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RESUMO

O carcinoma espinocelular cutdneo (CECC) se destaca dentre as neoplasias cutaneas malignas
em felinos, possuindo semelhancas ao cancer de pele “ndo melanoma” em seres humanos, a
exemplo da etiopatogenia relacionada a exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta, localizacdo
anatdomica predominantemente em face e comportamento bioldgico com alta agressividade
local, entretanto, com baixo potencial metastatico. Esse estudo teve como objetivo avaliar a
expressdao de COX-2 no CECC em gatos domesticos e avaliar a correlagdo com aspectos
clinicos e histopatologicos. Foram incluidos gatos atendidos no Hospital Veterinario da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, com lesGes cutaneas suspeitas para
carcinoma espinocelular invasor. Realizou-se a recuperacao do prontuéario médico para registro
da raca, idade, sexo, localizacdo das lesdes, tratamento realizado, estadiamento clinico, status
do teste imunocromatografico do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia
felina (FeLV), tempo de progressdo da doenca, historico de recorréncia e sobrevida.
Posteriormente foram realizados cortes histolégicos e classificacdo em hiperplasia epitelial
atipica, queratose actinica, carcinoma “in situ” ou carcinoma espinocelular invasor bem,
moderadamente ou pouco diferenciado e graduacdo de Nagamine para CECC avaliando: grau
de queratinizacdo, pleomorfismo nuclear, nimero de mitose por campo, grau de invasao e
inflamacéo tecidual sendo classificados em grau I, Il e I1l. Foi avaliada a imunomarcacao para
COX-2 na queratose actinica, carcinoma in situ e CECC considerando distribuicdo e
intensidade da marcacao, classificados em escores (baixa e alta imunoexpressao). Um total de
24 gatos foram incluidos neste estudo, todos sem raca definida, 45,8% com pelagem branca e
54,2 % mista, com idade entre 2 e 22 anos (10,5 * 4,6 anos) com localiza¢do anatdmica 44%
no plano nasal, 32% em pinas das orelhas, 8% palpebras, 8% plano nasal e pina, 4% em regido
pré-auricular e 4% acometendo plano nasal com extensdao a palpebra. Considerando a
classificacdo histopatoldgica, obteve-se 2 casos de ceratose actinica, 1 de hiperplasia epitelial
atipica, 3 de carcinoma in situ e 19 de CECC invasor. Desses, 12/19 (63,2%) foram classificados
como bem diferenciados e 7/19 (36,8%) como pouco diferenciados. O sistema de graduacdo de
Nagamine permitiu a classificagcdo de 15,7% como grau I, 73,8% grau Il e 10,5% grau Ill. Em
relacdo a imunoexpressdo de COX-2 observou-se 10,5% de imunoexpressdo negativa e 89,5%
imunoexpressao positiva sendo 41,2 e 58,8% com baixa e alta imunoexpressao, respectivamente.
Os resultados indicam que houve correlagdo moderadamente significativa entre distribuicdo da
marcacdo de COX-2 e indice mitotico (p= 0,0387; rs=0,4772). Ademais, observou-se que nao
houve correlagédo significativa entre o escore da imunoexpressdo COX-2 com estadiamento
clinico, graduacao histopatoldgica de Nagamine, intervalo livre de doenca ou sobrevida
(»>0,05). Portanto, evidenciou-se com esse estudo elevada imunoexpressdo de COX-2 no
CECC felino, e que novos estudos, com maior numero de casos, e formas diferenciadas de
avaliacdo da expressdo de COX-2 podem elucidar sua importancia prognostica.

Palavras-chave: Felino. Epiderme. Oncologia. Cicloxigenase. Graduagao



ABSTRACT

Cutaneous squamous cell carcinoma (CSCC) stands out among malignant cutaneous neoplasms
in cats, having similarities to “non-melanoma” skin cancer in humans, such as the
etiopathogenesis related to exposure to ultraviolet radiation, anatomical location predominantly
on the face and biological behavior with high local aggressiveness, however, with low
metastatic potential. This study aimed to evaluate the expression of COX-2 in CSCC in
domestic cats and to evaluate the correlation with clinical and histopathological aspects. Cats
attended at the Veterinary Hospital of the Veterinary School of the Federal University of Minas
Gerais, with skin lesions suspicious for invasive squamous cell carcinoma, were included. The
medical records were retrieved to record the breed, age, sex, location of the lesions, treatment
performed, clinical staging, status of the feline immunodeficiency virus (FIV) and feline
leukemia virus (FeLV) immunochromatographic test, time of disease progression, history of
recurrence, and survival. Subsequently, histological sections were performed and classification
into atypical epithelial hyperplasia, actinic keratosis, carcinoma in situ or invasive squamous
cell carcinoma well, moderately or poorly differentiated and Nagamine grading for CSCC
evaluating: degree of keratinization, nuclear pleomorphism, number of mitoses per field ,
degree of invasion and tissue inflammation being classified into grade I, 1l and III.
Immunostaining for COX-2 in actinic keratosis, carcinoma in situ and CSCC was evaluated
considering distribution and intensity of staining, classified into scores (low and high
immunoexpression). A total of 24 cats were included in this study, all mixed breed, 45.8% with
white coat and 54.2% mixed, aged between 2 and 22 years (10.5 £ 4.6 years) with anatomical
location 44 % in the nasal plane, 32% in the pinnae of the ears, 8% eyelids, 8% nasal plane and
pinna, 4% in the pre-auricular region and 4% affecting the nasal plane with extension to the
eyelid. Considering the histopathological classification, there were 2 cases of actinic keratosis,
1 of atypical epithelial hyperplasia, 3 of carcinoma in situ and 19 of invasive CSCC. Of these,
12/19 (63.2%) were classified as well differentiated and 7/19 (36.8%) as poorly differentiated.
Nagamine's grading system allowed for the classification of 15.7% as grade I, 73.8% grade 11
and 10.5% grade Ill. Regarding the immunoexpression of COX-2, 10.5% of negative
immunoexpression and 89.5% positive immunoexpression were observed, with 41.2 and 58.8%
with low and high immunoexpression, respectively. The results indicate that there was a
moderately significant correlation between the distribution of COX-2 marking and the mitotic
index (p= 0.0387; rs=0.4772). Furthermore, it was observed that there was no significant
correlation between the COX-2 immunoexpression score and clinical staging, histopathological
Nagamine grade, disease-free interval or survival (p>0.05). Therefore, this study showed a high
immunoexpression of COX-2 in feline CSCC, and that new studies, with a larger number of
cases, and different ways of evaluating COX-2 expression can elucidate its prognostic
importance.

Keywords: Feline. Epidermis. Oncology. Cycloxygenase. Graduation
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UVA: Ultravioleta A
UVB: Ultravioleta B
UVC: Ultravioleta C



INCA: Instituto Nacional de Cancer
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1. INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular cutaneo (CECC) € a neoplasia maligna dos queratindcitos sendo
frequentemente observado nos gatos (MILLER et al., 1991; GRAF et al., 2015; MANUALI
et al., 2020). Nessa espécie sdo demonstradas caracteristicas clinico-patologicas semelhantes
ao “cancer de pele nao melanoma” em seres humanos (ZINK, 2014), destacando a etiologia
com influéncia da radiacdo ultravioleta, localizagdo anatbmica predominantemente em face,
maior incidéncia em pacientes de idade avancada, caracteristicas histopatologicas,
comportamento bioldgico localmente invasivo e padrdo de metastase (BRANTSCH et al.,
2008; SCHMITT et al., 2011; MURPHY, 2013). Apoia-se, portanto, estudos comparativos de
oncologia, estabelecendo uma melhor compreenséo da biologia tumoral e permitindo evoluir
o0s protocolos terapéuticos em ambas as espécies (PATRONEK e RAUCH, 2007).

Os efeitos da radiacdo ultravioleta (RUV) reconhecidamente contribuem para a
fotocarcinogénese, possuindo efeitos agudos por danos diretos e indiretos ao acido
desoxirribonucleico (DNA — Deoxyribonucleic acid), peroxidacdo de lipideos e reticulagdo
proteica, apresentando-se como eritema e queimadura pds exposicdo ao sol. A perpetuacao
dessa lesdo resulta em inflamag&o, imunossupressdo e mutacdes no gene supressor de tumor
TP53 o que resulta na desregulacao apoptoética e leva a proliferacdo anormal de queratindcitos
com multiplas mutacées (MELNIKOVA e ANANTHASWAMY, 2005; NEAGU et al., 2018).

A inflamacdo e mediadores inflamatdrios podem influenciar no crescimento e sobrevivéncia
de células tumorais. A ciclooxigenase 2 (COX-2) é uma enzima pro-inflamatéria (PRESCOTT
e FITZPATRICK, 2000) que se encontra expressa em diversas neoplasias, especialmente as
epiteliais, como o CECC (FREJBORG et al., 2020) sendo envolvida na angiogénese e
progressdao tumoral (ALBINI et al., 2005) e sua imunoexpressao & associada com pior
progndstico para intimeros tipos de cancer (DORE, 2011; GREGORIO et al., 2021). Nos
gatos, entretanto, ndo ha estudos correlacionando a expressdo de COX-2 no CECC a sobrevida

dos pacientes.

Sistemas de graduacdo histopatoldgicos sdo realizados na Medicina com alto valor
prognostico (HEDBERG et al., 2022). Entretanto, na Medicina Veterinaria, para gatos, ainda
néo existem estudos de graduacdo para CECC (NAGAMINE et al., 2017). Esse estudo teve
como objetivo avaliar a expressdao de COX-2, realizar graduacdo no CECC em gatos

domésticos e avaliar a correlacdo com aspectos clinicos e histopatologicos, de forma a ampliar
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0 conhecimento sobre o comportamento bioldgico dessa doenca e favorecer a definicéo

terapéutica
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ESTRUTURA DA PELE

A pele é considerada uma das maiores areas de superficies de contato epiteliais, juntamente
com os pulmdes e intestinos (HASLETON, 1972; MOSTELLER, 1987; HELANDER e
FANDRIKS, 2014; SONTHEIMER, 2014; GALLO, 2017). E dividida em trés camadas:
epiderme, derme e hipoderme (ABDO et al. 2020) (FIGURA 1). A camada mais superficial,
que é a epiderme, é subdividida, em estratos, equivalendo do meio externo para interno aos
estratos corneo, lucido, granuloso, espinhoso e basal (BADEN, 1979; GOLDSMITH, 1983;
AGARWAL e KRISHNAMURTHY, 2022).

HASTE DO PELO

DERME

HIPODERME { oS

Figura 1 — Esquema com a anatomia da pele do gato com divisdo em camadas. Fonte:
https://www.msdvetmanual.com/cat-owners/skin-disorders-of-cats/structure-of-the-skin-in-cats

Histologicamente a epiderme ¢é classificada como epitélio escamoso estratificado
queratinizado, possuindo populacdes celulares compostas de células de Merkel, Langerhans,
dendriticas, melandcitos e queratinocitos (KOSTER, 2009). Essa camada da pele possui 0
predominio do ultimo tipo celular, compondo aproximadamente 80 % da constitui¢do celular
epidérmica (WATT, 1989; KOLARSICK et al., 2011). A subdivisdo em estratos dessa camada
é realizada conforme a morfologia e diferenciacdo dos queratindcitos (BADEN, 1979;
GOLDSMITH, 1983; NAFISI e MAIBACH, 2018; AGARWAL e KRISHNAMURTHY,
2022) (FIGURA 2).
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Figura 2 — Subclassificagdo em estratos da epiderme. Fonte: Adaptado de Nafisi e Maibach (2018)

Na diferenciacdo ocorrem 0s processos de queratinizacdo e maturacdo em ciclos de
renovacao constante, onde as células epiteliais migram do estrato basal ao cdrneo onde séo
denominadas cornedcitos (SUN e GREEN, 1976; ECKERT e RORKE, 1989; BIKLE et al.,
2012).

2.2. CARCINOMA ESPINOCELULAR CUTANEO
2.2.1. ETIOPATOGENIA

A exposicdo a RUV e o CECC é um dos exemplos mais reconhecidos de carcinogénese fisica
especialmente em seres humanos (MANCEBO e WANG, 2014) e nos gatos essa relacao
também ¢é verificada através de estudos experimentais e epidemiol6gicos (DORN et al., 1971,
ALMEIDA et al., 2008; DOS ANJOS et al., 2020). A RUV solar é subdividida em trés faixas
de energia, a partir do comprimento de onda, sendo elas, UVA (320-400 nm), UVB (280-320
nm) e UVC (200-280 nm) (MATTS, 2006), porém, danos actinicos sdo correlacionados
principalmente com UVB (FU e COCKERELL, 2003), sendo associada a 90% dos casos de
cancer de pele “ndo-melanoma” em pessoas (SCHALKA et al., 2014).

A radiacdo UVB provoca lesdo ao DNA, sendo um fator iniciador ao induzir mutacdo em
celulas da epiderme, com formacédo de dimeros de pirimidina de ciclobutano mutagénicos e
fotoprodutos de pirimidina e pirimidona, sendo danos causados exclusivamente pela radiagéo
ultravioleta (RAMASAMY et al., 2017). A inducdo da expressdo de COX-2 e o recrutamento
de celulas inflamatorias na derme comeca cerca de 4 horas ap6s a exposicdo a RUV e

exposicBes cronicas levam a hiperplasia e hiperqueratose da epiderme (RUNDHAUG e
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FISCHER, 2008). A regulacédo positiva da expressdo de COX-2, leva ao aumento dos niveis
de prostaglandinas (PG) na pele, especialmente a prostaglandina E2 (PGE>), que medeia sinais
envolvidos na inducdo de inflamacdo com posterior angiogénese, vasodilatacdo e
permeabilidade vascular, levando a sinais clinicos de eritema e edema cutaneos
(GRIVENNIKOQV et al., 2010). A PGE2 pode se ligar e ativar quatro receptores (EP1-EP4)
que sdo acoplados a proteina G, cada receptor leva a ativacdo de varios mediadores
importantes para inflamacéo, hiperplasia epidérmica e atividades anti-apoptéticas de COX-
2/PGE> (YANO et al., 2005; O’'CALLAGHAN e HOUSTON, 2015) (FIGURA 3).

Além disso, a RUV provoca mutagdes no gene supressor de tumor TP53 que sdo relatadas
em até 70% dos CECC de cabeca e pesco¢o em seres humanos. Gene que é reconhecido como
“guardido do genoma”, uma vez que seu produto, a p53 ¢ capaz de induzir a interrup¢do do
ciclo celular e estimular a transcricao de genes de reparo do DNA ou apoptose(BENJAMIN e
ANANTHASWAMY, 2007). O que leva a propagacdo de queratindcitos com mutagdes que
possuem resisténcia a apoptose e estimulo a hiperproliferacdo promovendo a expanséo clonal
de células iniciadas (TEIFKE e LOHR, 1996; MURAKAMI et al., 2000; SNYDER et al.,
2004; POETA et al., 2007; AMLANI et al., 2019; RENZI et al., 2019; DE BAKKER et al.,
2022). A perpetuagéo da inflamacéo tecidual de forma cronica desempenha papel crucial nos
trés estadgios do desenvolvimento neoplésico que sdo a iniciacdo, promocao e progressao
tumoral (MUKHTAR e ELMETS, 1996; MARTENS et al., 2018). De forma crdnica, tem-se
a hiperplasia compensatéria que com o prolongamento da exposicdo a RUV evoluem para QA
e displasia epitelial escamosa de alto grau ou displasia intraepitelial (carcinoma in situ) que
sdo consideradas como lesdes precursoras/pré-neoplasicas (BONERANDI et al., 2011;
RATUSHNY et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2019).
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Figura 3- Consequéncias da expressdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), mediante a exposi¢do a RUV. A
inducéo da expressdo de COX-2 pela RUV leva ao aumento da producdo de prostaglandina E2, que se
liga e ativa receptores acoplados & proteina G, principalmente EP1, EP2 e/ou EP4. A sinaliza¢éo dos
receptores EP resulta na inducdo de oncogenes, citocinas pré-inflamatdrias e fatores de crescimento,
que levam a inflamacdo com infiltracdo e ativacdo de células inflamat6rias na derme, induzindo a
angiogénese, vasodilatacdo e permeabilidade vascular com posterior eritema e edema. Além de aumento
na proliferacdo de queratindcitos resultando em hiperplasia epidérmica e reducdo na apoptose mediada
pela inducédo de estresse oxidativo, dano ao DNA e mutacdo da p53. A exposi¢do cronica a RUV leva a
inflamacdo cronica que pode resultar em carcinogénese. Fonte: Adaptado de Rundhaug e Fischer (2008)

Na Medicina Humana hé a classificacdo denominada escala de fototipo de Fitzpatrick (1988)
com base no fenotipo classificados de 1 ao VI com relagéo a reacOes de eritema e bronzeamento
pOs exposicao solar e sua correlagdo com a incidéncia de tumores cutaneos associados a danos
actinicos (MOAN et al., 2015) (FIGURA 4). Na Medicina Veterinaria, entretanto, ndo ha essa
classificacdo por fototipo, porém observa-se atraves de estudos com cabras, cées, gatos e
equinos que individuos com pele/pelos claros sdo mais acometidos por neoplasias associadas
aos danos pela RUV (OLARTE SAUCEDO et al., 2019).
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Figura 4 - Escala adaptada de Fitzpatrick baseada na influéncia da pigmentacao cuténea (fen6tipo) e a
incidéncia de tumores associados a exposi¢ao solar*. Fonte: Adaptado de D’Orazio et al. (2013)

* Individuos de pele clara (baixo nivel de melanina) exibem fen6tipo sensivel aos raios ultravioleta
(UV), com tendéncia a queimadura ao invés de bronzeamento (pos exposicdo solar)

A imunossupressdo também contribui com o desenvolvimento do CECC, tanto em seres
humanos, quanto em animais, podendo ser induzida pela radiagdo UV ou outras situactes
(STRAVODIMOU et al., 2018). Pessoas transplantadas possuem risco 60 a 200 vezes maior
de desenvolver CECC (CHOCKALINGAM et al., 2015; COLLINS et al., 2019; URSO et al.,
2022), o mesmo também foi visto em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV — Human Immunodeficiency Virus), com incidéncia de tumores cutaneos do tipo
ndo melanoma 40 vezes maior quando comparados a individuos HIV-negativos
(SILVERBERG et al., 2013).

Em ambos os casos, acredita-se que a imunossupressao prejudica a vigilancia imunoldgica
que reduzem a resposta imune contra a neoplasia, com queda de fatores antitumorais da
imunidade inata, entretanto, faltam estudos na veterinaria que demonstrem essa relacdo as
retroviroses felinas como o virus da imunodeficiéncia felina (FIV — Feline Immunodeficiency
Virus) e virus da leucemia felina (FeLV — Feline Leukemia Virus), que possuem alta
prevaléncia no Brasil (GREVOT et al., 2005; CONCEICAO et al., 2007; PLASMEIJER et
al., 2019).

2.3. CARCINOMA ESPINOCELULAR CUTANEO EM GATOS
2.3.1. EPIDEMIOLOGIA

O CECC figura entre os tumores cutaneos mais frequentemente observados na espécie felina
(MILLER et al., 1991; GRAF et al., 2015; HO et al., 2018; MANUALI et al., 2020),
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correspondendo a neoplasia maligna dos queratindcitos, apresentando, como sinonimias,
carcinoma de células escamosas ou carcinoma epidermoide (FAVROT et al., 2009;
YANOFSKY et al., 2011).

Acomete principalmente gatos de média idade a idosos (7 a 12 anos) (MURPHY, 2013),
com localizagdo anatdmica predominantemente em face, e, regides em pele com rarefagdo
pilosa ou glabra como regido de alopecia pré-auricular, palpebras, plano nasal, pina de
orelhas e labios, semelhante ao que ocorre em seres humanos, embora, além da face, seja
frequente o acometimento das costas, regides mais diretamente atingidas pela RUV
(COTCHIN, 1961; GOLDSCHMIDT, 1984; FELLER et al., 2016).

O CECC é observado principalmente em individuos de coloracdo de pelame e/ou pele clara
(MELEO, 1997; JENNINGS e SCHMULTS, 2010; NARAYANAN et al., 2010; LINOS et
al., 2016), gatos de pelame branco possuem 13,4 vezes maior risco para desenvolver CECC
quando comparados a individuos de pelame pigmentado (DORN et al., 1971). N&o possui
prevaléncia por raca, porém a raca siamesa raramente € acometida por essa neoplasia, visto
que, possuem maior pigmentacdo de pelame no centro e extremidades da face, areas que sédo
mais expostas a RUV (MILLER et al., 1991) e diferentemente do visto em humanos onde a
incidéncia no sexo masculino para o feminino € de 2:1, acredita-se que por maiores atividades
ocupacionais com exposicao solar e menores cuidados com fotoprotecdo, 0 mesmo nao é visto
nos gatos onde ndo ha comprovacédo de predilecdo sexual (NUNES et al., 2009; MURPHY,
2013).

A estimativa brasileira de cancer de pele “ndo melanoma” catalogada pelo Instituto Nacional
de Céncer (INCA) do ano de 2022 é de 220.490 de novos casos em paciente humanos com
2653 mortes em decorréncia da doenga. Casos avancados da doenca sdo mais observados em
paises subdesenvolvidos pela caréncia tanto em salde publica humana, quanto acesso a
servicos veterinarios (NARAYANAN et al., 2010; LINOS et al., 2016; ALVES et al., 2022).
O CECC possui incidéncia de 15 a 48% na espécie felina, a oscilacdo da taxa se deve a
variabilidade da incidéncia solar mundial, sendo frequentemente observado em paises
tropicais com alta incidéncia solar (TEMANEH-NYAH e MUKWEKWE, 2015) como o
Brasil (FIGURA 5). Estudos retrospectivos norte-americanos como os de Priester (1973),
Miller et al. (1991), Schmidt et al. (2010) e Ho et al. (2018) demonstram o CECC como a
terceira neoplasia cutdnea mais frequente na espécie felina. Ha escassez de estudos na

veterinaria com incidéncia do CECC no Brasil, entretanto, no trabalho de Priebe et al. (2011),
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estudo retrospectivo com a ocorréncia de neoplasias em cdes e gatos da mesorregido
metropolitana de Belém, entre as neoplasias cutdneas, o carcinoma espinocelular, ocupou o
primeiro lugar entre tumores de pele mais frequentes em gatos, o mesmo foi observado por
Lima et al. (2018) em estudo retrospectivo da casuistica de felinos domésticos no Hospital

Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais, no periodo de 2005 a 2014.

Irradiacao Global Horizontal @ worosamorowe ESMAP  CIYIED

Meédia de longo prazo da irradiagdo horizontal global

Total diario 22 26 30 34 38 42 46 50 54 S8 62 66 70 74
I KWh/m'
Total anual 803 949 1095 1241 1387 1534 4680 1826 1972 218 2266 2610 2556 2702

Figura 5— Demonstracdo da irradiacdo solar horizontal global adaptada do ano de 2019, com o foco para
as Américas regido Sul da América do Norte e em totalidade as Américas Central e do Sul especialmente
o Brasil (Maior e mais populoso pais sul-americano), Africa, Oceania e regido sul da Asia como o0s
continentes com maiores irradiagbes solares horizontais globais (Atlas solar global).
Fonte:https://globalsolaratlas.info

2.3.2. APRESENTACAO CLINICA

O CECC pode se apresentar como lesdes Unicas ou multiplas (SPUGNINI et al., 2009),
proliferativas com aspecto de “couve-flor” ou mais frequentemente erosivas com crostas,
ulceradas e hemorragicas com o historico de progressdo relatado como feridas que néo
cicatrizam. Os diagndsticos diferenciais incluem outras neoplasias cutaneas (tumor de células
basais, mastocitoma, melanoma, hemangiossarcoma), dermatoses flungicas profundas
(esporotricose e criptococose), parasitarias (leishmaniose), doencas autoimunes (pénfigo
foliaceo e lupus) e inflamatorias (atopia felina) (MURPHY, 2013).
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Figura 6 - Apresentacéo clinica de lesdes de CECC em felinos (A) Apresentagdo proliferativa-ulcerativa
em plano nasal e (B) Apresentacdo erosiva em plano nasal. Fonte: Arquivo pessoal.

Como comportamento bioldgico, tem como caracteristica alta invasividade local, com taxa
de envolvimento 6sseo de 10 a 12,5% (BREUNINGER et al., 1990). Contudo, com baixa taxa
de metastase (2-10%), sendo os principais sitios linfonodos regionais de cabeca e pescoco
(linfonodo mandibular, parétideo, cervical e retrofaringeo) e pulmédo (BRANTSCH et al.,
2008; SCHMITT et al., 2011).

2.3.3. DIAGNOSTICO

O diagnostico se baseia na associacdo de caracteristicas epidemioldgicas, historico,
anamnese, exame fisico e exames complementares. A realizacdo de puncdo aspirativa ou
capilaridade para exame citoldgico é dificultosa por muitas vezes serem lesGes pequenas em
localizac6es delicadas, além de possuirem acentuado a moderado infiltrado inflamatério o que
prejudica a leitura pelo patologista (GARMA-AVINA, 1994; VEGA-MEMIJE et al., 2000;
PAREKH e SEYKORA, 2017).

O exame histopatoldgico é, portanto, o padrdo-ouro para diagndstico, podendo associar a
imuno-histoquimica, visibilizando a identificacdo de fatores progndsticos e/ou preditivos
(RINKER et al., 2001; SCHMITZ e KANITAKIS, 2019). Fatores prognoésticos atribuem-se a
medida do resultado clinico obtido com a aplicacdo de terapias padronizadas versus auséncia
de tratamento, sendo reconhecida como medida do curso natural de uma doenca. Fatores
preditivos, por sua vez, referem-se a uma medida que € associada a presenca ou auséncia de
beneficio a terapias especificas empregadas a dado paciente, sendo avaliadas, status do
biomarcador com resultados clinicos, tais como, sobrevida global e intervalo livre de doencga.
(CLARK et al., 2006; SIMMS et al., 2013).
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O CECC ¢ resultado do processo de displasia crénica que envolve a formacéo da queratose
actinica (QA), posteriormente carcinoma in situ e entdo invasor (MARTINCORENA et al.,
2015; FANIA et al., 2021). A principal diferenca entre essas trés afeccGes sdo o grau de
invasdo e pleomorfismo celular que sdo observados pelo exame histopatologico (FAVROT et
al., 2009) (FIGURA 6). Na QA tem-se a presenca de queratindcitos atipicos (confinados a
epiderme), podendo apresentar hiperqueratose, acantose e atipia celular majoritariamente
congregada ao estrato basal, porém, pode se estender até ao estrato granular, entretanto ndo
abrange a totalidade de estratos da epiderme (FU e COCKERELL, 2003; DE OLIVEIRA et
al., 2019), clinicamente apresentam-se como lesdes eritematosas, hiperqueratosicas,
descamativas, papulas/placas irregulares e alopécicas. Nos felinos, a localizacdo anatémica
frequentemente acometida sdo marginais a pinas das orelhas, porém, também pode ocorrer na
face em geral (ALMEIDA et al., 2008). O carcinoma in situ no entanto histologicamente
também apresenta atipias em queratindcitos porém com intensa atividade mitética,
pleomorfismo celular com marcada anisocariose porém abrangendo a totalidade de estratos da
epiderme, no entanto, sem invasao da camada derme (FAVROT et al., 2009) e o carcinoma
espinocelular invasor apresentam semelhancas com as lesbes precursoras porém ha a
infiltracdo dos queratindcitos atipicos ao estrato basal invadindo a derme, e em alguns casos
até a hipoderme, musculatura ou ossos (MURPHY, 2013).

(A) Queratose Actinica (B) Carcinoma in situ (C) CECC invasor
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Figura 7— Adaptado esquema com a demonstragdo do grau invasdo histologicamente entre queratose
actinica (predominantemente localizada a camada basal), carcinoma in situ (Localizado na totalidade
dos estratos da epiderme, porém sem invasao da derme) e carcinoma invasor (Localizado na totalidade
dos estratos da epiderme, com invasdo da derme). Fonte: https://plasticsurgerykey.com/actinic-
keratosis-basal-cell-carcinoma-and-squamous-cell-carcinoma/

Carcinomas espinocelulares tanto cutaneos quanto orais, em pessoas, sao classificados de
acordo com o subtipo/variante (THOMPSON, 2003; PATHAK et al., 2014; QUE et al., 2018;
SEKHAR e RAJ, 2021; MUKKANWAR et al., 2022) que s&o subdivididas em: Comum ou
tipico, ceratoacantoma, acantolitico, fusiforme e verrucoso (SCHMITZ e KANITAKIS,
2019).

A variante comum ¢é classificada conforme o grau de diferenciacdo e é o subtipo mais
corriqueiro equivalendo a aproximadamente 85 a 90 % dos casos (THOMPSON, 2003;
YANOFSKY et al., 2011), podendo ser bem diferenciado quando a morfologia tecidual é
proxima ao epitélio normal, porém com a evidenciacdo da invasdo da derme através da
membrana basal, moderadamente e o pobremente diferenciado que possui pouca semelhanca
ao epitélio da epiderme normal e comumente tem diversas figuras de mitose e necrose
(RINKER et al., 2001).

O ceratoacantoma tem como caracteristica queratindcitos com citoplasma claro, crescimento
endo/exofitico e simétrico com formato de vulcdo, com microabcessos dentro da area tumoral
e pouca atipia celular. O acantolitico possui o predominio de queratindcitos acantoliticos
dentro de espacos pseudoglandulares intratumorais, fusiforme é um subtipo incomum onde
0s queratindcitos possuem aspecto fusiforme sendo necessario imuno-histoquimica para
diferenciacdo de tumores mesenquimais e a variante verrucosa possui importante hiperplasia
e hiperqueratose da epiderme, superficie irregular de aspecto verrugoso, com queratinécitos
bem diferenciados e pouca atipia celular (RINKER et al., 2001; THOMPSON, 2003;
YANOFSKY et al., 2011; MUKKANWAR et al., 2022).

Na Medicina Veterindria se tem poucos trabalhos com classificacdo por variantes
histologicas (OGILVIE et al., 1988; CUSHING et al., 2010; NEMEC et al., 2012; SOUKUP
et al.,, 2013; SILVA et al., 2018; THAIWONG et al., 2018). Na espécie felina se tem apenas
um trabalho com subclassificagdo por variantes, o estudo de Rodriguez Guisado et al. (2021)
com carcinoma espinocelulares de variante fusiforme (n=18) que demonstrou 17% de recidiva
local associada a eutanasia por progressao da doenca durante 0 acompanhamento de 7 a 25

meses.
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Alguns sistemas de graduacdo sdo realizados para CECC especialmente na Medicina
Humana, sendo um dos mais antigos o descrito por Broders (1920), realizado com carcinoma
espinocelular labial/perilabial, e baseando-se no grau de diferenciacdo dos queratindcitos
(TABELA 1) essa classificacdo é firmada em trés parametros: grau de queratinizacdo, nimero
de mitoses e pleomorfismo celular e demonstrou correlagdo reduzido intervalo livre de doenca

e maior taxa de recidiva.

Tabela 1 — Graduacdo de Broders para carcinomas espinocelulares cutaneos baseado na porcentagem
de diferenciacdo celular e tipificados em graus de 1 a 4.

CLASSIFICACAO(GRAU) DIFERENCIACAO CELULAR (%)
Bem diferenciado (Grau 1) >75
Moderadamente diferenciado (Grau 2) 50-75
Pobremente diferenciado (Grau 3) 25-50
Anaplasico (Grau 4) <25

Fonte: Broders (1920)

Na Medicina Veterindria, o CECC ¢ categorizado, de forma subjetiva em bem,
moderadamente e pouco ou pobremente diferenciado (GOLDSCHMIDT e GOLDSCHMIDT,
2016). O CECC bem diferenciado se caracteriza por queratindcitos neopléasicos com
abundante citoplasma eosinofilico, marcada inflamagéo peritumoral, pontes intercelulares e
pérolas de queratina diversas, entretanto, o pleomorfismo celular e indice mitético baixos. O
moderadamente diferenciado apresenta citoplasma menos eosinofilico, maior pleomorfismo
celular, indice mitético (pode ter figuras de mitose bizarras em pequeno nimero) e pontes
intercelulares de dificil identificacdo e menor nimero de pérolas de queratina quando
comparados aos bem diferenciados. Pobremente diferenciado é marcado pelo intenso
pleomorfismo celular (multiplas células bi ou trinucleadas) e indice mitético, com poucas
células inflamatdrias, pérolas de queratina e indistinguiveis pontes celulares (WEISS e
FRESE, 1974). Outro trabalho altamente reconhecido é o de Bryne et al. (1989) para
carcinomas espinocelulares orais em pessoas, baseado em cinco caracteristicas morfologicas

(TABELA 2) apresentando elevado valor prognostico (Bryne et al., 1992).
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Tabela 2 - Graduacdo de Bryne para carcinomas espinocelulares oral baseado em cinco caracteristicas
morfoldgicas

CARACTERI'STICAS VALOR DE ESCORE
MORFOLOGICAS
1 2 3 4

Grau de queratinizagdo  Alto (>50% Moderado (20-  Minimo (5- Ausente (0-

celulas) 50% das 20% das 5% das

células) células) células)

Pleomorfismo nuclear Baixo Moderado Intenso Extremo

pleomorfismo  pleomorfismo pleomorfismo pleomorfismo
(< 25%) nuclear (50-75%) (75-100%)
(25 a 50%)
Numero de mitoses 0-1 2-3 4-5 >5

Padrao de invasao Bem Presenca de Presenca de Presenca de

delimitado corddes pequenos pequeno

solidos ou em grupos de grupo de

feixes corddes ou células
células dissociadas
(n>15) e/ou células
individuais

(n<15)

Infiltrado inflamatdrio Acentuado Moderado Leve Ausente

Sendo classificados em grau | (escore total 5-10), grau Il (escore 11-15) e grau 11 (escore
16-20)
Fonte: Bryne et al. (1989)

Na Medicina Veterinaria, Nagamine et al. (2017) elaborou um sistema de graduacéo baseado
no de Bryne para seres humanos, mas direcionado ao carcinoma espinocelular cutaneo e oral
em cdes, sendo classificados em graus de I a Il mediante a pontuacgéo obtida, entretanto, ndo
foi realizada a correlagcdo com sobrevida e para felinos ainda ndo existem estudos de graduagéo
para CECC.

2.3.4. IMUNOEXPRESSAO DE COX-2

A COX-2 e umaenzima relacionada a iniciagdo, promocao e progressdo tumoral (HASHEMI
GORADEL et al., 2019). Atualmente se conhece o papel que os mediadores inflamatorios
possuem no crescimento e sobrevivéncia de células tumorais. Em células normais usualmente

ndo se tem a expressdo de COX-2, diferentemente de varias neoplasias, em que ocorre a
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superexpressdo induzida principalmente por citocinas que participam de processos bioldgicos,
incluindo a angiogénese tumoral (ALBINI et al., 2005).

Inimeros trabalhos demonstram expressdo desta enzima em tumores epiteliais, como
carcinomas intestinais em seres humanos (WANG e DUBOIS, 2010), uroteliais em cées
(GRASSINGER et al., 2019) e mamérios em cadelas e gatas (LAVALLE et al., 2009;
CAMPOS et al., 2016), além da sua associa¢do com pior progndstico, em carcinoma de células
de transicao de bexiga em felinos, osteossarcoma apendicular em cées e carcinomas mamarios
em cadelas e gatas (NASSAR et al., 2007; DORE, 2011; GREGORIO et al., 2021).

A expressao de COX-2 é variavel (TABELA 3), no carcinoma espinocelular oral felino com
trabalhos como o de Beam et al. (2003) com avaliacdo da porcentagem de células positivas e
intensidade da coloracdo com 2/21 (9%) de imunoexpressdo, até estudos como o de Hayes et
al. (2006) com metodologia semiquantitativa a partir da distribuicdo porcentagem de células
positivas e intensidade da marcagdo com 37/55 (67%) de expresséo para COX-2. Nos estudos
com CEC cuténeo e oral na mesma espécie no estudo de Millanta et al. (2016) com escore
semi-quantitativo de 0 a +3, em 22/36 (61%) de expressdo de COX-2. Ja no trabalho de
Bardagi et al. (2012) houve imunoexpressao em 27/27 (100%) CECC, porém ndo foi realizado

a graduacdo em escores e ambos trabalhos ndo realizaram correlagcdo com sobrevida.

Tabela 3 - Estudos selecionados com autores que realizaram imuno-histoquimica para COX-2 sob
diferentes metodologias em carcinomas espinocelulares felinos (oral e cutaneo)

AUTOR N ~ ESTRATEGIA DE
(ANO) AMOSTRAL LOCALIZACAO AVALIA(}AO RESULTADOS
Porcentagem de
células positivas e
intensidade da 2121 (9%)
coloragéo. imunoexpressao para
COX-2
Distribuicao:
1 =<10% das células
Beam et com coloragéo
al. 21 felinos Oral positiva (CCP); 2 = Distribuicao
(2003) 10-30%ccp 3 = 31— 1:212
60%ccp; 4 =
>60%ccp Intensidade
Intensidade: 0 = 1: 11
negativo; 1 = 2:1/1
coloracdo fraca; 2 =
coloracdo

moderadamente



Hayes et
al.
(2006)

Bardagi
et al.
(2012)

Millanta
et al.
(2016)

55 felinos

27 felinos

36 gatos

Oral

Cuténeo

Cutéaneo e oral

intensae 3 =
coloracdo intensa.

Semiquantitativa

Distribuicéo
porcentagem de
células positivas:
<1%, 2-10%, 11-
50%, 51-75%, 75-
100%.

Intensidade:
fraco (+), moderado
(++) ou marcado
(+++)

Metodologia ndo
apresentada

Escore (porcentagem
de células
imunorreativas em
combinagdo com
estimativa da
intensidade)

0: auséncia de
marcagao,
+1: marcacéo
citoplasmatica difusa
fraca (ou intensidade
forte) em <10% das
celulas,
+2: marcacéo
moderado a forte
citoplasmatica
granular de 10-90%
das células,
+3:>90% das células
com marcagao forte
(Escore > 2 indica
elevada
imunoexpressao)

37/55 (67%)
imunoexpressao para
COX-2

Distribuicdo
< 1%: 32/37
2-10%: 3/37
11-50%: 2/37

Intensidade
+: 7137
++: 29/37
+++: 1/37

27/27 (100%)
imunoexpressao de
COX-2

22/36 (61%)
imunoexpressao de
COX-2
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Rundhaug et al. (2007) demonstrou que a utilizacdo de inibidores seletivos para COX-2 em

camundongos, possuiu atividade preventiva contra a carcinogénese induzida pela RUV,

reduzindo inflamacdo e danos cuténeos, logo, a utilizacdo de anti-inflamatorios seletivos

poderia ser administrada como terapia individualizada em pacientes com elevados escores de
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COX-2 (LAVALLE etal., 2009), entretanto, necessita-se de mais estudos a fim de se verificar

essa acdo em outras espécies, como, no gato doméstico.

O gato domeéstico, entretanto, apresenta maior sensibilidade a anti-inflamatorios seletivos,
com risco de lesdo renal, mas toleram aparentemente bem o uso de anti-inflamatdrios
preferenciais para COX-2 como o meloxicam, que pode ser administrado por via oral, com
seguranga, na dose de 0,01-0,03 mg/kg, uma vez ao dia, por longos periodos (SPARKES et
al., 2010; KUKANICH et al., 2021; KEEPMAN e PELLIN, 2022). Trabalhos ratificam valor
prognostico e preditivo para a implementacdo de terapias anti-inflamatdrias para outros tipos
histopatologicos (LAVALLE et al., 2009; ROSSI et al., 2018; CARNEIRO et al., 2019;
GREGHI et al., 2021; PETRUCCI et al., 2021), no entanto, existem poucos estudos com
CECC em seres humanos e animais (LOGGINI et al., 2003; FLORENCE et al., 2011).

2.3.5. TRATAMENTO

Visto que o CECC possui o comportamento localmente invasivo, com baixas taxas de
metastase (ALMEIDA et al.,, 2008; MURPHY, 2013), o tratamento é direcionado
principalmente para controle local de doenca, destacando-se a cirurgia com excisdo tumoral
completa e obtencdo de margens livres de células neoplasicas, porém pela localizacdo
anatbmica das lesdes na espécie felina e humana serem predominantemente em face, o
tratamento torna-se desafiador e muitas vezes, necessita-se de cirurgias mutilantes
(WILLCOX et al., 2019; RODRIGUEZ GUISADO et al., 2021). Ademais, frequentemente é
necessaria a associacao de técnicas para adequado controle local de doenca como radioterapia
e eletroquimioterapia (DOS ANJOS et al., 2020; SWAN et al., 2021).

A radioterapia (RT) é uma terapia de controle local amplamente utilizada, especialmente na
regidao Norte-americana e Europa, onde raios ionizantes sdo entregues ao paciente por uma
fonte, existem diferentes tipos de maquinas de RT que sdo usadas para tratar cdes e gatos,
como, a maquina de cobalto 60, acelerador linear e unidades de ortovoltagem (LARUE e
CUSTIS, 2014). A técnica é realizada sob anestesia, pois necessita da imobilizagdo do paciente
durante a sesséo de radiacdo, tendo como objetivo administracdo da dose necessaria (Gray -
Gy) no tecido neoplasico, com minimo efeito no tecido saudavel circundante (DUNFIELD et
al., 2018; NOLAN e DOBSON, 2018).

E um tratamento geralmente bem tolerado, entretanto, ha toxicidade que sio classificadas

como agudas que séo iniciadas até 6 meses ap0os o término do tratamento, sendo relacionadas
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a dose utilizada e localizagdo anatdbmica tumoral, se apresentando como, eritema, descamacao,
ulceracdo e necrose cutanea, mucosite, conjuntivite leve, ceratoconjuntivite seca, Ulcera de
cdrnea, cegueira ou glaucoma (GIEGER e NOLAN, 2017) e tardias que aparecem meses ou
anos apos o tratamento como alopecia, leucotriquia, hiperpigmentacao, telangiectasia, atrofia

epidérmica, fibrose, necrose, catarata e descolamento de retina (MCENTEE, 2006).

No trabalho de Cunha et al. (2010), onde foi avaliada a eficicia de protocolo de RT
hipofracionada com acelerador linear no tratamento de CECC em gatos (n=15) foram
realizadas quatro fracdes de 7,6-10 Gy com intervalos de 1 semana, onde 10/25 lesGes
obtiveram remissdo completa com intervalo livre de doenca médio de 271 dias. No estudo de
Bregazzi et al. (2001) foi realizado tratamento com RT paliativa com acelerador linear em
carcinomas espinocelulares orais avancados (n=7) em fracbes de 8 Gy nos dias 0, 7 e 21,
entretanto em 85,7% dos pacientes houveram complicacdes associadas a toxicidade aguda da
RT ou progressdo da doenca que ocasionou na realizacdo de eutanasia, com sobrevida de
aproximadamente 60 dias e no trabalho de Swan et al. (2021) onde foi avaliado RT
estereotaxica com acelerador linear em CECC em estagio avancado (n=5) foram realizadas
trés fracdes de 8.75-9 Gy durante o periodo de 3-5 dias, todos os pacientes tiveram toxicidade

aguda da RT e remissdo completa de 22-50 dias apds as sessdes.

No Brasil, a eletroquimioterapia (EQT) vem se destacando na oncologia veterinaria, por ser
menos onerosa e mais difundida em diferentes estados quando comparada a radioterapia,
restrita a grandes centros (RANGEL et al., 2019). A técnica de EQT é ampla utilizada tanto
na Medicina veterindria quanto na Medicina Humana e consiste na administracdo de
quimioterapicos seguidos a realizacdo de eletroporagdo afim de efetivar o influxo do farmaco
para 0 meio intracelular(MIR e ORLOWSKI, 2000; CEMAZAR et al., 2008). Utiliza-se
agentes antineoplasicos hidrofilicos como a bleomicina ou cisplatina. Apds, sdo executados
pulsos elétricos que possuem alta voltagem com curta duracdo a fim de promover aumento da
permeabilidade celular através da criacdo de poros na membrana para acréscimo da captacéo
e acdo citotoxica dos quimioterdpicos. Esses quimioterdpicos ndo penetram a membrana
celular naturalmente devido as propriedades fisico-quimicas e o tamanho molecular, sendo
assim, sua acgdo fica restrita apenas as células eletroporadas, possuindo efeitos colaterais
baixos a nulos quando comparados a quimioterapia em maxima dose tolerada (CEMAZAR e
SERSA, 2019; SIMCIC et al., 2021).
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O procedimento é uma modalidade de tratamento local bem estabelecida na medicina
veterinaria no tratamento de tumores em mucosa, subcutaneos e cutaneos. Tem a duragao
méaxima de 28 minutos e é realizado sob anestesia geral, os cuidados pés tratamento se
assemelham aos de poOs-operatdrios convencionais com a utilizacdo de analgésicos, anti-
inflamatdrios e caso necessario antibiéticos (MARTY et al., 2006; MIR, 2006; TOZON et al.,
2014; MAGLIETTI et al., 2016; TELLADO et al., 2022).

Na espécie felina, preconiza-se principalmente a administracdo intravenosa de bleomicina
(SPUGNINI et al., 2009; DOS ANJOS et al., 2020). A cisplatina ndo pode ser administrada
pela via intravenosa nessa espécie, pois esta relacionada a grave toxicidade pulmonar com
evolucédo para edema pulmonar agudo, hidrotérax, dispnéia, parada cardiorrespiratoria e 6bito,

podendo ser realizada apenas a forma intralesional (BARABAS et al., 2008).

A quimioterapia em méaxima dose tolerada possui baixa resposta no CECC (MURPHY,
2013). No estudo de Ogilvie et al. (1993) com carcinoma espinocelular oral felino e doenca
macroscapica (n=32), foi administrado mitoxantrona 2,5 a 6,5 mg/m2, pela via intravenosa, a
cada 21 dias com 28/32 (87,5%) com progressdo de doenca. No estudo de Ruslander et al.
(1997) em felinos com CECC, foi utilizado doxorrubicina 20-30 mg/mz?, intravenosa a cada 21
dias associada a bleomicina sendo realizados de forma alternada de 10 a 20 Ul/m?
intramuscular ou intravenosa a cada 7 dias, tendo remisséo parcial em 1/4 gatos (25%) e o de
Théon et al. (1996) realizado carboplatina 100 mg/m? intratumoral em felinos com CECC em

plano nasal avancado com remissao completa de 73%.
2.3.6. PROGNOSTICO

Na Medicina, sdo considerados fatores progndsticos negativos para CECC correlacionados
com exposicdo a RUV, localizacdo anatdbmica tumores em orelha e labio possuem risco
elevado de metastases (respectivamente 9 e 14%) em compara¢do com o risco inicial de 5%
para tumores em outros locais expostos ao sol (ROWE et al., 1992; BOISEN et al., 2016;
AGOSTINI et al., 2017). O envolvimento linfonodal, quanto maior o nimero de linfonodos
envolvidos (> dois linfonodos) pior o prognoéstico, sendo de reservado a desfavoravel quando
se tem a presenca de metéstase regional e 6ébito de 50-70% dos pacientes em até 5 anos
(BECKHAM et al., 2019). Fatores histopatolégicos como espessura do tumor (especialmente
acima de 6 mm), infiltracdo da camada hipoderme, invasdo perineural e/ou linfovascular

também sdo considerados fatores prognoésticos negativos significativos (BRANTSCH et al.,
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2008; ODDONE et al., 2009; KARIA et al., 2017; YILDIZ et al., 2020). Ademais, ha também
fatores correlacionados ao hospedeiro, como, a presenga de imunossupressao que demonstrou
tempo de sobrevida consideravelmente mais baixa em pacientes imunossuprimidos,
especialmente em transplantados e HIV positivos como observado nos trabalhos de Brantsch
et al. (2008) e Oddone et al. (2009).

Em gatos, observa-se que a localizagdo anatdmica tem correlagdo com sobrevida, no trabalho
de Lana et al. (1997) gatos que possuiam a neoplasia em pina da orelha em leséo Unica
possuiam maior sobrevida (799 dias) em comparacdo a pacientes com a afeccdo em plano
nasal (675 dias). Esse estudo também apresentou varia¢do do tratamento utilizado, incluindo
crioterapia, radioterapia e cirurgia, sendo que a cirurgia resultou em maior intervalo livre de
doenca (594 dias). Sendo assim, animais com CECC diagnosticados precocemente possuem
tratamento cirdrgico mais eficaz pelo tamanho menor de lesdes, tendo altas taxas sobrevida

com baixa taxa de recorréncia.
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3. HIPOTESE

Em gatos com carcinomas espinocelulares cutaneos a imunoexpressdo de COX-2

correlaciona-se a aspectos clinicos e histopatoldgicos.

4. OBJETIVOS
4.1. GERAIS

Avaliar a imunoexpressdo de COX-2 no CECC em gatos domesticos correlacionando com

aspectos clinicos e histopatolégicos.

4.2. ESPECIFICOS

e Realizar a graduacdo histopatologica de CECC em gatos domésticos;

e Avaliar a imunoexpressao de COX-2 no CECC em gatos domésticos;

e Avaliar a correlacdo da imunoexpressdo tumoral de COX-2 com o sexo, idade, localizacédo
tumoral, estadiamento clinico, coloracdo do pelame, classificacdo histoldgica, graduacdo
tumoral, diferenciacdo, indice mitético, classificacdo de margem histopatoldgica, tempo de
progressdo, status FIV/FeLV, realizacdo de quimioterapia, intervalo livre de doenca e

sobrevida de gatos com CECC.
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5. MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob o protocolo de numero 126/2022,

conforme demonstrado no anexo 01.

5.1. LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O projeto foi executado no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (EV-UFMG), laboratério de unidade multidisciplinar e multiusuaria
de pesquisa animal (MULTILAB) da EV-UFMG e Laboratério de Patologia Comparada
(LPC) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-
UFMG) com casos retrospectivos do periodo entre janeiro de 2012 e julho de 2022 submetidos

ao tratamento cirdrgico ou apenas bidpsia associada a eletroquimioterapia.

5.2. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Critérios de inclusdo: Foram selecionados felinos, de ambos os sexos, sem distin¢ao de idade,
com lesdes cutaneas suspeitas para carcinoma espinocelular invasor que foram atendidos no
Hospital Veterinario da EV-UFMG e que tenham realizado bidpsia com diagnostico
histopatoldgico obtido no laboratério de patologia animal da EV-UFMG. Critérios de
exclusdo: Felinos que ndo realizaram o histopatolégico na instituicdo ou amostras em que

houve impossibilidade de recuperacdo dos blocos de parafina.

5.3. SELECAO DOS CASOS

O prontuéario médico foi recuperado para registro da raca, idade, sexo, localizacéo das lesées,
historico de recorréncia e sobrevida. Ademais, foi avaliado o estadiamento clinico conforme
classificacdo TNM proposto por Bukhari et al. (2015) para CECC de humanos (TABELA 4).

O estadiamento clinico € rotineiramente realizado no HV-UFMG a partir da mensuracao do
tumor primario, palpacdo e citologia do linfonodo regional (quando presente alteracGes
macroscopicas) e exames de imagem como radiografia de toracica (3 projegdes), crénio

(quando necessario para avaliacdo de extensdo neoplésica) e ultrassonografia abdominal. Os
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felinos passaram por exames pré-anestésicos, incluindo hemograma, bioquimica sérica (ureia,
creatinina, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, gama-
glutamil-transferase, proteinas totais e fragdes) e quando possivel teste imunocromatografico

do virus de imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV).

Tabela 4 — Classificagdo TNM de estadiamento clinico para o CECC adaptado de (Bukhari et al., 2015)

ESTAGIO TAMANHO DO TUMOR METASTASE ~ METASTASE
PRIMARIO (LINFONODO) (A DISTANCIA)

0 Tis Tumor in situ NO MO

| T1 Tumor <2 c¢cm de didmetro NO MO
T2 Tumor de 2-5 cm de didmetro

. T3 Tumor > 5 cm de didmetro NO MO

Tumor invadindo estruturas

11 Ta extradérmicas profundas NO MO
(Cartilagem, musculo ou 0ss0)

Qualquer tamanho N1 MO

v Qualquer tamanho N1 M1

NO: Auséncia de metastase em linfonodo; N1: Presenca de metastase em linfonodo
MO: Auséncia de metéstase distante; M1: Presenca de metastase distante

Conforme preconizado no servico de Oncologia do Hospital Veterinario da UFMG, apds a
avaliacdo individual do paciente com CECC é determinado junto ao tutor a modalidade de
tratamento empregada: Nos casos em que a resseccao neoplasica é viavel, realiza-se cirurgia
objetivando margens laterais de 2-3cm e profunda de um plano fascial, podendo ser associada
a EQT adjuvante — sendo uma sessdo no trans-cirdrgico e uma segunda apos 14-28 dias na
ocasido de remocdo da sutura externa. Em casos inoperaveis, quando ha impossibilidade de
obtencdo de margens cirargicas ou multiplas lesGes opta-se pela EQT como abordagem unica
a cada 14-30 dias com avaliacdo macroscopica de acordo com 0 “Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors” (RECIST) (NGUYEN et al., 2015), sendo considerada remissao
completa: 100% de reducdo tumoral com completa reepitelizacéo, parcial: reducgéo de até 30%

do volume tumoral, estavel: reducdo abaixo de 30% de volume tumoral ou aumento em até
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20% de volume tumoral e doenca progressiva: quando ha o aparecimento de novas lesdes ou
aumento maior que 20% de volume tumoral. As sessdes sdo realizadas com administracao
intravenosa de Sulfato de bleomicina na dose de 15 Ul/m2, pela via intravenosa em bolus com
intervalos de 14-30 dias conforme necessario, porém respeitando a dose cumulativa méxima
de 200 Ul/m? (SPUGNINI et al., 2009)

Adicionalmente, apds 5-8 minutos, realiza-se a administracdo de cloreto de célcio na
concentracdo aproximada de 220mM, iniciando, imediatamente a eletroporacdo (MARTY et
al., 2006)com auxilio do aparelho eletroporador VetCP125 ® com oito pulsos de onda
quadrada, 1300 V/cm de amplitude, duragéo de 100 psegundos/cada e frequéncia de 5 000 Hz,
por meio de eletrodos contendo oito agulhas hexagonais organizadas em duas fileiras,
inseridas no tecido tumoral atingindo até o plano subcutdneo com margens de
aproximadamente 2 cm ao redor da neoformacdo, com procedimento de eletroporagdo com
duracdo maxima de 28 minutos (MIR, 2006). Apos a recuperacdo anestésica todos os pacientes
receberam cuidados hospitalares e domiciliares incluindo o uso de anti-inflamatdrio,

analgésico e antibiotico.

5.4. CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

O material histopatolégico foi revisado pelo Setor de Patologia Veterindria no Multilab da
UFMG, os fragmentos tumorais foram fixados em formaldeido 10% tamponado, clivados e
processados pela técnica de emblocamento em parafina (SAMPEDRO-CARRILLO, 2022).
Posteriormente foram realizados cortes histologicos com espessura de 4 pum, coloragdo em
hematoxilina e eosina (HE) e avaliacdo por dois patologistas com microscopio Optico Leica
DM2500.

A leséo cutéanea foi classificada em hiperplasia epitelial atipica, queratose actinica, carcinoma
“in situ” ou carcinoma espinocelular invasor e conforme a classificagdo (GOLDSCHMIDT e
GOLDSCHMIDT, 2016) baseado na diferenciagédo celular em bem, moderadamente e pouco

diferenciado.

A graduacdo do CECC foi realizada de acordo com descrito por Nagamine et al. (2017),
avaliando as seguintes caracteristicas microscopicas: grau de queratinizacdo, pleomorfismo

nuclear, nimero de mitose por campo, grau de invasdo e inflamacéo tecidual (TABELA 5)
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Tabela 5 — Classificacao por graduacao para carcinomas espinocelulares cutaneos caninos

CARACTERISTICA VALOR DE ESCORE
MORFOLOGICA

1 2 3 4
Grau de queratinizacdo ~ Altamente ~ Moderadamente Minimamente Sem
queratinizado  queratinizado  queratinizado queratinizagédo
(> 50% (20-50% das (5-20% das (0-5% das
células) células) células) células)
Grau de invaséo Bem Presenca de Presenca de Presenca de
delimitado  corddes sélidos pequenos pequeno
ou em feixes grupos de grupo de
corddes ou células
celulas dissociadas
(n>15) e/ou células
individuais
(n<15)
Infiltrado inflamatério Acentuado Moderado Pouco Ausente
Baixo Moderado Intenso Extremo
Pleomorfismo nuclear  pleomorfismo  pleomorfismo  pleomorfismo pleomorfismo
(< 25%) nuclear (50-75%) (75-100%)
(25 a 50%)
NUmero de mitose por 0-1 2-3 4-5 >5

campo (10 campos)

Sendo classificados em grau | (escore total 5 a 10), grau Il (escore 11 a 15), grau Il (escore
16 a 20)

Fonte: Nagamine et al. (2017)

O indice mitético (IM) foi determinado pela contagem do nimero de figuras de mitose
presentes em dez campos aleatorios no aumento de 400x, conforme proposto por Yoshikawa
et al. (2012). Além da classificacdo de margem histologica avaliada com microscopio optico

conforme proposto por Stromberg e Meuten (2016) e Meuten et al. (2021) (TABELA 6)
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Tabela 6 — Classificacdo da margem histopatol6gica tumoral

CLASSIFICACAO MARGEM DISTANCIA
M1 Infiltrada/comprometida (focal ou difusa) 0 mm
M2 Proxima <2mm
M3 Limpa 2-5mm
M4 Limpa > 5mm

Fonte: Meuten et al. (2021)

5.5. IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a avaliacdo imuno-histoquimica (IHQ) realizada no Laboratorio de Patologia comparada
(LPC) do instituto de ciéncias bioldgicas (ICB) da UFMG, os cortes de 4um foram colocados
em laminas silanizadas e apds, desparafinados em estufa a 67 °C por 1 hora, foram alocados

em xilol e alcool progressivamente diluidos (TABELA 7)

Tabela 7 - Relacdo de anticorpo primario utilizado na realizagdo de imuno-histoquimica para COX-2
nas amostras dos felinos incluidos no estudo.

% TEMPO DE
X RECUPERACAO X
ANTICORPO CLONE FABRICANTE DILUICAO ANTIGENICA INCUBACAO/TEMPERATURA
pH 6.0
Calor imido
Anti-COX-2  SP-21 Invitrogen 1:50 pr(zisélgr:éa)do 14-16h/4°C

Tampdo citrato

A recuperacdo antigénica foi realizada com solucéo tampao de citrato pH 6,0 no calor umido
(Panela Pascal). A imunoexpressao foi feita com anticorpo primario (anti-Cox-2) overnight
(1:50). O bloqueio da Peroxidase endogena e de proteina, o anticorpo secundario e polimero
foram usados do kit comercial Novolink®. Para revelagdo também foi
utilizadodiaminobenzidina (DAB) do mesmo kit. A contra-coloracdofoi realizada com a
Hematoxilina de Harris e para cada reacdo IHQ serdo incluidos controles negativos e positivos.
Sendo negativos pele saudavel e positivos amostras de carcinoma mamario de gatas

previamente testadas.
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A avaliagdo da marcacdo de COX-2 foi realizada conforme Lavalle et al. (2009) e Campos
et al. (2016), em que é atribuida pontuacdo considerando distribuicdo e intensidade pela
estimativa da porcentagem de células positivas em cinco campos, no aumento de 400X,
obtendo-se escore final, de 0 a 12 (TABELA 8 e 9)

Tabela 8 — Graduacdo de COX-2 a partir da distribuicdo de células coradas positivas

DISTRIBUICAO VALOR DE ESCORE
0 1 2 3 4

Porcentagem de
células positivas ~ Ausénciade Até 10% de Del0a De31%a >61% de

marcacgao células 30% de 60% de células
coradas células células coradas
coradas coradas

Fonte: Lavalle et al. (2009) e Campos et al. (2016)

Tabela 9 - Graduagdo de COX-2 a partir da intensidade da marcagdo em células positivas

INTENSIDADE VALOR DE ESCORE
0 1 2 3
Ausénciade  Marcacédo Marcacdo  Marcacdo
marcagao fraca moderada forte
) +) (+1) (+++)

Fonte: Lavalle et al. (2009) e Campos et al. (2016)

O escore final sera obtido pela multiplicacdo dos valores obtidos para distribuicdo e para
intensidade. Sendo classificados em escores (de 0 a 12): Baixa (escore total 0 a 5) e Alta

imunoexpressao (escore 6 a 12)
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6. ESTATISTICA
6.1. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada andlise estatistica descritiva, todas as informac6es coletadas foram transferidas
para uma planilha de Excell (Microsoft Corp. versdo 2301), incluindo idade, raca, coloracao
de pelagem/pele, localizagcdo tumoral, estadiamento clinico, graduacdo histopatoldgica e
imunoexpressdo de COX-2.

As curvas de sobrevida entre os pacientes com CECC foram realizadas de acordo com:
estadiamento clinico, escore, distribuicdo e intensidade da imunoexpressdo de COX-2 e
presenca ou auséncia de remisséo tumoral sendo desenvolvidas segundo metodologia descrita
por Kaplan e Meier (1958). A sobrevida é estimada baseada na tabulacdo dos dados dos
pacientes que foram a Gbito (morte natural ou eutanasia) em funcdo ao avanco da doenca,
animais cujos oObitos foram causados por outros fatores ou motivo desconhecido, foram

tratados como censurados.

A correlagdo entre o estadiamento clinico e as varidveis grau diferenciacdo, subtipos
histopatolégicos, graduacdo de Nagamine, figuras de mitose por 10 HPF, escore de COX-2,
utilizacdo de quimioterapia em maxima dose tolerada foi calculada usando a correlacdo nao-

paramétrica de Spearmann.

Foram consideradas como significativas as associa¢des e concordancias cuja probabilidade
de significancia do teste foi p < 0,05. Para o teste de Spearmann, considerou-se, dentre as
correlacdes significativas, a forca da correlacdo como forte, se rs > 0,7, moderada se 0,3 < rs
< 0,7 e fraca se rs < 0,3 Todas as andlises estatisticas foram realizadas através do software
Graph PadPrism v. 6.02
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7. RESULTADOS

Apdbs a tabulacdo dos dados, obteve-se 72 gatos com lesdes suspeitas para carcinoma
espinocelular pela macroscopia, entretanto, ao realizar a analise de dados e retirando casos
onde a localizacdo anatdmica era oral (n=15), pacientes que realizaram o histopatolégico fora
da instituicdo (n=25) ou inviabilidade da obtencdo do bloco de parafina (n=8). Obteve-se a
populagéo do estudo, que consistiu em 24 gatos, com a totalidade animais sem raca definida
ou domeésticos de pelo curto (100%). Desses, foram classificados uma amostra como
hiperplasia epitelial atipica, duas queratoses actinicas, trés carcinomas in situ e 19 amostras

carcinomas invasores (CECC).

Quanto aos critérios clinicos gerais entre os diagnosticados com CECC (QUADRO 1), 11
eram fémeas (57,9%) e 8 eram machos (42,1%). A idade média foi de 10,5 anos (variacao de
2 a 22 anos com desvio padrdo de + 4,6 anos). Alguns gatos tinham no prontuario historico de
outros tratamentos prévios, tais como, utilizacdo de antiflngicos, anti-inflamatérios

esteroidais e ndo esteroidais ou antibidtico por via oral ou parenteral.

A respeito a coloracdo do pelame, 7/19 gatos possuiam pelagem branca (36,9%) e 12/19
mista sendo classificadas como bicolor, tricolor, branca e preta ou branca e amarela (63,1 %).
Quanto a localizag&o anatomica, 11 pacientes apresentaram lesdes no plano nasal (55%), 2 na
regido palpebras (10%), 3 nas pinas das orelhas (15%), 2 na regido de plano nasal e pina (10%),
1 na regido de alopecia pré-auricular (5%) e 1 em regido de plano nasal com extensdo a
palpebra (5%), tendo um gato com recidiva e lesdes em regides distintas da face (amostra 3)
totalizando 20 localizacBes anatbmicas. Todos o0s gatos incluidos no estudo possuiam

exposicao solar frequente e eram semi-domiciliados.

Em relagcdo ao método para a obtencdo da amostra histopatoldgica, obteve-se n=20 devido a
amostra 3 possuir lesdes em regides distintas da face tendo realizado 2 procedimentos
cirurgicos, sendo assim, 10/20 (50%) foram através de bidpsia incisional e 0s outros biopsia
excisional sendo, 5/20 (25%) conchectomia, 2/20 (10%) enucleacéo, 2/20 (10%) nosectomia

e 1/20 (5%) por exanteracé&o.

No que se refere ao estadiamento clinico dos pacientes (FIGURA 11) com CECC incluidos
no estudo, 6/19 (31,6%) estadiados como TINOMO (ESTAGIO 1) onde o tumor primério
possui < 2 cm, auséncia de metastase em linfonodos regionais ou a distancia, 7/19 (36,8%)

amostras foram estadiados como T3NOMO (ESTAGIO I1) onde o tumor primario é > 2 cm e
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<5cmou > 5 cm, com auséncia de metastase em linfonodos regionais ou a distancia, 6/19
(31,6%) classificadas como T4ANOMO/T4N1MO (ESTAGIO IlI) onde o tumor primario pode
ter quaisquer tamanho porém ha invasdo de cartilagem, musculo ou 0sso, com auséncia ou
presenca de metastase em linfonodos regionais (presenca de metastase regional em amostra 1:
linfonodo mandibular e amostra 18: linfonodo par6tideo), entretanto com auséncia de
metastase a distancia.

Quanto ao resultado do teste imunoenzimatico de FIV/FeLV dos 19 gatos com CECC
incluidos no estudo, 2/19 (10,5%) eram FeLV positivos (amostras 6 e 12), 2/19 (10,5%) eram
FIV positivos (amostras 7 e 8), 4/19 (21,1%) status desconhecido (amostras 1,3,4 e 5) e 11/19
(57,9%) FIV e FeLV negativos (amostras 2,9,10,11,13,14,15,16,17,18 e 19). Foi questionado
aos tutores no momento da anamnese o tempo de progressdo da doenca até o atendimento no
HV-UFMG, 4/19 (21,1%) nédo souberam dizer o tempo de progressdo, 1/19 (5,2%) 30 dias de
progressao, 1/19 (5,2%) 60 dias, 2/19 (10,5%) 90 dias, 1/19 (5,2%) 121 dias, 1/19 (5,2%) 152
dias, 1/19 (5,2%) 182 dias, 2/19 (10,5%) 212 dias, 1/19 (5,2%) 243 dias, 3/19 (15,7%) 365
dias, 1/19 (5,2%) 547 dias e 1/19 (5,2%) 730 dias, sendo assim, com variacao de 30 a 730 dias

e mediana de 152 dias, aproximadamente 5 meses.



Quadro 1 - Caracteristicas clinicas gerais dos 19 felinos com carcinoma espinocelular cutaneo incluidos no estudo
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TEMPO DE
AMOSTRA | SEXO | IDADE COLORACAO LOCALIZACAO CIRURGIA / BIOPSIA ESTA(%'f‘I'\\"/)ENTO STATUS FIV/IFELV PRO%SE_SSAO
ATENDIMENTO
BRANCA E ) STATUS DESCONHECIDO
1 M | 13ANOS SRETA PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL T4ANIMO (111) (SEM TESTE) 212 DIAS
2 F 10 ANOS TRICOLOR PLANO NASAL NOSECTOMIA T4NOMO (111) FIVIFELV NEGATIVO 730 DIAS
12 PINA CONHECTOMIA
3 F | 8ANOS BRANCA : TINOMO (1) STATUES\ESTCE%?E'EC'DO 243 DIAS
22 PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL ( )
PLANO NASALCOM EXTENSAO A ~ STATUS DESCONHECIDO
4 F 13 ANOS BRANCA S ALPEBRA ENUCLEACAO T3NOMO (I1) (SEM TESTE) 121 DIAS
5 F 14 ANOS BRANCA REGIAO DE ALOPECIA PRE-AURICULAR | BIOPSIA INCISIONAL T3NOMO (11) STATUéS\ESTCE?EH)EC'DO 212 DIAS
6 M 6 ANOS B%’Qﬁ?ﬁ E PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL T3NOMO (11) FELV POSITIVO 152 DIAS
7 M 7 ANOS BICOLOR PALPEBRA EXANTERACAO T4NOMO (111) FIV POSITIVO 365 DIAS
8 M| comsia BICOLOR PLANO NASAL NOSECTOMIA TANOMO (I11) FIV POSITIVO 90 DIAS
NAO BRANCA E
9 F CONSTA AMARELA PLANO NASAL e PINA CONHECTOMIA T3NOMO (11) FIV/IFELV NEGATIVO 90 DIAS
NAO SOUBE
10 M | 22 ANOS BICOLOR PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL TLINOMO (1) FIV/FELV NEGATIVO D'ZTEEF;A%AD'ETO
PROGRESSAO
NAO SOUBE
11 F 14 ANOS TRICOLOR PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL T3NOMO (11) FIV/ FELV NEGATIVO D'ZTEEF;A%AD';TO
PROGRESSAO
12 F 16 ANOS TRICOLOR PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL TLINOMO (1) FELV POSITIVO 60 DIAS
13 F 2 ANOS BICOLOR PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL T4NOMO (111) FIVIFELV NEGATIVO 182 DIAS
14 M | 14 ANOS BRANCA PINA CONHECTOMIA T3NOMO (1) FIV/FELV NEGATIVO 30 DIAS
NAO SOUBE
BRANCA E ) DIZER QUANTO
15 M 8 ANOS AMAREL A PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL TLINOMO (1) FIV/FELV NEGATIVO TEMPO DE
PROGRESSAO
NAO SOUBE
16 F 14 ANOS BRANCA PINA CONHECTOMIA TLINOMO (1) FIVIFELV NEGATIVC | DIZER QUANTO
TEMPO DE
PROGRESSAO
17 F 9 ANOS BRANCA PLANO NASAL E PINA CONHECTOMIA TLINOMO (1) FIVIFELV NEGATIVO 547DIAS
18 F 10 ANOS BRANCA PALPEBRA ENUCLEACAO TANIMO (111) FIVIFELV NEGATIVO 365 DIAS
19 M 9 ANOS BRANCA E PLANO NASAL BIOPSIA INCISIONAL T3NOMO (11) FIV/IFELV NEGATIVO 365 DIAS

PRETA
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Em relacdo aos critérios histologicos (QUADRO 2), demonstrados nas figuras 8 e 9, obteve-
se uma lesdo classificada como hiperplasia epitelial atipica, duas como queratose actinica, trés
carcinomas in situ e 19 CECC tipicos desses, 12/19 (63,2%) como carcinoma espinocelular
invasor bem diferenciado e 7/19 (36,8%) como carcinoma espinocelular invasor pouco

diferenciado.

Quanto a graduacdo histopatoldgica, conforme proposto por Nagamine et al. (2017) para
CECC, 3/19 (15,7%) grau 1, 14/19 (73,8%) grau Il e 2/19 (10,5%) grau Ill. A respeito da
margem que foi avaliada conforme Meuten et al. (2021), totalizou-se 20 amostras devido a
amostra 3 possuir margens distintas, sendo 10/20 (50%) margens ndo contabilizadas por serem
bidpsias incisionais, 2/20 (10%) M1 — margem comprometida, 4/20 (20%) M2 — margem
proxima, 1/20 (5%) M3 —margem limpa (2-5mm) e 3/20 (15%) M4 —margem limpa (>5mm).

Sobre o indice mitdtico que foi realizado a partir da contagem de figuras de mitose em 10
campos, a média foi de 6 figuras de mitose/10 campos (variacdo de 1 a 16 figuras de mitose),
sendo 2/19 (10,5%) de 1 figura de mitose, 3/19 (15,8%) de 2 figuras de mitose, 3/19 (15,8%)
de 3 figuras de mitose, 1/19 (5,2%) de 5 figuras de mitose, 5/19 (26,3%) de 6 figuras de mitose,
3/19 (15,8%) de 7 figuras de mitose, 1/19 (5,2%) de 11 figuras de mitose e 1/19 (5,2%) de 16

figuras de mitose.



Quadro 2 - Caracteristicas histopatoldgicas dos felinos com CECC (n=19) incluidos no estudo
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ESCORE COX-2

AMOSTRA | CLASSIFICAGAO HISTOPATOLOGICA 'N'D(;%%“A"J%TS')CO LOCALIZAGAO ?ﬁﬁgﬁaf?@? ('\,\’L'EE?E:\\]”) (D'STR'EU'CAO
INTENSIDADE)

1 CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO 3 PLANO NASAL GRAU II i 6 (2X3)
) CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM . SLANG NASAL CRAU | M2 62X 3)
- : A e
4 CARCIN O o INOCELOLAR INVASIVO 3 PLANO NASAL COM EXTENSAO A PALPEBRA |  GRAU Ii M4 1(1X1)
5 CARCINOMA ESP ROCEL DLAR INVASIVO BEM 16 REGIAO DE ALOPECIA PRE AURICULAR GRAU Il M3 6 (3X2)
] CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM M SLANG NASAL GRAU |1 * 6(2X3)
; CARCINOMA ESP| FNEORCEENLéJI;AD% INVASIVO BEM 3 PALPEBRA GRAU Il M4 2(1X2)
. CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM 6 BLANG NASAL GRAU | * 6(2X3)
9 AR o L LA DIVASIVO 7 PLANO NASAL E PINA GRAU Il M2 8(4X2)
10 AR I o O L LA IVASIVO 2 PLANO NASAL GRAU Il i 0

0 CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM 5 BLANG NASAL GRAU I * 9 (3%3)
» CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM ) SLANG NASAL GRAU I * 3 (1X3)
13 AR IO B N OCELILAR DIVASIVO 7 PLANO NASAL GRAU Il i 2 (2X1)
Py CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM y DINA GRAU I M1 12 GX4
15 AR CIN O P INOCELOLAR INVASIVO 1 PLANO NASAL GRAU Il : 2 (2X1)
6 CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM 6 BINA GRAU I M1 8 (2X4)
o CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM ) LANG NASAL £ PINA CRAU | M4 21X 3)
5 CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM 6 S ALPEBRA GRAU I M2 0

o CARCINOMA ESPINOCELULAR INVASIVO BEM 6 BLANG NASAL GRAU III * 4 (4x)

DIFERENCIADO

* Bidpsia incisional diagndstica
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Figura 8- Caracterizacdo histopatolégica das amostras de pele dos felinos deste estudo, para a
classificagdo dos carcinomas de células escamosas (CECC), segundo Yanofsky et al. (2011). (A) CECC
invasivo bem diferenciado, com evidenciacdo dos ninhos de células epiteliais neopléasicas com
deposicédo lamelar concéntrica de queratina (setas), e infiltrado inflamatorio linfohistiocitario multifocal
moderado (*). Amostra do paciente 19. Coloracdo de hematoxilina-eosina. Aumento de 200x. (B) CECC
invasivo pouco diferenciado/indiferenciado em plano nasal, caracterizado por perda e substituicdo do
tecido por celulas epiteliais neoplasicas malignas, com auséncia de pérolas de queratina e discreto
infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario (*) adjacente ao tumor. Amostra do paciente 1. Coloracéo de
hematoxilina-eosina. Aumento de 200x. (C) CECC invasivo pouco diferenciado/indiferenciado, com
células epiteliais com indices de malignidade elevada, com intenso pleomorfismo nuclear e mitoses
frequentes (setas). Amostra do paciente 1. Coloracdo de hematoxilina-eosina. Aumento de 400x. (D)
Carcinoma in situ com marcante hiperqueratose e acantose, e células neoplasicas arranjadas em ninhos,
com deposicdo lamelar concéntrica de queratina, restritas a epiderme. Colora¢do de hematoxilina-
eosina. Aumento de 200x. Fonte: Setor de Patologia Veterinaria do Departamento de Clinica de Cirurgia
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e Laboratorio de Patologia Comparada
do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG.
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Figura 9- Caracterizagdo histopatoldgica das amostras de pele dos felinos deste estudo, para a
classificagdo dos carcinomas de células escamosas (CECC), segundo Yanofsky et al. (2011). (A) Pele
adjacente a pina auricular, com éarea focal de intensa hiperqueratose (seta), e moderada acantose,
caracterizando queratose actinica. Coloracdo de hematoxilina-eosina. Aumento de 100x. (B) Queratose
actinica, com evidenciagdo da hiperqueratose e acantose (*). Coloracdo de hematoxilina-eosina.
Aumento de 200x. (C) Pele pilosa com area focal de hiperplasia da epiderme (*), sem apresentar
caracteristicas de malignidade que justificassem o diagndstico de CECC. Coloragdo de hematoxilina-
eosina. Aumento de 200x. (D) Plano nasal com perda e substituicdo do tecido por células epiteliais
malignas, com formacdes extracelulares multifocais de pérolas de queratina (setas), caracterizando
CECC invasivo bem diferenciado. Adjacente ao tumor, observa-se infiltrado inflamatorio
linfohistiocitario focalmente extenso moderado (*). Amostra do paciente 19. Coloragdo de
hematoxilina-eosina. Aumento de 100x. Fonte: Setor de Patologia Veterinaria do Departamento de
Clinica de Cirurgia Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e Laboratério de
Patologia Comparada do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.



53

Apos a realizacao de escore para COX-2 conforme realizado nos trabalhos de Lavalle et al.
(2009) e Campos et al. (2016), demonstrados nas figuras 10 e 11, houve auséncia de expressao
em 2/19 (10,5%) de CECC (amostras 10 e 18) e expressdo em 17/19 (89,5%) das amostras,
sendo desses, 7/17 (41,2%) com baixa expressdo (<5) e 10/17 (58,8%) com alta expressao
(=0).

Figura 10- Avaliacdo da marcagdo imuno-histoquimica para COX-2 das amostras de pele dos felinos
deste estudo, segundo graduacao proposta por Lavalle et al. (2009). (A) Auséncia de imunoexpressao.
Amostra do paciente 18. COX-2. Aumento de 100x. (B) Células epiteliais neoplasicas (10-30%)
discretamente imunorreativas. Amostra do paciente 15. COX-2. Aumento de 400x. (C) Células epiteliais
neoplasicas com acentuada imunoexpressdo citoplasmatica (31%-60%). Amostra do paciente 11. COX-
2. Aumento de 400x (D) Células epiteliais neoplasicas intensamente (61%) imunorreativas. Amostra do
paciente 14. COX-2. Aumento de 400x. Fonte: Setor de Patologia Veterindria do Departamento de
Clinica de Cirurgia Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e Laboratério de
Patologia Comparada do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.
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Quanto a sobrevida e intervalo livre de doenca (TABELA 10), a amostra 6 ndo retornou ao
HV-UFMG para dar continuidade ao tratamento e a amostra 11 apds a recidiva do paciente
ndo deu continuidade ao tratamento, impossibilitando informacdes a respeito de sobrevida. A
sobrevida possuiu variacdo de 56 a 1483 dias, com mediana de 371 dias, aproximadamente 1
ano e o intervalo livre de doenca variou de 0 a 631 dias, com mediana de 345 dias
aproximadamente 11 meses para 0S gatos que obtiveram remisséo total de doenca.

Tabela 10 - Caracteristicas quanto sobrevida e intervalo livre de doenca dos felinos com CECC (n=19)

incluidos no estudo.

AMOSTRA SOBREVIDA (DIAS) INTERVALO LIVRE DE
DOENCA (DIAS)

1 367 0
2 112 0
3 1483 194
4 371 0
5 236 0

SEM INFORMACOES SEM INFORMACOES
6 (EVADIU TRATAMENTO  (EVADIU TRATAMENTO

NA INSTITUICAO) NA INSTITUICAO)

7 239 97
8 247 37
9 1132 0
10 119 0

SEM INFORMAGCOES 91
11 (EVADIU TRATAMENTO

NA INSTITUICAO)

12 355 355
13 56 0
14 846 631
15 615 214
16 627 244
17 381 345
18 118 27
19 232 0

Quanto a causa do 6bito nas amostras de pacientes com CECC, 1/19 (5,3%) veio a 6bito por
outra neoplasia, no caso, tumor de mama com presenca de metastase pulmonar, 3/19 (15,8%)
Obito por causas ndo relacionadas a quaisquer neoplasias, 5/19 (26,3%) vivos até a presente
data, 7/19 (36,8%) Obito por progressdo da doenca CECC, sendo eutanasia e 3/19 (15,8%)
Obito por progressdao da doenca CECC, por morte natural. A respeito da realizacdo de
quimioterapia nos pacientes com CECC, 12/19 (63,2%) néo realizaram complementacdo do
tratamento com quimioterapia e 7/19 (36,8%) realizaram quimioterapia, desses, 4/7 (57,2%)

realizaram protocolo doxorrubicina e bleomicina, 2/7 (28,5%) realizou protocolo com
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doxorrubicina em monoterapia, 1/7 (14,3%) realizou protocolo com carboplatina em
monoterapia. Quanto a utilizacdo de sonda esofagica no pos-cirurgico, 9/19 (47,4%) nao

utilizaram sonda no pos-cirdrgico e 10/19 (52,6%) utilizaram sonda no pos-cirdrgico.

Quanto as correlacdes vistas nesse estudo destacam-se a moderada negativa entre
estadiamento clinico adaptado de Bukhari et al. (2015) com sobrevida e intervalo livre de
doenca (p<0,05). Sendo que as amostras no estagio | (n= 6) possuiram maior sobrevida nao
atingindo a mediana quanto comparados com estagio Il (n= 7) com mediana de 751 dias e
estagio 111 (n=6) que obtiveram mediana de 239 dias e quanto ao intervalo livre de doenca 0s
gatos com estadiamento clinico | (n= 6) obtiveram mediana de 345 dias e Il (n= 6) mediana
de 37 dias. Foi observada também correlacdo moderada positiva entre a distribuicdo da
imunomarcacao de COX-2 com indice mitotico (p<0,05). No entanto, quanto a sobrevida, as
amostras com baixa imunoexpressdo obtiveram mediana de 239 dias e as com alta
imunoexpressdo mediana de 749 dias (p>0,05) e intervalo de doenca as amostras com baixa
imunoexpressao alcangaram mediana de 214 dias e as com alta imunoexpressdo mediana de
412 dias (p>0,05).

Quadro 3 - Estatistica inferencial (correlacdo de Spearman) dos 19 felinos com CECC
submetidos a cirurgia e/ou eletroquimioterapia no HV-UFMG do ano de 2012 a 2022

VARIAVEIS CORRELACIONADAS P RS
Distribuicdo de COX-2 X Indice mitdtico 0,0387 | 0,4772
Estadiamento clinico X Intervalo livre de doenca 0,0244 | -0,6227
Estadiamento clinico X Realizacdo de quimioterapia 0,0006 | 0,7100
Estadiamento clinico X Sobrevida 0,0476 | -0,4596
Estadiamento clinico X Realizacdo de eutanasia 0,0194 | - 0,5305
Impossibilidade de resseccao cirdrgica X Sobrevida 0,0331 | -0,5035




56

g
- Estagiol 1001 - Estagio |
- -+ Estagioll g -« Estagio lll
ﬁ - Estagio Il 3
a °
2 3
H o 504
3 2
) =
] 2
[J
: 4
+ - - J 3 ,
0 500 1000 1500 2000 0 100 200 300 400
A Teanpo (dtas) B Tempo (dias)
- =~ Escore menor que 6
=+. Escore menor que s Z 1 «~+ Escore maior ou igual aé
—— ESCOMe Maol Ou gual a6 3
13
4
d
P4
v
£
z
2
3
! g o
] 500 1000 1500 2000 £ 500
Tempo (dias) Tempo (dias}

- Escore do dstrbuicho menor que 3

3 = Escore do datrbuiclo menor que 3
«»« Escore de distribuicho maikx ou igual a 3

«++ Escore de distrbuicho maior ou ipual a 3

..............

Sobrevida (%)

......

Intervalo livre de doenca (%)

° 500 1000 1500 2000 w: ¥
E Tempo (dias) F
g
- Escore do ntersidade menor que 3 §- 1001 - Escore de mersidade menor que 3
2 s+ Escore 0o nensidade mair ou igual a3 e «o. Escore de ntersidade malor ou igual 8 3
- v
e
2 ©
Tl |bsemnacss ¢
g E xS R e o
:
§
E
0 500 1000 1500 2000 e
G Tempo (dias) H° 200 400 600 800

Figura 11 — Representagdes gréaficas dos 19 gatos com CECC por curva de Kaplan-Meier. (A)
Representacédo grafica da analise de sobrevida global dos 19 gatos com CECC através do estadiamento
clinico (p<0,05). Estagio | (n= 6) possuiram maior sobrevida ndo atingindo a mediana quanto
comparados com estagio Il (n=7) com mediana de 751 dias e estagio Il (n=6) que obteve mediana de
239 dias. (B) Representacao grafica do intervalo livre de doenga (p<0,05) de gatos com estadiamento
clinico I (n=6) com mediana de 345 dias e Il (n=6) com mediana de 37 dias. (C) Representacao grafica
da sobrevida global dos 19 gatos com CECC, conforme o escore de COX-2 (p>0,05). Animais com
baixa imunoexpressdo, escore abaixo de 6 (n = 9) com a mediana de 239 dias e animais com alta
imunoexpressdo com escore igual ou maior de 6 (n = 10) com mediana de 749 dias. (D) Representacao
grafica do intervalo livre de doenca (p>0,05) dos 19 gatos com CECC conforme o escore de COX-2
(p>0,05). Animais com baixa imunoexpressao, escore abaixo de 6 (n = 9) com a mediana de 214 dias e
animais com alta imunoexpressdo com escore igual ou maior de 6 (n = 10) com mediana de 412 dias.
(E) Representacédo gréafica da sobrevida global dos 19 felinos com CECC, conforme a distribui¢do da
imunoexpressdo de COX-2 (p>0,05). Animais com distribuicdo menor de 3 (n = 13) que obteve mediana
de 247 dias e animais com distribuicdo igual ou maior que 3 (n = 6) com mediana de 1132 dias. (F)
Representacdo gréafica do intervalo livre de doenca dos 19 felinos com CECC, conforme a distribuicéo
da imunoexpressdo de COX-2 (p>0,05). Animais com distribuicdo menor de 3 (h = 13) que obteve
mediana de 214 dias e animais com distribui¢do igual ou maior que 3 (n = 6) com mediana de 412 dias.
(G) Representagdo gréfica da sobrevida global dos 19 felinos com CECC, conforme a intensidade da
imunoexpresséo de COX-2 (>0,05). Animais com a classificagéo relacionados com a intensidade menor
de 3 (n = 9) que obteve mediana de 239 dias e animais com intensidade igual ou maior que 3 (n =10)
que obteve mediana de 925 dias. (H) Representacdo gréfica do intervalo livre de doenca (p>0,05) dos
19 gatos com CECC conforme o escore de COX-2 (p>0,05). Animais com a classificacdo relacionados
com a intensidade menor de 3 (n = 9) que obteve mediana de 97 dias e animais com intensidade igual
ou maior que 3 (n =10) que obteve mediana de 345 dias.
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8. DISCUSSAO

Dos 19 felinos utilizados nesse estudo, todos eram sem raca definida (SRD) semelhante ao
observado por outros estudos, uma alta prevaléncia de felinos SRD, tais quais, como o de
Pinello et al. (2022) com diversas neoplasias em felinos com 91.5% de SRD, Miller et al.
(1991) com neoplasias cutaneas com 80% de gatos SRD, Togni et al. (2013) com gatas com
tumor de mama e 50% de animais sem raca definida. Além disso, ressalta-se que no Brasil
grande parte da populacdo felina ndo apresenta raca definida (NOLETO et al., 2017). Para o
CECC vé-se que a raca siamesa possui incidéncia mais baixa, acredita-se possuem maior
pigmentacdo de pelame no centro e extremidades da face, areas que sdo mais expostas a RUV
(MILLER etal., 1991) e a raga persa pela alta densidade de pelos que funcionam como barreia
fisica (DHALIWAL e KUFUOR-MENSAH, 2007).

Quanto aos critérios clinicos gerais, nesse trabalho em relacao ao sexo 58,3% eram fémeas e
41,7% machos. No estudo de Graf et al. (2015) com inUmeras neoplasias, 0s tumores cutaneos
tanto benigno quanto malignos ndo se observou maior prevaléncia ou diferenca estatistica
significativa enquanto a sexo ou raca nos gatos, fato esse que também foi visto nesse estudo.
Em relacdo a faixa etaria, a média de idade dos gatos com CECC desse estudo foi de 10,5 anos
que pelo estudo de Quimby et al. (2021) se enquadra em felino adulto maduro, 0 mesmo foi
observado por diversos autores onde a média de aparecimento da doencga sdo em gatos de
média idade a idosos (FIDEL et al., 2001; FAVROT et al., 2009; SPUGNINI et al., 2009;
CUNHA et al., 2010; SABATTINI et al., 2010; MURPHY, 2013; HOGGARD et al., 2018;
DOS ANJOS et al., 2020).

A respeito a coloracdo do pelame, nesse estudo 45,8% dos gatos possuiam pelagem branca e
54,2 % mista, como bicolor, tricolor, branca e preta ou branca e amarela, essa denominacdo é
realizada pelo tutor no ato de cadastro do paciente ao sistema no setor da recep¢do. No trabalho
de Dorn et al. (1971) foi demonstrado que felinos que possuiram o pelame em sua totalidade
branca tiveram 13,4 maior chance de desenvolver CECC do que as outras coloragfes, como
bicolor, pretos ou com multiplas cores. Ainda assim, Murphy (2013) considerou que gatos
com pelagem coloridas possuiam maior risco do aparecimento das lesdes nas regides brancas
0 que foi visto nesse estudo onde 100% os felinos de colora¢do mista possuiam o CEC invasor
nas porcbes do pelame claro. A predilecdo das lesdes induzidas por danos actinicos em
pacientes com pouca pigmentagéo da pele e/ou pelos, € devido ao papel protetor da melanina

na disperséo e absorcao da radiacdo UV prejudicial na pele a nivel de epiderme (PARISI et
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al., 2022). Observa-se incidéncia aumentada em paises de clima tropical como o Brasil, de
neoplasias correlacionadas a fotoexposi¢do em pacientes humanos e animais principalmente
pela intensa incidéncia solar (MUKHTAR e ELMETS, 1996; SCHALKA et al., 2014;
MARTINCORENA et al., 2015). Fator que foi visto nos felinos incluidos no estudo onde
100% dos animais possuiam exposicao solar frequente e ilimitada.

Como o CECC advém da displasia epitelial de longa duracéo, possuindo frequentemente
comportamento insidioso, € comum que no histérico 0s pacientes possuam tratamentos
prévios, porém com auséncia de resposta terapéutica, principalmente, tratamento com
antifangicos orais. Visto que o Brasil prevalece como éarea endémica da dermatozoonose
esporotricose que é uma dermatose fungica profunda, sendo um dos principais diagnosticos
diferenciais pelas caracteristicas macroscopicas das lesdes que acometem principalmente a
face e por vezes sendo proliferativas ou erosivas e ulceradas. Outro fator complicante € o
acesso a rua, que é denominado como animal semi-domiciliado que propicia o contato ao
agente etioldgico Sporothrix sp. (GREMIAO et al., 2021; MOTHE et al., 2021).

As 19 lesbes de CECC totalizaram 20 localiza¢Ges anatdmicas devido a amostra 3 possuir
em localizacdes distintas. Entretanto, todas as lesfes estavam restritas a regido de face o que
corrobora com os trabalhos de Lana et al. (1997), Almeida et al. (2008), Favrot et al. (2009),
Cunha et al. (2010), Murphy (2013), Ho et al. (2018), Parisi et al. (2022). Houve predominio
no plano nasal (11/20 — 55%) seguidos de pina (3/20 -15%), palpebra (2/20 — 10%), plano
nasal e pina concomitantemente (2/20 — 10%), regido de alopecia pré-auricular (1/20 — 5%) e
regido de plano nasal com extensdo a palpebra (1/20 - 5%), 0 mesmo foi observado nos estudos
de Dos Anjos et al., (2020) onde foi realizado comparacdo de protocolos de
eletroquimioterapia com duas diferentes doses de bleomicina (15 Ul/m? e 10U1/m?) a maioria
dos animais possuiam lesdo em plano nasal (33/56 — 58%) e no de Munday et al. (2011) onde
foi pesquisado o DNA de papilomavirus e proteina p16°KN?A em CECC no grupo que
possuiam les6es em porcdo de pele exposta aos raios UV 16/45 dos gatos tinham a leséo no
plano nasal (35,5%).

Ademais, as lesdes precursoras como hiperplasia epitelial atipica, queratose actinica e
carcinoma in situ se localizaram predominantemente na regido de pina de orelha que é uma
das regides comumente afetadas por fotodanos pela presenca de rarefacédo pilosa, conforme
demonstrou o trabalho de Almeida et al. (2008), onde se investigou caracteristicas clinicas e

histomorfométricas da pele da regido de pina de orelha de felinos sob exposi¢do solar
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prolongada (n=34) e observou-se alto nivel de hipersensibilidade cutanea aos raios solares em
gatos domésticos com 32% de danos actinicos em estagio avangado como alopecia, placa,
erosdo e ulceracdo. Diferentemente dos cées, os felinos possuem maior densidade do pelame
no ventre e passam pouco tempo em decubito dorsal, por isso, os fotodanos acontecem quase

exclusivamente na regido de cabeca (PARISI et al., 2022).

Em relacdo ao método para a obtencdo de amostras representativas, como as lesbes que
advem de danos correlacionados a RUV e nos gatos se concentram na face, a realizacédo de
puncdo aspirativa ou capilaridade para exame citoldgico é dificultada pela localizagdo em
regides delicadas, como pélpebras, plano nasal, pina auricular e por vezes serem lesbes
pequenas, ulceradas associadas a acentuado/moderado infiltrado inflamatdrio, o que prejudica
a leitura pelo patologista (MACNEILL, 2011). Nesse estudo 48% das amostras
histopatoldgicas foram através de bidpsia incisional, que se trata da retirada de uma porcao da
lesdo cutanea para confirmacéo do diagnostico, devendo-se estender até a pele normal ao redor
e um dos métodos mais utilizados é a bidpsia por punch (NISCHAL et al., 2008). Essa
modalidade de obtencdo da amostra se deve ao predominio de lesbes no plano nasal. No
trabalho de Rice et al. (2003), comparou-se a precisdo das técnicas de biopsia incisional
tradicional com bisturi e por punch na obtencdo do diagnostico histolégico para tumores
cutadneos periorbitarios (n=40), onde se observou alta acuracia entre ambas técnicas com taxas
de precisdo de 95 e 85% respectivamente, 0 mesmo foi visto nesse trabalho onde 100% das
amostras obteve-se diagndstico preciso, 32% das amostras foram coletadas por conchectomia,
Murphy (2013) referiu que a excisdo cirurgica da pina auricular ¢ a melhor forma de
tratamento de lesdes localizadas na porcao superior do pavilh&o auricular, nesse estudo como
havia a suspeita de CECC pela macroscopia das lesdes optou-se pela realizacdo da cirurgia
nos pacientes com afeccdo na pina auricular, foi observado por Demirutku et al. (2012) que as
principais limitacdes da cirurgia é quando ha presenca de recidiva apds a conhectomia total e

o resultado estético final.

Sabe-se que o comportamento biolégico do CECC é localmente invasivo, porem com baixas
taxas de metastase (GOLDSCHMIDT, 1984; BRANTSCH et al., 2008; YOSHIKAWA et al.,
2012; QUE et al., 2018) e que os pacientes com CECC avancado possuem prognostico
desfavoravel, entretanto, alguns pacientes podem alcancar bom controle locorregional da
doenca com tratamento agressivo (GRANADOS-GARCIA et al., 2016), muitas vezes com a
realizacdo de cirurgias mutilantes o que foi preconizado aos gatos desse estudo com a

realizacdo de bidpsias excisionais por enucleacdo (8%), nosectomia (8%) e exanteracao
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(4%).Murphy (2013) menciona que os felinos possuem melhor qualidade de vida apds a
realizacdo de exérese da lesdo que eventualmente tem aspecto ulcerativo, secrecao

serosanguinolenta e por vezes é algica.

Considerando o estadiamento clinico proposto para o CECC felino, adaptado de Bukhari et
al. (2015) para CECC humano, houve diferenca nas proporcfes das classificacdes de
estadiamento entre os estagios | e 111 (p=0,0403) e o estadiamento influenciou na sobrevida
dos animais (p=0,0476) onde os animais com estadiamento avancado apresentaram uma
sobrevida menor, dado que também foi observado nos estudos de Chapalain et al. (2020) com
pacientes humanos com CECC e estadiamento 1V apenas 6% possuiu sobrevida acima de 4
anos apos o diagnostico, no trabalho de Zhu et al. (2015) também com pacientes com CECC
e estadiamento IV com média de sobrevida de 2 anos e 0 mesmo também foi visto no estudo
Bukhari et al. (2015) os pacientes com estadiamento | possuiram 90% de sobrevida acima de
5 anos demostrando que o0 estadiamento possui correlagdo com a sobrevida. Nesse trabalho
notou-se a correlagéo entre o estadiamento e intervalo livre de doenca (p=0,0244) 0 mesmo
também foi visto no estudo de Goodfellow et al. (2006) com CECC localizados no plano nasal
(n= 15), tratados com estroncio 90 (plesioterapia), onde foram selecionados casos com
estadiamento iniciais e minima invasdo obtendo-se longos intervalo livre de doenca (média de
652 dias).

Dos 19 felinos com CECC incluidos no estudo, apenas 2 possuiam metéstase regional (10%),
diferentemente do observado no estudo de Soltero-Rivera et al. (2014), onde foi avaliado a
prevaléncia de metastases regionais em pacientes felinos com carcinomas espinocelulares
orais em estagio avancado (n=49) e obteve-se a presenca de metastase em 15/49 (31%) em
linfonodo mandibular. Na medicina, entretanto o principal sitio de metéstase regional de
CECC ¢ o linfonodo pardtideo e glandula paroétida que estdo relacionados a lesdes faciais
concentradas em regido de orelhas, couro cabeludo, palpebras, testa e bochechas (VENESS et
al., 2007; MUKHERJEE et al., 2015; GOUVEIA et al., 2016) nesse trabalho foi observado
presenca de metastase na amostra 2 em linfonodo mandibular, onde o gato possuia lesdo em
plano nasal e presenca de metastase em linfonodo pardtideo na amostra 23 onde 0 gato possuia

lesdo na palpebra.

Foi visto também nesse estudo correlacéo significativa entre o estadiamento avancgado e
realizacdo de quimioterapia (p=0,0006) dado que era esperado, devido a utilizacdo de

guimioterapia como tratamento paliativo onde aplica-se o tratamento em pacientes com
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doenca avancada, iressecavel ou incuravel (DE VOS et al., 2004; STEPHENS, 2019), além
da caracteristica do felino ser uma espécie que tolera bem o tratamento em méaxima dose
tolerada, com poucos efeitos adversos conforme demonstrado pelo estudo de Cunha et al.
(2018).

Outra particularidade da especie felina é a anorexia ou hiporexia, especialmente, em
pacientes de meia idade submetidos a trauma cirdrgico (LEVINE et al., 1997). O apetite
reduzido no pos-cirargico pode ocorrer por inimeras razées, como, fatores comportamentais
ou ambientais, preferéncias alimentares, dor e utilizacdo de medicamentos (BRONDANI et
al., 2011) ou como efeito colateral ap6s o trauma tecidual causado pela insercéo das agulhas
para realizacdo da eletroquimioterapia, frequentemente em les6es localizadas no plano nasal
0 que foi observado no trabalho de Tellado et al. (2022) e por vezes requerendo tratamento de
suporte nutricional com a colocacdo de sonda esofagica. No estudo de Formaggini (2009)
onde felinos foram submetidos a esofagostomia (n= 19) apés diferentes procedimentos
cirargicos com trauma facial e/ou oral, a colocacdo da sonda teve auséncia de complicagdes e
foi considerado como uma alternativa eficaz vista a rapidez e custo beneficio do procedimento.
Visto, optou-se para 0s animais desse estudo com estadiamento avancados que foram

submetidos a cirurgias extensas realizar a esofagostomia de maneira profilatica.

Os felinos que apresentam doenca avancada frequentemente séo eutanasiados, devido a
progressdo da doenca com o crescimento continuo do tumor, cursando com redugdo da
qualidade de vida pela presenca ulceracdo tumoral, hiporexia, infec¢do bacteriana secundaria
e dor (BILGIC et al., 2015). Dado que foi observado nesse estudo, onde houve a correlacao
entre o estadiamento clinico avancado dos gatos e a realizacdo de eutanasia (p=0,0194), o
mesmo foi visto no trabalho de Hayes et al. (2007) com carcinoma espinocelular oral em
felinos onde 81% dos pacientes (n=44) foram submetidos a eutanasia devido a progressdo de

doenca.

A infeccgéo pelas retroviroses felinas, FIV e FeLV sdo responsaveis por imunossupressao que
0s torna suscetiveis a infeccbes secundarias e ao desenvolvimento de neoplasias,
especialmente as hematopoiéticas onde os felinos infectados pelo FeLV e FIV possuem mais
chances para o desenvolvimento do linfoma, sendo, o risco 62 e 5 vezes maior respectivamente
(HARTMANN, 2012). Ademais, para o carcinoma espinocelular no trabalho de Hutson et al.
(1991), onde foi avaliado a incidéncia de neoplasias associada a infeccdo pelo virus da

imunodeficiéncia felina em gatos do sul da Califérnia (n=18), viu-se que desses, 7/18 (39%)
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dos felinos com FIV possuiram o CEC invasor sendo, 4 orais e 3 cutaneos em plano nasal, no
entanto, ndo ha trabalhos onde se correlacione a infeccdo pelas retroviroses com menor
sobrevida ou intervalo livre de doenca para CECC, fato que também néo foi observado no

presente estudo.

Quanto tempo de progressdo da doenca, por ser uma neoplasia de evolugdo comumente lenta
espera-se longo tempo de desenvolvimento das lesbes. Na medicina se sabe que
aproximadamente 10% das queratoses actinicas evoluirdo para CECC, no estudo de Fuchs e
Marmur (2007) de forma retrospectiva (n=6691) foi avaliado o periodo de evolucdo da leséo
precursora ao CECC onde foi visto tempo de evolugcdo de 24,6 meses, na veterinaria ndo
existem estudos avaliando o periodo de progresséo e nesse trabalho o tempo de progresséo foi
de aproximadamente 6 meses e ndo foi observada correlacdo com intervalo livre de doenca ou

sobrevida.

Em relacdo aos critérios histopatoldgicos, obteve-se 1 lesdo classificada como hiperplasia
epitelial atipica que é considerada lesdo precursora e comumente é observada no epitélio
escamoso, principalmente cervical em humanos (KAMINETZKY e SWERDLOW, 1961) e
caracteriza-se por células imaturas e atipicas no estrato basal e espinhoso com acantose, porém
com manutencdo dos estratos (PRICE et al., 1988), na veterinaria ndo se tem relatos dessa
lesdo. 2 lesbes de queratose actinica que se caracterizam pela marcada presenca de
hiperqueratose, acantose e queratindcitos atipicos especialmente no estrato basal (DE
OLIVEIRA et al., 2019) e os 19 CECC em sua totalidade eram tipicos assim como visto no
estudo de Yanofsky et al. (2011) em que 80% dos CECC eram da variante comum/tipica,
houve o predominio do bem diferenciado 12/19 (63%) que € o mais comum em pele e
cavidade oral de gatos (GROSS et al., 2005), cavidade oral em cées conforme observado por
Nemec et al. (2012) e possui comportamento biol6gico menos agressivo como Vvisto por
Larsen et al. (2009) para CEC oral em humanos, além de 7/19 (37%) como carcinoma
espinocelular invasor pouco diferenciado, na revisao de literatura de Rowe et al. (1992), onde
se avaliou fatores progndsticos para recorréncia local para CECC localizados em orelha e labio
se demonstrou aumento de mais de trés vezes na taxa de metastase para carcinomas
pobremente diferenciados. No entanto nesse estudo, ndo foi observada correlagdo da
diferenciacdo do CECC em felinos com estadiamento clinico, intervalo livre de doenga ou

sobrevida.



63

Conforme a graduacdo histopatoldgica proposta por Nagamine et al. (2017), nesse estudo
para CECC felino foram 4/20 (20%) classificadas como grau I, 14/20 (70%) classificadas
como grau Il e 2/20 (10%) classificadas como grau Ill, diferentemente, do observado para
CECC em cées, onde houve o predominio de les@es classificadas como grau | 29/58 (50%),
grau Il 25/58(43%) e grau 11l 4/58 (7%), no entanto esse estudo néo realizou correlagdo para
intervalo livre de doenca ou sobrevida com a graduagdo ,ademais, nesse trabalho ndo foi

observada correlacdo entre essas variantes.

A respeito da margem histoldgica que foi avaliada conforme Meuten et al. (2021), houve o
predominio 10/20 (50%) de margens ndo contabilizadas por serem bidpsias incisionais, 4/20
(20%) M2 sendo margem proxima (<2mm), 3/20 (15%) M4 sendo margem limpa (>5mm),
2/20 (10%) M1 sendo margem comprometida (0 mm) e 1/20 (5%) M3 sendo margem limpa
(2-5mm). Dado que era esperado visto que no estudo houve dominio de lesdes no plano nasal
onde muitas vezes nao era visado a realizacao de biopsia excisional, sendo observado também
nesse trabalho a correlagdo da localizagdo anatdomica da lesdo com a obtengdo de margens
livres (p=0,0049) o que também foi visto por Lana et al. (1997), onde gatos que possuiam
lesdo em pavilhdo auricular obtiveram maiores sobrevida quando comparados 0s animais com
lesbes em plano nasal, acredita-se por maior facilidade na obtengdo de margens livres. Na
medicina nos estudos de Brodland e Zitelli (1992) e Phillips et al. (2019) foi verificada a
distancia da margem histopatoldgica de CECC de cabeca e pesco¢co avancado e notou-se 0
aumento de 5 anos na sobrevida dos pacientes com margem >5 mm, além do aumento
consideravel do intervalo livre de doenca, 0 mesmo foi observado nesse estudo onde houve
correlacdo entre a impossibilidade de resseccdo cirurgica, logo, a obtencdo de margens
cirdrgicas e histopatoldgicas com sobrevida (p= 0,0331). Na Medicina veterinéria no trabalho
de Scarpa et al. (2012) visou-se avaliar a margem histopatoldgica para prever recorréncia local
de tumores cutdneos malignos em cées e gatos tratados por excisdo cirurgica, obteve-se 29/60
(48%) margem livre, 11/60 (18%) proxima e 20/60 (33%) comprometida com
significantemente maiores taxas de recorréncia para amostras com margens proximas e

comprometidas.

Sobre o indice mitdtico, nesse estudo a media foi de 5 figuras de mitose/10 campos (variagao
de 0 a 16 figuras de mitose), no entanto, para 0 CECC em felinos na literatura ndo ha ponto
de corte para essa neoplasia, diferentemente de tumores como o de mama (CASSALI et al.,
2020), sarcomas de tecidos moles (DENNIS et al., 2011) e mastocitoma caninos(DE NARDI
etal., 2018)
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Em relagdo a imunoexpressdo da ciclogenase 2 foi observado nesse estudo expresséo de
aproximadamente 89,5%. Expressfes elevadas em CECC felino também foram observadas
nos trabalhos de Millanta et al. (2016) com 70 % e Bardagi et al. (2012) 100% de expressao
respectivamente, diferentemente do observado para o CEC oral felino onde no estudo de Beam
et al. (2003) houve a imunoexpressao de 9% e Hayes et al. (2006) de 67%, essa disparidade
nos resultados pode ser explicada devido as diferentes metodologias utilizadas para avaliagéo
da imunoexpressdo. Diante da elevada expressdo de COX-2 nos CECC de gatos nesse trabalho
demonstra-se importancia de mais estudos sobre o0 uso dos inibidores da ciclooxigenase 2 no
manejo de pacientes com CECC, visto que a utilizagdo desses medicamentos se mostrou eficaz
no tratamento, com maiores sobrevidas em carcinoma uroteliais de bexiga em cédes (KNAPP
et al. 2013, 2014, 2020) e tumores de mama em caninas (ARENAS et al., 2016). Ademais,
nesse estudo nédo foi observada a correlacdo da expressdo de COX-2 em lesdes de CECC com
estadiamento clinico, diferenciacdo, graduacdo de Nagamine, intervalo livre de doenca ou
sobrevida, entretanto, foi vista correlacdo entre a distribuicdo da marcagdo de COX-2 e indice
mitotico (p=0,0387) diferentemente do observado no trabalho de Poggiani et al. (2012), onde
foi investigada a relacdo entre a expressdo de COX-2 e proliferacdo celular que foi avaliada
pela marcacdo com Ki-67 em CECC de cdes (n=10) e ndo houve correlacdo entre expressao
de COX-2 e Ki-67.

Quanto a sobrevida e intervalo livre de doenca, foi observado nesse estudo a correlagdo de
sobrevida e intervalo livre de doenca (p=0,0147) e sobrevida e presenca de recidiva
(p=0,0158), dados que eram esperados e ja foram observados em trabalhos da medicina como
0 de Ebrahimi et al. (2013), onde buscou determinar se o intervalo livre de doenga (ILD)
possui correlagdo com a sobrevida de pacientes com CECC e foi visto que pacientes com ILD
curto possuiram correlagdo significativa com mortalidade relacionada a doenca e o de Sun et
al. (2019) que visou relatar dados sobre a sobrevida em pacientes com CECC e recidiva ap0s
tratamento convencional com cirurgia e radioterapia pos-operatéria, onde observou que 0s
pacientes com recorréncia da doenca apos tratamento possuiram baixa sobrevida com media

de 7 meses, independentemente do estado imunolégico.
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9. CONCLUSAO

Evidenciou-se com esse estudo elevada imunoexpressdo de COX-2 no CECC felino
entretanto ndo foi observada correlacdo com estadiamento clinico, diferenciacéo, graduacéo
histopatoldgica, intervalo livre de doenca ou sobrevida, sendo assim, novos estudos com maior
numero de casos e diferentes formas de avaliagdo da expressdo de COX-2 podem elucidar sua

importancia prognostica para essa neoplasia.
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