo para COX-2 na amostra
utilizada como controle negativo (Figura 18). O corte de rim de céo utilizado como

controle positivo apresentou intensa imunomarcacdo para COX-2 (Figura 19).

A reacdo imunoistoquimica ndo revelou variacdo na porcentagem de células
marcadas para a atividade da COX-2 de acordo com o diagndstico histopatoldgico. Nao

houve diferenca significativa entre G1 e G2, mas entre esses e GO (p>0,05).

Tabela 4. Valores individuais e médios dos escores referentes a imunomarcacao de COX-2 nas amostras
de GO, G1 e G2. Jaboticabal, 2009.

GO G1

Cao Escore médio Cao Escore médio Cao Escore médio
C1 0 1 12 11 9,2
Cc2 0 2 8,0 12 8,4
C3 0 3 8,0 13 11,2
Cc4 0 4 8,0 14 8,0
C5 0 5 8,0 15 8,0
- - 6 10,4 16 8,4
- - 7 4 17 8,8
- - 8 10,4 18 7,6
- - 9 0,8 19 8,0
- - 10 12 20 8,0
Média 0 Média 8,16 Média 8,56

5.4.2. Imunomarcagéao para a proteina Ki-67 (MIB-1)

A imunomarcagédo para Ki-67 (MIB-1) foi inteiramente confinada aos nucleos dos

ceratinécitos e se caracterizou por

uma coloragdo acastanhada. Em G1, a

imunomarcacgdo seguiu um padréo linear, principalmente nos ceratindcitos localizados
nas camadas basal e escamosa ao longo de toda a epiderme hiperplasica (Figura 20).
Em G2, os ceratindcitos neoplasicos exibiram imunomarcagédo nas camadas de células

da periferia da neoplasia e nos agregados de células tumorais presentes na derme
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(Figura 21). Houve imunomarcagdo em fibroblastos, células inflamatdrias, células

epiteliais dos foliculos pilosos e células basais das glandulas sebaceas.

A porcentagem de células marcadas nédo variou de acordo com a classificacdo
histopatologica. Nao houve diferenca estatistica entre G1 e G2, mas entre esses e GO
(p>0,05). A média da porcentagem de células marcadas de GO, G1 e G2 foi 0,4; 15,77
(= 8,81) e 17,71 (x 12,21) (Tabela 5). Foi estipulado que valores acima da média do
grupo fossem considerados “altos” e valores inferiores a média, “baixos”. Nao foi

observada positividade nos ceratinécitos quando o anticorpo primério néo foi utilizado.

Tabela 5. Valores individuais e médios referentes a porcentagem de células positivas para a
imunomarcacédo de Ki-67 (MIB-1) nas amostras de GO, G1 e G2. Jaboticabal, 2009.

GO G1 G2
Cao Porcentagem de Cao Porcentagem de Cao Porcentagem de
células positivas células positivas células positivas
C1 2 1 7,40 11 13,06
C2 0 2 19,54 12 12,91
C3 0 3 12,86 13 24,09
C4 0 4 21,92 14 18,71
C5 0 5 18,18 15 12,41
- - 6 23,88 16 19,86
- - 7 9,01 17 48,86
- - 8 31,84 18 13,58
- - 9 3,14 19 6,45
- - 10 9,93 20 7,20
Média 0,4 Média 15,77 Média 17,71




Ceratin6citos

Ceratose actinica.
marcados para COX-2 na epiderme (seta).
EnVision, DAB, Hematoxilina de Mayer. 200X.
Jaboticabal, 2009.

Figura 16.

Figura 18. CCE cuneo. Controle negtiv p
COX-2. Auséncia de marcacdo. EnVision, DAB,
Hematoxilina de Mayer. 200X. Jaboticabal, 2009.

igura 20. Ceratose actinica. Imunomarcacio
para Ki-67 em ceratindcitos (seta). EnVision,

DAB, Hematoxilina de Mayer. 200X. Jaboticabal,
2009.
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17. CCE cutaneo. Ceratindcitos
neoplasicos marcados para COX-2, invadindo a
derme (*). EnVision, DAB, Hematoxilina de
Mayer. 200X. Jaboticabal, 2009.

Figura 19. Rim. Controle positivo para COX-2
(seta). EnVision, DAB, Hematoxilina de Mayer.
200X. Jaboticabal, 2009.

Figura 21. CCE cutaneo. Imunomarcacdo para
Ki-67 em ceratinécitos, invadindo a derme (seta).
EnVision, DAB, Hematoxilina de Mayer. 200X.
Jaboticabal, 2009.
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5.5. Correlacdo entre a imunomarcacao para Ki-67e COX-2e o0 IM

N&o houve correlagéo entre a expressao de COX-2 e de Ki-67 (Tabela 6) e 0 IM
em Gl e G2 (r=0,32; p>0,05). Da mesma forma, ndo houve correlacdo significativa
entre os diferentes graus histolégicos do CCE cuténeo e a expressao da COX-2 e da
proteina Ki-67 e IM.

Tabela 6. Valores médios e resultados obtidos na analise de variancia para a imunomarcacéo de Ki-67 e
COX-2 e IM em caes acometidos por ceratose actinica e por CCE cutaneo. Jaboticabal, 2009.

Grupo Numero de indice mitético  [Express&o Ki-67 Expressdo COX-2
animais (MIB-1)
Ceratose actinica 10 46° 17.71°2 8,56 ¢
CCE 10 492 15,772 8,16 ¢
Controle 5 0,4° 0,25° 0°
Teste F 0,05~ 7,16 * 25,54 "
p<0,01 p< 0,01 p<0,01

**: significativo a 1% de probabilidade.
Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

5.6. Avaliacao clinica do prognaéstico

O cado n.02 apresentou evolucdo do quadro de ceratose actinica para CCE
cutaneo. baixa
imunomarcagao para COX-2 e baixo IM. Em G1, os cées n.01, 02, 03, 05, 06, 07, 08,

09 e 10 apresentaram recidiva da doenca e em G2, os cées n.11, 13, 15, 16, 17, 18 e

Esta amostra apresentou alta imunomarcacdo para Ki-67,

19 também apresentaram recidiva da neoplasia cutanea. Estas amostras apresentaram
valores distintos de IM e expressdo de Ki-67 e COX-2 e nao foi possivel estabelecer
uma relacdo entre os marcadores e a taxa de recidiva. O cdo n.18 apresentou um

nodulo cerebral identificado por ressonancia magnética, o qual é suspeito de ser uma
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metastase da neoplasia cutanea. A amostra apresentou IM alto e expressao de Ki-67 e
COX-2 baixas.

A classificagdo histologica nas amostras n.12 e n.15 foi de CCE acantolitico.
Estas amostras apresentaram IM baixo e expressdo de Ki-67 e COX-2 baixas. As
demais amostras foram diagnosticadas como CCE bem diferenciados e apresentaram
valores distintos de IM e expressao de Ki-67 e COX-2, ndo sendo possivel estabelecer
uma relacdo entre os marcadores e a classificacao histolégica. Na amostra do cdo n.17
observou-se invasdo perineural por células neoplasicas. Este corte obteve a maior
porcentagem de células positivas para a proteina Ki-67 (MIB-1) de todo o grupo,
correspondendo a 48,86%. Além disso, apresentou IM e expressdo de COX-2 altos.
Este cdo apresentou recidiva da neoplasia em membro pélvico esquerdo 11 meses
apos o primeiro diagnostico.

A sobrevida apos o diagnéstico foi avaliada nos 20 cées estudados. Em G1,
todos o0s animais estdo vivos até o momento e a sobrevida variou de 15 a 24 meses.
Em G2, o cdo n.13 veio a Obito devido a transtorno hepético. O estudo
imunoistoquimico revelou que esta amostra apresentou 0 maior escore médio para
imunomarcacédo de COX-2, correspondendo a 11,2 e 24,09% de células positivas para
a proteina Ki-67, além de duas figuras de mitose. Os demais cades estdo vivos e a

sobrevida variou de 14 a 25 meses.
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6. DISCUSSAO

As dermatopatias provocadas pela exposicdo excessiva a radiacdo solar sdo
amplamente pesquisadas em medicina humana (CARPENTER et al., 2004; OH et al.,
2004; BERMAN et al., 2006; SILVA et al., 2006; ROWERT-HUBER et al., 2007;
ULRICH et al., 2007), entretanto, 0 mesmo ndo ocorre em medicina veterinaria, apesar
da elevada incidéncia destas doencas (ALMEIDA et al., 2001; PRONOVOST et al.,
2004; TAMMENHAIN et al., 2008; FAVROT et al., 2009). E importante salientar que
cades e humanos séo expostos aos mesmos fatores de risco que podem culminar no
desenvolvimento de ceratose actinica e CCE cutaneo. Logo, os cdes sdo modelos
apropriados para o estudo do comportamento biologico da ceratose actinica e do CCE
cutaneo. De acordo com a literatura consultada, foi possivel verificar que este estudo é
a primeira pesquisa em cdes com énfase na avaliacdo de caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas e imunoistoquimicas de forma comparativa entre a ceratose actinica e
o CCE cutéaneo.

Os cédes das racas Dalmata, American Staffordshire Terrier, Beagle, Basset
Hound e Bull Terrier apresentam predisposicao a lesdes actinicas (SCOTT et al., 2001).
Entretanto, os cdes da racga Pit Bull foram os mais acometidos neste estudo. Este dado
corrobora com dados de autores brasileiros, que observaram alta incidéncia da
ceratose actinica em caes desta mesma raca (TAMMENHAIN et al., 2008). GROSS et
al. (2005) afirmaram que os caes da raca Pit Bull apresentam predisposicdo ao
desenvolvimento de CCE cuténeo. Este dado coincide com o encontrado neste estudo,
no qual estes animais representaram a maioria (6/10) dos cées afetados, seguidos pela
raca Boxer, Dogo argentino e Terrier brasileiro.

A maior frequéncia de Pit Bulls pode ser explicada pelo aumento da populacéo
desta raca nos ultimos anos somado a excessiva exposicdo ao sol relatada pelos
proprietarios. Esta ultima foi o principal fator de risco no desenvolvimento da ceratose
actinica e do CCE cutaneo. Todos os cades avaliados possuiam pelame curto e de
coloracdo branca, o que confirma a predisposicdo de animais com estas caracteristicas
citada por HARGIS et al. (1977) e GROSS et al. (2005). Essa predilecdo pode ser
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justificada pela auséncia das propriedades fotoprotetoras da melanina e pela redugéo
da protecdo da pele em vista do comprimento curto dos pélos. Além disso, a maioria
dos cées (8/10) apresentou dermatopatias crénicas, como piodermites, foliculites
bacterianas e demodiciose. Estas afec¢Ges sdao acompanhadas por inflamagéo da pele.
E possivel que a inflamagdo cutanea cronica seja um fator de risco importante,
conforme citado por ULRICH et al. (2007).

A média de idade dos caes acometidos por ceratose actinica e CCE cutaneo foi
de 4,3 (x0,8) e 5,6 (£1,7) anos, respectivamente. I1Sso se contrapde aos valores citados
por GROSS et al. (2005), que afirmaram que as lesdes ocorrem principalmente em caes
mais velhos. Estes dados indicam que esta populagcédo sofreu uma exposi¢cdo precoce
aos fatores de risco, em especial a luz solar, resultando no desenvolvimento da doenca
ainda na fase adulto-jovem, o que pode culminar na reducdo na expectativa de vida
destes cées.

O Laboratorio Werner & Werner esté situado em Curitiba-PR, o que explica o
maior nimero de cées provenientes desta cidade. A latitude em Salvador-BA, Brasilia,
Jaboticabal/ Ribeirdo Preto e Curitiba € de 12, 157, 21S e 25, respectivamente.
Em paises do hemisfério norte, como Estados Unidos, a latitude varia de 30N a 64N
na maior parte do pais. A latitude baixa resulta em maior exposi¢éo a luz UVB, principal
fator etiol6gico da ceratose actinica e do CCE cutaneo. LEBWOHL (2003) afirma que a
ceratose actinica € mais comum em paises de latitude baixa, onde a exposi¢édo a luz
UVB pode ser o dobro da que ocorre em latitudes mais altas.

ALMEIDA et al. (2001) afirmaram que nado existe predilecdo sexual para o
desenvolvimento de CCE. Em ambos os grupos houve maior frequéncia de fémeas em
relacdo aos machos. A maioria das cadelas deste estudo foi castrada, mas nao antes
do 1°cio, logo esse dado nao permite inferir infor macdes importantes sobre a influéncia
hormonal no desenvolvimento da ceratose actinica e do CCE cutaneo.

Apenas dois cdes de cada grupo foram submetidos ao uso prolongado de
prednisona, o que pode resultar em imunossupressédo. Entretanto, ndo foi feito um
estudo sobre a imunocompeténcia destes cdes no presente estudo. Logo, ndo é

possivel inferir se a imunossupressao cronica foi um fator de risco nesses caes, como
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estabelecido em humanos portadores de ceratose actinica, segundo ULRICH et al.
(2007).

Em relacdo a ceratose actinica, as lesbes dermatologicas foram variaveis.
Alguns caes apresentavam eritema, papulas, alopecia e descamacdo, conforme
descrito por SCOTT et al. (2001). Nestes casos, além da ceratose actinica, outros
diagnosticos diferenciais foram demodiciose, foliculite bacteriana primaria e secundaria
e alergopatias. Os comeddes foram frequentes, observados principalmente em regiao
abdominal ventral e térax lateral e nos casos em que a pele estava crostosa e cerotica.

Outros cédes apresentaram quadros mais severos de ceratose actinica,
caracterizados por piodermite superficial e profunda, com a presenca de crostas,
colaretes epidérmicos e pustulas, 0 que macroscopicamente lembrava pénfigo foliaceo.
Este quadro clinico foi reconhecido também por PAPADOGIANNAKIS et al. (2008).

O cdo n.02 apresentou evolucdo do quadro de ceratose actinica para CCE
cutaneo trés meses apos o diagnostico da primeira doenga. Era uma cadela da raca Pit
Bull com 5 anos de idade que apresentou ceratose actinica em regido ventral e térax
lateral. A progressao de ceratose actinica para CCE observada neste caso corrobora 0s
relatos de PAPADOGIANNAKIS et al. (2008) em um Dogo Argentino e de HARGIS et
al. (1977) em 13 caes da raca Beagle, que concluiram que os cédes desenvolveram a
doenca em circunstancias que sugerem o0 envolvimento da radiacdo solar na
patogénese, como é no homem.

Foram observadas lesdes erosivas e também proliferativas nos casos de CCE
cutédneo, de diversos tamanhos (0,5cm a 5cm de didmetro). Os aspectos lesionais
foram semelhantes aos descritos por WITHROW & MACEWEN (2007), que referiram
gue a leséo proliferativa pode adquirir aspecto de “couve-flor” e que a lesdo erosiva
tende a evoluir para uma ulcera profunda.

Além das principais regides acometidas por ceratose actinica, conforme citado
por GROSS et al. (2005), que incluem abdémen ventral, flanco e membros pélvicos, os
cdes apresentaram lesdes também em bolsa escrotal, térax lateral e em plano nasal.
Em um estudo retrospectivo realizado em Curitiba-PR, o plano nasal foi o local mais

frequente em caes da racga Pit Bull acometidos por ceratose actinica (TAMMENHAIN et
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al., 2008), ao contrario deste estudo, no qual apenas dois céaes foram afetados nesta
regiao.

A maioria dos cées portadores de CCE cutaneo apresentou lesdes em abdémen
ventral, como citado por GROSS et al. (2005). Estes autores descrevem também o
flanco como uma area comumente afetada, mas apenas um cdo apresentou lesdo
nesta regiao.

Embora a regido lateral do térax ndo seja a mais comumente afetada por esses
processos dérmicos, neste estudo optou-se pela coleta destas amostras para controle
desta regido, pois 0s animais viviam em canil com piso de plastico e apresentavam
eritema discreto na pele da regido abdominal ventral por contato com essa superficie.

Os achados histopatolégicos encontrados nos cortes de ceratose actinica foram
condizentes com os descritos por GROSS et al. (2005). Na epiderme observou-se
hiperplasia, acompanhada por hiperceratose e/ou paraceratose. Estes autores
descrevem a alteracdo da arquitetura normal, o que neste estudo foi evidenciado pela
perda da polaridade dos ceratindcitos, pleomorfismo celular moderado e
desorganizacdo das camadas da epiderme.

Nos anexos cutaneos notaram-se foliculos pilosos apresentando dilatacéo cistica
infundibular por hiperceratose e em alguns casos também haviam col6nias bacterianas
com proliferacdo de neutrofilos caracterizando uma infec¢cdo secundaria, o que condiz
com as afirmacdes de GROSS et al. (2005), de que a infeccdo bacteriana secundaria
decorrente de comeddes actinicos.

Nas amostras de G1, observou-se degeneracdo do colageno no tecido
conjuntivo frouxo localizado na derme e de fibras elasticas, evidenciando o quadro de
elastose solar, o que admite o papel da injdria solar na etiologia da doenca, uma vez
gue as alteracdes elastdticas na pele sdo consideradas o principal indicador de
exposicao solar cumulativa na derme (KLIGMAN & SAYRE, 1991). Em G2, 8/10
amostras apresentaram elastose solar associada ao CCE. A auséncia desta alteragao
nas amostras n.17 e n.19 sustenta a possibilidade de que outro agente etioldgico tenha
causado o CCE nestes animais, como, por exemplo, o papilomavirus, que foi
identificado em 9/42 amostras de CCE em cé&o, como assinalado por ZAUGG et al.
(2005).
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No grupo G2, 8/10 amostras eram CCE bem diferenciado e 2/10 eram CCE
acantolitico. A menor frequéncia de CCE acantolitico observada neste grupo reforca a
descricdo de GROSS et al. (2005), que citaram que esta € uma variante histoldgica rara
em caes e que o tipo bem diferenciado é o mais comum nesta espécie. Os principais
achados histopatolégicos encontrados nos CCEs cutaneo bem diferenciados
coincidiram com os descritos por SCOTT et al. (2001).

Em medicina veterinaria, fatores como invasdo perineural ainda ndo foram
estudados. GROSS et al. (2005) afirmaram que esse dado é importante, pois permitiria
o estabelecimento de um progndstico mais adequado, assim como uma melhor
abordagem terapéutica. Esta caracteristica foi pesquisada em todos os cortes e foi
observada apenas na amostra n.17. A evolugdo da doenca neste cado foi rapida (4
meses) e a lesdo localizava-se em bolsa escrotal. Por ter sido apenas um animal, este
dado ndo estabelece uma relagéo fidedigna com o prognéstico, como foi encontrado
por VELAZQUEZ et al. (2008). Onde esses mesmos pesquisadores mostraram que
69% dos pacientes humanos que apresentaram invasao perineural desenvolveram
metastase em linfonodo regional. Entretanto, € provavel que a invasdo perineural esteja
relacionada a quadros mais agressivos e tumores localmente invasivos.

As amostras de CCE acantolitico exibiram areas extensas de acantolise, sendo
este padrdo predominante. Estes achados ratificam os descritos por GROSS et al.
(2005). A amostra n.15 chamou a atencdo devido a presenca de vaso linfatico contendo
émbolo neoplasico, entretanto, até 0 momento, esta cadela ndo apresentou metastases
em linfonodos, o que discorda do fator preditivo estabelecido por MARINHO et al.
(2008), que observou uma relacdo positiva entre a invasdo de vasos linfaticos e a
ocorréncia de metastases em tumores de mama em mulheres.

A reacdo imunoistoquimica ndo revelou variacdo na porcentagem de células
marcadas para a atividade da COX-2 de acordo com o diagndstico histopatolégico,
sendo a expressao de COX-2 nas amostras de ceratose actinica semelhante a
observada nas amostras de CCE cutaneo. N&o houve imunomarcagéo para COX-2 na
pele normal, demonstrando que esta nao foi expressa amostras de pele sem alteracdes
histoldgicas. De forma coincidente, ALMEIDA et al. (2001) e PRONOVOST et al. (2004)

nao detectaram COX-2 em amostras de pele canina normal. A localizagao celular da
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marcacao foi semelhante & encontrada por ALMEIDA et al. (2001), que observaram
imunomarcacéao difusa e inteiramente confinada ao citoplasma dos ceratinécitos, sendo

evidente ao redor da membrana nuclear.

Houve intensa expressdo de COX-2 nas amostras de G1, a qual permeou toda a
epiderme hiperplasica. Neste estudo, ha evidéncias de que a expressdo tenha sido
induzida pela exposicédo excessiva a radiacdo solar, o que condiz com os achados de
BUCKMAN et al. (1998), que observaram aumento da expressdo de COX-2 em
ceratindcitos in vitro expostos a luz UVB. A expressdo da COX-2 prejudica a
diferenciacdo epidérmica. As principais razdes para que isto aconteca Sao a expressao
da prépria enzima, seguida pela producdo de prostaglandinas, o que resulta em
hiperplasia da epiderme, refletindo um aumento no niamero de células e hiperceratose
(NEUFANG et al.,, 2001). No atual estudo, estes dois achados foram alteracdes
histologicas caracteristicas da ceratose actinica, que clinicamente se manifestaram

como pele ressecada e espessa.

Foi observada alta porcentagem de células marcadas e intensa expressao para a
COX-2 nos ceratindcitos neoplasicos nas amostras de G2, assim como nas areas de
ceratose actinica na pele adjacente. Estes achados ratificam os encontrados por
ALMEIDA et al. (2001), que observaram marcagdo intensa nos ceratindcitos
neoplasicos em 40 amostras de CCE em caes. Observou-se imunomarcagao apenas no
componente epitelial da neoplasia, o que coincide com os resultados da pesquisa
realizada por DE NARDI et al. (2005) em cadelas portadoras de carcinoma mamario, na
gual ndo foi constatada nenhuma expressao nas células mesenquimais adjacentes ao

tumor, apenas nas células epiteliais.

Os resultados deste estudo sugerem o envolvimento da COX-2 no
desenvolvimento de tumores de pele provocados por exposicdo prolongada ao sol,
conforme proposto por BUCKMAN et al. (1998). Nestes casos, é provavel qgue a COX-2
promova o desenvolvimento tumoral atuando na angiogénese. NAGHSHVAR et al.
(2008) afirmaram que existe uma importante relagédo entre a enzima COX-2 e 0s
mastdcitos presentes no infiltrado inflamatério peritumoral. GRUTZKAU et al. (1998)

concluiram que mastdcitos ndo neoplasicos expressam VEGF. ORTONNE (2003)



39

também ressaltou a relacdo entre COX-2 e VEGF e, da mesma forma, afirmou que esta

enzima tem a capacidade de elevar a expressao do VEGF.

Além disso, a elevada expressdo de COX-2 pode resultar na resisténcia dos
ceratinécitos a apoptose. SUBBARAMAIAH et al. (1999) especularam que o0s
mecanismos pelos quais possa ocorrer inibicdo da apoptose sejam a presenca de uma
proteina associada a apoptose, chamada nucleobindina, ou a modulacéo intracelular de
acido araquidénico. Somado a isto, FISCHER (1997) afirmou que o aumento na sintese
de PGE; pela COX-2 provoca a reducéo da resposta imune do hospedeiro, dificultando

assim a eliminacéo de células neoplasicas.

Os dados obtidos neste estudo apontam para 0 uso racional de inibidores
seletivos de COX-2 no tratamento de cédes com ceratose actinica e CCE cutaneo, como
tentativa de reduzir os efeitos deletérios provocados pela expressdo da COX-2 em
resposta a injUria solar. A possivel acdo preventiva e terapéutica de antiinflamatorios
em cées portadores de ceratose actinica e do CCE cutaneo possui implicagfes clinicas
e, se confirmada, pode auxiliar no controle dessas doengas.

A localizagéo celular e a distribuicdo da marcacdo do anticorpo MIB-1 foram
semelhantes as encontradas por LAPRIE et al. (2001) em amostras de melanoma
canino, sendo inteiramente confinada aos nucleos dos ceratindcitos e caracterizada por
uma coloracdo acastanhada. Os autores acima citados também perceberam marcacao
difusa em algumas amostras e focal em agregados de células tumorais.

A epiderme do cao possui cinco camadas, sendo a camada basal a mais interna
(SCOTT et al., 2001). A medida que ocorre diferenciacdo dos ceratindcitos em direcio
a camada cornea, estas células tendem a perder os nucleos, o que justifica a presenca
de células em diviséo principalmente nas camadas basal e escamosa.

O principal achado histolégico que diferencia a ceratose actinica do CCE cutaneo
€ a invasdo da membrana basal por células neoplasicas. Poréem, segundo OH &
PENNEYS (2004) a identificacdo desta caracteristica pode ser dificil em amostras nas
guais a membrana nao seja facilmente delimitada por razées como corte fragmentado,
presenca de infiltrado inflamatério intenso e amostra ndo representativa. Logo, a

distincdo histologica entre a ceratose actinica e o inicio do CCE cutaneo apresenta
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controvérsias entre dermatopatologistas veterinarios e médicos. OH & PENNEYS
(2004) identificaram padrdes distintos de marcagdo da proteina Ki-67 em amostras de
ceratose actinica e CCE cutaneo de pacientes humanos, que podem ser utilizados para
diferenciar estas duas doencas quando o exame histopatoloégico ndo for conclusivo.
Estes dados divergem dos encontrados no presente estudo, no qual os padrdes de
marcagao na ceratose actinica e no CCE cutaneo foram semelhantes, a porcentagem
de células marcadas nao variou de acordo com a classificacdo histopatologica e nao
houve diferenca estatistica entre G1 e G2, mas entre esses e GO (p>0,05).

O IM baseou-se na contagem de figuras de mitose presentes na lamina corada
por H.E. A contagem das figuras de mitose pode auxiliar 0 patologista a estimar a taxa
de proliferacdo celular durante a interpretacdo do exame histopatologico. Esta técnica
apresenta vantagens, como baixo custo e maior facilidade de execucdo, quando
comparado ao Ki-67, que requer tempo e técnicas de coloracao especial.

Em G1, o IM médio da amostra n.10 foi 7 e a lesdo localizava-se em plano nasal.
De acordo com MULAS et al. (1999), lesbGes nesta regido, associadas a dermatite solar,
podem ter um comportamento maligno. Nas demais amostras ndo houve relagédo do IM
com a localizacdo da lesao, taxa de recidiva e remissdo completa da doenca, 0 que
ratifica os dados expostos por SPANGLER & KASS (2006), que ndo conseguiram
estabelecer um modelo preditivo satisfatorio com o uso de IM em cées portadores de
neoplasias melanociticas.

A presenca de figuras de mitose atipicas, somada as outras alteracdes
histopatoldgicas, clinicas e imunoistoquimicas tornam evidentes as semelhancas entre
a ceratose actinica e o CCE cutaneo e permitem sugerir que ambos correspondem a
mesma doenca, mas em fases distintas, conforme ja citado por outros autores
(LEBWOHL, 2003; ROWERT-HUBER et al.,2007). GROSS et al. (2005) citaram que a
relutdncia em trocar a terminologia da ceratose actinica deve-se, em grande parte, ao
impacto psicologico que a palavra “carcinoma” pode provocar nos proprietarios dos
animais.

As fases de metafase, anafase e telofase foram identificadas nas amostras de

CCE cutaneo em figuras de mitose tipicas. Porém, em G2, 7/10 amostras apresentaram
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numero maior de figuras de mitose atipicas do que tipicas, caracterizadas por aumento
do tamanho, assimetria e desorganizacdo nuclear, o que sugere dano genético,
segundo ANKLE et al. (2007). Nao houve relacdo do IM com a localizacdo da lesao,
taxa de recidiva e remissdo completa da doenca em G2, o que corrobora os achados de
SARLI et al. (2002), nos quais o IM ndo foi Gtil como marcador prognéstico em tumores
mamarios em cadelas. Ressalta-se também que o IM médio de G2 foi inferior ao
encontrado por MULAS et al. (1999), que utilizaram o mesmo método de contagem em
amostras de CCE cutaneo em céo e obtiveram IM médio de 9,5 (£9,1).

Em pesquisa realizada por KUNTZ et al. (1997) houve relagéo entre o IM e a
ocorréncia de metastases em sarcomas de tecidos moles em cées, 0 que nao fora
evidenciado no presente estudo, no qual apenas um cao apresentou possivel
metastase, caracterizada por um nédulo em cérebro diagnosticado por ressonancia
magnética e o IM desse animal foi 6.

Adicionalmente, o IM, assim como o Ki-67, demonstrou que o comportamento
biolégico da ceratose actinica € bastante similar ao do CCE cutaneo, o que sugere que
esta ndo seja uma lesdo pré-neoplasica, mas sim a fase inicial do CCE. N&do houve
correlacéo entre o IM e a imunomarcacao para Ki-67, o que pode ser explicado pelo
fato do IM ter sido avaliado em laminas coradas por H.E., pois ANKLE et al. (2007)
concluiram que a coloracgéo cristal violeta 1% possibilita melhor identificacdo de figuras
de mitose do que a coloracao H.E..

ORTONNE (2003) concluiu que a expressao da COX-2 ap0Os exposicdo solar
prolongada foi acompanhada pela elevacdo da proliferacdo de ceratindcitos,
discordante do presente estudo, onde ndo se encontrou correlacdo entre a expressao
de COX-2 e o indice de proliferacéo celular dos ceratindécitos (r=0,32). NEUFANG et al.
(2001) citaram que a proliferacdo induzida pela COX-2 foi resultado de uma
diferenciacéo epidérmica prejudicada e ndo por um aumento na taxa de proliferacdo, o
gue foi demonstrado pela supressédo da marcacgéo de ceratina 10, involucrina e loricrina
em células suprabasais. Essa € uma hipétese para a auséncia de correlacdo entre
essas duas variaveis observadas no presente estudo, mas requer outras investigacoes

para ser confirmada ou descartada.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

4 N&o héa correlacdo entre a proliferacao celular e a expressdo da COX-2 na

ceratose actinica e no CCE cutaneo em cées.

4 Os caes da raca Pit Bull apresentam freqiéncia elevada de ceratose

actinica e CCE cutaneo.

v N&o ha relacdo entre o indice de proliferacdo celular, a expressao de

COX-2 e o progndstico de cades acometidos por ceratose actinica e CCE cutaneo.

v O CCE bem diferenciado é a variante histolégica mais comum na espécie

canina.

v A ceratose actinica se comportou de forma semelhante ao CCE cutaneo.
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9. ANEXOS

Anexo 1

SOLUCOES UTILIZADAS NA TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA:

Solucdes tampéo utilizadas na recuperacao antigénic  a

Citrato 10mM:
- 1000 mL de 4gua destilada
- 2,19 de &cido citrico monohidratado de peso molecular 192.13

- pH 6,0 (ajustar em medidor com hidroxido de sodio hipersaturado)

TRIS solucéo tampéo:
- 1000 mL de 4gua destilada

- 6,0g de Trizma base

- 8,59 cloreto de sddio

- pH 7,4 (pode variar entre 7,2 e 7,6. E ajustado em medidor com &cido cloridrico)
Solucao utilizada no bloqueio da peroxidase enddgen a
Metanol com &dgua oxigenada:

- 190 mL de alcool metilico

- 10 mL de 4gua oxigenada 10 volumes
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Anexo 2

DADOS CLINICOS DOS CAES ACOMETIDOS POR CERATOSE ACTINICA

Animal n°01
Raca: Pit Bull
Idade: 4 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim
Historico familiar semelhante: Desconhecido
Uso de prednisona: N&o
Status reprodutivo: Castrada
Dermatopatias cronicas: Piodermite
Alimentacéo: Racao comercial seca
Tempo de evolugcdo da doenca: > 1 ano
Localizacao da leséo: Abdome ventral
Recidiva: Sim
Remissdo completa: N&o

Animal n°02
Raca: Pit Bull
Idade: 5 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
EXxposicao excessiva ao sol: Sim
Historico familiar semelhante: Desconhecido
Uso de prednisona: Nao
Status reprodutivo: Castrada
Dermatopatias cronicas: Sim

Alimentacao:

Racéo comercial seca e comida caseira

Tempo de evolucdo da doencga:

20 dias

Localizacdo da leséo:

Abddbmen ventral e térax lateral

Recidiva:

Sim

Remissdo completa:

Nao
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Animal n°03
Raca: Pit Bull
Idade: 3 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
EXposi¢cao excessiva ao sol: Sim
Histérico familiar semelhante: N&o
Uso de prednisona: N&o
Status reprodutivo: N&o castrada
Dermatopatias cronicas: Sim

Alimentacao:

Racao comercial seca

Tempo de evolu¢do da doencga:

1 ano e 6 meses

Localizacao da leséo:

Abddmen ventral e flanco

Recidiva: Sim
Remissdo completa: N&o
Animal n°04

Raca: Dogue Aleméo
Idade: 4 anos

Sexo: Fémea

Cor da pelagem: Arlequim
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim

Historico familiar semelhante: N&o

Uso de prednisona: N&o

Status reprodutivo: Castrada
Dermatopatias cronicas: N&o

Alimentacao:

Racdo comercial seca

Tempo de evolucdo da doenca:

1 semana

Localizacdo da leséo:

Abddmen ventral

Recidiva:

Nao

Remissdo completa:

Sim
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Animal n°05
Raca: Boxer
Idade: 6 anos
Sexo: Macho
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Chacara
EXposi¢cao excessiva ao sol: Sim
Histérico familiar semelhante: N&o
Uso de prednisona: N&o
Status reprodutivo: Castrado
Dermatopatias cronicas: N&o
Alimentacéo: N&o informado
Tempo de evolu¢do da doencga: 1 ano

Localizacao da leséo:

Membro pélvico e bolsa escrotal

Recidiva:

Sim

Remissdo completa: N&o
Animal n°06
Raca: Pit Bull
Idade: 4 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim
Historico familiar semelhante: N&o
Uso de prednisona: Sim, esporadicamente
Status reprodutivo: Castrada
Dermatopatias cronicas: Sim
Alimentacao: Racdo comercial seca
Tempo de evolucdo da doenca: 2 anos

Localizacdo da leséo:

Membro pélvico e abddbmen ventral

Recidiva:

Sim

Remissdo completa:

Nao
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Animal n°07

Raca: Dogo Argentino
Idade: 4 anos

Sexo: Macho

Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
EXposi¢cao excessiva ao sol: Sim

Histérico familiar semelhante: Sim

Uso de prednisona:

Sim, por 30 dias

Status reprodutivo:

N&o castrado

Dermatopatias cronicas:

Furunculose e hipotireoidismo

Alimentacéo: Racao comercial seca
Tempo de evolu¢do da doencga: 2 anos
Localizacdo da leséo: Flanco e plano nasal
Recidiva: Sim
Remissdo completa: Sim
Animal n°08
Raca: Pit Bull
Idade: 4 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim
Historico familiar semelhante: N&o

Uso de prednisona:

N&o informado

Status reprodutivo:

N&o castrada

Dermatopatias cronicas:

Sim

Alimentacao: Racdo comercial seca e comida caseira
Tempo de evolucdo da doenca: P2 meses

Localizacdo da leséo: Abdbmen ventral

Recidiva: Sim

Remissao completa: Sim
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Animal n°09
Raca: Boxer
Idade: 4 anos
Sexo: Macho
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Apartamento
EXposi¢cao excessiva ao sol: Sim

Histérico familiar semelhante:

Desconhecido

Uso de prednisona:

Sim, por alguns meses

Status reprodutivo:

Castrado

Dermatopatias cronicas:

Sim

Alimentacao:

Racao comercial seca

Tempo de evolu¢do da doencga:

4 meses

Localizacao da leséo:

Flanco e bolsa escrotal

Recidiva:

Sim

Remissdo completa: N&o

Animal n°10
Raca: Bull Terrier
Idade: 5 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicéo excessiva ao sol: Sim
Historico familiar semelhante: Desconhecido
Uso de prednisona: N&o
Status reprodutivo: Castrada
Dermatopatias cronicas: Sim
Alimentacéo: N&o informada
Tempo de evolucéo da doenca: 3 anos
Localizacao da leséo: Torax lateral e flanco
Recidiva: Sim
Remissdo completa: N&o
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Anexo 3

DADOS CLINICOS DOS CAES ACOMETIDOS POR CCE CUTANEO

Animal n°11

Raca: Terrier Brasileiro
Idade: 5 anos

Sexo: Fémea

Cor da pelagem: Tricolor
Ambiente: Casa

Exposicdo excessiva ao sol: Sim

Historico familiar semelhante: N&o

Uso de prednisona:

Sim, por 1 semana

Status reprodutivo:

N&o informado

Dermatopatias cronicas: Sim
Alimentacéo: Racao comercial seca
Tempo de evolucdo da doenca: 2 anos
Localizacdo da lesdo: Abdbmen ventral
Recidiva: Sim
Remissdo completa: N&o

Animal n°12

Raca: Dogo Argentino
Idade: 5 anos

Sexo: Fémea

Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim

Histérico familiar semelhante: Desconhecido
Uso de prednisona: Nao

Status reprodutivo: Castrada
Dermatopatias cronicas: N&o
Alimentacéo: Racao comercial seca
Tempo de evolucdo da doenca: 4 anos

Localizacdo da leséo:

Plano nasal e membro toracico

Recidiva:

Nao informado

Remissdo completa:

Nao informado
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Animal n°13
Raca: Pit Bull
Idade: 4 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
EXposi¢cao excessiva ao sol: Sim
Historico familiar semelhante: N&o
Uso de prednisona: N&o
Status reprodutivo: Castrada
Dermatopatias cronicas: N&o
Alimentacéo: Racéo comercial seca e comida caseira
Tempo de evolu¢do da doencga: 4 meses
Localizacdo da leséo: Abdbémen ventral e dorso
Recidiva: Sim
Remissdo completa: N&o
Animal n°14
Raca: Pit Bull
Idade: 4 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim
Historico familiar semelhante: N&o
Uso de prednisona: N&o
Status reprodutivo: Castrada
Dermatopatias cronicas: Sim
Alimentacao: Racdo comercial seca e pao
Tempo de evolucdo da doenca: 6 meses
Localizacdo da leséo: Torax lateral e membro pélvico
Recidiva: N&o informado
Remissdo completa: N&o informado
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Animal n°15

Raca: Pit Bull
Idade: 4 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
EXposi¢cao excessiva ao sol: Sim
Histérico familiar semelhante: Nao

Uso de prednisona:

Sim, por 6 meses

Status reprodutivo:

Nao castrada

Dermatopatias cronicas:

Sim

Alimentacao: Racao comercial seca e péo
Tempo de evolu¢do da doencga: 1 ano
Localizacao da leséo: Abdbémen ventral
Recidiva: Sim
Remissdo completa: N&o

Animal n°16
Raca: Pit Bull
Idade: 6 anos
Sexo: Fémea
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim

Historico familiar semelhante:

Desconhecido

Uso de prednisona:

Sim, por 5 meses

Status reprodutivo:

Castrada

Dermatopatias cronicas:

Nao

Alimentacao:

Racdo comercial seca

Tempo de evolucdo da doenca:

? anos

Localizacdo da leséo:

Torax lateral

Recidiva:

Sim

Remissdo completa:

Nao
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Animal n°17
Raca: Boxer
Idade: 6 anos
Sexo: Macho
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
EXposi¢cao excessiva ao sol: Sim

Histérico familiar semelhante:

Desconhecido

Uso de prednisona:

N&o informado

Status reprodutivo:

Castrado (tratamento)

Dermatopatias cronicas:

Nao

Alimentacao:

Racéo comercial seca e comida caseira

Tempo de evolu¢do da doencga:

4 meses

Localizacao da leséo:

Bolsa escrotal

Recidiva: Sim
Remissdo completa: Nao
Animal n°18
Raca: Pit Bull
Idade: 10 anos
Sexo: Macho
Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim

Historico familiar semelhante:

Desconhecido

Uso de prednisona:

N&o informado

Status reprodutivo:

Nao informado

Dermatopatias cronicas:

Demodiciose e piodermite recorrente

Alimentacao:

N&o informada

Tempo de evolucdo da doenca:

N&o informado

Localizacdo da leséo:

Abddmen ventral

Recidiva:

Sim

Remissdo completa:

Nao
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Animal n°19
Raca: Pit Bull
Idade: 6 anos
Sexo: Macho
Cor da pelagem: Branco
Ambiente: Casa
EXxposicao excessiva ao sol: Sim
Histérico familiar semelhante: N&o
Uso de prednisona: N&o informado
Status reprodutivo: Castrado
Dermatopatias cronicas: N&o

Alimentacao:

Nao informada

Tempo de evolu¢do da doencga:

Nao informado

Localizacao da leséo:

Abddmen ventral

Recidiva: Sim
Remissdo completa: N&o
Animal n°20

Raca: Dogo Argentino
Idade: 6 anos

Sexo: Macho

Cor da pelagem: Branca
Ambiente: Casa
Exposicdo excessiva ao sol: Sim

Historico familiar semelhante: N&o

Uso de prednisona: N&o

Status reprodutivo: N&o castrado
Dermatopatias cronicas: N&o
Alimentacao: Racdo comercial seca
Tempo de evolucdo da doenca: P2 meses

Localizacdo da leséo:

Abddbmen ventral, flanco e axila

Recidiva:

N&o informado

Remissdo completa:

Nao informado
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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