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ABSTRACT.- Takaki, J.; Polonio, B.; Brito, L.Q.; Perrone, E.A.; Xavier, J.G. [Aspects
of the relationship between parenchyma and stroma in naturally occurring
actinic neoplastic lesions in cats.] Aspectos da relagéo entre parénquima e estroma
em lesBes actinicas neoplasicas de ocorréncia natural em gatos. Pesquisa Veterinaria
Brasileira. 1. Pés-graduacao em Patologia Ambiental e Experimental da Universidade
Paulista,Rua Doutor Bacelar, 1212, Vila da Saude, Sdo Paulo, SP, 04026-002, Brasil;
E-mail: jessika.takaki@gmail.com

Actinic neoplastic lesions result from cumulative excess exposure to ultraviolet
radiation, potentially leading to malignant epithelial tumors. Studies have linked this
behavior to the activation of COX-2 by ultraviolet radiation in squamous cell
carcinomas (SCC), inducing epithelial-mesenchymal transition (EMT). One of the
markers of EMT is vimentin, an innate intermediate filament in mesenchymal cells
involved in the invasion process in carcinomas. Tumor progression encompasses not
only genetic and epigenetic changes in neoplastic cells but also stromal modulation
and extracellular matrix production in the tumor microenvironment, particularly
highlighting collagen deposition. This study evaluated naturally occurring actinic
lesions on the pinnae of cats, relating them to the classification and histopathological
grading of the processes, COX-2 and vimentin immunoexpression in neoplastic cells,
and the investigation of myofibroblastic modulation and collagen deposition patterns in
the lesion. Twenty samples of cat pinnae were evaluated, including 2 actinic keratoses
and 18 SCCs of different malignancy grades. Although not statistically significant, there
was a trend toward increased COX-2 expression in neoplastic cells, myofibroblastic
activation, and collagen deposition in the stroma, correlating with lesion
aggressiveness. No vimentin expression was identified in malignant cells. These
findings indicate modifications in the lesion microenvironment, particularly related to
foci of neoplastic invasion, providing insights for better understanding these conditions
and potential therapeutic interventions aimed at improving the quality of life for animals.

Key-words: squamous cell carcinoma, COX-2, feline, myofibroblast, tumor

microenvironment



RESUMO.- [ASPECTOS DA RELACAO ENTRE PARENQUIMA E ESTROMA EM
LESOES ACTINICAS NEOPLASICAS DE OCORRENCIA NATURAL EM GATOS.]
LesGes actinicas neoplasicas decorrem do excesso cumulativo de exposigao a
radiagao ultravioleta podendo originar tumores epiteliais malignos. Ha estudos que
relacionam tal comportamento com a ativagao de COX-2 pela radiagao ultravioleta em
carcinomas de células escamosas (CCE), induzindo a transig&o epitelial mesenquimal
(TEM). Um dos marcadores da TEM é a vimentina, filamento intermediario inato em
células mesenquimais, envolvido no processo de invasdo em carcinomas. A
progressao tumoral compreende ndo apenas alteragdes genéticas e epigenéticas nas
células neoplasicas, mas também a modulagdo estromal, e a produgdo da matriz
extracelular no microambiente tumoral, com destaque para a deposi¢cédo de colageno.
Neste estudo foram avaliadas lesdes actinicas de ocorréncia natural em pina de gatos,
relacionando-as a classificacdo e graduagdo histopatolégica dos processos,
imunoexpressao de COX-2 e vimentina nas células neoplasicas, além da investigagcéo
da modulagédo miofibroblastica e do padrao de deposi¢ao colagénica na lesdo. Foram
avaliadas 20 amostras de pima de gatos, sendo 2 ceratoses actinicas e 18 CCEs de
diferentes graus de malignidade. Embora sem diferenga estatisticamente significante,
evidenciou-se uma tendéncia ao aumento na expressao de COX-2 nas células
neoplasicas, e a ativacdo miofibroblastica e deposi¢cdo colagénica em estroma,
acompanhando a agressividade lesional. Nao foi identificada expresséo de vimentina
nas células malignas. Tais achados evidenciam modificagdes no microambiente
lesional, relacionadas em particular aos focos de invasdao neoplasica, fornecendo
subsidios para uma maior compreensao dessas condigdes e possiveis intervencoes
terapéuticas com a finalidade de melhorar a qualidade de vida dos animais.

Palavras-chave: carcinoma de células escamosas, COX-2, felino, microambiente

tumoral; miofibroblasto
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1. Introducgao e revisao de literatura

A exposi¢ao prolongada ou recorrente a radiagao ultravioleta (UVR) causa
inflamacg&o, imunossupressdo e reparo ineficaz de mutagdes no DNA (acido
desoxirribonucleico), possibilitando a replicagcdo descontrolada de ceratindcitos
(Mancebo & Wang 2014). Pesquisas destacam o papel da radiagcao ultravioleta B
(UVB) como precursor significativo de lesées neoplasicas, podendo causar danos
diretos ao DNA, formando dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) e fotoprodutos 6-
4 (6-4PPs) (Ciazynska et al. 2021). Gross et al. 2005 referem mutagdes induzidas pela
radiacdo UV no gene supressor tumoral p53 e p16, criticos na indugao de apoptose e
no controle da divisdo celular, resultando em clones de ceratinécitos resistentes a
apoptose e deficientes no reparo do DNA. Além disso, a radiacdo UVB pode induzir
inflamacéo crénica, fator critico na promogao da carcinogénese cutanea, associando-
se ao aumento na produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que danificam
ainda mais o DNA e promovem transformag¢ao maligna nas células (Al-Sadek & Yusuf
2024). Se a populacao de ceratinécitos alterados se expandir suficientemente, uma
ceratose actinica (CA), compreendida como carcinoma “in situ”, se desenvolvera
(Gross et al. 2005, Callen et al. 1997). O carcinoma in situ € uma forma inicial de
carcinoma de células escamosas (CCE), confinado a epiderme, caracterizado por
células atipicas ao longo da epiderme, com comprometimento da distribuicdo em
estratos. Assim, compdem o quadro displasia epitelial, perda da polaridade nuclear,
ceratindcitos gigantes. Tal condigdo pode servir como precursora do CCE invasivo,
sendo esta uma neoplasia maligna comum em céaes e gatos originaria de ceratinécitos
(Berking et al. 2023, Daleck & Denardi 2016, Gross et al. 2005). Tumores com esta
etiologia sdo quase exclusivamente vistos em cabecga, sendo os gatos de pelagem
branca ou com areas brancas sujeitos a maior risco. Como os pelos s&o uma barreira
fisica para a radiacdo UV, e a melanina uma barreira quimica, os CCEs se originam
em locais onde os pelos s&o esparsos, em areas nao pigmentadas, como orelhas,
palpebras, plano nasal e area temporal. Nao ha predisposi¢ao relacionada a sexo e
idade (Murphy 2013).

Os CCEs podem ser localmente destrutivos e altamente invasivos,
determinando progressiva perda tecidual, sendo a ocorréncia de metastases

reportada como rara ou de decurso tardio na evolugédo da doenga (Gross et al. 2005).
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Histopatologicamente identifica-se ceratindcitos atipicos com perda de polaridade,
cariomegalia, nucleos hipercromaticos e macronucléolos, invadindo a derme com ou
sem associagdo a epiderme, organizados em ilhas, cordées ou individualizados,
exibindo graus variaveis de diferenciagdo escamosa. A formagao de pérolas corneas
€ diretamente proporcional ao grau de diferenciagao celular (Meuten 2002).

Os tumores sao mais do que massas insulares de células transformadas em
proliferacédo, sao tecidos complexos compostos por varios tipos celulares distintos que
participam de interagdes heterotipicas no microambiente associado ao tumor (MAT),
constituido por células neoplasicas, estromais, imunes, assim como por componentes
da matriz extracelular (MEC), citocinas e fatores de crescimento (Hanahan & Weiberg
2011). A MEC é definida como uma mistura complexa de proteinas, proteoglicanos e
glicoproteinas adesivas que fornecem, suporte estrutural e mecanico para células e
tecidos (Huang et al. 2021). Sinais biofisicos e bioquimicos liberados pela MEC sé&o
importantes na regulagao da proliferacdo, diferenciacdo e sobrevida celulares,
influenciando por exemplo, nos processos de invasdo e metastatizagao (Li & Wang
2020). Nela, a proteina mais abundante é o colageno, com destaque para os
colagenos | e lll, que conferem ao tecido tumoral rigidez, importante no processo de
mecanotransdugéao de sinais (Huang et al. 2021, Xu et al. 2019).

A transicao epitelial mesenquimal (TEM), fundamental para a invasédo e
metastase em carcinomas, envolve a perda do fendtipo epitelial original, como a
auséncia de expressédo de E-caderina, B-catenina e desmogleina, e a aquisicao de
caracteristicas mesenquimais, relacionadas a expressao de vimentina e N-caderina
(Bulzico et al. 2017, Gallo et al. 2002).

Fibroblastos ativados no MAT demonstram caracteristicas similares a de
miofibroblastos e sdo chamados de fibroblastos associados ao cancer (CAFs)
(Komohara & Takeya 2017). Os CAFs também podem se originar de células epiteliais,
imunes e endoteliais, enfatizando sua heterogeneidade. O fendtipo CAF é
caracterizado por alteragées na morfologia e aumento da expressao de alfa -actina de
musculo liso (a-SMA), proteina fibroblastica especifica 1 (FSP-1), proteina ativadora
fibroblastica (FAP), receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas alfa
(PDGFRa), desmina e vimentina, entre outros (Chen et al. 2022, Nissen et al. 2019).

A relagao entre inflamacido e CCE tem sido estudada, indicando que a
inflamacéao cronica pode ser um fator critico na carcinogénese, por meio da agao de

mediadores proé-inflamatérios (Nasry et al. 2018). Mediadores inflamatérios, como
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citocinas e metaloproteinases de matriz (MMPs) podem levar a alteragbes genéticas
e epigenéticas, causando inibicdo de genes supressores de tumor por meio da
metilacdo do DNA e modificagcbes péds-traducionais, contribuindo para o
desenvolvimento e progressao do cancer (Nasryet al. 2018). A COX-2, uma enzima
pré-inflamatéria induzida, envolvida no metabolismo do acido araquidénico e na
sintese de prostaglandinas (PGs), tem a capacidade de influenciar diversos aspectos
da carcinogénese, incluindo angiogénese, invasado, proliferacdo e resisténcia a
apoptose. Em lesbes actinicas tumorais, entre os quais os carcinomas in situ e
tumores metastaticos de humanos, caes e gatos, a expressdo de COX-2 é comumente
observada (Harris, 2007). CCEs de cabega e pescog¢o em pacientes humanos estéao
associados com superexpressdo de COX-2, exibindo aumento progressivo, desde
hiperplasias, passando por displasias e lesdes invasivas, sendo sua maior expressao
em canceres indiferenciados. Em caes, o CCE oral esta associado a superexpressao
de COX-2 (Pestili de Aimeida et al. 2001). Nestas situagdes o emprego de piroxicam,
isoladamente ou em associacdo com a cisplatina sdo efetivos no tratamento da
condicao (Schmidt et al. 2001, Boria et al. 2004).

Nos gatos as lesGes actinicas sdo muito relatadas, sendo responsaveis por
relevante morbidade impondo intervengdes cirurgicas. No entanto investigacoes
acerca do microambiente neoplasico e dos possiveis mecanismos envolvidos na
progressdo do processo sao escassos. Considerando que a sua compreensao
potencialmente possa contribuir para aprimoramentos terapéuticos, investigou-se,
com o emprego de ferramentas morfolégicas, aspectos relativos as células

neoplasicas e ao microambiente tumoral em lesdes actinicas de gatos.

2. Materiais e métodos

2.1. Animais

Foram avaliadas 20 lesdes actinicas auriculares de gatos, provenientes de
machos e fémeas, a partir de amostras de arquivo de laboratérios de patologia

veterinaria.



17

2.2. Classificagao e graduacgao histologica

Cortes histolégicos de 5um de espessura, corados pela hematoxilina-eosina,
foram avaliados em microscopio de luz e, no caso de lesbes invasivas, graduados,
sendo utilizados parametros morfoldgicos referidos por Nagamine et al. 2017, como
grau de ceratinizagdo, padrao de invasao, resposta do hospedeiro, pleomorfismo
nuclear e indice mitdtico, a partir da avaliagdo de 10 campos de grande aumento

(CGA), gerando escores.

2.3. Procedimento histoquimico — métodos tricromico de Masson e picrosirius

Os cortes foram corados segundo os meétodos tricrbmico de Masson,
analisadas em microscépio de luz e picrosirius, sendo as laminas avaliadas sob luz

polarizada, visando a caracterizagao das fibras de colageno (Liu et al. 2021).

2.4. Procedimento imuno-histoquimico

Cortes histolégicos de 5um foram dispostos em laminas e submetidos a
desparafinizagao na estufa 60-65°C por uma hora, posteriormente passando por uma
bateria de xilol e diluigdes decrescentes de alcool. Foi realizada a recuperacgao
antigénica pelo calor durante um minuto a 125° C na panela elétrica Decloacker®.
Apos resfriamento da solugado, lavagem das laminas em solugdo salina tamponada
com Tris (TBS). Em sequéncia o material foi submetido a bloqueio da peroxidase
enddégena por 5 minutos, seguindo-se lavagem das laminas com TBS. A etapa
seguinte foi a incubagdo com o anticorpo primario durante 30 minutos, e lavagem com
TBS. O material foi submetido ao sistema de amplificagdo Mach 1 probe(Biocare
Medical®), durante 30 minutos, procedendo-se a lavagem com TBS, seguindo-se
incubagdo com o Mach 1 Polimero por 30 minutos, e a lavagem com tampao diluente
DAB. Realizou-se a lavagem com solugdo TBS/agua deionizada. A revelacao foi
procedida com o emprego da diaminobenzidina e a contracoloragcdo com hematoxilina
de Harris. Os anticorpos empregados, sua origem e reatividade estédo listados no

quadro 1.
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Quadro 1 - Painel de marcadores imuno-histoquimicos utilizados para a
imunomarcacéo das lesdes actinicas em pina de gatos.

Anticorpo clone | clonalidade | origem diluicéo

Alfa actina, Dako la4 monoclonal camundongo pronto para uso
COX-2, CellMarque | SP21 | monoclonal coelho 1:400
Vimentina, Dako V9 monoclonal camundongo 1:300

2.4.1. Avaliagao da expressao de COX-2

Foi graduada nas células neoplasicas a partir do percentual e intensidade de
positividade nas células neoplasicas (Sappayatosok et al. 2009).
Extensdo da marcacao:

0: negativo; <25% positivas: 1; 25-50% positivas: 2; 50-75% positivas: 3;

> 75% positivas: 4
Intensidade de marcacao:

Auséncia de marcacao: 0; Fraca: 1; Moderada: 2; Intensa: 3

Graduacgao (somatorio dos parametros): 0 a 7

2.4.2. Avaliagao da expressao de vimentina

Foi quantificada em escores a partir do percentual de células imunopositivas,
considerando-se a contagem de 500 células, sendo: 0: auséncia de expressao; 1: de
1% a 25%; 2: de 26% a 50%; 3: 51%-100%.

2.4.3. Expressao de alfa-actina de musculatura lisa (a-SMA)

Para a avaliacdo da expressao de alfa-actina de musculatura lisa em células
fusiformes estromais foi empregado uma adaptagdo do método qualitativo e
semiquantitativo empregado por Sampaio-Gées et al. 2005, em até 10 campos, com
objetiva de 40X. Pericitos e células endoteliais musculares lisas de paredes
vasculares foram desconsiderados e nao foram incluidos no calculo. Os campos
selecionados para a analise foram os de maior intensidade e/ou porcentagem de
células marcadas (“hot spots”), relacionados a areas de expanséo tumoral, porém

distantes das margens do corte histolégico, visando evitar marcagoes
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inespecificas/artefatuais.

Para determinagdo qualitativa (intensidade de coloragéo), preconizou-se o
agrupamento dos tumores em 5 grupos: 0 = marcagao ausente; 1 = minima; 2 = leve;
3 = moderada; 4 = intensa.

Para a avaliacdo quantitativa, foi considerada a caracteristica da area
apresentando imunorreatividade, expressa da seguinte forma: 0 = ausente; 1 = em
células isoladas; 2 = em agregado focal de células; 3 = agregados multifocais; 4 =
difusa.

Em sequéncia, as pontuagcbes das avaliagbes qualitativa e quantitativa foram
somadas, resultando nos seguintes escores: 0 = marcagdo ausente; 1 =
imunorreatividade fraca (soma de escalas de 1 a 3); 2 = moderada (somadas erscalas

de 4 a 6); intensa (soma de escalas de 7 a 8).

2.5. Avaliagao estatistica

A avaliacdo estatistica relativa a expressdo de COX-2 e de alfa-actina de
musculo liso foi realizada com o emprego do software Graphpad Prism9®, sendo os
dados submetidos a ANOVA/Kruskal-Wallis, considerando-se p < 0,05

estatisticamente significante.



20

3. Resultados

Foram selecionadas 20 amostras de lesGes actinicas auriculares, provenientes
de 18 felinos. Predominaram os animais sem raca definida (16/18), fémeas (10/18), e
na faixa etaria a partir de 10 anos (11/18). A idade média dos animais foi de 12 anos
para CA, 10,2 anos para CCE grau |, 11,56 anos para CCE grau Il e 9,75 anos para
CCE grau lll. Em termos de diagndstico histopatolégico foram 02/20 CA (10%) e as
demais CCEs (90%, 18/20), sendo 25% (5/20) de grau |, 45% (9/20) de grau Il e 20%
(4/20) de grau Il (quadro 2, fig. 1).

Quadro 2. Relagao dos gatos portadores de lesdes actinicas neoplasicas em pina,

considerando raga, género, idade, diagnostico e graduacgao histolégica.

Amostra Raca | Género | Idade Diagndstico Grau
(anos) histologico histoldgico
01 siamés M - CA -
02 SRD F 10 CCE I
03 SRD F 6 CCE I
04 SRD M 13 CCE Il
05 SRD F 16 CCE I
06 SRD M 13 CCE Il
07A SRD F 7 CCE 1l
07B “ ‘ ‘ CCE Il
08 SRD F 20 CCE Il
09 SRD F 13 CCE Il
10A SRD M 12 CCE Il
10B “ “ “ CA -
11 SRD M 14 CCE I
12 SRD F 7 CCE Il
13 SRD M 15 CCE 1l
14 SRD M 5 CCE I
15 SRD F 11 CCE 1l
16 PCB F 6 CCE 1l
17 SRD M CCE Il
18 SRD F 10 CCE Il

CA. ceratose actinica, CCE. carcinoma de células escamosas, PCB. Pelo curto
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brasileiro.

Diagndstico histopatoldgico e graduacao
de malignidade

BMCA mCCEgraul mCCEgraull CCE grau lll

Fig.1. Diagndstico histopatologico e graduagéo de malignidade de 20 amostras de

lesdes actinicas neoplasicas em pina de gatos.

Nos felinos com CA, merece destaque a presenca de displasia epitelial, com
eventuais ceratindcitos hipercromaticos, com aumento de relagao nucleo/citopalsma,
anisocariose e macronucléolos (fig. 2) e frequentes areas de eroséo e ou ulceragao,

associando-se infiltragcao leucocitaria mista.
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Fig.2. Fotomicrografia evidenciando processo de ceratose actinica em felino, apresentando eventuais

agregados de ceratindcitos atipicos (setas), hematoxilina-eosina.

As lesdes carcinomatosas apresentaram diferentes graus de malignidade, com
destaque para os focos de descontinuidade da membrana basal (fig. 3) associada ao
crescimento infiltrativo, com eventual invasdo de haste cartilaginosa (fig. 4), e o
incremento mitético (fig. 5, quadro 3). Nesse sentido, observou-se uma intensificagao
na atividade proliferativa, desde a ceratose actinica até os carcinomas invasivos, com

média, respectivamente, de 7; 14,2; 16,55 e 7,25 figuras de mitoses em 10/CGA.

N A
Fig.3. Fotomicrografia de corte histolégico de pina evidenciando sitios de invasdo dérmica, com perda

de continuidade da membrana basal epidérmica (setas), em CCE grau | de malignidade, hematoxilina-
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eosina.

cartilaginoso por ceratinécitos neoplasicos (setas), em CCE grau Il de malignidade, hematoxilina-

eosina.

Fig.5. Fotomicrografia de corte histoloégico de pina evidenciando expanséo de populagado pleomoérfica
de ceratindcitos disposta em blocos, com frequentes figuras de mitose (setas), em CCE grau Il de

malignidade, hematoxilina-eosina.
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Quadro 3. Relagao dos gatos avaliados, considerando diagndstico e graduagéo
histolégicas, indice mitético, expressdao de COX-2, de vimentina e de alfa actina de

musculo liso.

Amostra | Diagnéstico | Graduagio (ml?éeA) COX-2 | Vimentina af:\tlif:a
01 CA - 5 2 - 4
02 CCE I 4 3 - 7
03 CCE I 9 4 - 4
04 CCE Il 9 6 - 6
05 CCE I 0 2 - 4
06 CCE Il 13 2 - 4

07A CCE Il 9 2 - 6
07B CCE Il 19 5 - 7
08 CCE Il 18 6 - 5
9 CCE Il 35 3 - 7
10A CCE Il 15 5 - 7
10B CA - 4 3 - 3
11 CCE I 23 6 - 7
12 CCE Il 5 3 - 7
13 CCE 1 4 6 - 7
14 CCE I 35 6 - 6
15 CCE Il 5 6 - 8
16 CCE 1 11 7 - 7
17 CCE Il 19 5 - 6
18 CCE Il 16 5 - 5

CA. ceratose actinica, CCE. carcinoma de células escamosas.
Amostras designadas A e B pertencem ao mesmo animal, sendo orelha esquerda e

direita respectivamente.

Na avaliacdo do biomarcador COX-2, todas as amostras apresentaram
imunopositividade nuclear e/ou citoplasmatica nas células neoplasicas, com
intensidade variando de fraca a intensa, sendo graduadas usando critérios descritos
na metodologia. Nas ceratoses actinicas (2/20), evidenciou-se imunopositividade
citoplasmatica fraca e multifocal (fig. 6). Nas lesdes invasivas a marcagao variou de
difusa leve a focalmente intensa, com tendéncia a aumento de expressao
acompanhando o grau histolégico de malignidade (quadro 3), porém, considerando-
se 0s escores de marcagao nado houve diferenga estatisticamente significante entre
elas (fig. 7). Nos carcinomas de grau |, as cinco amostras demonstraram
imunopositividade para COX-2, variando em intensidade de discreta a moderada (fig.
8). Nas lesdes de grau |l e Il a expresséao foi mais relevante, principalmente com areas

focais ou multifocais de aumento de intensidade na imunomarcagao, que oscilou de
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moderada a intensa (fig. 9).
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Fig. 6. Fotomicrografia de corte histolégico de pina exibindo focos com fraca imunopositividade

citoplasmatica de ceratinécitos para COX-2 (seta) em dermatose actinica (DAB, contracorada com
hematoxilina de Harris

expressao COX-2 ceratindcitos
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Fig.7. Gréfico apresentando o padrdo de imunopositividade de ceratindcitos para COX-2 em dermatose
actinica e CCE de diferentes graus em pina de gatos
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Fig.8. Fotomicrografia de corte histologico de pina exibindo focos com fraca a moderada
imunopositividade citoplasmatica de ceratinécitos para COX-2 (setas) em CCE grau | de malignidade

(DAB, contracorada com hematoxilina de Harris).
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Fig.9. Fotomicrografia de corte histolégico de pina exibindo focos com intensa  (setas)
imunopositividade citoplasmatica de ceratindcitos para COX-2 em CCE grau Il de malignidade (DAB,

contracorada com hematoxilina de Harris).

N&o foi identificada imunopositividade das células neoplasicas a vimentina nas
amostras analisadas.
Em relagdo a MEC, foi observada subversao arquitetural associada a invasao

dérmica por blocos de células neoplasicas, com rarefacdo colagénica (fig. 10). No
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inicio da invasao tumoral, as margens das colonias de células neoplasicas, os
depdsitos de colageno apresentam-se espessos, analogos ao padrao original de
distribuigao identificado na derme superficial (fig. 11). Nas adjacéncias de areas com
extensa colonizagdo tumoral surgem depoésitos colagénicos esbogando uma
estratificacao (fig. 12). Ja entre os ceratindcitos invasores destacam-se fibras

colagénicas dispostas esparcamente (fig. 13). Estas exibem refringéncia em cortes

corados pelo método de picro-sirius e observados sob luz polarizada (fig. 14).

preservacgéo da deposicao colagénica em derme superficial (setas), seguida por subversao arquitetural

e rarefagao colagénica em sitio de crescimento neoplasico (asterisco), tricromico de Masson.

Fig.11. Fotomicrografia de corte histoldgico de pina exibindo CCE grau Il de malignidade, com blocos
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de céluals neoplasicas inadindo tecido conjuntivo, envolvendo espessas fibras colagénicas dispostas

verticalmente, em paralelo (setas), tricromico de Masson.

Fig.12. Fotomicrografia de corte histolégico de pina exibindo CCE grau lll de malignidade, com a
deposicao de fibras colagenas dispostas em paralelo, no entorno dos blocos de invasao neoplasica

(setas), tricromico de Masson.
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Fig.13. Fotomicrografia de corte histoldgico de pina exibindo discr:a:ta debosigéo colagénica em foco de
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invasdo neoplésica (setas), em CCE grau Il de malignidade, tricrémico de Masson.
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Fig.14. Fotomicrografia de corte histolédgico de pina exibindo deposicao de fibras colagenas curtas e
delgadas, exibindo referingéncia vermelha (setas), sob polarizagcdo, em meio a populagédo de células

neoplasicas infiltrantes, em CCE grau Il de malignidade, picro-sirius.

Em paralelo, a ativagao fibroblastica, com expresséo de alfa-actina de musculo
liso foi observada em todos os casos, porém com distribuicdo e intensidade de
imunomarcacao variadas. Embora nado tenha ocorrido diferenga estatisticamente
significante, observou-se uma tendéncia ao aumento na atividade miofibroblastica em
paralelo a maior agressividade lesional (fig. 15). Assim, foi evidenciada desde
positividade focal isolada (fig. 16), passando por uma parcial delimitacdo do bloco
invasor (fig. 17) ou mesmo um esbogo de estratos de células imunopositivas no

entorno de blocos invasores (fig. 18).
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Fig.15. Grafico apresentando o padrao de imunopositividade de células estromais fusiformes para alfa

actina de musculo liso em dermatose actinica e CCE de diferentes graus em pina de gatos
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Fig.16. Fotomicrografia de corte histolégico de pina exibindo imunopositividade focal para para alfa-

actina de musculo liso em area estromal (seta) em ceratose actinica (DAB, contracorada com

hematoxilina de Harris).
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musculo liso em entorno de coldnia neoplasica dérmica em CCE grau |l de malignidade (DAB,

contracorada com hematoxilina de Harris).

Fig.18. Fotomicrografia de corte histoldgico de pina exibindo intensa imunopositividade citoplasmatica
para alfa-actina de musculo liso em populagdo estromal (setas), ns transigao entre tecido neoplasico e

estroma, em CCE grau Ill de malignidade, DAB contracorada com hematoxilina de Harris.
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4. Discussao

As lesdes actinicas neoplasicas apresentam-se como um importante modelo
de carcinogénese fisica (Ratushny et al. 2012). A investigacao relacionada a aspectos
do microambiente tumoral nessas condicdes em lesdes felinas ainda € escassa mas
relevante por apresentar potencial contribuicdo em termos prognosticos e preditivos.
Este estudo avalia a relagao entre as células neoplasicas e o estroma, considerando
particularidades de cada um deles, como classificagdo e graduacao histologica,
transicdo epitelial mesenquimal e expressdo de COX-2 nas células tumorais, e
deposigao de colageno e transformac¢ao miofibroblastica em estroma.

Considerando-se a casuistica do estudo, corroborando o referido em literatura,
predominaram lesdes em animais acima dos 10 anos de idade (Murphy 2013),
correspondendo a 60% dos casos estudados. Dentre as 18 amostras com lesdes
invasoras, apenas quatro exibiram carcinoma de alto grau de malignidade, revelando
um perfil de agressividade variando de baixa a moderada nessas condigdes, devendo-
se os relatos de lesdes mutilantes em CCE de pina possivelmente a cronicidade do
processo (Murphy 2013).

O indice mitotico refletiu a heterogeneidade da populagao neoplasica, mas, em
termos gerais, tendendo a elevacdo em paralelo a agressividade lesional, desde a
ceratose actinica até o CCE de grau lll de malignidade. No entanto, existem excecdes,
que fortalecem a admissao da complexidade do processo e da necessidade da
associagao de parametros para a interpretagéo da biologia dessas lesdes.

Além da participacao na iniciagao tumoral, a inflamagao contribui na promocao,
conversao para a malignidade e disseminacdo metastatica neoplasica (Hanahan &
Weinberg, 2011). Varios mediadores inflamatérios podem estimular o
desenvolvimento tumoral, como radicais livres do oxigénio, citocinas, fatores de
crescimento (Todoric et al. 2016). O aumento na expressdo de COX2 e seu principal
metabdlito, a prostaglandina E2 (PGE2) foi identificado em varias neoplasias,
contribuindo para a angiogénese, resisténcia a apoptose, proliferagao celular e
disseminagao (Ghosh et al. 2010). Dibernardi et al. (2007), realizaram um estudo com
CCEs orais de gatos, evidenciando expressao de COX-2 em 28/34 amostras, com
marcagao predominantemente fraca e difusa. Em contrapartida, Hayes et al. (2006),
em estudo com 55 gatos portadores de CCE nao obtiveram nenhuma

imunopositividade para COX-2, evidenciando, no entanto, expressao de COX-1. Gallo



33

et al. (2002), a partir de 55 amostras de CCEs de cabecga e pescogo em humanos,
observaram expressao significativamente maior de COX-2 em tumores com
metastases linfonodais cervicais. Além disso, a expressdo de COX-2 tendeu a ser
maior em tumores em estagios avangados e em tumores pouco diferenciados.
Analogamente, em nosso estudo, a expressao de COX-2 foi hegemédnica nas lesdes
amostradas, com variagbes que sinalizam uma tendéncia a intensificagcdo da
expressdo acompanhando o grau de severidade do processo, sugerindo, em
consonancia com a literatura, sua participagdo na progressao tumoral. Cumpre-nos
observar que COX-2 usualmente nao é detectavel em tecidos higidos, com excegao
da macula densa do rim, do cérebro, dos testiculos e do epitélio traqueal, onde niveis
relativamente baixos de expressdo constitutiva estdo presentes (Nasry et al. 2018).
Nesse sentido, nossos achados sinalizam para uma potencial contribuicdo do
emprego de inibidores seletivos de COX-2 como adjuvante na terapéutica dessas
condigdes (Grosch et al. 2006).

Um dos eventos associados ao processo de invasdo neoplasica é a TEM,
passivel de caracterizagao pela pesquisa de expressao de algumas moléculas, sendo
uma das principais a vimentina, um filamento intermediario, componente constitutivo
do citoesqueleto de células mesenquimais, que passa a ser expresso nas células
malignas dentro de seu repertério de progressao. Nagamine et al. (2017) em estudo
com CCEs orais de cées, observaram que os tumores que formavam grandes ninhos
com diferenciagdo escamosa eram negativos para vimentina. Em contraste, as células
tumorais que formavam pequenos agregados ou estavam isoladas nos sitios de
invasdo apresentavam alta imunorreatividade para esse filamento intermediario. Em
estudo prévio realizado por nosso grupo, também em CCEs orais caninos, evidenciou-
se a expressao de vimentina na periferia de agregados de células tumorais invasoras
em lamina prépria bucal (Reis & Xavier 2004). Kummer et al. (2023), avaliando 14
amostras de CCEs de cabecga e pescoco em felinos, identificaram algum grau de
expressdo de vimentina em todas as lesbes. Em nossa amostragem, ndo houve
imunopositividade para vimentina em ceratindcitos neoplasicos, sendo frequente a
presenca de elementos estromais infiltrantes, como macréfagos, imunopositivos.
Deve-se considerar que, apesar da imunonegatividade para vimentina, nao € possivel
descartar a ocorréncia de TEM, pois outros marcadores devem ser investigados, como
a expressao dos fatores transcricionais TWIST, SLUG e SNAIL, ou mesmo a perda

de expressao de moléculas de adesao, como a E-caderina (Brabletz et al. 2021). De
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qualquer forma, é possivel hipotetizar, com base em nossos achados, que de fato a
TEM seja restrita nessa condigdo, contribuindo para a compreensao de uma
caracteristica biolégica das lesdes actinicas referida na literatura, que € o baixo
potencial metastatico (Murphy 2013).

Como consideram Hanahan & Weinberg (2011), o MAT exerce influéncia
central na progressao e disseminagcdo tumorais. Nesse sentido, faz-se necessario
compreender o fendtipo e formagédo do estroma reativo. Segundo a literatura, dentre
os componentes locais, a transdiferenciagdo em CAFs configura-se em um evento
central para a progressao tumoral, relacionada a maior invasao local, angiogénese,
metastase e um pior progndstico clinico (Biffi & Tuveson 2021). Embora apresente
uma elevada complexidade morfofuncional, associada a grande heterogeneidade
molecular, seu principal precursor € o fibroblasto, e um dos principais marcadores a
alfa actina de musculatura lisa (Park et al. 2020). Conforme referido em resultados,
em nossa amostragem a expressdo de alfa-actina acompanhou a agressividade
biolégica tumoral, intensificando-se em paralelo a elevagado da graduagéao lesional,
corroborando o descrito na literatura. Em geral os CAFs sinalizam pior prognéstico,
podendo associar-se a resisténcia a quimioterapia, possivelmente devido a produgao
de MEC, limitando o acesso das drogas a populagao neoplasica (Jacobetz et al. 2013).

Nesse contexto a avaliagdo do colageno é fundamental na histéria natural dos
carcinomas, por sua influéncia em sua morfologia e comportamento. Estudos
anteriores evidenciaram relagao direta entre a deposigédo de colageno (desmoplasia)
no MAT e o risco de metastase, vinculada, em particular, a relagéo entre rigidez do
substrato e a mecanotransducédo de sinais (Yang et al., 2023). Entretanto, essa
relacdo ndo é comum a todas as neoplasias, sendo a relevancia da deposicao
colagénica tema ainda controverso em grande numero delas. Neste estudo foi
observada eventual agregagao colagénica no MAT, identificavel em discretas areas
tumorais, em lesdes de maior grau histoldgico, sugerindo que a modulagado da MEC
pode contribuir para a invasao neoplasica. Nissem et al. (2010), destacaram em uma
revisdo a ligagdo entre CAFs, colagenos fibrilares produzidos pelos CAFs e a
tumorigénese.

Assim, os achados do presente estudo destacam a complexidade da
progressao tumoral em lesdes actinicas, com a expressao de COX-2 acompanhando
ainvasao tumoral. A auséncia da vimentina sugere que a TEM pode n&o ser o principal

mecanismo de invasao nessas lesdes. Por outro lado, a ativacdo miofibroblastica em



35

estroma e a deposic¢ao colagénica podem estar relacionadas a progressao tumoral.
Em conjunto, tais achados podem fornecer subsidios para uma maior compreensao
da biologia desses processos e para possiveis intervengdes terapéuticas, com o

objetivo de melhorar a qualidade de vida dos animais acometidos pela doenca.
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5. Conclusao

A partir das amostras de lesbes actinicas cutaneas em felinos foi possivel identificar
uma relagdo dindmica entre parénquima e estroma neoplasicos, esbo¢cando-se um
paralelismo entre progressédo tumoral, expressao de COX-2 nas células neoplasicas,

e ativagao miofibroblastica estromal, com deposi¢ao intersticial de colageno.
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