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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacgdo em Bioexperimentacgao
Universidade de Passo Fundo

ESTUDO DA EXPRESSAO DA B-CATENINA E DO Ki-67 EM NEOPLASIAS
MELANOCITICAS CANINAS
Autor: Tanise Policarpo Machado
Orientador: Adriana Costa da Motta
Passo Fundo, 31 de Julho de 2017

Este estudo, realizado no Laboratorio de Patologia Animal da Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo, trata da andlise de 26 neoplasias
melanociticas caninas através de avaliagdao clinico-patologica e imuno-histoquimica com o
objetivo de averiguar o padrao de marcagao da molécula B-catenina e se ha correlacdo com a
proliferagao celular avaliada pela expressao do Ki-67, bem como se hd correlacdo desses
marcadores com os fatores clinico-patoldgicos. As neoplasias melanociticas caninas originam-
se da proliferacdo de melandcitos e sdao denominadas melanocitoma quando benignas e
melanoma quando malignas. Melanomas apresentam mauprognostico ocasionando metastases
na maioria dos animais. O diagnostico preciso ¢ obtido através da associacao dos fatores
clinico-patologicos com a imuno-histoquimica, ferramenta necessaria para estabelecer o
progndstico e a terapéutica adequada. Marcadores imuno-histoquimicos, como o Ki-67, sao
usados para melhorar a qualidade do progndstico do melanoma humano e canino, pois
possibilitam avaliar a taxa de proliferacdo celular. Este trabalho descreve dados referentes aos
parametros clinico-patologicos das neoplasias melanociticas primdrias caninas benignas e
malignas:cutaneas e orais, melandticas e amelandticas.Foram consideradas as
variaveis:localizacdo do tumor, ulceragdo macroscopica, idade e sexo dos animais, além da
presenca de necrose e ulceragdo microscopica, atipia nuclear e indice mitotico. Quanto ao local
de marcagao da B-catenina, foi verificado se citoplasmatica, nuclear ou mista. Os parametros
clinico-patologicos que demonstraram significancia foram: a idade dos animais afetados, a
ulceracao microscopica e necrose, a atipia nuclear e o indice mitotico, todos em relagdo aos
melanomas. Nao houve diferenca estatistica entre os locais de marcagdo da B-catenina entre
neoplasias melanociticas benignas ou malignas, bem como ndo foi observado correlacdo da
molécula B-catenina e o marcador Ki-67. Até o presente, ndo tem sido estudada a relagdo da
expressao da molécula B-catenina e a expressdo do Ki-67 com os fatores prognosticos clinico-
patologicos pré-estabelecidos.

Palavras-chave: melanoma, melanocitomas, imuno-histoquimica, B-catenina, proliferagao

celular.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de P6s-Graduacgdo em Bioexperimentacgao
Universidade de Passo Fundo

STUDY OF EXPRESSION OF B-CATENIN AND KI1-67 IN CANINE MELANOCYTIC
NEOPLASMS
Author: Tanise Policarpo Machado
Advisor: Adriana Costa da Motta
Passo Fundo, 31 de Julho de 2017

This study, carried out at the Laboratory of Animal Pathology of the Faculty of Agronomy and
Veterinary Medicine of the University of Passo Fundo, deals with the analysis of 26 canine
melanocytic neoplasms through clinical-pathological and immunohistochemical evaluation,
with the objective of ascertaining the marking pattern of the -catenin molecule and if there is
a correlation with the cellular proliferation evaluated by Ki-67 expression, as well as if there is
a correlation of these markers with clinical-pathological factors. Canine melanocytic neoplasms
originate from the proliferation of melanocytes and are called melanocytoma when benign, and
melanoma when malignant. Melanona present poor prognosis, causing metastases in most
animals. The precise diagnosis is obtained through the association of clinical-pathological
factors with immunohistochemistry, a necessary tool to establish the prognosis and appropriate
therapy. Immunohistochemical markers, such as Ki-67, are used to improve the prognostic
quality of human and canine melanoma, since they allow the evaluation of the rate of cell
proliferation. This work described data on the clinical-pathological parameters of benign and
malignant primary melanocytic neoplasms: cutaneous and oral, melanocytic and amelanotic.
The variables were: tumor location, macroscopic ulceration, age and gender of the animals, as
well as the presence of necrosis and microscopic ulceration, nuclear atypia and mitotic index.
As for the labeling site of B-catenin, it was verified whether cytoplasmic, nuclear or mixed. The
clinical-pathological parameters that demonstrated significance were: the age of affected
animals, microscopic ulceration and necrosis, nuclear atypia and mitotic index, all in relation
to melanomas. There was no statistical difference between the B-catenin labeling sites between
benign or malignant melanocytic neoplasms, as well as no correlation between the B-catenin
molecule and the Ki-67 marker. To date, the relationship of B-catenin expression and Ki-67
expression to pre-established clinical-pathological prognostic factors has not been studied.

Key words: melanoma, melanocytoma, immunohistochemistry, B-catenin, cell proliferation.
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1. INTRODUCAO

Com a crescente expectativa de vida dos animais de estimacao, especialmente os caes,
nota-se que, progressivamente, ha aumento da incidéncia de diferentes neoplasias acometendo
essa especie.

Dentre as inumeras neoplasias cutineas e orais de caes, ha os tumores melanociticos.
Estes se apresentam, quanto ao comportamento bioldgico, como benignos e malignos, sendo
denominados, melanocitoma e melanoma, respectivamente(1, 3,4,5).Estas neoplasias podem
ser classificadas, ainda, como melanoéticas (com pigmentacdo de granulos de melanina) ou
amelanotica (sem pigmentacgao de granulos de melanina) (2).

Apesar de os melanomas ndo corresponderem a neoplasia mais prevalente na espécie
canina, estima-se que representem, em média, de 3% a 9% dos tumores malignos caninos e seu
diagnostico acarreta em um grave progndstico, principalmente quando localizados na cavidade
oral (1,5,6,7,8,9).

Para a elaboracao de um prognostico efetivo, principalmente, em relacao a expectativa
de vida dos pacientes, sdo utilizados alguns elementos clinicos e laboratoriais. Os principais
elementos descritos para serem considerados sdo a localizacdo do tumor, a presenca de
metastase a distancia, a infiltracdo linfatica, o indice mitdtico, a atipia nuclear, o grau de
pigmentacdo, a presenga de ulceragdo microscopica, o nivel de invasdo e/ou infiltragado e, ainda,
o indice mitotico (IM) (10, 11, 12, 13, 3, 14, 15, 8).

A mensuragdo da atividade mitdtica ¢ um parametro indispensavel para o progndstico
dos melanomas caninos, uma vez que indica a capacidade proliferativa da neoplasia.
Marcadores imuno-histoquimicos, como o Ki-67, sdo usados para compor o protocolo de
avaliagdo do IM e consequente mensuragdo do prognostico em cdes com melanoma. (10, 11,
12, 13, 3, 14, 15).

A via Wnt de sinalizagdo celular esta envolvida em uma série de processos fisiologicos
do organismo. A via candnica ou via Wnt/B-catenina (via de sinalizacdo dependente da [-
catenina) € um processo que tem motivado muitos estudos por sua possivel funcdo
transcricional (16, 17, 7), muitas pesquisas tém apontado que ela contribua também para a
chamada via de “sinalizacao oncogénica” (18, 16, 19, 20, 17, 21).

A B-catenina € uma molécula expressa na camada epidérmica da pele de caes que
compde o complexo de adesdo celular e participa do processo canonico de sinalizacdo celular

(16, 17, 7). Esta molécula, tradicionalmente presente na membrana celular, quando da perda de
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conexao com sua ligante E-caderina transcola-se para o citoplasma, e por falhas no processo de
degradacdo acumula-se nesse local (16, 17, 21).

Estudos em melanomas, tanto em humanos como em caninos, indicam que a 3-catenina
¢ uma proteina que exerce papel na inducdo da transcricdo e consequente proliferacao celular,
contudo, o mecanismo pelo qual isso ocorre e o seu real papel na tumorigénese de neoplasias
melanociticas primarias de caes ainda necessita ser investigado (22, 23, 7).

Até o momento, ndo ha estudos sobre a relagcdo da expressao def-catenina e Ki-67 com
as variaveis prognosticas clinico-patologicas pré-estabelecidas em tumores melanociticos
primarios caninos.

Assim, o presente estudo avaliou a expressdo desses marcadores, através de imuno-
histoquimica, verificando a relacdo dessa expressao com as variaveis prognosticas clinico-
patologicas pré-estabelecidas.

Os resultados obtidos foram apresentados em forma de artigo cientifico que sera

submetido a publica¢do em periddico da area.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NOCOES GERAIS SOBRE HISTOLOGIA DA PELE

Anatomicamente, o tegumento ¢ composto pela pele e estruturas como pelos, cabelos,
unhas e glandulas. A pele, ja tradicionalmente caracterizada, maior 6rgao do corpo, € composta
por duas camadas: epiderme e derme.

A epiderme ¢ constituida pela camada basal, espinhosa, granulosa, licida e cérnea, cada
qual com sua func¢ao e estrutura histologica. Ja a derme, ¢ composta pelas camadas superficial
(derme papilar) e profunda (derme reticular).

Na camada basal, juncdo dermo-epidérmica, ou ainda, entre os queratindcitos,

encontram-se as células denominadas melandcitos (24).

2.1.1 Melandcitos

Os melandcitos consistem de células que se originam da crista neural e podem ser
encontrados em uma variedade de locais nos animais. A principal localizacao dessas células ¢
na pele, foliculos pilosos e na mucosa oral, além de globo ocular (1, 4, 24). Quando na sua
forma madura, o melandcito ¢ responsavel pela sintese de melanina, pigmento marrom, que
protege a pele dos raios UV e define a cor dos cabelos e da pele. Em sua estrutura, possuem
prolongamentos chamados pseudopodos, que tem por funcdo carregar esse pigmento até os

queratinocitos, aonde irdo se alojar na por¢ao mais apical. (24).

2.2. NEOPLASIAS MELANOCITICAS CANINAS

As neoplasias melanociticas (NM) em caes apresentam-se, quanto ao comportamento
biologico, como benignas e malignas, sendo denominados, melanocitoma e melanoma,
respectivamente (1,2,3,4,5,8). Essas neoplasias originam-se da proliferagdo dos melandcitos
que, quando  atipicos,  geralmente, = demonstram  comportamento  biologico
agressivo(2,25,15,8,9,13,3).

As NM sdo comuns em caes e correspondem a até 20% dos tumores nessa espécie (23,
7,6,8,9,5). Estas acometem, principalmente, a cavidade oral (gengiva e jungcdo muco-cutanea)
(1, 5, 8,9, 15), pele, particularmente, regido de cabeca/pescogo, abddmen e saco escrotal (15,

5,1, 2002, 8), e globo ocular (1, 9, 15). Tendo em vista estas localizagdes e considerando que
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a etiologia do melanoma canino ainda € incerta, sugere-se que a exposicao UV ndo seria um
fator determinante para a formac¢ao do melanoma, diferentemente do que ocorre no melanoma

humano (23, 26, 9). Contudo, ha discordancia quanto a este aspecto (1, 25, 9).

2.2.1 Melanocitomas

Os melanocitomas (MC), a contraparte benigna do melanoma, afeta caes com, em
média, cinco a 11 anos de idade (2, 4).

Essas neoplasias tendem a se localizar em globo ocular e pele (5, 6, 2, 1).

Histologicamente, as células possuem baixo pleomorfismo e limitam-se, geralmente, a
junc¢ao dermo-epidérmica ou derme superficial, e consistem de células pequenas com alta
relagdo nucleo/citoplasma. O indice mitdtico € baixo, geralmente, menos de trés mitoses por
CGA e a maioria apresenta granulagdo citoplasmatica (2, 4).

A classificagdo, quanto ao padrao celular, segue os mesmos critérios dos melanomas.
Assim como, ha similaridade, também, em relagdo aos aspectos raca e sexo dos animais

afetados (2, 4, 8, 1).

2.2.2 Melanomas

Os melanomas afetam caes com idade entre trés e 15 anos, com aumento de incidéncia
nos animais adultos a idosos (5, 6, 9, 2). Caes com a pele, pelos e mucosas pigmentados sao
mais predispostos (5, 6).

Embora ocorram contradigdes em relacdo a localizagdo, os melanomas ocorrem,
geralmente, na pele e na cavidade oral, sendo que as neoplasias localizadas na cavidade oral
e/ou jun¢ao muco-cutanea tendem a ter pior progndstico, assim como aquelas localizadas em
palpebras e regido subungueal (21, 1,4, 5, 6, 8, 9, 2).

A predisposicao racial ndo estd, ainda, esclarecida e muitos estudos relatam que
diferengas na predisposicao racial podem estar relacionadas a genética (animais de raga pura
sdo mais predispostos) ou, simplesmente, a pigmentagdo da pele e mucosas (muitos casos sao
relatados em animais sem raga definida) (4, 1, 9, 5).

Hé um consenso de que nao ¢ evidente a predisposi¢do por sexo. Assim, tanto caes
machos como fémeas sdo, igualmente, afetados (4, 8).

Histologicamente, os nucleos demonstram, na maioria das vezes, alto pleomorfismo,

sdo grandes, e o nimero de mitoses frequentemente ¢ maior que trés por CGA.
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O melanoma pode se apresentar como uma proliferacdo de células redondas,
denominado melanoma epitelioide, ou como proliferagdo com contornos fusiformes, melanoma
fusiforme, ou, ainda, com os dois padrdes, melanoma misto. Ha outras classificagdes, porém
ndo sdo usualmente citadas e/ou utilizadas para classificagdo e diagndstico morfoldgico (5, 8,
9,2).

Quanto a presenca de melanina citoplasmatica, podem apresentar alta pigmentagdo e
serem denominados melandticos (MM), ou amelanodticos (MA) por nao apresentarem

granulacdo citoplasmatica (5, 2).

2.3. FATORES PROGNOSTICOS CLINICO-PATOLOGICOS RELACIONADOS AS
NEOPLASIAS MELANOCITICAS

Estudos sobre os fatores clinico-patologicos associados aos melanomas caninos
possuem caracteristicas diversificadas e, de maneira geral, levam em consideracdo: a
localizagdo da neoplasia, as dimensdes do nddulo/massa, a presenca de metdstase em
linfonodos, presenca de metastase a distancia e a caracterizagdo morfoldgica (indice mitotico,
presenca de ulceracdo, necrose tumoral, grau de pigmentagdo, atipia nuclear e o grau de
invasdo) (12,13,25,3, 14,11,15,26,27,2).

Quanto a localizagdo, sabe-se que neoplasias localizadas em mucosa oral e/ou jungao
muco cutanea e em regido de digitos tendem a ter um pior progndstico. Entretanto, quando
presentes na pele tendem a ter um prognostico favoravel. Em relagdo a dimensdo da
massa/nodulo ha controvérsias sobre indicar ou nio relagdo com o prognodstico. Contudo, a
presencga de metéstase a distancia revela um mau prognoéstico, assim como para neoplasias com
alto indice proliferativo (avaliado através do indice mitdtico), presenca de atipia nuclear e grau
de pigmentacdo. Os demais pardmetros como raga, sexo, ulceracdo, presenca de necrose,
inflamac¢ao e nivel de infiltragdo sdo objeto de discussdao entre pesquisadores e os resultados
existentes sao questionaveis (21, 13, 1, 25, 3, 14, 15, 5, 8, 9).

Logo, o comportamento bioldgico dos melanomas, geralmente, ndo esta correlacionado
com a sua aparéncia histologica. Consequentemente, a utilizacdo, somente, do diagndstico
morfologico, fornecido pelo patologista, pode ser inapropriadamente utilizado como fator
prognostico. Deste modo, a técnica de imuno-histoquimica tem sido amplamente utilizada

(10,21,12,13,3, 11,14,15,5,8.9).
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2.4. MARCADORES DIAGNOSTICOS DE TUMORES MELANOCITICOS

Os anticorpos Melan-A, HMB-45 e S-100 foram, primariamente, desenvolvidos para
utilizacdao em tecidos humanos, contudo, atualmente, tém sido utilizados também em Medicina
Veterinaria (1, 5, 21, 9, 14, 28, 15, 8).

O marcador Melan-A ¢ utilizado em medicina veterinaria, como parte do protocolo de
identificacdo e diagnostico de neoplasia de origem melanocitica € ndo como fator progndstico.
Ha pesquisadores que o descrevem com sensibilidade e especificidade variavel, o que justifica
seu UsO em conjunto com outros anticorpos como, por exemplo, a proteina S-100. E
especialmente util quando da identificacdo de MA, utilizado em conjunto com os marcadores
HMB-45 e S-100. Contudo, estes podem marcar outras neoplasias que nao de origem
melanocitica (1, 5, 21, 9, 14, 28, 15, 8).

O HMB-45 pode ser utilizado no diagnoéstico de neoplasias melanociticas e no
diagnostico de melanoma frente a outras neoplasias de morfologia similar. E considerado
sensivel e especifico no diagndstico dessas neoplasias e ¢ igualmente indicado para ser utilizado
juntamente com outros anticorpos como Melan-A e a proteina S-100.

A proteina S-100 ¢ indicada para o diagnostico e identificagdo de neoplasias
melanociticas (de maneira geral ¢ utilizada naquelas derivadas da crista neural e outras de
origem mesenquimal). Também possui sensibilidade e especificidade variaveis (1, 5, 21, 9, 14,

28, 15, 8).

2.5. MARCADOR PROGNOSTICO Ki-67

O marcador imuno-histoquimico Ki-67, tem sido utilizado em Medicina Veterinaria
como uma boa ferramenta para avaliar indice de proliferagdo celular em neoplasias
melanociticas de caes. Embora os métodos utilizados para avaliagdo das marcacdes sejam
heterogéneos, a maioria dos estudos realiza a contagem de células positivas. Contudo, ha
divergéncia na relacdo de numero de campos e numero de células a serem considerados,
inclusive, em relagdo a utilizagdo de pontos de corte. Além disso, o uso desse marcador auxilia
na diferenciag¢do de neoplasias benignas e malignas e marca cé€lulas em diferentes fases do ciclo
celular. Portanto, ha um consenso de que a avaliacdao do indice de proliferacao celular, com a
utilizagdo desse anticorpo, faz parte da formulagdo de um painel prognostico para as neoplasias
melanociticas malignas, constituindo-se, assim, de um método objetivo e de facil utilizagao

(10,12,13,14,15,14,8).
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2.6. MARCADOR B-CATENINA

A molécula B-catenina ¢ descrita como uma molécula de multifungdes, dentre tantas, as
duas principais sdo: sua participacdo na adesdo celular, em conjunto com a glicoproteina
transmembrana E-caderina, e como um importante componente da via de sinalizagdo Wnt/ -
catenina (17). A E-caderina é uma caderina presente nos epitélios que se liga a molécula [3-
catenina através de pontes de ions de calcio. As disfungdes relacionadas a este complexo tém
sido estudadas em neoplasias caninas mamarias (18, 29, 30), neoplasias cutdneas, como o
carcinoma de células escamosas ¢ o carcinoma de células basais (31) e em melanomas cutaneos
humanos (19, 32). Entretanto, em melanomas cutaneos e orais caninos, os estudos sao escassos
e evidenciam que alteragdes no complexo E-caderina/B-catenina, provavelmente, estdo
relacionadas a progressao tumoral (22, 23).

Pesquisas na area da medicina humana e veterindria indicam que a [-catenina possui
importantes funcdes inerentes a sinalizacdo via Wnt/B-catenina por estar envolvida no
mecanismo de transcri¢do nuclear e, consequentemente, com papel significativo no estimulo de
genes envolvidos na transducao/transcrigdo celular (22, 23,17, 19, 16). Esses estudos utilizaram
imuno-histoquimica, cultivo celular, cobaias ou amostras de pacientes, e demonstraram que a
desregulacdo do complexo E-caderina/B-catenina tem importante envolvimento no melanoma
canino ¢ humano, oral e cutaneo, uma vez que, com a desregulagdo desse complexo, a B-
catenina, ndo mais ligada a E-caderina, se acumula no citoplasma celular e, por varios fatores
ainda ndo bem estabelecidos, por falhas no processo de degradacao (realizado por uma série de
proteina como a APC, Knases e Axin), uma cascata de eventos intracelulares faca com que essa
molécula entre no ntcleo se ligue a receptores TCF/LEF e ative genes de transdugdo e
transcri¢do nuclear. Assim, consequentemente, esse processo podera desencadear a progressao
tumoral (22, 19, 17, 23). Contudo, ha divergéncias quanto ao papel “patologico” desta molécula
e alguns estudos apontam que o papel da P-catenina na progressdao tumoral ndo seja tao
impactante (7, 20, 32). Inclusive a atividade sinalizadora da -catenina tem sido apontada como
rara nos melanomas caninos (7).

Lucero (2010) e Liu (2014) propdem que, em determinado momento (ainda nao
definido) do processo de sinalizacdo, a B-catenina desempenhe um papel “avesso” e funcione
como um fator de prevencao/inibi¢ao da progressao tumoral.

Em todos os estudos realizados, até o presente, hd concordancia em um aspecto: ha de
se aprofundar os estudos em relagdo a molécula B-catenina e suas multifungdes, pois esta podera

ter uma importancia significativa em propostas terapé€uticas futuras (22, 20, 19, 23, 17, 32).
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2.7. MELANOMA ANIMAL COMO MODELO DE ESTUDO DO MELANOMA
HUMANO

Pelas semelhancas entre o melanoma animal e 0 melanoma humano, como por exemplo,
a localiza¢dao dos melandcitos (epiderme e foliculo piloso), idade de incidéncia da neoplasia e
quanto as caracteristicas biologicas e histopatoldgicas existentes, os caes portadores dessa
neoplasia tem sido apontados como modelo de estudo para o melanoma humano (1, 22, 23, 6,

27, 26, 33).
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ABSTRACT.-Machado Tanise.,Stolfo J. B., Costas M. M., Rodriguez R. & Motta A. C. 2017[B-catenin and Ki-67 in
the prognosis of canine melanocytic neoplasms] (-catenina e Ki-67 no prognostico das neoplasias
melanociticas caninas. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratoério de Patologia Animal, Faculdade
Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo, Campus [, BR-285, Bairro Sao José, Passo Fundo,
RS 99052-900, Brazil. E-mail: acmotta@upf.br

In this study, we revealed data on the clinical-pathological parameters of 26 benign and malignant, cutaneous and
oral canine melanocytic neoplasias and their possible correlation with [-catenin expression through
immunohistochemistry.We also evaluated the positivity of these neoplasms for the immunohistochemical
markers, Melan A, S-100, HMB-45 and Ki-67. The analysis was performed based on clinical-pathological
parameters of tumor size, surface (macroscopic ulceration), predominant cellular pattern, nuclear atypia, mitotic
index (MI) by the visualization of 10 microscopic fields (Obj 40x), microscopic ulceration and tumoral necrosis. It
has been observed the labeling site for 3-catenin, whether cytoplasmic, nuclear or mixed, as well as the correlation
of this molecule with the preexisting clinical-pathological parameters and the Ki-67 cell proliferation marker. The
clinical-pathological parameters that demonstrated association were the age of the affected animals, ulceration
and microscopic necrosis, nuclear atypia and mitotic index in relation to the presence of melanomas. No statistical
difference has been observed between the [3-catenin labeling sites and the different neoplasms, as well as, no
correlation between the (3-catenin molecule and the Ki-67 cell proliferation marker.

INDEX TERMS: melanocytic neoplasms, melanoma, melanocytoma, $-catenin, Ki-67, prognosis.

RESUMO.- Neste estudo revelamos dados referentes aos parametros clinico-patolégicos de 26 neoplasias
melanociticas caninas benignas e malignas, cutaneas e orais e sua possivel correlagdo com a expressdo da molécula
[-catenina, através de imuno-histoquimica. Avaliamos ainda, a positividade dessas neoplasias para os marcadores
imuno-histoquimicos Melan A, S-100, HMB-45 e Ki-67. A analise foi realizada com base emparametros clinico-
patolégicos de tamanho da neoplasia, superficie (ulceracdo macroscépica), padrao celular predominante, atipia
nuclear, indice mitético (IM) por visualizagdo de 10 campos microscédpicos (Obj. 40x), ulceracdo microscépica e
necrose tumoral. Foi observado o local de marcagdo para a (3-catenina, se citoplasmatica, nuclear ou mista, bem
como a correlacdo desta molécula com os parametros clinico-patolégicos pré-existentes e com o marcador de
proliferacao celular Ki-67. Os parametros clinico-patolégicos que demonstraram associacdo foram a idade dos
animais afetados, a ulceragdo e necrose microscopica, a atipia nuclear e o indice mitético em relagdoa presenca de
melanomas. Nao houve diferenca estatistica entre os locais de marcag¢ido da -catenina e as diferentes neoplasias,
bem como, ndo foi observado correlagdo da molécula (3-catenina e o marcador de proliferagao celular Ki-67.

TERMOS DE INDEXA(;AO: neoplasias melanociticas, melanoma, melanocitoma, 3-catenina, Ki-67, progndstico.

INTRODUGAO

Os tumores melanociticos em caes sdo denominados melanocitomas, quando benignos, e melanomas,
quando malignos. Os melanomas correspondem em média, a menos de 10% dos tumores malignos em caes e,
geralmente, acarretam em um grave progndstico (Millanta et al. 2002, Sulaimon & Kitchell 2003, Spangler et al.
2006, Lacroux et al. 2012, Resende et al. 2015, Nishya et al. 2016, Goldschmidt & Goldschmidt 2016). Alguns
estudos demonstram o importante papel da utilizacdo de variaveis clinico/patoldgicas, principalmente, sobre a
mensuracao da atividade mitética no valor prognoéstico dessas neoplasias (Laprieet al. 2001, Millanta et al. 2002,
Sulaimon & Kitchell 2003, Spangler & Kass 2006, Bergin et al. 2011, Smedley et al. 2011, Lacroux et al. 2012,
Goldschmidt & Goldschmidt 2016). Assim, o marcador imuno-histoquimico Ki-67 é utilizado para compor o painel
prognéstico de cies com melanoma (Roels et al. 1999, Laprie et al. 2001, Millanta et al. 2002, Smedley et al. 2011,
Lacroux et al. 2012, Resende et al 2015).

A molécula B-catenina é descrita como uma molécula multifun¢des. As atribui¢cdes dessa proteina que
mais sdo estudadas sdo: sua participagdo na adesdo celular em conjunto com a glicoproteina transmembrana E-
caderina (caderina epitelial) e como um importante componente da via de sinalizacdo Wnt/f3-catenina (Valentaet
al. 2012).

Pesquisas na drea da medicina humana e veterinaria indicam que a 3-catenina possui importantes func¢oes
inerentes a sinalizagdo via Wnt/-catenina por estar envolvida no mecanismo de transcri¢do nuclear assumindo
importante papel no estimulo de genes envolvidos na transdugio/transcrigcdo celular (MacDonald 2009, Han et al.
2010, Sinnnberg et al. 2011, Han et al. 2012, Valenta et al. 2012).

Estudos utilizando a imuno-histoquimica (IHQ) demonstram que a desregulacio do complexo E-
caderina/f-catenina tem importante envolvimento no melanoma canino e humano, oral e cutaneo, uma vez que,
com a desregulacao desse complexo, a 3- catenina, ndo mais ligada a E-caderina, se acumule no citoplasma celular
e, por varios fatores ainda ndo bem estabelecidos de falhas no processo de degradagdo, uma cascata de eventos
intracelulares faz com que ela se internaliza no nucleo, se ligue a receptores TCF/LEF e ative genes de transdugao
e transcri¢do nuclear. Assim, consequentemente, esse processo podera desencadear a progressio tumoral (Han et
al. 2010, Sinnnberg et al. 2011, Han et al. 2012, Valenta et al. 2012).
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Contudo, ha divergéncias quanto ao comportamento “patolégico” dessa molécula e alguns estudos
apontam que o papel da (3-catenina na progressao tumoral ndo seja tdo impactante (Lucero et al. 2010, Chon et al.
2013, Liu etal. 2014). Inclusive Chon (2013) alega que a atividade sinalizadora da 3-catenina é rara nos melanomas
caninos.

Em todos os estudos realizados, até o presente, ha concordancia em um aspecto: ha de se aprofundar os
estudos em relacdo a molécula 3-catenina e suas multifuncgdes, pois esta podera ter uma importancia significativa
em propostas terapéuticas futuras (Han et al. 2010, Lucero et al. 2010, Sinnnberg et al. 2011, Han et al. 2012,
Valenta etal. 2012, Liu et al. 2014).

Até o momento, ndo ha estudos sobre a relacdo entre a expressdo de [-catenina e Ki-67, bem como sua
relagdo com as variaveis prognosticas clinico-patolégicas pré-estabelecidas em tumores melanociticos primarios
caninos.

Objetivamos avaliar a expressdo destes marcadores, através de IHQ, verificando a relacdo da expressio da
molécula B-catenina com as variaveis prognosticas clinico-patolégicas pré-estabelecidas (tamanho da neoplasia,
superficie (presenca de ulceracdo), padrdo celular predominante, atipia nuclear, indice mitético (IM) por
visualizacdo em 10 CGA, ulceracdo microscopica e necrose tumoral). E, ainda, observar se ha correlacdo entre o
deslocamento da proteina 3-catenina através do citoplasma-ntcleo e a proliferacdo celular avaliada pela expressao
do Ki-67.

MATERIAL E METODOS

Casos. Foram verificados e revisados todos os casos de tumores melanociticos primarios cutaneos e orais
caninos diagnosticados no Laboratdrio de Patologia Animal da Universidade de Passo Fundo, a partir de junho de
2000 até dezembro de 2016.

Dados clinicos. As informagdes referentes ao histdrico clinico dos pacientes diagnosticados com neoplasia
melanocitica foram obtidas através de andlise do prontuario clinico. Foi considerado: diagnoéstico
anatomopatoldgico, idade, sexo, raca e localizagdo do tumor.

Amostras e estudo anatomopatolégico. As amostras foram obtidas através de necropsia e/ou por
remocao cirurgica.

Quanto a macroscopia, foram considerados os seguintes elementos: tamanho e superficie (presenca ou ndo
de ulceracdo).

Para a preparacdo de cortes histolégicos, foram selecionados os blocos de parafina dos tumores
melanociticos. Os cortes foram efetuados em 3 micras, corados com o método de hematoxilina e eosina (HE) e
analisados ao microscépio éptico por dois observadores.

Na avaliacdo da lamina foram verificadas as caracteristicas histolégicas: padrdo celular predominante,
atipia nuclear, indice mitético (IM) por visualizacdo de 10 CGA, ulceracdo e necrose tumoral. Para a avaliacdo das
variaveis ulceracao e necrose tumoral foi atribuido “presente ou ausente”. Quanto ao padrao celular predominante,
os tumores melanociticos foram classificados em: epitelioide, fusiforme ou misto. Quanto a intensidade, a variavel
atipia nuclear foi avaliada da seguinte maneira: 0= ausente, + = leve, ++ = moderada e +++ = acentuada.

Estudo imuno-histoquimico. Apds o estudo histopatolégico das laminas em HE, os blocos de parafina
foram selecionados e cortados em 3 micras para realizacdo de estudo imuno-histoquimico com o método da
streptavidina-biotina ligada a peroxidase. Como o pigmento marrom formado pelo cromdégeno DAB ndo é
facilmente diferenciado dos granulos marrons do pigmento melanico, para casos com alta pigmentacao, foi
aplicado técnica para remocido da melanina (permanéncia em solucdo de acido oxalico a 5%, por 10 minutos para
os casos mais pigmentados e 5 minutos para os menos pigmentados).Logo, foi efetuada a incubagio dos cortes dos
tecidos em solugdo a 10% de pero6xido de hidrogénio (30 vol.) em tampao TBS (Tris com cloreto de sédio; pH 7,6)
durante 20 minutos. Para a recuperagao antigénica foi utilizado tampao citrato, pH 6, por 40 minutos, em panela
a vapor com poténcia de 500W. Foram utilizados os anticorpos monoclonais antimelan-A (MART-1, A103, Cell
Marque), HMB-45 (HMB-45, Cell Marque), S-100 (4C4.9, Cell Marque), Beta-catenina (14, Cell Marque), e Ki-67
(MIB-1, DakoCytomation), diluidos em 1:150, 1:100, 1:100, 1:100 e 1:100, respectivamente, em solu¢do salina
tamponada com fosfato (PBS). As laminas foram entdo incubadas em camara imida por 14-16 horas (overnight) a
4 graus C com o anticorpo primario e, apds, incubados com o anticorpo secundario biotinilado ligado a
estreptavidina-peroxidase (kit LSAB+System-HRP, KO690, DakoCytomation) por 10 minutos cada etapa. Para a
revelacao, utilizou-se o cromégeno DAB e hematoxilina de Harris na contra coloracdo, seguida de montagem com
Balsamo do Canada Sint. (Pré6-Cito).

Os controles positivos para cada marcador foram obtidos de tecidos humanos: melanoma para Melan-A,
HMB-45 e S-100, adenocarcinoma mamario para 3-catenina e amigdala palatina para Ki-67.

Para a avaliagdo das marcagdes foi utilizado o seguinte padrao: negativo (-) e positivo (+), para melan-A,
HMB-45 e S-100. Para o Ki-67 e a B-catenina foi utilizado o seguinte padrao: - (negativo) = 0, + (até 25% de células
positivas) = 1, ++ (26-50% de células positivas) = 2, +++ (51-75% de células positivas) = 3 e ++++ (<75% de células
positivas) = 4. Ainda, para o marcador (3-catenina, foram considerados os locais de marcacgao: citoplasma, nticleo
ou misto (citoplasma e ntcleo).
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Analise estatistica. As variaveis epidemioldgicas (sexo, idade, localizagdo, tamanho do tumor e ulceragio
macroscopica), histolégicas (necrose, ulceragao, atipia nuclear, indice mitético e tipo celular predominante) e [HQs
(Ki-67, B-catenina, padrdo de marcacdo da [-catenina quanto a localiza¢do do tumor e quanto ao local de
marcacdo) foram organizadas em tabela de contingéncia, obtendo-se, a partir de estatistica descritiva, as
frequéncias relativas e/ou absolutas. O teste qui-quadrado foi empregado para se verificar associagao entre as
variaveis categoéricas. Contudo, nas tabelas em que as frequéncias esperadas foram menores do que 5, foi
empregado o teste likelihood ratio como substituto ao teste qui-quadrado. Para relacionar o padrdo de marcagao
da B-catenina com as variaveis histolégicas e IHQs, foi realizada a correlagio de Spearman. Os dados foram
considerados significativamente diferentes com probabilidade menor do que 5% (p < 0,05). O programa SPSS®,
versado 20.0, foi empregado para a realizacao das analises.

RESULTADOS

Variaveis epidemiolégicas. Ao total, foram analisadas 26 neoplasias melanociticas caninas provenientes
de 24 cdes. Destas, 4 eram melanocitomas (todos cutaneos) (Fig. 1, A), 18 eram melanomas melanoéticos (14
cutaneos e 4 orais) (Fig. 1, B) e 4 eram melanomas amelanéticos (todos orais) (Fig. 1, C). Em relacdo a idade, 4
animais tinham menos de 5 anos, 5 animais tinham entre 6 e 9 anos e 14 animais entre 10 e 15 anos. No prontuario
de 3 pacientes ndo estava informado a idade. Quanto ao sexo, 13 eram fémeas e 13 eram machos. A maioria dos
animais era sem raca definida (SRD). Os dados referentes a frequéncia relativa de idade e sexo encontram-se
ilustrados na (Fig. 2). Os dados especificos da localizacdo cutdnea dessas neoplasias e raca encontram-se no
(Quadro 1).

Caracterizacdo macroscopica: todos os melanocitomas apresentaram tamanho menor que 3 cm e os
melanomas tiveram tamanho variando de 3 a mais de 7 cm. Nenhum dos melanocitomas apresentou ulcera¢do
macroscopica. Entretanto, 8 melanomas melanéticos e 2 melanomas amelanéticos apresentaram-se ulcerados. Os
dados referentes a frequéncia relativa da ulceragdo macroscépica encontram-se ilustrados na (Fig. 2). Os dados
completos de tamanho dos tumores no (Quadro 1).

Aspectos histoldgicos: o padrao celular epitelioide foi verificado em 15 neoplasias (2 melanocitomas, 9
melanomas melandticos e 4 amelanéticos), o padrao misto em 10 (2 melanocitomas e 8 melanomas melandticos)
e, em apenas uma neoplasia, um melanoma melanético o padrio fusiforme foi verificado. A atipia celular foi uma
alteracdo marcante nos melanomas que apresentaram, em sua maioria, duas ou mais cruzes. Os melanocitomas
ndo apresentaram atipia celular. O indice mitético foi uma alteracdo altamente significativa nos melanomas
amelanéticos e variavel nos melanomas melandticos, e irrelevante nos melanocitomas. Da mesma forma, em
relacdo a necrose e a ulceragdo, foram marcantes nos amelanéticos, varidvel nos melanoéticos e ausente em todos
os melanocitomas. Os dados obtidos em relagdo as caracteristicas microscépicas estdo contidos na (Fig. 3).

Marcadores imuno-histoquimicos: todos os melanocitomas e melanomas amelanéticos foram positivos
para o marcador Melan-A, apenas um melanoma melanético foi negativo. A positividade para o marcador HMB-45
foi verificada em todos os melanocitomas, em 15 melanomas melanédticos e em 1 melanoma amelanético. Para o
marcador S100, todos os melanocitomas apresentaram positividade, 15 melanomas melanéticos e dois
amelanoticos. Os resultados da frequéncia relativa das marcag¢des IHQs para Melan-A, HMB-45 e S-100 encontram-
se expostos no (Quadro 2).

Quanto a proliferacdo celular, avaliada através da expressao do Ki-67, nos melanocitomas observou-se
auséncia de marcacdo em 2 neoplasias e marcacdo positiva em até 25% das células nas outras duas. Nos
melanomas melandticos, 9 casos obtiveram até 25% de células marcadas, 4 obtiveram de 26 a 50% de células
positivas, 3 apresentaram 51 a 75% de positividade celular, 1 apresentou mais de 75% de células marcadas e
apenas 1 ndo apresentou marcag¢do positiva em nenhuma célula. Quanto aos melanomas amelanoéticos, houve 1
neoplasia positiva para cada padrao. Os dados referentes as marcagdes dessa proteina encontram-se ilustrados na
(Fig. 4B).

Alocalizagdo da marcagio para a molécula 3-catenina foi citoplasmatica em 16 tumores (4 melanocitomas,
2 amelandticos, 10 melanoéticos), em 9 a marcacio foi mista (2 amelanéticos e 7 melanéticos) e, em apenas uma
neoplasia, um melanocitoma, ndo houve marcacio para esta molécula. 8 neoplasias obtiveram um padrdo de
marcacdo fraco multifocal (1 melanocitoma, 6 melanomas melanéticos e 1 amelanético), 5 foram fraca difusa
(todos melanomas melanéticos), 4 foram forte difusa (1 melanocitoma, 2 melanomas melanédticos e 1
amelanético), 3 moderada multifocal (1 melanocitoma e 2 melanomas melanéticos), 3 moderada difusa (1
melanocitoma, 1 melanoma melanético e 1 amelanético) e 2 em padrao forte multifocal (1 melanoma melandtico
e 1 amelanético). Nenhuma neoplasia teve marcagdo nuclear unica. Os dados referentes as marcagdes dessa
proteinaencontram-se ilustrados na (Fig. 4A, C, D e E).

Analise estatistica. Quando comparadas entre si, as neoplasias benignas e malignas (melanéticas e
amelanoticas) ndo demonstraram diferenca estatistica nas varidveis raga, sexo, tamanho do tumor e ulceragao
macroscépica. Contudo, na variavel idade, houve diferenca significativa nos animais entre 10 e 15 anos.

A variavel ulceragdo microscopica apresentou-se mais frequente nos melanomas melanéticos do que nos
melanomas amelandticos e melanocitomas. A atipia nuclear manifestou-se predominantemente de forma
moderada nos melanomas. O indice mit6tico dos melanocitomas se mostrou dentro de um padrao de menos de 3
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mitoses em 10 campos. Os melanomas melandticos ndo obtiveram diferenca estatistica quanto ao padrdo mais ou
menos de 3 mitoses em 10 CGA e todos os melanomas amelanéticos apresentaram mais de 3 mitoses em 10
campos. O padrao celular ndo demonstrou qualquer diferenca estatistica entre as neoplasias melanociticas.

A expressdo de (3-catenina nao foi significativamente diferente nos diferentes tumores melanociticos, bem
como nao foi observado correlacao entre a expressao dessa molécula e a expressao de Ki-67. Quanto a localizagao
da marcagdo da molécula [B-catenina, ndo houve diferenca significativa entre o local de marcagao
(citoplasma/ntcleo, citoplasma e nucleo) entre os melanomas melandticos, melanomas amelandticos e
melanocitomas.

DISCUSSAO

Diversos estudos ja foram realizados envolvendo as neoplasias melanociticas caninas. Aspectos sobre dados
epidemioldgicos como raca, idade, sexo e localizagcdo dos tumores, bem como presenca ou nao de necrose tumoral,
padrdo celular predominante, atipia celular, indice mitético, ulceragio, analise IHQ e terapias foram abordados
(Ramos-Vara et al. 2000, Smith et al. 2002, Sulaimon & Kitchell 2003, Camargo et al. 2008, Dobson 2012, Rolim et
al. 2012, Resende et al. 2015, Nishiya et al. 2016). Alguns estudos tragaram um paralelo com essas variaveis e a
formacgao do prognostico e a estimativa de vida (Roels et al. 1999, Laprie et al. 2001, Millanta et al. 2002, Spangler
& Kass, 2006, Bergin et al. 2011, Smedley et al. 2011, Lacroux et al. 2012, Teixeira et al. 2014). Nas 26 amostras,
por nés analisadas, agrupamos as neoplasias melanociticas, benignas e malignas, cutaneas e orais, melanoticas e
amelanoticas, buscando uma provavel relacdo entre as variaveis anteriormente citadas e as variaveis clinico-
patolégicas, de uma forma objetiva e simples. Até o presente, ndo tem sido realizados estudos com esse conjunto
de padrdes.

Em nosso estudo ndo observamos diferenca estatistica significativa no acometimento por neoplasias
melanociticas malignas, benignas, melanéticas e amelandticas nos quesitos raga e sexo, bem como, na presenca de
ulceracdo macroscépica e tamanho do nédulo, o que ja havia sido apontado por Ramos-Vara etal. (2000), Camargo
et al. (2008) e Smedley et al. (2011). Contudo, Smith et al. (2002) e Rolim et al. (2012) relatam que as ragas com
pele mais pigmentada tem maior predisposi¢do a desenvolver neoplasias melanociticas. E Ramos-Vara et al.
(2000), Camargo et al. (2008), Dobson (2012), Resende et al. (2015) e Nishiya et al. (2016) observaram que ragas
puras tém maior prevaléncia em desenvolver neoplasia melanocitica. Todavia, ha de se considerar um niimero
cada vez maior de pacientes sem raca definida, o que ficou evidente em nossa pesquisa, uma vez quem do total das
26 amostras analisadas, 12 eram provenientes de animais sem padrao racial.

No parametro idade verificamos prevaléncia de acometimento por melanomas melanéticos em animais no
intervalo de 10 a 15 anos de idade, o que nos leva a crer que esta faixa etaria é mais facilmente acometida por esse
padrdo tumoral. Quanto aos melanomas amelanéticos, ha indicacdes que o aparecimento dessa neoplasia esta
relacionada com idade igual ou superior a 6 anos. Essas informagdes corroboram com Ramos-Vara et al. (2000),
Camargo et al. (2008), Smedley et al. (2011), Lacroux et al. (2012) e Rolim et al. (2012), que verificaram que tanto
para melanomas melanéticos como para os amelanéticos, os animais adultos a idosos tém maior propensao a ser
acometidos por estas neoplasias. Em contrapartida, as neoplasias benignas foram observadas em animais na faixa
etaria de até 5 anos, ou seja, cdes jovens a adultos, o que foi inversamente verificado por Camargo et al. (2008),
que relatou o acometimento por melanocitomas em animais de 5 a 11 anos de idade.

Todos os melanocitomas analisados neste estudo tiveram localizagdo cutanea, assim como observado por
Camargo et al. (2008). Dos melanomas melanéticos, 4 foram observados em cavidade oral e 14 em diferentes
localizagdes cutaneas sem diferenca estatistica significante para o local especifico, o que difere dos dados
existentes na literatura, uma vez que melanomas cutaneos tendem a se localizar, predominantemente, em regiao
de cabeca, abdémen e saco escrotal (Resende et al. 2015, Nishiya et al. 2016). Rolim et al. (2012) verificaram
predominancia de melanomas amelanoéticos localizados em cavidade oral, pois dos 35 melanomas amelanéticos
estudados por eles, mais de 50% tinham essa localizacdo e, em nosso estudo, das 4 neoplasias amelanéticas, por
no6s avaliadas, todas (100%) estavam alocadas em cavidade oral.

N3o foi estabelecida relagdo entre o padrao celular predominante e neoplasia maligna ou benigna, até por que,
a classificacdo entre epitelioide, fusiforme ou misto, é utilizada para classificar tanto as neoplasias benignas como
malignas e ja é sabido que o tipo celular predominante nao interfere no progndstico (Roels et al. 1999, Ramos-
Vara et al. 2000, Laprie et al. 2001, Millanta et al. 2002, Spangler & Kass 2006, Bergin 2011, Smedley et al. 2011,
Lacroux et al. 2012, Rolim et al. 2012, Resende et al. 2015, Nishya et al. 2016).

As variaveis necrose e indice mitdtico apresentaram maior associagdo com melanomas amelandticos
sugerindo maior agressividade para esse tipo tumoral, enquanto que ulcera¢do microscdpica e atipia nuclear com
melanomas melanéticos, indicando que esses parametros devem ser particularmente considerados para estes
padrdes. Smedley et al. (2011) ndo definem o fator necrose tumoral como importante variavel prognéstica a ser
considerada. J4 o IM é consagrado como importante, se ndo o mais importante a ser avaliado como fator
progndstico (Bergin et al. 2011, Smedley et al. 2011, Lacroux et al. 2012, Resende et al. 2015, Nishiya et al. 2016).

Do mesmo modo que Smedley et al. (2011), observamos que a riqueza de métodos para avaliagdo de IM,
dificulta uma comparacao fidedigna. Acreditamos que o método utilizado, no presente estudo, para avaliar o IM é
simples, pratico e facilmente aplicavel na rotina de avaliacdo histopatoldgica, assim como todos os demais
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descritos na literatura (Smedley et al. 2011, Bergin et al. 2011, Lacroux et al. 2012, Goldschmidt &Goldschmidt
2016).

As neoplasias melanociticas malignas caninas por nds avaliadas demonstraram elevado indice
proliferativo, verificado através de IHQ, com a utilizacdo do Ki-67, enquanto as neoplasias benignas, os
melanocitomas, apresentaram o inverso. Destacamos que os melanomas amelandticos obtiveram uma
positividade celular homogénea. Contudo, a maioria dessas neoplasias obteve mais de 51% de células positivas
em comparagdo com os melanéticos que, em sua maioria apresentaram até 25% de células positivas, o que ja era
esperado, pois, segundo Rolim et al (2012), Resende et al. (2015) e Nischiya et al. (2016) essas neoplasias tendem
a ser mais agressivas que as melandticas.

O painel imuno-histoquimico diagndstico para melanoma por nés utilizado (HMB-45/S-100/MELAN-A)
foi escolhido, principalmente, baseado naqueles anticorpos mais tradicionalmente utilizados no diagndstico das
neoplasias melanociticas. Para neoplasias melanoéticas, a utilizacdo desse painel ndo assume tanta importancia,
pois, geralmente, ja se caracteriza a histogénese tumoral na coloracdo em HE. Entretanto, quando se trata de
neoplasia amelandtica e, particularmente, de neoplasias de cavidade oral, é imprescindivel sua utilizagdo (Ramos-
Vara et al. 2002, Smedley et al. 2011, Lacroux et al. 2012, Rolim et al. 2012, Teixeira 2014, Resende et al. 2015,
Nishya et al. 2016).

Embora haja numerosos dados a respeito das neoplasias melanociticas caninas, ddvidas sobre os
mecanismos de proliferacao e invasao tumoral ainda fazem parte do cotidiano. Deste modo, a exemplo de alguns
estudos, em melanomas humanos e caninos, que ja demonstraram alteragdes associadas a [3-catenina,
principalmente relacionadas a internalizacdo desta molécula para o nucleo celular (Lucero 2010, Sinnberg 2011,
Han et al. 2010, Han et al. 2012, Liu et al. 2014), buscamos avaliar a sua expressao, através de IHQ, nas neoplasias
melanociticas caninas, na tentativa de averiguar uma provavel correlagio entre a 3-catenina e o potencial invasivo
e metastatico desses tumores investigados pela expressdo do Ki-67. Constamos a transloca¢do da (-catenina
através do citoplasma celular (Fig 1, B) (acimulos anormais dessa proteina no citoplasma) até o nucleo (Fig 1, E)
(acumulos anormais dessa proteina no nucleo) nas diferentes neoplasias melanociticas.

Ratificando Han (2010), nés também observamos que o acumulo da proteina [-catenina,
predominantemente no citoplasma, ocorreu tanto para neoplasias malignas quanto benignas comprovando que
h4d uma desregulacdo e translocacdo desta molécula, porém esse processo ndo exprime seu potencial de
contribuicdo para a proliferagdo das células assim como ja proposto por Chon (2013).

Ainda que tenhamos verificado diferentes padrdes de distribuicdo da marcac¢do para a $-catenina entre os
diferentes tumores, ndo foi possivel estabelecer uma relagio destes padrdoes com o grau de malignidade da
neoplasia o que, nesse momento, ndo nos permite verificar a possibilidade da utilizagdo destes padrdes de
distribuicao como fatores progndsticos para neoplasias melanociticas.

Inferimos que ndo houve correlagdo das varidveis prognoésticas: tamanho da neoplasia, ulceragdo
microscépica, necrose tumoral, atipia nuclear e indice mitético (contagem de mitoses em 10 CGA) com a presenca
da molécula B-catenina no citoplasma e/ou citoplasma/nucleo celular (Quadro 3). Da mesma forma, ndo foi
demonstrada correlacdo entre a marcagio (citoplasmatica ou mista da -catenina) com o IM, avaliado através da
expressao do Ki-67, indicando que ndo ha relacdo direta entre a translocacdo da proteina -catenina e a capacidade
proliferativa tumoral, denotando, ainda, que a relacdo da -catenina com o potencial invasivo e metastatico dos
melanomas é controversa, assim como apontado por Chon (2013) e, portanto, por ora, ndo a caracteriza como uma
boa variavel prognostica.

CONCLUSAO

Como ndo observamos uma correlacdo entre a expressao da [3-catenina e as variaveis epidemiolégicas,
histoldégicas e IHQs (Ki-67), neste momento, ndo é possivel utilizd-la como marcador prognéstico, bem como
afirmar que essa molécula é potencialmente influenciadora na progressao tumoral.

Assim, é adequado nos apropriarmos de um conjunto de variaveis estabelecidas no campo clinico,
anatomopatoldgico e, preferencialmente, imuno-histoquimico para que possamos formar um conceito e/ou para
termos uma visdo do possivel comportamento das neoplasias malignas melanociticas. Acrescentamos, ainda, que
cada individuo portador de neoplasia deve ser tratado como Unico e para este devera ser estabelecido um painel
de variaveis progndsticas, dentre tantas ja estabelecidas, a serem avaliadas para se estabelecer uma estimativa de
vida.
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Figura 1. Neoplasias melanociticas primarias caninas. A) Melanocitoma epitelioide cutdneo HE, 400X. B)
Melanoma melanético epitelioide cutaneo (note o pleomorfismo acentuado das células e as frequentes figuras de
mitose (quadrados)HE, 400X. C) Melanoma amelanético epitelioide oral (note as frequentes figuras de mitose
(quadrados) HE 400X. D) Melanocitoma epitelioide IHQ - catenina (marcagdo citoplasmatica) 400X. E) Melanoma
amelandtico epitelioide oral IHQ - catenina (marcagdo citoplasmatica (circulo) e nuclear (quadrados) 40X. F)
Melanoma amelanético epitelioide oral IHQ Ki-67 400 X.
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Figura 2. Aspectos epidemiolodgicos associados aos tumores melanociticos em cdes: (A) idade; (B) sexo; (C)
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Tabelal. Frequéncia de tumores melanociticos caninos, quanto ao tipo histolégico, localizagao, tamanho

eraca
. Melanoma Melanoma P
Melanocitoma Lo Lo Significancia
N (%) melanético amelanético ®)
N (%) N (%)

Tipo celular predominante
Epitelioide 2 (7,69%) 9 (34,61%) 4 (15,40%)
Fusocelular 0(0,00%) 1 (3,85%) 0 (0,00%) 0,25
Misto 2 (7,69%) 8 (30,76%) 0 (0,00%)

Localizagao
Mucosa oral 0(0,00%) 3(11,53%) 4 (15,40%)
Lingua 0 (0,00%) 1(3,85%) 0 (0,00%)
Cutineo/palpebral 1 (3,85%) 3(11,53%) 0(0,00%)
Cutineo/auricular 1 (3,85%) 0 (0,00%) 0(0,00%)
Cutéaneo/focinho 1(3,85%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Cutdneo/nasal 0 (0,00%) 2 (7,69%) 0 (0,00%)
Cuténeo/cervical 0 (0,00%) 1(3,85%) 0 (0,00%) 0.34
Cutineo/abdominal 1(3,85%) 1(3,85%) 0 (0,00%) ’
Cutineo/flanco 0(0,00%) 1 (3,85%) 0(0,00%)
Cutidneo/inguinal 0(0,00%) 1 (3,85%) 0(0,00%)
Cutdneo/pénis 0 (0,00%) 1(3,85%) 0 (0,00%)
Cutéineo/perianal 0 (0,00%) 2 (7,69%) 0 (0,00%)
Cutidneo/membro 0 (0,00%) 2 (7,69%) 0 (0,00%)
posterior

Tamanho do tumor
<3,0cm 4 (17,39%) 8 (34,78%) 3 (13,04%)
3,1-6,9cm 0 (0,00%) 5(21,74%) 0 (0,00%) 0,15
> 7,0 cm 0 (0,00%) 2 (8,69%) 1 (4,35%)

Raca
SRD 1(3,85%) 8 (30,76%) 3 (11,53%)
Pinscher 0 (0,00%) 4 (15,40%) 0 (0,00%)
Dachshund 0 (0,00%) 3 (11,53%) 0 (0,00%)
Basset Hound 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1(3,85%)
American 1(3,85%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 019
Staffordshire Terrier ’
Sharpei 1(3,85%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Boxer 1(3,85%) 1(3,85%) 0 (0,00%)
Chow-Chow 0 (0,00%) 1 (3,85%) 0 (0,00%)
Rottweiler 0 (0,00%) 1(3,85%) 0 (0,00%)

SRD = sem raca definida; N = frequéncia absoluta; (%) = frequéncia relativa.
* indica diferenca significativa (Qui-quadrado, p< 0,05).

Tabela 2. Frequéncia de marcac¢des imuno-histoquimicas em tumores melanociticos caninos

Melan-A HNB-45 S-100
N (%) N (%) N (%)
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Melanocitoma 4 0 4 (15,4%) 0 4 (15,4%) 0
(15,4%) (0,0%) (0,0%) (0,0%)
Melanoma 17 1 15 3(11,5%) 15 3
melanotico (65,4%) (3,8%) (57,7%) (57,7%) (11,5%)
Melanoma 4 0 1 3 2 2
amelanotico (15,4%) (0,0%) (3,8%) (11,5%) (7,7%) (7,7%)
Total 25 1 20 6 21 5
(96,2%) (3,8%) (76,9%) (23,1%) (80,8%) (19,2%)

N = frequéncia absoluta; (%) = frequéncia relativa.
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Tabela 3. Correlacio entre a expressao de 3-catenina com parametros anatomopatolégicos e imuno-
histoquimicos

B-catenina
r p
Tamanho do tumor 0,33 0,13
Ulceragdo microscépica -0,18 0,39
Necrose tumoral 0,31 0,13
Atipia nuclear -0,07 0,97
indice mitético 0,07 0,75
KI-67 (imuno-histoquimica) 0,27 0,18

r = Coeficiente de correlacdo de Spearman; p = significancia (*valores menores que 0,05 indicam
diferenca significativa).
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4. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos nesse estudo podemos concluir que:

A)

B)

0

D)

E)

F)

G)

Nao foi possivel determinar correlagdo entre a desregulagdao do complexo de adesdo
celular, do qual faz parte a B-catenina, com a consequente migragao desta molécula para
o citoplasma e a internalizagdo no nucleo, observado em poucos casos, com a

capacidade proliferativa da neoplasia avaliada através da expressao do Ki-67.

A B-catenina ndo se caracteriza como bom marcador progndstico para melanomas
caninos. Essa molécula ndo demonstrou ser potencialmente influenciadora na

progressao tumoral e, consequentemente, na expectativa de vida.

E invidvel estabelecer um tratamento baseado no bloqueio da ligagdo da enzima f-
catenina com seus receptores nucleares e/ou na estimulacdo da degradacdo dessa

molécula no citoplasma celular.

Animais a partir dos 10 anos de idade tem maior propensao para serem acometidos por
melanomas melandticos. Quanto aos melanomas amelanoéticos, estes podem surgir a
partir dos seis anos de idade. Nao ha diferenca entre machos e fémeas para ambos os

tipos de melanomas. J& os melanocitomas apresentaram-se em animais jovens a adultos.

A ulceragdo macroscopica, a raga, o sexo ¢ a localizacdo da neoplasia ndo sdo bons
indicadores do comportamento tumoral para as neoplasias melanociticas em geral,

especificamente em relagdo a malignidade e progressao tumoral.

Nao ha relagdo entre o padrdo celular, a localizagdo ¢ o tamanho do tumor e o

diagndstico histopatolégico.

O indice mitdtico deve ser particularmente considerado na avaliacdo dos melanomas
amelandticos, e a ulceracao microscopica e a atipia nuclear nos melanomas melanoéticos.
O indice mitotico dos melanocitomas apresentou, em todos os casos, menos de 3 mitoses

em por CGA.
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H) A THQ apresenta-se como uma técnica diagndstica pratica e de facil uso na rotina
diagnostica laboratorial. Os marcadores Melan A, S-100 e HMB-45 sdo excelentes
marcadores a serem utilizados como painel diagnostico para neoplasias melanociticas

moderadamente diferenciadas, indiferenciadas e/ou amelanoticas.



36

CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, nota-se uma crescente preocupacdo em relagdo a saude dos animais de
estimagao. Isso se deve ndo somente ao fato de esses seres se fazerem membros da familia, mas,
também, porque animais tém se tornado modelos de estudos para muitas doengas que acometem
os humanos.

Inumeras pesquisas sobre cancer t€ém tido como alvo os modelos animais, a exemplo das
neoplasias melanociticas caninas, devido a semelhanga entre as espécies humana e animal, em
varios aspectos, possibilitando que se trace um paralelo entre as duas espécies. O objetivo ¢ o
mesmo: a preservagao da satde e a melhora na expectativa de vida, em relagdo a quantidade e
qualidade.

Também na Medicina Veterinaria, torna-se impossivel tragar um delineamento de
progressdo tumoral para as neoplasias melanociticas primdrias caninas utilizando-se somente
de uma ou outra varidvel. Torna-se evidente que devemos nos dotar de um conjunto de variaveis
estabelecidas no campo clinico, patoldgico e, preferencialmente, imuno-histoquimico, para que
se possa ter uma visao do possivel comportamento das neoplasias malignas melanociticas.

Cada individuo e/ou portador de neoplasia deve ser tratado como Unico e, para cada um,
devera ser estabelecido um painel de variaveis prognoésticas a serem avaliadas para estabelecer
uma expectativa de vida mais proxima a realidade de cada paciente.

Ademais, o propdsito deste grupo € realizar estudos futuros incluindo o acompanhamento
dos pacientes pds-diagndstico para investigar a utilizagdo de outros possiveis marcadores
progndsticos. Esperamos que, assim, possamos ter uma visdo mais ampla e realista do
comportamento tumoral das neoplasias melanociticas em caes e, consequentemente, estabelecer

um prognostico fidedigno.
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6. ANEXOS
Ah
FAMV - Faculdade de
‘ U P F Agronomia el\t'uaedeitina Veterinaria .
G Peciafundo | Hospital Veterindrio PROTOCOLO DE AVALIACAO PARA
& NEOPLASIAS CUTANEAS
< aboratorio
de Patologia Animal - UPF
IDENTIFICACAO DO PACIENTE
Nome: RG/HV:
Sexo: Raga:
Idade: Pelagem:

ASPECTOS GERAIS

Tempo de evolugao( )dias ( )meses ( )anos
Habitat( )casa ( ) apartamento ( )rural ( )urbano
Presenga de prurido( ) sim ( )nao

Dor( )sim ( )nao

Tratamentos ou procedimentos anteriores( ) sim ( ) nao
Recidiva( )sim ( )ndo

Exposi¢ao solar por longos periodos( ) sim ( ) nao
Lesdo ( )solitaria ( ) multipla Quantificar:

Observagdes do Veterinario:

ASPECTOS ESPECIFICOS (LESAQ)

Tamanho da lesao: X cm(comprimento x largura)
Tipo de lesdo( ) ndédulo ( ) massa
Aspecto( ) liso ( ) verrucoso ( ) Outro Qual:

Consisténcia () macia () firme

Bordas( ) bem delimitada ( ) mal delimitada
Solto () Aderido ( )

Presenga de( ) erosao ( )ulcera ( )nenhuma
Contaminagao/secrecao( )sim () ndo
Coloracao () brancacenta ( ) pardacenta ( ) enegrecida
Hipervascularizagdo () sim ( ) ndo
Localizagao: ( ) cutaneo ( )oral ( ) Outro Qual:

Observacdes do Veterinario:




