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RESUMO

Os tumores melanociticos representam cerca de 7% das neoplasias malignas em
caes e tém um prognodstico ruim devido a alta incidéncia de metastase, afetando
principalmente a cavidade oral, pele e regides mucocutaneas. Diferentes estudos
demonstram que a progressdo dos melanomas pode estar relacionada a alteragbes
na adesdo celular, especialmente no processo de transi¢do epitelial-mesenquimal
(TEM), contudo sua relacdo direta com a formacado metastatica e sobrevida dos
animais ainda é incerta. Assim, o presente estudo avaliou a expressao das proteinas
E-caderina e N-caderina, envolvidas na TEM, em melanomas caninos e seus
linfonodos metastaticos e a relagdo dessa expressdo com o tempo de sobrevida dos
animais. Foram selecionados 32 casos de malenomas caninos e seus respectivos
linfonodos. Foi feita uma avaliagdo histopatoldgica para caracterizagdo do tumor e
realizada a técnica de imuno-histoquimica para Melan-A, PNL-2, E-caderina e N-
caderina, tanto nos tumores primarios quanto nas metastases linfaticas. Dos casos
analisados, 47% eram nao metastaticos e 53% metastaticos, com alta expressao de
E-caderina em ambos, enquanto a N-caderina apresentou variagao significativa entre
0s grupos, apresentando uma maior expressao nos tumores metastaticos-. Tumores
com alta expressao de E-caderina e N-caderina apresentaram associacido a
caracteristicas histologicas de agressividade tumoral e com um pior prognostico dos
animais. Os dados obtidos sustentam a hip6tese da possibilidade do papel da TEM

na progressao dos melanomas caninos.

Palavras chaves: Melanoma, céo, transigao epitelial-mesenquimal, E-Caderina, N-

Caderina.



ABSTRACT

Melanocytic tumors represent about 7% of malignant neoplasms in dogs and have a
poor prognosis due to the high incidence of metastasis, mainly affecting the oral cavity,
skin, and mucocutaneous regions. Various studies demonstrate that the progression
of melanomas may be related to changes in cell adhesion, especially in the process of
epithelial-mesenchymal transition (EMT); however, its direct relationship with
metastatic formation and animal survival remains uncertain. Thus, the present study
evaluated the expression of the proteins E-cadherin and N-cadherin, involved in EMT,
in canine melanomas and their metastatic lymph nodes, and the relationship of this
expression with the survival time of the animals. Thirty-two cases of canine melanomas
and their respective lymph nodes were selected. A histopathological evaluation was
performed for tumor characterization, and the immunohistochemistry was applied for
Melan-A, PNL-2, E-cadherin, and N-cadherin, both in primary tumors and in lymphatic
metastases. Among the cases analyzed, 47% were non-metastatic, and 53% were
metastatic, with high E-cadherin expression in both groups. In contrast, N-cadherin
showed significant variation between groups, with higher expression in metastatic
tumors. Tumors with high E-cadherin and N-cadherin expression were associated with
histological features of tumor aggressiveness and poorer animal prognosis. The data
obtained support the hypothesis of a potential role for EMT in canine melanoma

progression.

Keywords: Melanoma, dog, epithelial-mesenchymal transition, E-cadherin, N-
cadherin.
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1. INTRODUGAO

Tumores melanociticos representam cerca de 7% de todas as neoplasias malignas
em caes (Colombo et al., 2022;). Aliado a isso, apresentam-se como um tipo de cancer
com pior prognostico devido sua alta incidéncia de metastase, acometendo a cavidade
oral, cutanea, regido sublingual e jungbes mucocutaneas (Gillard et al., 2014; Barreto
et al., 2017; Prouteau & André, 2019). A localizagao dos tumores pode oferecer uma
oportunidade para diagndstico precoce, como € o caso dos melanomas cutaneos, que
podem ser detectados em fases iniciais. Em contraste, melanomas orais em caes
frequentemente sdo diagnosticados tardiamente e, exibem uma prevaléncia de
metastases pulmonares variando de 17% a 51% (Prouteau & André, 2019). Aliado a
isso, € reconhecido que a maioria das mortes por cancer esta associada as
consequéncias da lesdo metastatica (Chiang & Massagué, 2008; Medeiros et al.,
2018).

Como em diversos tipos de canceres, a invasao e propagac¢ao de melanomas estao
relacionadas a alteragdes na adesao celular, contribuindo significativamente para a
invasao tumoral, interagdes tumor-estroma e sinalizagao das células tumorais (Miller
et al., 2006). Essa progressao tumoral estd associada ao processo de transigéo
epitelial-mesenquimal (TEM), que é um importante evento na disseminacdo de

neoplasias (Pedri et al., 2021).

A Transicao Epitelial-Mesenquimal (TEM) se caracteriza pela transformacédo do
fenodtipo epitelial para um fendtipo mesenquimal, nas células neoplasicas. Este
processo é marcado pela alteracao no perfil de expressao de caderinas pelas células
neoplasicas. Consequentemente, essas células perdem a expressao de marcadores
epiteliais de adesdo, como a E-Caderina, enquanto ganham a expressdo de
marcadores mesenquimais, como a N-Caderina (Medeiros et al., 2018). Isso resulta
no fendtipo de célula mesenquimal, conferindo a essas células uma maior capacidade
migratoria, elevada resisténcia a apoptose e produgdo de componentes da matriz
extracelular (MEC) (Veloso et al., 2020; Pedri et al., 2021).

Os melandcitos na camada basal da epiderme normalmente expressam E-Caderina,
regulando a interagdo com os queratinécitos e prevenindo a proliferacao
descontrolada. Entretanto, os melandcitos neoplasicos podem perder a expressao de

E-Caderina e adotar um perfil mesenquimal através da TEM. Este perfil mesenquimal



18

adquirido pelas células neoplasicas, esta intimamente relacionado a invasao tumoral
e a formacdo de metastase, uma vez que estas células perdem a interagcdo com
queratindcitos além de favorecer a sua adesao a fibroblastos e proteinas da matriz
(MEC). (Cao et al., 2019; Silvestri et al., 2020). Por outro lado, a N-caderina, também
conhecida como proteina CDH2, € uma proteina transmembrana essencial no
desenvolvimento embrionario, especialmente em tecidos nervosos, cérebro, coragao
e outros 6rgaos. Em mamiferos adultos, sua expresséo € limitada a tecidos nervosos,
fibroblastos e células mesodérmicas. Apesar de ser normalmente expressa em niveis
baixos em outros tipos celulares normais, sua elevacgéao fora dos tecidos nervosos esta
ligada a progressao tumoral, conferindo as células neoplasicas caracteristicas

mesenquimais e facilitando a migragao para locais distantes (Cao et al., 2019).

Apesar de ser reconhecido o fendmeno da TEM em diferentes tumores caninos e
humanos, inclusive em melanomas, ainda € incerto a compreensdo do seu
comportamento durante a progressdo dos melanomas caninos e sua relagdo com o
prognodstico dos animais acometidos. Desta forma, o presente trabalho busca avaliar
a expressao das proteinas envolvidas na TEM em melanomas primarios e seus
respectivos linfonodos metastaticos, com o objetivo de elucidar os mecanismos
presentes na progressao tumoral do melanoma canino e sua relagdo com o tempo de

sobrevida desses animais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. 0 melanécito

Os melandcitos sao células especializadas originadas das células da crista neural,
especificamente dos melanoblastos. Esses melanoblastos migram para diferentes
destinos através do tronco da crista neural, incluindo a camada basal da epiderme e
os foliculos pilosos. Outros melanoblastos migram para locais como a area ao redor
dos olhos e a estria vascular no ouvido interno (Oliveira & Junior, 2003; Dario & Jairo,
2015; Tang & Victoria, 2019).

A principal fungdo dos melanécitos € a produgéo do pigmento melanico através do
processo quimico chamado melanogénese, proporcionando assim protegdo aos

queratindcitos na pele contra danos ao DNA (Aris, 2009; Videria, Moura & Magina,
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2013; Dario & Jairo, 2015; Tang & Victoria, 2019). A melanogénese ocorre dentro de
compartimentos citoplasmaticos chamados melanossomos. Estes sao transferidos do
local de sintese para a regido perinuclear dos melandcitos e, em seguida, para as
pontas de seus dendritos. Posteriormente, os melanossomos séao transferidos para os
queratindcitos, migrando para o nucleo e protegendo-o da radiagédo UV (Oliveira &
Junior, 2003; Miot et al., 2009).As células da crista neural surgem no neuroectoderma
e se preparam para migrar através do processo de transicao epitelial-mesenquimal
(TEM) pela via dorsolateral em dire¢do a linha ventral média. Em mamiferos, essas
células invadem a camada basal da epiderme e passam pelo processo de transicao
mesenquimal-epitelial (TME). Uma vez na epiderme, elas proliferam extensivamente
e se diferenciam em melanécitos maduros apos estimulagdo pelos queratinécitos
(Oliveira & Junior, 2003; Dario & Jairo, 2015; Benedetti & Reis, 2015; Debnath &
Huirem & Dutta, 2021).

Os melandcitos sao células com citoplasma globuloso localizadas na camada basal
da epiderme, com processos dendriticos que se projetam para a camada espinhosa
(Miot et al., 2009). Através desses dendritos, os melandcitos interagem com os
queratindcitos presentes na pele. Os melandcitos foliculares, maiores e com dendritos
mais longos, estdo relacionados a apenas 4 a 5 queratindcitos, em contraste com os
36 a 40 queratindcitos associados aos melandcitos epidérmicos (Oliveira & Junior,
2003).

A interacdo entre queratinécitos e melandcitos, € responsavel por regular a
proliferacdo dos melandcitos, sendo mediada principalmente pela E-caderina, uma
proteina de adesao célula-célula expressa em condig¢des fisioldgicas por ambas as
células. Em condi¢cbes neoplasicas, essa interacdo é frequentemente interrompida
devido a reducdo da expressao da E-caderina e ao aumento da expressao da N-
caderina, o que confere as células neoplasicas um perfil mesenquimal (Silvestri et al.,
2020).

2.2. 0 melanoma humano
O melanoma é um tipo de cancer de pele originado da transformagao neoplasica dos
melandcitos. E o tipo de cancer de pele mais agressivo e potencialmente letal,

representando uma pequena porcentagem dos casos de cancer de pele, mas a
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maioria das mortes relacionadas a neoplasias no 6rgdo. A incidéncia de melanoma
tem aumentado globalmente, tornando-se um problema significativo de saude publica
(Miller & Mihm, 2006; Schadendorf et al., 2015)

E uma neoplasia mais comum em populacdes de pele clara tendo uma maior
incidéncia em regides com alta exposi¢ao solar, como a Australia e a Nova Zelandia
(Garbe & Leiter, 2009; Ma et al., 2023). No Brasil representa cerca de 30% de todos
os tumores malignos registrados no pais, representando 4% das neoplasias malignas
que atingem a pele, sendo considerado o tipo mais grave devido sua alta capacidade
de metastizar para sitios distantes, sendo esta a causa de cerca de 90% das mortes
dos pacientes com esta doenca (Guan, 2015; Inca, 2022; Gupta & Janostiak &
Wajapeyee, 2020). Fatores de risco incluem exposigcao a radiagéo ultravioleta (UV),
historico familiar de melanoma, e a presenca de nevos displasicos na pele (Gandini et
al., 2005).

A avaliacdo precisa da profundidade de invasdao do melanoma €& crucial para
determinar o estagio da doencga e para orientar as decisdes terapéuticas. Em 1969,
Clark e colaboradores desenvolveram um sistema de classificacdo que divide o
melanoma em cinco estagios (I a V), baseados na profundidade de penetragao das
células cancerigenas na pele. Niveis mais baixos (I e IlI) geralmente indicam um
melanoma superficial, com melhores taxas de sobrevida e menor probabilidade de
disseminagdo metastatica, enquanto niveis mais altos (lll, IV e V) estdo associados a
uma invasao mais profunda e maior risco de recorréncia e metastases, sendo
definidos de acordo com as camadas da pele acometidas pela lesdao sendo: nivel I:
crescimento intraepidérmico; nivel Il: invasdo da derme papilar; nivel |l
comprometimento da jungdo derme papilar e derme reticular; nivel IV: invasdo da

derme reticular; e nivel V:invasao do tecido subcutaneo (Clark et al., 1969).

Além da classificacao de Clark, outro parametro crucial € o indice de Breslow, que
mede a espessura do melanoma em milimetros, da camada granulosa da epiderme

até a célula cancerigena mais profunda (Breslow et al., 1970).

Para avaliacdo progndstica mais detalhada, o sistema TNM (Tumor, nddulos
regionais, Metastase a distacia) é frequentemente utilizado, fornecendo informacoes
sobre o tamanho do tumor (T), metastase nos linfonodos regionais (N) e presencga de

metastases a distancia (M), o que é essencial para o manejo clinico e a previsao do
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prognostico dos pacientes com melanoma. Foi determinado pelo American Joint
Committee on Cancer, que o tamanho da neoplasia (T) deve ser classificado em T1
se < ou igual a 1mm; T2 se 1,01 a 2,00mm; 3 se 2,01 a 4,00mm e T4 se >4mm,
existindo ainda subcategorias determinadas pela a: auséncia ou b: presenca de
ulceracédo (Balch et al., 2009; Wisco & Sober, 2012).

O acometimento dos linfonodos regionais por nddulos neoplasicos (N) é classificado
quanto ao numero de nodulos metastaticos presentes neste linfonodo, sendo NO:
auséncia de nédulos; N1: 1 nddulo; N2: 2 a 3 ndédulos; N3 > ou igual a 4 nédulos
metastaticos, existindo ainda subcategorias determinadas pela a: micrometastase e
b: macrometastase (Balch et al., 2009; Wisco & Sober, 2012).

Ja as metastases a distancia (M) s&o classificadas quanto a sua auséncia (M0); M1a:
metastases cuténeas, subcutaneas ou ganglionares distantes; M1b: metastases
pulmonares; e M1c: metastases no sistema nervoso central (Balch et al., 2009; Wisco
& Sober, 2012).

Outros critérios utilizados para avaliagdo progndstica em melanomas € o uso do
marcador Ki-67 e a contagem do indice mitético para analise da proliferagao celular.
O Ki-67 € uma proteina nuclear que esta presente durante todas as fases ativas do
ciclo celular, mas ausente nas células em fase GO (células quiescentes) (Menon, et
al., 2019; Scholzen, et al., 2000; Li, et al., 2014). A contagem do indice mitético
tambem reflete um pior prognostico, onde tumores com um alto indice mitético séo
considerados mais agressivos e tem um maior potencial de crescimento rapido e

sofrer metastase (Nardi et al., 2022).

2.3.0 melanoma canino

Neoplasias melanociticas sdo comumente diagnosticadas em caes, representando
cerca de 7% de todas as neoplasias malignas que afetam essa espécie. Estes tumores
sdo frequentemente encontrados na cavidade oral, especialmente na gengiva, e
também podem ocorrer no epitélio lingual, bucal, faringeo, tonsilar e palatino. O
melanoma é considerado a malignidade oral mais prevalente em caes (Smedley et al.,
2011; Polton et al., 2024).
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Os melanomas caninos ocorrem em locais semelhantes aos encontrados em
humanos, como pele, mucosas, matriz ungueal e olhos (Gillard et al., 2014).
Compartilham caracteristicas clinicas, histopatolégicas e moleculares com o
melanoma humano, tornando-se um excelente modelo pré-clinicos (Simpson et al.,
2014). Ao contrario de modelos animais como o murino, que requerem indugao
neoplasica e, por vezes, imunossupressdo, os melanomas caninos sao espontaneos
em animais imunocompetentes, destacando-se como um modelo valioso para estudos

comparativos com melanomas humanos (Hernandez et al., 2018).

Entretanto, ao contrario do melanoma cutdneo humano, cuja exposi¢édo a luz UV e a
pele clara s&o fatores etioldgicos bem estabelecidos, a etiologia do melanoma canino
permanece obscura e envolve multiplos fatores como consanguinidade, trauma,
fatores genéticos, entre outros (Nishiya et al., 2016; Proteau & Andre, 2019). Certas
racas caninas, como pinscher, poodle, cocker spaniel, rottweiler e chow-chow,
apresentam uma predisposi¢céo para o desenvolvimento de melanoma canino (Veloso
et al., 2020).

Para a analise histopatologica do melanoma, utiliza-se o consenso estabelecido por
Smedley e colaboradores, que avalia caracteristicas como pigmentacao, ulceracéo,
necrose, desmoplasia, atipia nuclear e presenga de metastases (Smedley et al.,
2011).

Além da analise histopatolégica é avaliado o estadiamento clinico de acordo com a
Organizagcdo Mundial de Saude, este avalia trés critérios: Segmento T: tamanho e
extensado local do tumor primario; Segmento N: Linfonodos regionais com nodulos
metastaticos; e Segmento M: Presenga de metastase a distancia, principalmente nos

pulmdes (Polton et al., 2024).

A confirmacao diagnostica € necessaria através da técnica de imuno-histoquimica,
utilizando o anticorpo anti-Melan-A, que reconhece a proteina Melan-A expressa pelos
melandcitos, e para os casos amelandticos ou negativos para o anti-Melan-A, é

utilizado o Melanoma Antigen, mais conhecido como PNL-2.

Sabe-se que o melanoma canino é uma neoplasia altamente agressiva com baixas

taxas de sobrevida devido sua alta capacidade de metastatizar para sitios distantes
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(Chiang & Massagué, 2008; Medeiros et al., 2018). Como em diversos tipos de
canceres, a invasao e propagacgao de melanomas estao relacionadas a alteragbes na
adesdo celular, contribuindo significativamente para a invasao tumoral, interagbes
tumor-estroma e sinalizagdo das células tumorais (Miller et al., 2006). Essa
progressao tumoral esta associada ao processo de transigao epitelial-mesenquimal
(TEM), que é um importante evento na disseminagcao de neoplasias (Pedri et al.,
2021).

Em melanomas caninos a analise de fatores progndsticos, como a contagem do indice
mitético, é crucial para determinar o grau de agressividade do tumor. Onde quanto
maior o indice mitotico, geralmente mais agressivo e rapido é o crescimento do

melanoma.

Além da avaliagao do indice mitético tambem é avaliado a expressao da proteina Ki-
67, onde a medigdo da sua expressao em células tumorais fornece um indice de
proliferacao, indicando a proporg¢ao de células que estao ativamente se dividindo. Isso
€ crucial para avaliar a agressividade do tumor e prever o progndéstico. Estudos tém
mostrado que uma alta expressao de Ki-67 esta frequentemente correlacionada com
um comportamento mais agressivo do melanoma canino, incluindo maior taxa de

crescimento e maior potencial metastatico (Schuler et al., 2016).

A analise de Ki-67 é frequentemente utilizada junto a contagem do indice mitético.
Enquanto o indice mitdtico conta diretamente as células em mitose, Ki-67 avalia a
fragcdo de células em divisdo, proporcionando uma avaliagdo mais abrangente da

atividade proliferativa do tumor (Smedley et al., 2011; Gillard et al., 2014).

2.4. A Transicao Epitelial-Mesenquimal

A transicao epitelial-mesenquimal (TEM) é um processo bioldgico no qual células
epiteliais polarizadas, que normalmente interagem com sua membrana basal, perdem
sua organizagcdo e as jungdes intercelulares. Isso resulta na reprogramagao da
expressao genética e em multiplas mudangas bioquimicas que as transformam em
um fendtipo mesenquimal. Este novo estado inclui alteragdes nos programas de
sinalizagao que afetam a forma e organizacao do citoesqueleto, aumentando assim a

capacidade migratéria, invasiva e a resisténcia a apoptose das células. Além disso,
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ha uma elevada produgédo de componentes da matriz extracelular. Nesse sentido, sdo
descritos trés subtipos de TEM (Benedetti & Reis, 2015; Pearman et al., 2017; Tang
& Durand & Caramel, 2020; Pedri et al., 2021).

A TEM tipo 1, também conhecida como TEM primaria, refere-se a transicdo que
ocorre durante a fase embrionaria. Neste processo, as células adquirem um fendtipo
mesenquimal para participar de eventos criticos do desenvolvimento embrionario,
como a migragao celular durante a implantacao, formagao do embrido, gastrulagcéo e
desenvolvimento da crista neural. Posteriormente, essas células passam por um
processo reverso, a transicdo mesenquimal-epitelial, para restaurar seu fendtipo
epitelial (Benedetti & Reis, 2015; Debnath & Huirem & Dutta, 2021).

A TEM tipo 2 é observada durante respostas inflamatérias cronicas e processo de
reparo tecidual, como cicatrizagdo de feridas, regeneragcdo de tecidos e fibrose,
levando as células a adquirir caracteristicas semelhantes as de fibroblastos (Benedetti
& Reis, 2015; Debnath & Huirem & Dutta, 2021).

A TEM tipo 3 é o fendbmeno observado durante a progressao tumoral. Uma pequena
populacdo de células neoplasicas no sitio primario utiliza a TEM para adquirir
motilidade e capacidade invasiva. Essas células se disseminam do local de origem,
entram na circulagcdo e migram para locais distantes, onde aderem através de um
processo de transicdo mesenquimal-epitelial, readquirindo expressao de marcadores
epiteliais (Benedetti & Reis, 2015; Debnath & Huirem & Dutta, 2021).
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TEM I FASE EMBRIONARIA

s Gastrulagdo;
« Desenvolvimento da crista neural;
Formacdo do embrido.

TEM - - :
— - PROCESSOS INFLAMATORIOS
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. . e TME . . « Respostas inflamatdrias crénicas;
Fenotipo Epitelial Fenotipo Mesenquimal — « Processos de reparo tecidual.
Caracteristicas Caracteristicas TEM II
- Cl!:oide +« Movel
* Ndomovel # Perda da polaridade
= Polaridade apical basal apical basal PROGRESSAQ TUMORAL
Marcadores
« E-Caderina Marcadores L | = Motilidade e capacidade de invas&o;
« N-Caderina = Resisténcia a apoptose;
+ Interagao com proteinas da MEC.

TEM PARCIAL

PARCIAL

» Migragdo em pequenos clusters.

Figura 1. Fases da Transi¢ao Epitelial-Mesenquimal (TEM). A TEM é um processo biolégico pelo qual
as células epiteliais perdem suas caracteristicas de adesao e polaridade, adquirindo propriedades
mesenquimais, como motilidade e capacidade de invasdo. Classificada em tipos sendo: TEM tipo I:
Ocorre durante o desenvolvimento embrionario, contribuindo para a formagao de varios tecidos e
orgaos; TEM tipo Il: Associada a reparagéo tecidual e fibrose, esta fase € ativada em resposta a
inflamagdes cronicas e lesdes; TEM tipo lll: Relacionada a progressdo do cancer, onde as células
tumorais adquirem caracteristicas invasivas e metastaticas; TEM parcial: Uma etapa intermediaria onde
as células exibem tanto caracteristicas epiteliais quanto mesenquimais, permitindo flexibilidade

adaptativa durante a progressao tumoral.

A TEM nao é simplesmente uma mudanga de um estado completamente epitelial para
um estado completamente mesenquimal, mas abrange um espectro de multiplos
estados intermediarios. Esse processo é caracterizado por transicdes reversiveis que
sustentam a plasticidade celular. Durante a TEM parcial, as células adquirem
caracteristicas mesenquimais, mas nao perdem completamente suas propriedades
epiteliais (Pedri et al., 2021). No caso das células neoplasicas, estas iram migrar em
pequenos cluters, o que quando comparado com as células que sofrem TEM

completa, apresentam um maior risco de sofrer metastase (Grosse-Wilde et al., 2015).
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2.4.1. Aspectos moleculares da Transi¢ao Epitelial-Mesenquimal em
Neoplasias

Durante a TEM tipo 3, ocorre uma alteragao conhecida como "Cadherin Switch", onde
ha uma mudanca nos perfis de caderinas expressas pelas células neoplasicas. Elas
perdem a expressao de marcadores epiteliais, como a E-Caderina, e passam a
expressar marcadores mesenquimais, como a N-Caderina (Hao et al., 2012; Pearlman
et al., 2017).

As caderinas sao uma familia de glicoproteinas de superficie celular, caracterizadas
por possuirem um dominio extracelular repetido e uma regido citoplasmatica que se
liga ndo covalentemente ao citoesqueleto de actina através da associacdo com
cateninas (p120-catenina, B-catenina e a-catenina). Elas formam o componente
transmembrana das jungbes aderentes, facilitando adesdes célula-célula
dependentes de calcio (Silvestri et al., 2020). Esta familia inclui uma variedade de
moléculas de adesdao, como a E-Caderina, N-Caderina e P-Caderina, que
desempenham papéis essenciais nos processos de desenvolvimento, como formagao
de tecidos e 6rgaos. A expressao dessas caderinas varia conforme o estagio de
desenvolvimento e o tipo de tecido (Pierre & Marie 2002; Hazan et al., 2009; Cao et
al., 2019; Silvestri et al., 2020).

A E-Caderina, também conhecida como proteina CDH1, é uma glicoproteina
transmembrana crucial nas células epiteliais polarizadas. Ela desempenha um papel
fundamental nos complexos  caderina-catenina-citoesqueleto,  conferindo
propriedades anti-invasivas e anti-migratérias as células epiteliais. A perda de E-
Caderina é crucial no processo de TEM (Kaufhold & Bonavida, 2014; Benedetti & Reis,
2015; Silvestri et al., 2020).

Normalmente, os melandécitos na camada basal da epiderme expressam E-Caderina,
regulando a interagdo com os queratinécitos e prevenindo a proliferagao
descontrolada (Silvestri et al., 2020). Entretanto, os melandcitos neoplasicos podem
perder a expressao de E-Caderina e adotar um perfil mesenquimal através da TEM
(Veloso et al., 2020).

A N-caderina, também conhecida como CDH2, é uma proteina transmembrana de

cadeia simples e um membro importante da familia das caderinas (Debnath & Huirem
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& Dutta, 2021; Pedri et al., 2021). Amplamente expressa em embrides, desempenha
um papel fundamental no desenvolvimento e regulacéo de tecidos nervosos, cérebro,
coragao e outros 6rgaos. Em mamiferos maduros, sua expressao € restrita a tecidos
nervosos, fibroblastos e células mesodérmicas. Normalmente, a N-caderina medeia a
adesao intercelular em células neuronais, sendo expressa em niveis baixos em outros
tipos celulares normais. No entanto, estudos indicam que sua expressao elevada em
outros tecidos esta associada a progressao tumoral, conferindo as células neoplasicas
um perfil mesenquimal e facilitando suas capacidades migratorias, 0 que promove a
migracao para locais distantes (Derycke & Bracke, 2004; Cao et al., 2019; Pedri et al.,
2021).

E descrita uma express&o aberrante de N-caderina em carcinomas espinocelulares,
relacionada a uma diminuicdo na expressao de E-caderina, resultando em um perfil
mais invasivo dessas células (Derycke & Bracke, 2004). Jodo et al. (2011) observaram
no carcinoma de células escamosas e nos tumores de células basais caninos uma
reducdo da expressao de E-caderina e um perfil mais infiltrativo das células
neoplasicas, o que consequentemente resultou em um pior progndéstico para cades com

essas neoplasias.

Em outro estudo, foi observada uma co-expressao de E-caderina e N-caderina em um
grande subconjunto de carcinomas de mama invasivos, sugerindo que a expressao
elevada de N-caderina pode promover efeitos metastaticos mesmo na presenga de E-
caderina (Hazan et al., 2009). Pedri et al., 2021, observaram em células circulantes
de melanoma um perfil semelhante, onde essas células neoplasicas migravam em
pequenos clusters, mantendo tanto caracteristicas epiteliais quanto mesenquimais.
Isso indica o processo de transigao epitelial-mesenquimal parcial, caracterizado por
um perfil hibrido na expressao das caderinas por essas células, apresentando um
maior risco de sofrer metastase quando comparado as células que sofrem TEM

completa (Grosse-Wilde et al., 2015).

Diante de escassas informagdes sobre o papel da TEM na progressao de melanomas,
principalmente em cées, torna-se evidente a necessidade de avaliar o envolvimento
da E-Caderina e N-Caderina na transicao epitelial-mesenquimal e sua relagédo com a
disseminagdo metastatica e a um comportamento de pior prognostico nesse tipo

tumoral.
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3. OBJETIVO

Identificar e correlacionar a expressao das proteinas envolvidas na TEM, E-caderina
e N-caderina, em melanomas caninos e seus respectivos linfonodos metastaticos,
além de investigara relagdo da expressao dessas proteinas com o tempo de sobrevida

dos animais acometidos com melanomas.

3.1.Objetivos Especificos

- Classificar as lesdes primarias e linfonodos regionais de acordo com os critérios
histopatologicos empregados em diagnodsticos de melanomas caninos orais e

cutaneos;

- Realizar a confirmagao diagnostica de melanoma canino metastatico, mediante a

avaliacdo da expressédo do marcador Melan-A e PNL-2;

- ldentificar a expressdo imuno-histoquimica de E-Caderina e N-Caderina em

melanomas caninos primarios e em metastases linfaticas regionais;

- Correlacionar as caracteristicas histopatoldégicas com a expressao imuno-histoqu-
mica de E-Caderina e N-Caderina e com o tempo de sobrevida dos animais

acometidos com melanoma;

- Correlacionar a expressao de E-Caderina e N-Caderina em melanomas primarios
metastaticos e ndo metastaticos, com o tempo de sobrevida dos animais acometidos

com melanoma.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos Eticos
Este trabalho foi realizado de acordo com os principios éticos para uso de animais em
experimentacdo e apds aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CETEA/CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 228/2023).

4.2.Espécimes
Foram analisados 32 casos de melanomas caninos e seus respectivos linfonodos

regionais, obtidas a partir dos arquivos do Laboratério do Comportamento Celular
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(LCC) no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), e de lesbes obtidas de caes submetidas a exérese cirurgica de diferentes
clinicas de Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo que foram encaminhadas ao

LCC para diagnostico histopatologico entre os anos de 2015 e 2023.

4.3. Avaliagao Histopatolégica
Amostras histolégicas de melanomas caninos, fixadas em formol neutro e tamponado
a 10%, incluidas em parafina e coradas pela técnica de hematoxilina-eosina foram

analisados em microscopia 6ptica para caracterizagdo histopatologica.

Foi determinado o escore de pigmento das lesdes (0: auséncia de células neoplasicas
pigmentadas; 2: células neoplasicas altamente pigmentadas), e avaliado a presenga

de émbolo, atipia, ulceragao, desmoplasia, necrose (Smedley et al., 2011).

4.4.Imuno-Histoquimica
A imuno-histoquimica foi realizada pela técnica de reacdo em peroxidase com
identificagcdo a partir de anticorpo secundario polimerizado (Novolink Polymer
Detection Sistem). A recuperacao antigénica ocorreu em calor umido pressurizado a
125°C (Pascal® Pressure Cooker) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0
(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) ou EDTA pH 9,0. Para bloqueio da peroxidase
endogena, as laminas foram incubadas por trés tempos de 5 minutos em solugéo de
H202 3% em alcool metilico. Para bloqueio das proteinas endégenas as laminas foram
incubadas por 15 minutos em Protein Block Serum-Free Ready to Use (Novolink
Polymer Detection Sistem). Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo
o tempo de incubagdo dos anticorpos primarios de 16 horas e do cromégeno 3'3-
diaminobenzidina (Liquid DAB+Substrate Chromogen system), de 3 minutos. Apds a
incubacgao no DAB os cortes foram contracorados com Giemsa (1:20) por 30 minutos
e entdo rinsados em solucdo de acido cloridrico alcool absoluto e por fim acido
isopropilico. Com este tratamento apds a contracoloragédo o pigmento melanico
adquire tonalidade esverdeada, permitindo a visualizacdo amarronzada da reacao

cromogénica com DAB. (Silveira et al., 2019).

Na Tabela | estéo listadas as caracteristicas do anticorpo e da reagdo. Para controle

negativo foi omitida a etapa do anticorpo primario, com sua substituicdo pelo diluente
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de anticorpo (Antibody Diluent with Background Reducing Components; Dako North
America; Via Real Carpinteria, CA, USA).

Tabela I. Anticorpos primarios, fabricantes e padronizagao utilizadas no estudo

imuno-histoquimico.

Recuperacgao
Fabricante Clone Diluicao
Antigénica
E-Caderina Invitrogen 4A2C7 1:50 EDTA + Pascoal
N-Caderina Dako 6G11 1:50 Citrato + Pascoal
Melan-A Dako A103 1:100 Citrato + Pascoal
Melanoma
Santa Cruz PNL-2 1:100 Citrato + Pascoal

Antigen (PNL2)

4.5.Interpretagao da Imuno-Histoquimica
Todas as analises histolégicas foram realizadas em microscopia optica convencional,
em objetiva de 400 (Olympus — BX41). Os anticorpos anti-Melan-A e anti-Melanoma
Antigen (PNL-2) foram utilizados para comprovar o diagnéstico de melanoma nas
amostras estudadas. Realizou-se a imuno-histoquimica para Melan-A em todos os
casos e para Melanoma Antigen em todos os casos amelandticos e para aqueles
melanoticos que nao apresentaram marcacédo para Melan-A. Foram considerados
positivos 0s casos que apresentaram marcacgao citoplasmatica em mais de 10% das

células neoplasicas, para qualquer um dos marcadores (Smedley et al., 2011).

A marcacdo membranar e citoplasmatica de N-Caderina além da marcacao
membranar de E-caderina foram avaliadas nas células neoplasicas e classificadas
segundo o percentual de células neoplasicas marcadas: 0 (auséncia de marcagéao), 1
(<25%), 2 (25-50%), 3 (51-75%), 4 (>75%). Tumores com escore 3 ou 4 foram

considerados com alta expressao para as proteinas estudadas (Veloso, et al., 2020).
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4.6. Analise de Sobrevida
Foram obtidos os dados de sobrevida dos animais somente apds o tutor assinar o
termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1). Os dados dos pacientes foram
coletados dos laudos histopatologicos, e informagdes do desfecho clinico foram
obtidas diretamente com os clinicos veterinarios responsaveis pela solicitagao
diagnéstica. O tempo de sobrevida foi definido (em meses) como sendo o periodo
entre a data da exérese cirurgica do tumor até a data de 6bito do animal que morreu
pela doenga (end points). Os animais que vieram a 6bito por razdes desconhecidas
ou causas nao relacionadas ao tumor, ou que deixarem de ser acompanhados foram

considerados censurados.

4.7. Analise Estatistica
As associagdes e correlagdes foram avaliadas pelo teste de Qui-Quadrado e
Spearman respectivamente. As curvas de sobrevida foram derivadas da estimativa de
Kaplan-Meier. Foram consideradas como significativas as associagbes e
concordancias cuja probabilidade de significancia do teste foi <0.05. As analises foram
realizadas com auxilio do software de estatistica Graph Pad Prism v. 8.0.2 (GraphPad,
San Diego, CA, USA).

5. RESULTADOS

5.1. Aspectos histopatolégicos dos melanomas caninos orais e cutaneos.
Dos 32 casos analisados, 47% (15/32) foram ndo metastaticos e 53% (17/32)
metastaticos. Do total de casos, 59% (18/32) foram orais e 41% (14/32) cutaneos. As

caracteristicas histopatoldgicas das lesbes estdo apresentadas nas Tabelas |I.

Tabela Il. Caracteristicas histopatoldgicas dos tumores primarios usados

no estudo.

n=32 Tumor Primario Metastatico Tumor Primario Nao Metastatico
17 (100%) 15 (100%)

Tipo Histoldgico
Epitelioide 9 (52,94%) 7 (46,67%)
Fusiforme 2 (11,76%) 2 (13,33%)
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Embolo linfatico

16 (94,12%)

Misto 5(29,41%) 6 (40%)
Balanoide 1 (5,88%) 0 (0%)
Escore Pigmento
0 2 (12%) 2 (13,33%)
1 8 (47,06%) 5 (33,33%)
2 3 (17,65%) 7 (46,67%)
3 4 (23,53%) 1 (6,67%)
Necrose
0 1 (5,88%) 4 (26,67%)

11 (73,33%)

0 5(29,41%) 8 (53,33%)
12 (70,59%) 7 (46,67%)
Atipia >20%
0 0 (0%) 0 (0%)
1 17 (100%) 15 (100%)
Ulcera
0 0 (0%) 3 (20%)
1 17 (100%) 12 (80%)
Desmoplasia
0 4 (23,53%) 3 (20%)
1 13 (76,47%) 12 (80%)
Oral 10 (58,82%) 8 (53,33%)
Cutaneo 7 (41,18%) 7 (46,67%)

32

Na analise de pigmentagao, os tumores foram analisados separados entre aqueles
abaixo de 50% de pigmentacao (escore 0, 1 e 2) e acima de 50% de pigmentagao
(escore 3 e 4), seguindo a recomendacdo de Smedley e colaboradores (2011).
Melanomas metastaticos apresentam predominantemente pigmentacéo abaixo de
50%. Quando analisado separadamente, melanomas cutdneos ou orais, nao foi
observado uma diferenga entre a frequéncia de pigmentagdo entre melanomas

metastaticos e ndao metastaticos. (Figura 2)
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Figura 2. Apresentacdo da frequéncia pigmentagdo em melanomas orais e cutaneos, metastaticos e
ndo metastaticos. Os tumores foram classificados em <50% de pigmentacéo (escores 0, 1, 2) e >50%

de pigmentacao (escores 3, 4).

Ao analisar o tipo histolégico predominante nos tumores nao metastaticos e
metastaticos conforme sua localizagdo, observou-se que, nos melanomas orais,
predominou o tipo epitelioide em ambos os grupos (Nao metastaticos 5/15 (33,3%);
Metastaticos 6/17 (35,29%)). Nos melanomas cuténeos, os tumores ndo metastaticos
apresentaram um predominio do tipo misto, enquanto os tumores metastaticos

mostraram um predominio do tipo epitelioide. (Figura 3)
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Figura 3. Tipo histolégico predominante em melanomas orais e cutaneos, metastaticos e nao
metastaticos. A) Nos melanomas orais, o tipo epitelioide predominou tanto nos tumores metastaticos

quanto nos ndo metastaticos. B) Nos melanomas cutaneos, os tumores ndo metastaticos apresentaram
um predominio do tipo misto, enquanto os tumores metastaticos mostraram um predominio do tipo
epitelioide.

Na analise de presenca de émbolos neoplasicos, foi observada uma maior frequéncia
de émbolos em tumores metastaticos. Essa frequéncia pode ser observada tambem

guando analisado separadamente tumores orais ou cutaneos (Figura 4).
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Figura 4. Apresentacdo da frequéncia de émbolos nos tumores metastaticos e ndo metastaticos,
conforme a localizagdo. A) Analise da presenca ou auséncia de émbolo nos tumores primarios orais.

B) Analise da presenca ou auséncia de émbolo nos tumores primarios cutaneos.

Em relacdo a presenca de Ulceras, independentemente da localizagdo, tumores
metastaticos apresentam maior frequéncia de Ulceras. Quando analisado
separadamente tumores orais ou cutaneos, essa frequéncia permaneceu, onde 10
casos (52.63%) dos melanomas orais metastaticos e 7 casos (53.58%) dos
melanomas cutdneos metastaticos apresentaram Uulceras (Figura 5). Um aspecto
semelhante foi observado na anadlise de necrose, onde a presenca de necrose foi
observada em 9 casos (47,37%) dos melanomas orais metastaticos. Nos melanomas

cutédneos metastaticos, 6 casos (46,15%) apresentaram necrose (Figura 6).
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Figura 5. Apresentacéo da frequéncia de Ulceracao em Melanomas Orais e Cutédneos Metastaticos e
Nao Metastaticos. A) Analise da presenga de ulceragdo nos tumores primarios orais. B) Andlise da

presencga de ulceragdo em melanomas cutaneos ndo metastaticos e metastaticos.



37

Oral

10
g 8-
4 =3 Auséncia
o
o 67 Bl Presenca
-
x
E
Z 27
oL Il 0

Nao metastatico Metastatico

Cutaneo

6 3 Auséncia
El Presenca

2-

Numero de casos
H
|

0- | 1
Nao metastatico Metastatico

Figura 6. Apresentacido da frequéncia de necrose em Melanomas Orais e Cutdneos Metastaticos e
Nao Metastaticos. A) Andlise da presenca de necrose nos tumores primarios orais. B) Analise da

presenca de necrose em melanomas cutaneos ndo metastaticos e metastaticos.

A alta frequéncia de desmoplasia foi observada em melanomas caninos, tanto
metastaticos quanto nao metastaticos, independentemente de sua localizagao, sem

diferencgas significativas entre os tumores. (Figura 7).
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Figura 7. Apresentagéo da frequéncia de Desmoplasia em Melanomas Orais e Cutaneos Metastaticos
e Nao Metastaticos. A) Analise da presenca de desmoplasia nos tumores primarios orais. B) Analise

da presenca de desmoplasia em melanomas cutaneos ndo metastaticos e metastaticos.

5.2. Expressao de E-Caderina e N-caderina em melanomas metastaticos e
nao metastaticos.

Foi possivel observar uma alta frequéncia de expressao das caderinas em tumores
metastaticos e metastases linfonodais, sendo identificada expressdo membranar de

E-caderina e expresséo citoplasmatica e membranar de N-caderina (Figura 8).

Nas analises de correlagdo entre as alteragdes histopatologicas e a expressao de a

expresséo de E-Caderina, ndo foi observada nenhuma correlagao significativa.
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Melanomas metastaticos e nado metastaticos apresentaram frequentemente uma alta
expressao de E-caderina (escore 3 ou 4). Ou seja, a maioria dos tumores
apresentaram acima de 50% das células neoplasicas positivas para expresséo dessa

proteina (Figura 9 e Figura 10).

Figura 8. Imuno-histoquimica de E-Caderina e N-Caderina nos tumores primarios e seus respectivos
linfonodos regionais metastaticos no aumento de 40X (Escala 50um). A) Forte marcagdo membranar
de E-Caderina no tumor primario. B) Moderada marcacdo membranar de E-Caderina no linfonodo
regional metastatico. C) Forte marcagao nuclear e citoplasmatica de N-Caderina no tumor primario. D)

Fraca marcagéo nuclear e citoplasmatica de N-Caderina no linfonodo regional metastatico.
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Figura 9. Frequéncia de expressdao de E-Caderina nos Tumores Primarios Ndo Metastaticos e

Metastaticos, baseado no escore de expresséo: 0 (auséncia de marcagéo), 1 (<25%), 2 (25-50%), 3
(51-75%), 4 (>75%).
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Figura 10. Frequéncia de expressao de E-Caderina nos Tumores Primarios Nao Metastaticos e
Metastaticos, baseado no escore de expressao: escore 0, 1 ou 2, foram reclassificados como baixa
expressao (<50%), e os que apresentaram escore entre 3 ou 4 como alta expressao (>50%). (p=
0.6989).

Dentre os tumores primarios ndo metastaticos, foi observado uma maior frequéncia
de tumores com baixa expresséo de N-caderina (abaixo de 50% de expressdo em

células neoplasicas). De maneira contraria, os melanomas metastaticos apresentaram
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alta expressao de N-caderina na maioria dos casos, com expressao acima de 50%

das células neoplasicas (Figura 11).

De maneira interessante, tumores primarios ndo metastaticos e metastaticos
apresentaram diferenca significativa em sua frequéncia de expressédo acima de 50%
das células para N-Caderina, 6 casos (18.75%) para os ndo metastaticos e 14 casos

(43.75%) os metastaticos, respectivamente (p= 0.0269) (Figura 12).

Em relagdo aos aspectos histopatologicos, a expressdo de N-Caderina nao

apresentou correlagdo com nenhum dos dados analisados.
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Figura 11. Frequéncia de expressao de N-Caderina nos Tumores Primarios Nao Metastaticos e
Metastaticos, baseado no escore de expressao: 0 (auséncia de marcagéo), 1 (<25%), 2 (25-50%), 3
(51-75%), 4 (>75%).
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Figura 12. Frequéncia de expressao de E-Caderina nos Tumores Primarios Nao Metastaticos e
Metastaticos, baseado no escore de expressao: escore 0, 1 ou 2, foram reclassificados como baixa
expressdo (<50%), e os que apresentaram escore entre 3 ou 4 como alta expressao (>50%). (p=
0.0269).

5.3.Correlagao entre as expressoes de E-Caderina e N-Caderina em
melanomas caninos e seus linfonodos metastaticos.

Quando analisado os tumores primarios metastaticos, foi observada uma correlagao
positiva entre a expresséo de E-Caderina e N-Caderina (r= 0.539, p= 0.025). Tal
correlagdo nao é observada quando analisada a expressao dessas mesmas proteinas
nas metastases linfonodais (r= 0.247, p= 0.339) ou em tumores ndo metastaticos (r=
0.037, p= 0.895).

Quando os tumores nao metastaticos foram analisados de acordo com a localizacéo
do tumor primario, foi observada uma correlagdo positiva significativa entre as
expressoes de E-Caderina e N-Caderina em tumores primarios ndo metastaticos orais
(r= 0.684, p= 0.042). Em tumores orais metastaticos nao foi observada esse tipo de

correlacao.

De maneira inversa, em melanomas cutaneos ndo metastaticos, € observada uma
correlagdo negativa entre esses marcadores, (r=-0.926, p= 0.008) demonstrando que,
a menor expressao de E-Caderina esta relacionado a uma maior expressao de N-

Caderina nesses tumores. Em melanomas cutdneos metastaticos essa correlagao se
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inverte, sendo observada uma correlagao forte e estatisticamente significativa entre a
expressao de E-Caderina e N-Caderina (r= 0.776, p= 0.040).

5.4.Relagdo dos aspectos histopatolégicos com a expressao de E-Caderina
e N-Caderina nos tumores primarios nao metastaticos

A Tabela Ill apresenta a analise dos achados histopatolégicos em fungéo dos niveis
de expressdo de E-caderina e N-caderina, categorizados em <50% e >50%, nos

tumores primarios ndo metastaticos.

Tabela lll. Caracteristicas histopatolégicas dos casos ndao metastaticos

usados no estudo.

E-Caderina E-Caderina N-Caderina N-Caderina
n=15 <50% >50% <50% >50%
Tipo Histologico
Epitelioide 13% 33% 40% 7%
Fusiforme 13% 0% 7% 7%
Misto 8% 33% 13% 26%
Balanoide 0% 0% 0% 0%
Escore Pigmento
0 7% 7% 7% 7%
1 26% 7% 20% 13%
2 0% 46% 26% 20%
3 0% 7% 7% 0%
Necrose
0 13% 13% 7% 20%
1 20% 55% 53% 20%
Embolo linfatico
0 20% 27% 20% 27%
13% 40% 40% 13%

Atipia >20%
0 0% 0% 0% 0%
32% 68% 60% 40%
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Ulcera
0 13% 7% 13% 7%
1 20% 60% 47% 33%
Desmoplasia
0 0% 20% 40% 13%
1 33% 47% 20% 27%

Na analise de pigmentagao, os tumores foram classificados de acordo com os escores
0, 1, 2 e 3, e também foram avaliados quanto a expressdo de E-Caderina e N-
Caderina, sendo categorizados em <50% e >50% das células neoplasicas marcadas.
Observou-se um predominio do escore 1, com 7 casos, nos tumores com >50% das
células neoplasicas marcadas para E-Caderina. Por outro lado, em tumores que
expressaram <50% de N-Caderina, houve um predominio do escore 2, com 4 casos
(Figura 13).
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Figura 13. Analise da pigmentacéo e expressao de E-Caderina e N-Caderina nos tumores. Os tumores
foram classificados em escores de pigmentagéo 0, 1, 2 e 3. Adicionalmente, a expresséo de E-Caderina
e N-Caderina foi categorizada como <50% e >50% das células neoplasicas marcadas. A) Escore de

Pigmentacgao de E-Caderina. B) Escore de pigmentacédo de N-Caderina.

Ao analisar o tipo histolégico predominante nos tumores de acordo com a expressao
de E-Caderina e N-Caderina (<50% e >50% das células neoplasicas marcadas),
observou-se que, em tumores com mais de 50% de expressao de E-Caderina, houve

uma frequéncia similar dos tipos epitelioide e fusiforme (Figura 14).

Em contrapartida, em tumores com menos de 50% de marcac¢ao para N-Caderina, o
tipo epitelioide foi predominante, essa baixa expressao de N-Caderina pode indicar
uma menor propensao das células tumorais a adquirir caracteristicas mesenquimais,
mantendo-se predominantemente epiteliais. Ja nas células com mais de 50% de
expressao de N-Caderina, o tipo fusiforme predominou. Este tipo celular é
caracteristico de uma morfologia mais alongada e frequentemente associada a um
comportamento mais invasivo e migratorio, tipicos de células que passaram pela
transicdo epitélio-mesenquimal. A alta expressao de N-Caderina nestes tumores

sugere uma maior plasticidade celular e potencial agressivo.
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Figura 14. Analise do tipo histolégico predominante nos tumores de acordo com a expressao de E-
Caderina e N-Caderina. Os tumores foram classificados com base na porcentagem de células
neoplasicas marcadas (<50% e >50%). A) Analise do tipo tumoral em tumores expressando E-

Caderina. B) Analise do tipo tumoral em tumores expressando N-Caderina.

Na analise da presencga de émbolos neoplasicos, observou-se uma maior frequéncia
de émbolos em tumores com mais de 50% de expressao de E-Caderina, mesmo que
sem diferenga estatistica (p=0.6084). Em contrapartida, nos tumores com menos de
50% de expressao de N-Caderina, também foi notada, mesmo que sem significancia

estatistica (p=0.3147), uma maior frequéncia de émbolos. (Figura 15).
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Figura 15. Andlise da presenca de émbolos neoplasicos em relacdo a expressao de E-Caderina e N-
Caderina. A) Analise da presenca de ulcera em tumores que expressam E-Caderina. B) Analise da

presencga de ulcera em tumores que expressam N-Caderina.

Em relagdo a presenca de ulceras, foi observado um predominio em tumores com
mais de 50% de expressao de E-Caderina. Ja Na analise da presenca de ulceras em
relacdo ao marcador N-Caderina, observou-se um predominio da presencga de ulceras

em ambas as expressdes de N-Caderina (Figura 16).
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Figura 16. Analise da presenca de Ulceras em relagéo a expressao de E-Caderina e N-Caderina em
tumores. A) Andlise da presenga de ulceragdo em tumores que expressam E-Caderina. B) Analise da

presencga de ulceragdo em tumores que expressam N-Caderina.

Na andlise da presenga de necrose, observou-se um predominio significativo de
necrose nas células neoplasicas com mais de 50% de expressao de E-Caderina. Por
outro lado, em células neoplasicas que expressam N-Caderina, foi observado um

predominio de necrose nas células com menos de 50% de expressao (Figura 17).
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Figura 17. Analise da presenga de necrose em relagcao a expressao de E-Caderina e N-Caderina em
células neoplasicas. A) Anadlise da presenga de necrose em tumores que expressam E-Caderina. B)

Analise da presenca de necrose em tumores que expressam N-Caderina.

Foi observado uma alta frequéncia de desmoplasia em tumores com mais de 50% de

expressao de E-Caderina e N-caderina(Figura 18).
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Figura 18. Analise da presenga de desmoplasia em relagdo a expressao de E-Caderina e N-Caderina
em células neoplasicas. A) Analise da presenca de desmoplasia em tumores que expressam E-

Caderina. B) Analise da desmoplasia de necrose em tumores que expressam N-Caderina.

5.5.Relacao dos aspectos histopatolégicos com a expressao de E-Caderina
e N-Caderina nos tumores primarios metastaticos.

A Tabela IV apresenta a analise dos achados histopatolégicos em fungéo dos niveis
de expressdo de E-caderina e N-caderina, categorizados em <50% e >50%, nos

tumores primarios metastaticos.
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Tabela |IV. Caracteristicas histopatolégicas dos casos metastaticos usados no

estudo.
E-Caderina E-Caderina N-Caderina N-Caderina
n=17 <50% >50% <50% >50%
Tipo Histoldgico
Epitelidide 6% 47% 6% 47%
Fusiforme 6% 6% 0% 12%
Misto 6% 23% 6% 23%
Balanoide 0% 6% 6% 0%
Escore Pigmento
0 6% 6% 0% 11,76%
1 6% 41,18% 6% 41,18%
2 6% 11,77% 6% 11,76%
3 6% 17,65% 6% 17,65%
Necrose
0 6% 6% 6% 0%
1 0% 70% 12 82%
Embolo linfatico
0 24% 23% 6% 23,00%
6% 47% 12% 59%
Atipia >20%
0 0% 0% 0% 0%
50% 50% 50% 50%
Ulcera
0 0% 0% 0% 0%
1 24% 76% 18% 82%
Desmoplasia
0 6% 18% 12% 18%
1 18% 58% 6% 64%
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Na analise de pigmentagao dos tumores metastaticos, os mesmos foram classificados
de acordo com os escores 0, 1, 2 e 3, e também foram avaliados quanto a expressao
de E-Caderina e N-Caderina, sendo categorizados em <50% e >50% das células
neoplasicas marcadas. Igual aos tumores nao metastaticos, observou-se um
predominio do escore 1, 7 casos, nos tumores com >50% das células neoplasicas
marcadas para E-Caderina. De maneira semelhante, tumores que expressaram >50%

de N-Caderina, houve um predominio do escore 1, 7 casos (Figura 19).
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Figura 19. Analise da pigmentacdo em tumores metastaticos em relagédo a expressao de E-Caderina e
N-Caderina. A) Anadlise de pigmentagdo em tumores que expressam E-Caderina. B) Andlise de

pigmentacdo em tumores que expressam N-Caderina.
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Na analise do tipo histolégico predominante, foi observado que tanto em tumores com
mais de 50% de marcagdo para E-Caderina quanto para N-Caderina, houve um
predominio significativo do tipo epitelioide (E-Caderina 8 casos; N-Caderina 8 casos)
(Figura 20).
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Figura 20. Analise do tipo histoldégico predominante em relacdo a expressao de E-Caderina e N-
Caderina em tumores. A) Analise do tipo histolégico em tumores que expressam E-Caderina. B) Analise

do tipo histolégico em tumores que expressam N-Caderina.

Na analise da presenca de émbolos neoplasicos, foi observada uma maior frequéncia
em tumores com mais de 50% de expressao para E-Caderina. Da mesma forma,
também foi notada uma maior frequéncia de émbolos em tumores com mais de 50%

de expresséo para N-Caderina (Figura 21).
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Figura 21. Analise da presenca de émbolo em relagdo a expressdo de E-Caderina e N-Caderina em
tumores. A) Andlise da presenca de émbolo em tumores que expressam E-Caderina. B) Analise da

presenca de émbolo em tumores que expressam N-Caderina.

Ao analisar a presenca de ulceragcdo, observou-se que ambos os marcadores
mostraram predominancia significativa em tumores com mais de 50% de expressao

para E-Caderina e N-Caderina (Figura 22).
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Figura 22. Analise da presenga de ulcera em relacao a expressao de E-Caderina e N-Caderina em
tumores. A) Analise da presenca de ulcera em tumores que expressam E-Caderina. B) Analise da

presencga de ulcera em tumores que expressam N-Caderina.

Ao analisar a presenca de necrose nas ceélulas neoplasicas, observou-se um
predominio significativo em tumores que expressam mais de 50% de E-Caderina e N-
Caderina (Figura 23).
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Figura 23. Analise da presenca de necrose em relacao a expressado de E-Caderina e N-Caderina em
tumores. A) Analise da presenga de necrose em tumores que expressam E-Caderina. B) Analise da

presenca de necrose em tumores que expressam N-Caderina.

Foi observada uma alta frequéncia de desmoplasia em tumores que expressam mais
de 50% de E-Caderina e N-Caderina (Figura 24).
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Figura 24. Analise da presenca de desmoplasia em relacdo a expressédo de E-Caderina e N-Caderina
em tumores. A) Analise da presenga de desmoplasia em tumores que expressam E-Caderina. B)

Analise da presenca de desmoplasia em tumores que expressam N-Caderina.

5.6.Sobrevida
Devido ao numero reduzido de casos, nao foi possivel a analise da sobrevida, quando
separado casos cutdneos ou orais. Assim, foram feitas analises de sobrevida
independente da localizagao tumoral, considerando somente o potencial metastatico

dos tumores.

Os resultados indicaram que os animais com tumores primarios nao metastaticos,
independente da localizagdo tumoral, apresentaram um tempo de sobrevida

significativamente maior. Os animais com melanomas metastaticos alcangaram uma
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mediana de sobrevida aos 3 meses, enquanto aqueles com melanomas nao

metastaticos atingiram a mediana aos 13 meses (p=0.0141) (Figura 25).
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Figura 25. Comparagdo do tempo de sobrevida em animais com melanomas metastaticos e nao

metastaticos.

Os resultados indicaram que animais com tumores que apresentaram o escore 1 para
pigmento apresentaram tempo de sobrevida menor, atingindo a mediada com 4
meses, do que aqueles que apresentaram pigmento com escore 2 e auséncia de

pigmentagao, mas sem significancia estatistica (p= 0.757) (Figura 26).
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Figura 26. Comparacao do tempo de sobrevida em animais com tumores pigmentados e amelandticos,

categorizados pelos escores de pigmentagao.

Em relac&o ao tipo histologico, observou-se que os animais com o tipo epitelioide ou
misto apresentaram um tempo de sobrevida menor,em relacdo aos animais com
tumores no padrao fusiforme ou balanoide, contudo sem significancia estatistica (p=
0.065) (Figura 27).
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Figura 27. Comparagado do tempo de sobrevida em animais com tumores classificados por tipo
histoldgico.

Ao analisar a presenca de émbolos neoplasicos, observou-se que os animais com a
presenca desses émbolos apresentaram um tempo de sobrevida significativamente
menor, em comparagdo aos animais com tumores sem identificagdo de émbolos

neoplasicos no tumor primario (p = 0,0128) (Figura 28).
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Figura 28. Comparagéo do tempo de sobrevida em animais com presenga de émbolos neoplasicos.

Observou-se que o tempo de sobrevida dos animais com desmoplasia foi menor em
comparagao aos animais que nao apresentaram essa caracteristica, atingindo a
mediana em 6 meses, sem diferenca estatistica entre os grupos (p= 0.5995) (Figura
29).
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Figura 29. Comparacgéo do tempo de sobrevida em animais com e sem desmoplasia.

Foi realizada uma analise de sobrevida dos tumores primarios comparando a

expressdo de E-Caderina e N-Caderina, os quais foram categorizados em <50% e

>50% de expressdo. A andlise da E-Caderina revelou um tempo de sobrevida mais

curto nos tumores que expressaram >50%, atingindo a mediana em 4 meses, em

comparacgao aos tumores com <50% de expressio, que nao alcangcaram a mediana

em 13 meses, mas sem significancia estatistica (p= 0.1026). Em contrapartida,

observou-se um tempo significativamente menor de sobrevida nos tumores que

expressaram >50% de N-Caderina, com mediana de 4 meses, em contraste com os

tumores <50% que nao alcangaram a mediana até o final do acompanhamento (p=

0.0410) (Figura 30).
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Figura 30. Comparagéo do tempo de sobrevida em tumores primarios baseada na expresséo de E-

Caderina e N-Caderina.

6. DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho apresentam informagdes relevantes dentro do contexto
clinico-diagndstico de melanomas caninos. Atualmente existem poucos trabalhos que
exploram a relagao da sobrevida dos animais acometidos com os principais aspectos
histopatolégicos do melanoma, tanto oral quanto cutaneo. Além disso, a analise de
marcadores moleculares envolvidos na TEM em melanomas ainda nao foi explorada

dentro do contexto de disseminagdo metastatica e analise de sobrevida quando
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avaliado melanomas caninos. Acreditamos que esses dados podem ser um passo
fundamental para a definicdo dos possiveis marcadores histologicos progndésticos
para esse tipo de doenca, além de auxiliar na compreensao do papel da TEM na

progressao dos melanomas na espécie canina.

A anadlise dos melanomas caninos revelou varias associacdes entre caracteristicas
histopatologicas, destacando diferengas importantes entre o0s melanomas
metastaticos e ndo metastaticos. Inicialmente, ao considerar a pigmentacdo dos
tumores, observou-se que a maioria dos melanomas metastaticos apresentou uma
pigmentagdo abaixo de 50%. No entanto, ndo foram observadas diferengas
significativas na frequéncia de pigmentagdo entre melanomas metastaticos e nao
metastaticos quando analisados separadamente por localizagdo. Esses resultados
corroboram os achados de Smendley e colaboradores, 2011, que apontam que a
analise da pigmentacgao, de forma isolada, ndo € um fator progndstico confiavel, sendo

necessaria sua associagdo com outros achados histopatoldgicos.

No que diz respeito ao tipo histolégico predominante, os melanomas orais, tanto
metastaticos quanto ndo metastaticos, apresentaram predominantemente o tipo
epitelidide. Por outro lado, nos melanomas cutaneos, os tumores n&do metastaticos
mostraram um predominio do tipo misto, enquanto os tumores metastaticos foram
mais frequentemente classificados como epitelidide. Esses achados sugerem que o
tipo histolégico pode influenciar a propensdo de um melanoma a metastatizar, com
caracteristicas epitelidide possivelmente associadas a um comportamento mais

agressivo e invasivo (Veloso et al., 2020).

A presenca de émbolos neoplasicos foi mais frequente em tumores metastaticos,
mesmo que sem significancia estatistica, independentemente da localizagéo. Isso
indica que a formagao de émbolos esta intimamente ligada a capacidade de um tumor
se disseminar além do seu local primario, refletindo um potencial invasivo aumentado
em melanomas metastaticos. A presenca de émbolos é um passo crucial na
disseminagao metastatica das células neoplasicas, uma vez que estas atingem vasos
sanguineos ou linfaticos migrando para sitios distantes, sendo a vascularizagao

tumoral um importante fator progndstico independente (Leiter et al., 2004).
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Finalmente, a desmoplasia foi observada com alta frequéncia em todos os melanomas
caninos analisados, independentemente de sua capacidade metastatica ou
localizagdo. Isso sugere que a desmoplasia pode ser uma caracteristica intrinseca aos

melanomas caninos, influenciando o microambiente tumoral (Han et al., 2012).

Os resultados deste estudo revelaram a importancia da expressao das caderinas na
progressao e metastase de melanomas caninos. A alta expressdo de E-caderina
(>50%) foi frequente tanto em tumores metastaticos quanto em nao metastaticos,
corroborando estudos anteriores em modelos animais (Silvestre et al., 2020). Em
contraste, a N-caderina apresentou maior expressao (>50%) em tumores primarios
metastaticos, sugerindo sua associagdo com a capacidade metastatica dos
melanomas, alinhando-se com a literatura sobre o papel da transicdo epitelial-

mesenquimal (TEM) na disseminacgao tumoral (Veloso et al., 2020).

A analise das correlagdes entre E-caderina e N-caderina revelou que, em tumores nao
metastaticos, ndo houve correlacdo significativa entre as expressbes dessas
proteinas. Entretanto, em tumores metastaticos primarios, observou-se uma
correlagdo positiva significativa, sugerindo uma interagcdo complexa entre esses
marcadores durante a metastatizacdo, possivelmente refletindo uma transicao
epitelial-mesenquimal parcial (Veloso et al., 2020; Pedri et al., 2021). Esta transicéo é
caracterizada pela manutengdo de algumas caracteristicas epiteliais, enquanto se
adquirem propriedades mesenquimais, facilitando a invasado e disseminagao tumoral
(Han et al., 2012; Lamouille, Xu, & Derynck, 2014).

Nos linfonodos metastaticos, a correlacido entre E-caderina e N-caderina nao foi
significativa, indicando uma diminuicdo na expressado de N-caderina. Isso pode estar
relacionado com a transicdo mesenquimal-epitelial, onde células neoplasicas
adquirem um fendtipo epitelial para se aderirem ao novo sitio metastatico como visto

por Christiansen e colaboradores, 2006.

A localizagdo do tumor mostrou-se um parametro relevante a ser considerado.
Tumores n&o metastaticos orais apresentaram uma correlagédo positiva significativa
entre E-caderina e N-caderina, sugerindo um aumento simultdneo dessas proteinas.
Em melanomas cutaneos néo metastaticos, a reducado de E-caderina correlacionou-

se com o aumento de N-caderina, um padrdo associado a TEM e a progressao
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tumoral. Estudos mostraram que melanomas cutaneos metastaticos, entretanto,
exibiram uma correlagao forte e significativa entre E-caderina e N-caderina (Blanco et
al., 2021).

A expressao de E-caderina e N-caderina variou significativamente dependendo do
sitio tumoral e do estado metastatico, refletindo a complexidade dos mecanismos de
regulagdo na progressdao do melanoma, indicando o processo de transigédo
mesenquimal-epitelial, onde ao chegar no sitio metastatico essas células neoplasicas
param de expressar N-Caderina, e voltam a ter o perfil epitelial de aderéncia através

da expresséo de E-Caderina (Christiansen et al., 2006).

A E-Caderina e a N-Caderina, sdo marcadores epiteliais e mesenquimais,
respectivamente, parecem influenciar a morfologia predominante dos tumores, com o
tipo epitelioide frequentemente associado a caracteristicas mais diferenciadas.
Semelhante ao tipo histolégico, tumores com mais de 50% de expressao de E-
caderina e N-caderina mostraram maior incidéncia de @mbolos neoplasicos, sugerindo
um comportamento mais invasivo e metastatico. Este achado indica o processo de
transicao epitelial-mesenquimal parcial, onde ocorre uma coexpressao de marcadores

epiteliais e mesenquimais por estas células neoplasicas (Christiansen et al., 2006).

A presenga de Ulceras foi predominante em tumores metastaticos com alta expresséo
de E-caderina e N-Caderina, indicando desorganizagao celular e comprometimento
da barreira epitelial. Enquanto nos tumores nao metastaticos foi observado uma
elevada expressao de E-Caderina associada ao aparecimento de ulcera, os tumores
com baixa expressao de N-Caderina tambem exibiram um predominio na presenca de
ulceragao. Ao contrario dos nossos resultados, foi visto que no melanoma humano,
cutaneo e de mucosa, ocorre uma baixa expressdo de E-caderina correlacionando

com a localizagao de ulceras (Venza et al., 2016).

Tumores com alta expressdo de E-caderina exibiram maior necrose, semelhante a
isto tumores com baixa expressido de N-caderina apresentaram tambem uma elevada
presenca de necrose. A alta frequéncia de desmoplasia em tumores com alta
expressao de E-caderina e N-caderina sugere um papel na remodelacdo do
microambiente tumoral. Estudos em cancer de pulm&o de células ndo pequenas em

humanos, observou uma reducido da expressao de E-caderina com o aumento de
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necrose, evidenciando que a expressao de E-caderina esta associada a prognostico

favoravel (Tsoukalas et al., 2017).

Enquanto os melanomas ndo metastaticos alcangcaram uma mediana de sobrevida
aos 13 meses, 0s melanomas metastaticos apresentaram uma mediana
significativamente reduzida de apenas 3 meses, isso corrobora com a literatura em
relacdo aos tumores metastaticos que apresentam um pior progndstico (Smedley et
al, 2011). Estudos indicam que a expressao elevada da N-Caderina esta associada a
progressao tumoral, conferindo as células neoplasicas um perfil mesenquimal e
facilitando suas capacidades migratérias, 0 que promove a migragao para locais
distantes (Derycke & Bracke, 2004; Cao et al., 2019; Pedri et al., 2021).

Além disso, a pigmentagdo dos tumores mostrou-se como um fator prognostico
relevante. Tumores classificados com escore 1 para pigmento exibiram um tempo de
sobrevida significativamente menor, atingindo a mediana em apenas 4 meses, em
comparagao com os tumores classificados com escore 2 ou auséncia de pigmentacgao.
Isso sugere que a presenga e a intensidade da pigmentagdo podem estar associadas
a diferentes caracteristicas dos melanomas caninos, influenciando diretamente o
curso da doenga, porém isoladamente ndo € um marcador prognéstico confiavel,

devendo ser associado a outros achados histopatolégicos (Smedley et al, 2011).

O tipo histolégico também demonstrou impacto no prognéstico dos animais
estudados. Especificamente, os melanomas do tipo epitelioide foram associados a um
tempo de sobrevida mais curto, alcangcando a mediana em 4 meses, comparado aos
tumores de padrdo fusiforme. Embora essa diferenca nao tenha alcancado
significancia estatistica, a tendéncia observada sugere que a morfologia histologica
pode refletir na agressividade e a progressdo dos melanomas caninos. Apesar disso,
poucos estudos sugerem que o tipo de célula predominante no tumor possa estar

relacionado ao comportamento de maneira isolada. (Smedley et al, 2011).

Na analise da presenca de émbolos neoplasicos, foi observada uma maior frequéncia
em tumores com mais de 50% de expressado para E-Caderina. Da mesma forma,
também foi notada uma maior frequéncia de émbolos em tumores com mais de 50%
de expressao para N-Caderina, permitindo um perfii mesenquimal as células

neoplasicas e consequentemente conferindo maior capacidade migratoria e invasao,
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favorecendo a formacao de émbolos e a disseminagcao metastatica como visto por

Smedley e colaboradores, 2011, em seu consenso.

A presenca de desmoplasia foi associada a um tempo de sobrevida significativamente
reduzido, indicando que a fibrose estromal pode criar um microambiente tumoral
favoravel a progresséao e a resisténcia terapéutica. Esse achado ressalta a importancia
de considerar ndo apenas as caracteristicas do tumor em si, mas também o contexto
microambiental no qual ele se desenvolve. Em tumores humanos, ja foi descrito
associacao da recidiva do tumor com a presenga de colageno no microambiente
tumoral (Chen et al., 2021).

Os resultados indicaram que tumores com uma expressao elevada de E-Caderina
(>50%) estdo associados a um tempo de sobrevida mais curto, embora sem
significancia estatistica, atingindo uma mediana de apenas 4 meses, em comparagao
com os tumores que expressaram <50% dessa proteina, que alcangaram uma
mediana de sobrevida mais longa, atingindo 13 meses. Essa observagao sugere que
a alta expressdao de E-Caderina pode estar correlacionada com uma maior
agressividade tumoral e uma progressdao mais rapida da doencga. Paralelamente, a
analise da expressao de N-Caderina também mostrou uma tendéncia similar, onde
uma elevada expressao (>50%) apresentou um tempo de sobrevida significativamente
mais curto (p=0.0410). Tumores com uma expressao elevada de N-Caderina (>50%)
apresentaram uma mediana de sobrevida de 4 meses, enquanto aqueles com uma
expressdo menor (<50%) n&o atingiram a mediana em 6 meses. Esses resultados
indicam uma possivel associacao entre a alta expressdo de N-Caderina e uma menor
sobrevida, além do processo de transi¢cao epitelial-mesenquimal parcial (Pedri et al.,
2021).

Pedri e colaboradores (2021) observaram um resultado semelhante, onde células
circulantes de melanoma apresentavam uma coexpressao de E-Caderina e N-
Caderina. Essas células neoplasicas migravam em pequenos clusters, indicando o
processo de transigao epitelial-mesenquimal parcial, caracterizado por um perfil
hibrido na expressdo das caderinas por essas células. Esse perfil hibrido é
caracterizado por um maior risco de sofrer metastase, e consequentemente tempo de
sobrevidas menores, quando comparado com as ceélulas que sofrem a transigao

epitelial-mesenquimal completa (Grosse-Wilde et al., 2015).
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7. CONCLUSAO

A presenca de metastases e de émbolos tumorais sdo fatores cruciais a serem
considerados na avaliagado prognostica de caes acometidos por melanomas. Este
estudo também ressalta a complexidade da expressao de E-caderina e N-caderina
em melanomas caninos, evidenciando variagdes significativas conforme o estado
metastatico e a localizagdo do tumor. A elevada expressdao de N-caderina em
melanomas metastaticos sugere sua associagdo com a capacidade de disseminagao
metastatica e pior sobrevida dos animais, enquanto a correlagao entre E-caderina e
N-caderina nesses tumores indica uma possivel ocorréncia de transigdo epitelial-
mesenquimal parcial. Esses achados reforcam a importancia de investigar esses
marcadores como potenciais ferramentas terapéuticas e prognosticas no manejo do
melanoma canino.
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Resumo

Os tumores melanociticos em caes representam cerca de 7% das neoplasias
malignas e tém um prognéstico ruim devido a alta taxa de metastase, afetando areas
como a cavidade oral e a pele. O diagnéstico precoce € mais viavel em melanomas
cutaneos, enquanto os orais costumam ser identificados tardiamente, com taxas de
metastase pulmonar de 17% a 51%. A invaséo tumoral esta relacionada a alteragdes
na adesao celular, especialmente através da Transi¢ao Epitelial-Mesenquimal (TEM),
que implica na perda de E-Caderina e no aumento de N-Caderina, conferindo

caracteristicas mesenquimatosas as ceélulas.

Este estudo analisou 32 melanomas caninos e seus linfonodos regionais para avaliar
a expressao das proteinas E-Caderina e N-Caderina, correlacionando-as com a
progressao tumoral e a sobrevida. Dos casos estudados, 53% eram metastaticos, com

maior expressdo de N-Caderina em melanomas metastaticos. Apesar da alta
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expressao de E-Caderina em ambos os grupos, observou-se uma correlagao positiva
entre E-Caderina e N-Caderina em tumores primarios metastaticos, mas ndo em suas
metastases. Tumores ndo metastaticos apresentaram um tempo de sobrevida

significativamente maior.

Os resultados indicam que a expressao de E-Caderina e N-Caderina varia conforme
a localizagao do tumor e o estado metastatico, ressaltando a necessidade de estudos
adicionais sobre a TEM e a busca por marcadores terapéuticos e prognosticos. A
localizagédo do tumor € um fator relevante, destacando a complexidade da progressao

do melanoma canino.

Palavras chaves: Melanona, cdo, transicao epitelial-mesenquimal, E-Caderina, N-

Caderina
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1. INTRODUGAO

Tumores melanociticos representam cerca de 7% de todas as neoplasias malignas
em caes (Colombo et al., 2022;). Aliado a isso, apresentam-se como um tipo de cancer
com pior prognostico devido sua alta incidéncia de metastase, acometendo a cavidade
oral, cutanea, regido sublingual e jungdes mucocutaneas (Gillard et al., 2014; Barreto
et al., 2017; Prouteau & André, 2019). A localizagao dos tumores pode oferecer uma
oportunidade para diagndstico precoce, como € o caso dos melanomas cutaneos, que
podem ser detectados em fases iniciais. Em contraste, melanomas orais em caes
frequentemente sdo diagnosticados tardiamente e, exibem uma prevaléncia de
metastases pulmonares variando de 17% a 51% (Prouteau & André, 2019). Aliado a
isso, é reconhecido que a maioria das mortes por cancer esta associada as
consequéncias da lesdo metastatica (Chiang & Massagué, 2008; Medeiros et al.,
2018).

Como em diversos tipos de canceres, a invaséo e propagag¢ao de melanomas estao
relacionadas a alteragbes na adeséo celular, contribuindo significativamente para a
invasao tumoral, interagdes tumor-estroma e sinalizagao das células tumorais (Miller
et al., 2006). Essa progressdo tumoral estd associada ao processo de transigcédo
epitelial-mesenquimal (TEM), que é um importante evento na disseminagdo de
neoplasias (Pedri et al., 2021).

A Transicdo Epitelial-Mesenquimal (TEM) se caracteriza pela transformagao do
fendtipo epitelial para um fendtipo mesenquimal, nas células neoplasicas. Este
processo € marcado pela alteracao no perfil de expressao das caderinas pelas células
neoplasicas. Consequentemente, essas células perdem a expressao de marcadores
epiteliais de adesdo, como a E-Caderina, enquanto ganham a expressao de
marcadores mesenquimais, como a N-Caderina (Medeiros et al., 2018). Isso resulta
no fendtipo de célula mesenquimal, conferindo a essas células uma maior capacidade
migratoria, elevada resisténcia a apoptose e produgdo de componentes da matriz
extracelular (MEC) (Veloso et al., 2020; Pedri et al., 2021).

Os melandcitos na camada basal da epiderme normalmente expressam E-Caderina,
regulando a interagdo com o0s queratinécitos e prevenindo a proliferagao
descontrolada. Entretanto, os melandcitos neoplasicos podem perder a expressao de

E-Caderina e adotar um perfil mesenquimal através da TEM. Este perfil mesenquimal
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adquirido pelas células neoplasicas, esta intimamente relacionado a invasao tumoral
e a formacdo de metastase, uma vez que estas células perdem a interagcdo com
queratindcitos além de favorecer a sua adesao a fibroblatos e proteinas da matriz
(MEC). (Cao et al., 2019; Silvestri et al., 2020). Por outro lado, a N-caderina, tambem
conhecida como proteina CDH2, € uma proteina transmembrana essencial no
desenvolvimento embrionario, especialmente em tecidos nervosos, cérebro, coragao
e outros 6rgaos. Em mamiferos adultos, sua expresséo € limitada a tecidos nervosos,
fibroblastos e células mesodérmicas. Apesar de ser normalmente expressa em niveis
baixos em outros tipos celulares normais, sua elevacgéao fora dos tecidos nervosos esta
ligada a progressao tumoral, conferindo as células neoplasicas caracteristicas

mesenquimais e facilitando a migragao para locais distantes (Cao et al., 2019).

Apesar de ser reconhecido o fendmeno da TEM em diferentes tumores caninos e
humanos, inclusive em melanomas, ainda € incerto a compreensdo do seu
comportamento durante a progressdo dos melanomas caninos e sua relagdo com o
progndstico dos animas acometidos. Desta forma, o presente trabalho busca avaliar
a expressao das proteinas envolvidas na TEM em melanomas primarios e seus
respectivos linfonodos metastaticos, com o objetivo de elucidar os mecanismos
presentes na progressao tumoral do melanoma canino e sua relagédo com o tempo de

sobrevida desses animais.
2. MATERIAIS E METODOS

21. Espécimes
Foram analisados 32 casos de melanomas caninos e seus respectivos linfonodos
regionais, obtidas a partir dos arquivos do Laboratério do Comportamento Celular
(LCC) no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), e de lesbes obtidas de caes submetidas a exérese cirurgica de diferentes
clinicas de Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo que foram encaminhadas ao
LCC para diagnostico histopatologico, entre 2015 e 2023.

2.2. Avaliacao Histopatologica

Amostras histologicas de melanomas caninos, fixadas em formol neutro e tamponado
a 10%, incluidas em parafina e coradas pela técnica de hematoxilina-eosina foram
analisados em microscopia Optica para caracterizagdo histopatoldgica. Foi

determinado o escore de pigmentagéo das lesdes (0: auséncia de células neoplasicas



79

pigmentadas a 2: células neoplasicas altamente pigmentadas), e avaliado a presenga
de émbolo, atipia, ulceragédo, desmoplasia, necrose, e atividade juncional (lentiginosa

ou pagetoide) (Smedley et al., 2011).
2.3. Imuno-Histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada pela técnica de reagdo em peroxidase com
identificacdo a partir de anticorpo secundario polimerizado (Novolink Polymer
Detection Sistem). A recuperagao antigénica ocorreu em calor umido pressurizado a
125°C (Pascal® Pressure Cooker) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0
(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) ou EDTA pH 9,0. Para bloqueio da peroxidase
endogena, as laminas foram incubadas por trés tempos de 5 minutos em solugéo de
H202 3% em alcool metilico. Para bloqueio das proteinas enddégenas as laminas foram
incubadas por 15 minutos em Protein Block Serum-Free Ready to Use (Novolink
Polymer Detection Sistem). Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo
o tempo de incubacdo do anticorpo primario de 16 horas e do cromoégeno 3'3-
diaminobenzidina (Liquid DAB+Substrate Chromogen system), de 3 minutos. Apds a
incubagao no DAB os cortes foram contracorados com Giemsa (1:20) por 30 minutos
e entdo rinsados em solugdo de acido cloridrico alcool absoluto e por fim acido
isopropilico. Com este tratamento apds a contracoloragédo o pigmento melanico
adquire tonalidade esverdeada, permitindo a visualizagdo amarronzada da reacao

cromogénica com DAB. (Silveira et al., 2019).

Na Tabela | estao listadas as caracteristicas do anticorpo e da reacao. Para controle
negativo foi omitida a etapa do anticorpo primario, com sua substituicdo pelo diluente
de anticorpo (Antibody Diluent with Background Reducing Components; Dako North
America; Via Real Carpinteria, CA, USA).

Tabela |. Anticorpos primarios, fabricantes e padronizagao utilizadas no estudo

imuno-histoquimico.

. Anticorpo
_ L Tempo de Recuperagao o
Fabricante Clone Diluigéo . o Secundari
Incubagao Antigénica
0

EDTA +
E-Caderina  Invitrogen 4A2C7 1:50 16h Novolink
Pascoal
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Citrato +
N-Caderina Dako 6G11 1:50 16h Novolink
Pascoal
Citrato +
Melan-A Dako A103 1:100 16h Novolink
Pascoal
Melanoma Santa Citrato +
PNL-2 1:100 16h Novolink
Antigen Cruz Pascoal

2.4. INTERPRETAGAO DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Todas as analises histolégicas foram realizadas em microscopia éptica convencional,
em objetiva de 400 (Olympus — BX41). Os anticorpos anti-Melan-A e anti-Melanoma
Antigen (PNL-2) foram utilizados para comprovar o diagnéstico de melanoma nas
amostras estudadas. Realizou-se a imuno-histoquimica para Melan-A em todos os
casos e para Melanoma Antigen em todos os casos amelandticos e para aqueles
melandticos que ndo apresentaram marcacéo para Melan-A. Foram considerados
positivos 0s casos que apresentaram marcacao citoplasmatica em mais de 10% das

células neoplasicas, para qualquer um dos marcadores (Smedley et al., 2011).

A marcagao de N-Caderina foi considerada independentemente da localizagao, além
da marcagdo membranar e nuclerat de E-caderina foram avaliadas nas células
neoplasicas e classificadas segundo o percentual de células neoplasicas marcadas: 0
(auséncia de marcagéo), 1 (<25%), 2 (25-50%), 3 (51-75%), 4 (>75%). Tumores com
escore 3 ou 4 foram considerados com alta expressao para as proteinas estudadas
(Veloso, et al., 2020).

2.5. SOBREVIDA

O tempo de sobrevida foi definido (em meses) como sendo o periodo entre a data da
exeérese cirurgica do tumor até a data de ébito do animal pela doenca (end points). Os
animais que vierem a oObito por razées desconhecidas ou causas nao relacionadas ao

tumor foram considerados censurados.
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2.6. ANALISE ESTATISTICA

As associacbes e correlacbes foram avaliadas pelo Teste de Qui-Quadrado e
Spearman respectivamente. As curvas de sobrevida foram derivadas da estimativa de
Kaplan-Meier. Foram consideradas como significativas as associagbes e
concordancias cuja probabilidade de significancia do teste foi <0.05. As analises foram
realizadas com auxilio do software de estatistica Graph Pad Prism v. 8.0.2 (GraphPad,
San Diego, CA, USA).

3. RESULTADOS
3.1. ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DOS MELANOMAS CANINOS
ORAIS E CUTANEOS.

Dos 32 casos analisados, 47% (15/32) sdao nao metastaticos e 53% (17/32)
metastaticos, destes casos, 59% (19/32) sdo orais, 41% (13/32) cutaneos as

caracteristicas histopatologicas das lesdes estdo apresentadas na Tabela Il.

Tabela Il. Caracteristicas histopatoldgicas dos casos usados no estudo.

n= 32 Tumor Priméario Metastatico = Tumor Primario Nao Metastatico
(n=17) (n=15)
Tipo Histologico
Epitelioide 53% 47%
Fusiforme 12% 13%
Misto 29% 40%
Balanoide 6% 0%
Escore Pigmento
0 12% 13%
1 47% 33%
2 18% 47%
3 24% 7%
Necrose
0 6% 27%
1 94% 73%

Embolo linfatico
0 29% 53%
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1 71% 47%
Atipia >20%
0 0% 0%
100% 100%
Ulcera
0 0% 20%
1 100% 80%
Desmoplasia
0 24% 20%
1 76% 80%

3.2. EXPRESSAO DE E-CADERINA EM MELANOMAS METASTATICOS
E NAO METASTATICOS.

Melanomas metastaticos e ndo metastaticos apresentaram frequentemente uma alta
expressao de E-caderina (escore 3 ou 4). Ou seja, a maioria dos tumores
apresentaram acima de 50% das células neoplasicas positivas para expressao dessa

proteina (Figura | e Figura Il).
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Figura |. Frequéncia de expressdo de E-Caderina nos Tumores Primarios Ndo Metastaticos e

Metastaticos, baseado no escore de expressao: 0 (auséncia de marcagéo), 1 (<25%), 2 (25-50%), 3
(51-75%), 4 (>75%).



83

E-Caderina
15—
Hl Tumor Primario Nao Metastatico
10- B3 Tumor Primario Metastatico
5_
0- T T
<50% >50%

Figura Il. Frequéncia de expressdo de E-Caderina nos Tumores Primarios Ndo Metastaticos e
Metastaticos, baseado no escore de expressao: escore 0, 1 ou 2, foram reclassificados como baixa
expressao (<50%), e os que apresentaram escore entre 3 ou 4 como alta expressao (>50%). (p=
0.6989).

3.3. EXPRESSAO DE N-CADERINA NOS TUMORES PRIMARIOS
METASTATICOS E NAO METASTATICOS.

Dentre os tumores primarios ndo metastaticos, foi observado uma maior frequéncia
de tumores com baixa expresséo de N-caderina (abaixo de 50% de expressdo em
células neoplasicas). De maneira contraria, os melanomas metastaticos apresentaram
alta expressdo de N-caderina na maioria dos casos, com expressao acima de 50%
das células neoplasicas (Figura Ill). Tumores primarios ndo metastaticos e
metastaticos apresentaram diferenga significativa em sua frequéncia de expresséao
acima de 50% das células para N-Caderina, 18.75% e 43.75% (p= 0.0269) (Figura V).
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Figura Ill. Frequéncia de expressdo de N-Caderina nos Tumores Primarios Nao Metastaticos e

Metastaticos, baseado no escore de expressao: 0 (auséncia de marcagao), 1 (<25%), 2 (25-50%), 3

(51-75%), 4 (>75%).
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Figura IV. Frequéncia de expressdo de E-Caderina nos Tumores Primarios Nao Metastaticos e

Metastaticos, baseado no escore de expressao: escore 0, 1 ou 2, foram reclassificados como baixa

expressao (<50%), e os que apresentaram escore entre 3 ou 4 como alta expresséo (>50%). (p=

0.0269).
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3.4. CORRELAGAO ENTRE AS EXPRESSOES DE E-CADERINA E N-
CADERINA EM MELANOMAS CANINOS E SEUS LINFONODOS
METASTATICOS.

Quando analisado os tumores primarios metastaticos, foi observada uma correlagéo
positiva entre a expressao de E-Caderina e N-Caderina (r= 0.539, p= 0.025). Tal
correlacdo ndo é observada quando analisada a expressao dessas mesmas proteinas
nas metastases linfonodais (r= 0.247, p= 0.339) ou em tumores ndo metastaticos (r=
0.037, p= 0.895).

Apesar de ser observada uma alta frequéncia de expressao das caderinas em tumores
metastaticos e nas metastases linfaticas, ndo foi observada nenhuma correlagao
dessas proteinas entre tumores primarios metastaticos e seus respectivos linfonodos

regionais metastaticos. (Figura VI).

Figura VI. Imuno-histoquimica de E-Caderina e N-Caderina nos tumores primarios e seus respectivos
linfonodos regionais metastaticos no aumento de 40X (Escala 50um). A) Forte marcagdo membranar
de E-Caderina no tumor primario. B) Moderada marcagdo membranar de E-Caderina no linfonodo
regional metastatico. C) Forte marcagao nuclear e citoplasmatica de N-Caderina no tumor primario. D)

Fraca marcagéo nuclear e citoplasmatica de N-Caderina no linfonodo regional metastatico.
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Quando os tumores nao metastaticos foram analisados de maneira independente, de
acordo com a localizagdo do tumor primario, foi observada uma correlagao
significativa entre as expressdes de E-Caderina e N-Caderina em tumores primarios
ndo metastaticos orais (r= 0.684, p= 0.042). em tumores orais metastaticos nao foi

observada esse tipo de correlagao.

De maneira inversa, em melanomas cutédneos ndo metastaticos, € observada uma
correlagao negativa entre esses marcadores, (r=-0.926, p= 0.008) demonstrando que,
a maior expressao de E-Caderina esta relacionado a uma menor expressao de N-
Caderina nesses tumores. Em melanomas cutaneos metastaticos essa correlagao se
inverte, sendo observada uma correlacao forte e estatisticamente significativa entre a
expresséo de E-Caderina e N-Caderina (r= 0.776, p= 0.040).

3.5. SOBREVIDA

Os resultados indicaram que os tumores primarios ndo metastaticos apresentaram um
tempo de sobrevida significativamente maior, animais com melanomas metastaticos
atingem a mediana aos 3 dias, diferente dos animais com melanomas nao

metastaticos, que atingem a mediana nos aos 13 dias (p=0.0141) (Figura VII).
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Figura VII. Analise de sobrevida em caes com melanoma nao metastaticos e metastaticos. Os animais
foram classificados em trés categorias: 0 para aqueles que permaneciam vivos, 1 para os que morreram

devido ao melanoma, e 2 para os censurados (morte por causas desconhecidas ou eutanasiados).
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Foi realizada uma analise de sobrevida dos tumores primarios comparando a
expressdo de E-Caderina e N-Caderina, os quais foram categorizados em <50% e
>50% de expressao. A analise da E-Caderina revelou um tempo de sobrevida mais
curto nos tumores que expressaram >50%, atingindo a mediana em 4 meses, em
comparacgao aos tumores com <50% de expressdo, que nao alcangaram a mediana
em 13 meses (p= 0.1026). Da mesma forma, observou-se um tempo
significativamente menor de sobrevida nos tumores que expressaram >50% de N-
Caderina, com mediana de 4 meses, em contraste com os tumores <50% que nao

alcangaram a mediana até o final do acompanhamento (p= 0.0410) (Figura VIII).
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Figura VIIl. Comparagao do tempo de sobrevida em tumores primarios baseada na expressao de E-

Caderina e N-Caderina.

4. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que a alta expressao de E-caderina (>50%) é
frequente tanto em tumores sem metastase quanto em tumores com metastase.
Esses achados corroboram estudos anteriores em modelos animais, como em caes,
onde a elevada expressao de E-caderina também é observada em animais com e sem
recidivas (Silvestre et al., 2020). Por outro lado, a N-caderina apresentou um
comportamento diferente, com uma maior expresséo (>50%) observada em tumores
primarios metastaticos em comparagdo com tumores primarios nao metastaticos.
Esse resultado sugere que a expressao aumentada de N-caderina esta associada a
capacidade metastatica dos melanomas primarios, alinhando-se com a literatura que
indica o papel da transi¢éo epitelial-mesenquimal (TEM) na disseminag&o tumoral em
varias neoplasias (Veloso et al., 2020; Pedri et al., 2021).

Além disso, a analise das correlagdes entre E-caderina e N-caderina revelou que, em
tumores ndo metastaticos, ndo houve uma correlagdo significativa entre as
expressdes dessas proteinas. Entretanto, em tumores primarios metastaticos,
observou-se uma correlagédo positiva significativa, indicando que nestes tumores, a
maior expressao de E-caderina esta associada a maior expressao de N-caderina. Este
achado pode sugerir uma interagcdo complexa entre esses marcadores durante o
processo de metastatizagao, podendo ser justificado por um ganho de N-caderina sem
perda da expressdao de E-caderina, o que conhecemos como transi¢cao epitelial-
mesenquimal parcial (Han et al., 2012; Lamouille, Xu, & Derynck, R., 2014).

De acordo com o exposto, a transicdo epitelial-mesenquimal parcial foi um
interessante achado neste trabalho, no qual o perfil epitelial € conservado e convertido
em uma ferramenta de malignidade e agressividade (Veloso et al., 2020; Vandyck et
al., 2021).

Quando analisamos os linfonodos metastaticos, ndo foi observada a mesma
correlacido entre E-caderina e N-caderina como nos tumores primarios metastaticos,
sendo vista uma diminuicdo, mesmo que n&o significativa, na expressdo de N-
caderina. Provavelmente este achado esta relacionado com o processo de transicao
mesenquimal-epitelial, caracterizado pela alteragao do fenétipo mesenquimal desta
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célula neoplasica para um fenétipo epitelial, permitindo assim sua aderéncia ao novo

sitio metastatico (Christiansen et al., 2006).

Ao analisar o tempo de sobrevida destes animais, os tumores ndo metastaticos
alcangaram uma mediana de sobrevida aos 13 meses, os melanomas metastaticos
apresentaram uma mediana significativamente reduzida de apenas 3 meses, isso
corrobora com a literatura em relagdo aos tumores metastaticos que apresentam um

pior prognostico (Smedley et al, 2011).

Quando comparado o tempo de sobrevida com a expressdo dos marcadores
envolvidos na TEM, os resultados indicaram que tumores com uma expressao elevada
de E-Caderina (>50%) estédo associados a um tempo de sobrevida mais curto, embora
sem significancia estatistica, atingindo uma mediana de apenas 4 meses, em
comparagao com os tumores que expressaram <50% dessa proteina, que alcangaram
uma mediana de sobrevida mais longa, atingindo 13 meses. Essa observagao sugere
que a alta expressdo de E-Caderina pode estar correlacionada com uma maior
agressividade tumoral e uma progressao mais rapida da doenga. Paralelamente, a
analise da expressao de N-Caderina também mostrou uma tendéncia similar, onde
uma elevada expressao (>50%) apresentou um tempo de sobrevida significativamente
mais curto (p=0.0410). Tumores com uma expressao elevada de N-Caderina (>50%)
apresentaram uma mediana de sobrevida de 4 meses, enquanto aqueles com uma
expressdo menor (<50%) n&o atingiram a mediana em 6 meses. Esses resultados
indicam uma possivel associagao entre a alta expressdo de N-Caderina e uma menor
sobrevida, além do processo de transi¢ao epitelial-mesenquimal parcial (Pedri et al.,
2021).

Pedri e colaboradores (2021) observaram um resultado semelhante, onde células
circulantes de melanoma apresentavam uma coexpressao de E-Caderina e N-
Caderina. Essas células neoplasicas migravam em pequenos clusters, indicando o
processo de transicdo epitelial-mesenquimal parcial, caracterizado por um perfil
hibrido na expressdo das caderinas por essas células. Esse perfil hibrido é
caracterizado por um maior risco de sofrer metastase, e consequentemente tempos
de sobrevida menores, quando comparado com as células que sofrem a transicao

epitelial-mesenquimal completa (Grosse-Wilde et al., 2015).
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Esses achados ressaltam a importancia do diagndstico precoce e tratamento dos
melanomas, podendo concluir que a presenca de metastase € um fator em animais
acometidos com melanomas caninos. Além disso, esse estudo destaca a
complexidade da expressao de E-caderina e N-caderina em melanomas caninos,
revelando variagdes significativas. A alta expressao de N-caderina em melanomas
metastaticos sugere sua associagdo com a capacidade metastatica, enquanto a
correlagdo entre E-caderina e N-caderina nos tumores metastaticos aponta para uma
possivel transicdo epitelial-mesenquimal parcial. Esses achados enfatizam a
importancia de explorar esses marcadores como potenciais alvos terapéuticos e

prognaosticos no tratamento do melanoma canino.
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