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RESUMO 

 

O melanoma é caracterizado pela proliferação anormal de melanócitos e constitui a neoplasia 

cutânea mais agressiva, tanto em cães quanto em humanos. Durante a progressão neoplásica 

dos melanomas observa-se a perda da interação com os queratinócitos do microambiente além 

de proliferação desordenada, características que em conjunto levam à invasão dos tecidos 

subjacentes. A reduzida interação observada entre melanócitos neoplásicos e queratinócitos 

deve-se a perda de expressão de E-caderina e ganho de N-caderina, que facilita a adesão a 

fibroblastos e células endoteliais, configurando a transição epitélio-mesênquima (TEM). 

Associado a isso, a proliferação desordenada está relacionada, dentre outros fatores, à 

superexpressão dos receptores de fator de crescimento epidérmico, especialmente o EGFR. 

Estes eventos são bem descritos em melanomas humanos e melanomas murinos experimentais, 

porém poucos trabalhos sobre melanomas caninos abordam este tema. Assim neste trabalho 

objetivamos identificar a expressão e relação entre moléculas relacionadas a transição epitélio-

mesênquima e receptores de fator de crescimento epidérmico com a progressão dos melanomas 

caninos orais e cutâneos. Nos casos estudados aproximadamente metade não apresentaram 

expressão de E-caderina enquanto que quase a totalidade apresentou expressão de N-caderina, 

que interessantemente foi observada também no citoplasma e núcleo das células neoplásicas. A 

expressão não-membranar de N-caderina foi associada com a presença do fator de transcrição 

ZEB1, enquanto que a N-caderina membranar associou-se com a expressão de ZEB2, já a 

associação entre o fator de transcrição Snail e a N-caderina parece ser alterada pela localização, 

oral ou cutânea, da lesão diferentemente do observado para os outros fatores estudados. O índice 

proliferativo das lesões cutâneas apresentou-se associado ao aumento da expressão 

citoplasmática de Her-4 e redução de EGFR e Her-3. Em lesões orais, a positividade de 

expressão membranar para Her-2 associou-se com a presença de êmbolos, entretanto não foi 

observada amplificação gênica do ERBB2. Assim nosso trabalho evidencia a ocorrência da 

TEM em melanomas caninos e ainda a translocação da proteína membranar N-caderina para 

citoplasma e núcleo, sendo este evento aparentemente regulado pelos fatores de transcrição 

ZEB e ainda a aparente participação de Her-4 no estimulo a proliferação e de EGFR e Her-3 no 

estimulo a diferenciação celular, além de relação entre Her-2 e a ocorrência de êmbolos 

neoplásicos.  
 

Palavras-Chave: Melanoma; Caderinas; EGFR, Transição Epitélio-Mesênquima; Cão 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Melanoma is characterized by abnormal proliferation of melanocytes and constitutes the most 

aggressive cutaneous neoplasm in both dogs and humans. During a neoplastic progression of 

melanomas, there is loss of interaction of the microenvironment keratinocytes besides 

disordered proliferation, characteristics that together lead to invasion of the underlying tissues. 

The reduced interaction observed between neoplastic melanocytes and keratinocytes is due to 

loss of E-cadherin expression and N-cadherin gain, which facilitates adhesion to fibroblasts and 

endothelial cells, forming the epithelial-mesenchymal transition (EMT). The disordered 

proliferation is associated, among other factors, with the overexpression of epidermal growth 

factor receptors, especially EGFR. These events are well described in human melanomas and 

experimental murine melanomas, but few studies on canine melanomas address this issue. Thus, 

in this work we aimed to identify the expression and relation between molecules related to 

epithelial-mesenchymal transition and epidermal growth factors receptors with the progression 

of canine, oral and cutaneous, melanoma. In the studied cases, approximately half of them did 

not present E-cadherin expression whereas almost all had N-cadherin expression, which was 

interestingly observed also in the cytoplasm and nucleus of the neoplastic cells. The non-

membrane expression of N-cadherin was associated with the presence of the transcription factor 

ZEB1, whereas the membrane N-cadherin was associated with the expression of ZEB2, since 

the association between the Snail transcription factor and N-cadherin appears to be altered by 

the oral or cutaneous location of the lesion differently from that observed for the other factors 

studied. The proliferative index of cutaneous lesions was associated with increased Her-4 

cytoplasmic expression and reduction of EGFR and Her-3. In the oral lesions Her-2 membrane 

expression was associated with the presence of emboli, however, no ERBB2 gene amplification 

was observed. Thus, our work evidences the occurrence of EMT in canine melanomas and also 

the translocation of the N-cadherin membrane protein to cytoplasm and nucleus, which is 

apparently regulated by the ZEB transcription factors and the apparent participation of Her-4 

in stimulating proliferation and of EGFR and Her-3 in stimulating cell differentiation, in 

addition to the relationship between Her-2 and the presence of neoplastic emboli.  

Key Words: Melanoma; Cadherins; EGFR, Epithelial-Mesenchymal Transition; Dog 
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1. INTRODUÇÃO 

A urbanização, industrialização e avanços científicos e tecnológicos vivenciados nas últimas 

décadas no cenário mundial e nacional propiciaram alterações no perfil demográfico 

populacional, com consequente aumento da expectativa de vida, o que em associação com o 

maior acesso aos serviços de saúde levou a redução de morbimortalidade por doenças 

infectocontagiosas, tornando as doenças crônico-degenerativas, em especial as neoplasias, um 

dos principais problemas de saúde pública atualmente (INCA, 2014; MARINI et al., 2008). Na 

medicina veterinária a ocorrência de neoplasias em cães também tem aumentado 

consideravelmente nos últimos anos, sendo as neoplasias consideradas por alguns autores a 

principal causa de morte atualmente na espécie (MULAS; REYMUNDO, 2000; SORENMO et 

al., 2009). 

No Brasil o câncer de pele, em humanos, é o mais frequentemente diagnosticado, 

correspondendo a 30% de todas as neoplasias malignas registradas, e o melanoma embora 

represente apenas 3% das neoplasias malignas da pele, constitui a principal causa de morte por 

câncer neste órgão (INCA, 2017). 

O melanoma é caracterizado pela proliferação anormal de melanócitos acometendo epiderme, 

folículos capilares, trato uveal dos olhos e cóclea (SCHATTON; FRANK, 2008), constitui a 

neoplasia cutânea mais agressiva tanto em humanos quanto em cães (GROSS et al., 2005; 

MILLER; MIHM, 2006) sendo que o melanoma em cães partilha características clinicas, 

histopatológicas e moleculares com a contraparte humana (SIMPSON et al., 2014). O estudo 

oncológico nos cães, como modelo pré-clínico para neoplasias humanas, por se tratar de um 

modelo espontâneo e em animais imunocompetentes, representa diversas vantagens 

(HERNANDEZ et al., 2018) como a heterogeneidade tumoral interindividual e intratumoral, 

padrão de metástases e recidiva, e resistência terapêutica e ainda o fato de cães e humanos 

compartilharem o mesmo habitat, o que os expõe as mesmas características que podem 

influenciar na progressão tumoral (NISHIYA et al., 2016; PAOLONI; KHANNA, 2008). 

Durante a progressão neoplásica dos melanomas observa-se perda da interação com os 

queratinócitos do microambiente além de proliferação desordenada, características que em 

conjunto levam à invasão aos tecidos subjacentes (ROBERT et al., 2006). Uma das possíveis 

explicações para a reduzida interação entre melanócitos neoplásicos e queratinócitos é a perda 

de expressão de E-caderina e ganho de N-caderina, que facilita a adesão a fibroblastos e células 

endoteliais, característica similar a observada na transição epitélio-mesênquima (TEM) (HAO 
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et al., 2012; KREIZENBECK et al., 2008), um fenômeno que também é observado durante a 

embriogênese quando os melanócitos migram da crista neural para a epiderme (TUCKER, 

2004). 

Estudos in vitro e in silico, com linhagens celulares de melanoma humano, demonstraram que 

os receptores de fator de crescimento epidérmico (EGFR, Her-2, Her-3 e Her-4), codificados 

pelos genes ERBB (RIESE; STERN, 1998), são alvos promissores para o tratamento dos 

melanomas (TWORKOSKI et al., 2011). Em humanos à amplificação dos genes ERBB ou 

polissomia do cromossomo 7, onde se localiza o gene do EGFR, é correlacionada com pior 

prognóstico dos pacientes com melanoma (BOONE et al., 2011; RÁKOSY et al., 2007). 

Sendo os melanomas, tanto em humano quanto em cães, uma das principais causas de morte 

por neoplasias tornam-se necessários trabalhos que avaliem tanto vias relacionadas ao estímulo 

a proliferação, como os receptores de fator de crescimento epidérmico, quanto aquelas 

relacionadas a invasão, como o propiciado pela TEM. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 - O Melanócito 

Durante a embriogênese as células da crista neural são capazes de se diferenciarem em diversas 

linhagens celulares, como neurônios periféricos, células endócrinas, ósseas, conjuntivas e 

melanoblastos (ANDERSON, 2000). Os melanoblastos, precursores dos melanócitos que se 

originam ainda na crista neural, migram pela via dorsolateral em direção a linha ventral média 

onde, em mamíferos, invadem a epiderme subjacente, proliferam-se e migram extensivamente 

por toda a epiderme e se diferenciam em melanócitos após estimulação pelos queratinócitos 

(STEEL; DAVIDSON; JACKSON, 1992; WILKIE; JORDAN; JACKSON, 2002). Mesmo nas 

fases adultas a homeostase dos melanócitos ainda é regulada pelos queratinócitos através da 

produção de fatores de crescimento e da adesão celular (HAASS; HERLYN, 2005). Além da 

epiderme os melanócitos podem ser encontrados ainda em folículos capilares, trato uveal dos 

olhos e cóclea (SCHATTON; FRANK, 2008). 

Os melanócitos, cuja principal função é a produção de melanina, são células com citoplasma 

globoso localizadas na camada basal da epiderme, com processos dendríticos que se projetam 

para a camada espinhosa. Cada melanócito, por meio dos dendritos, interage com 

aproximadamente 36 queratinócitos distribuídos entre as camadas espinhosa e basal, formando 



16 
 

 
 

a “unidade de melanina epidérmica” e estão distribuídos em uma razão de 1:5 com os 

queratinócitos da camada basal (JIMBOW et al., 1976). A interação queratinócitos-melanócito, 

que regula a proliferação dos melanócitos, é mediada principalmente pela adesão promovida 

pela E-caderina, glicoproteína expressa por ambas as células sob condições fisiológicas, já em 

condições neoplásicas tem-se a perda da interação entre estas células porque os melanócitos 

passam a expressar a N-caderina (HSU et al., 1996). 

Os melanossomos, organelas citoplasmáticas presentes no melanócito, são responsáveis pela 

síntese de melanina a partir da atividade da enzima tirosinase sobre a tirosina (SLOMINSKI et 

al., 2004). Com a produção de melanina os melanossomos se diferenciam em grânulos de 

melanina que migram pelos dendritos do melanócito e são liberados no citoplasma dos 

queratinócitos, onde protegem o núcleo da célula da ação da radiação ultravioleta (UV) 

(OSAWA, 2009). 

A proliferação dos melanócitos, após estabelecidos na epiderme, pode ser dividida em 4 fases: 

(1) dissociação, onde perdem a adesão aos queratinócitos adjacentes e membrana basal, além 

de reduzirem os dendritos; (2) divisão; (3) migração; (4) reassociação e extensão dos dendritos, 

onde se aderem novamente aos queratinócitos e membrana basal (HAASS; HERLYN, 2005). 

Apesar de ser regulada pelos queratinócitos principalmente pela produção de fatores 

mitogênicos, como o fator de crescimento de hepatócitos (HGF) e o fator estimulador de 

colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) (HIROBE, 2011) alguns autores já 

descreveram também a participação dos fatores de crescimento epidérmico (EGF) na 

proliferação dos melanócitos, bem como a expressão da família dos receptores de fator de 

crescimento epidérmico (EGFR) por estas células (GORDON-THOMSON; MASON; 

MOORE, 2001; MATTEI et al., 1994), onde o EGFR e Her-4 estão ligados também a migração 

dos melanócitos normais e neoplásicos (GORDON-THOMSON et al., 2005). 

Diferentes marcadores celulares são sugeridos para a identificação de melanócitos, 

principalmente em melanomas amelanóticos. O Melan-A (melanocyte antigen) também 

conhecido como MART-1 (melanoma antigen recognized by T-cells), é uma proteína expressa 

especificamente por células produtoras de melanina, incluindo os melanócitos normais e 

neoplásicos da pele e retina, que foi descrita em 1994 por dois grupos distintos (COULIE et al., 

1994; KAWAKAMI et al., 1994). Esta proteína é codificada pelo gene MLANA localizado no 

braço curto do cromossomo 9 (9p24.1), constituída por 118 aminoácidos, com um peso 

molecular de 22-24kDa e encontra-se distribuída nos melanossomos em seus diferentes estágios 
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de maturação, mas também em outras organelas e membrana plasmática do melanócito, sendo 

expressa em 90% dos melanomas primários e 80% dos metastáticos (DE MAZIERE et al., 

2002). Outro importante anticorpo para detecção de melanócitos, especialmente os neoplásicos, 

é o PNL-2 (melanoma marker). Este anticorpo foi inicialmente desenvolvido para a 

identificação do receptor de somatostatina SST2 humano, entretanto possui alta afinidade por 

melanócitos (ROCHAIX et al., 2003) e teve sua sensibilidade e especificidade para diagnóstico 

de melanoma demonstrada por diversos trabalhos (AUNG et al., 2012; BUSAM et al., 2005; 

MORRIS et al., 2008; ROCHAIX et al., 2003). 

 

2.2 - O Melanoma Humano 

A incidência de melanoma, neoplasia maligna caracterizada pela proliferação anormal de 

melanócitos, tem aumentado nas últimas décadas (MACKIE; HAUSCHILD; EGGERMONT, 

2009) e atualmente 132.000 novos pacientes são diagnosticados por ano no mundo (OMS, 

2017). Algumas possíveis razões para este aumento da incidência são as mudanças no estilo de 

vida, com maior exposição intermitente à radiação UV, e a depleção da camada de ozônio, 

resultando em maiores quantidades de radiação UV na atmosfera terrestre, especialmente ao 

considerarmos que as alterações no estilo de vida iniciaram-se na década de 1950 e o 

desenvolvimento do melanoma pela exposição solar pode levar de 20 a 40 anos (LEBOIT et 

al., 2006). 

O melanoma é considerado a neoplasia cutânea mais agressiva (MILLER; MIHM, 2006) e 

apesar da sua incidência aumentar com a idade, representa também uma importante neoplasia 

que acomete indivíduos jovens levando a considerável perda de anos potencias de vida 

(BURNET et al., 2005). A American Cancer Society’s estima que em 2018, nos Estados 

Unidos, serão diagnosticados 91.270 novos casos de melanoma e registradas 9.320 mortes em 

sua decorrência, sendo sua incidência 20 vezes maior em indivíduos brancos do que afro-

americanos, visto que a presença de melanina protege os melanócitos e queratinócitos da ação 

dos raios UV, e o risco de desenvolver melanoma de 2.5% para indivíduos brancos, 0.5% para 

hispânicos e 0.1% para negros (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). No Brasil foram 

registradas 1547 mortes por melanoma no ano de 2013 e estimados 6260 novos casos para o 

ano de 2018 (INCA, 2017).  
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Segundo Clark e colaboradores, 1984 a carcinogênese dos melanomas se inicia com uma lesão 

genérica caracterizada pela proliferação focal e limitada de células benignas, o nevo 

melanocítico comum adquirido, seguido de uma proliferação com padrão anormal de 

crescimento celular e citologia aberrante em algumas células, em meio a uma proliferação de 

células benignas, caracterizando a displasia melanocítica. Após adquirirem autonomia quanto 

a proliferação celular e apresentarem crescimento expansivo acometendo somente a epiderme 

e camadas superiores da derme tem-se o melanoma em fase de crescimento horizontal, e com 

o ganho de propriedades invasivas com acometimento das camadas inferiores da derme e 

hipoderme tem-se o melanoma em fase de crescimento vertical, seguido a este quadro quando 

as células neoplásicas apresentam características que permitem sua migração e invasão para 

outros sítios tem-se o melanoma metastático (CLARK et al., 1984). Alguns dos principais 

fatores de risco para o desenvolvimento de melanoma são pele e olhos claros, queimaduras 

solares/exposição excessiva a radiação solar, nevos melanocíticos e sardas, histórico familiar 

de melanoma e predisposição genética (INCA, 2016; LEBOIT et al., 2006). 

Os melanomas são caracterizados histologicamente pela formação de ninhos de melanócitos, 

na epiderme e/ou derme, sendo que os melanócitos variam de tamanho, forma e distribuição, 

podendo apresentar morfologia fusiforme ou epitelióide com citoplasma abundante e núcleos 

alongados ou ovalados e nucléolos evidentes e, em casos de crescimento vertical, 

comprometimento das camadas inferiores da derme e hipoderme. É observado ainda, 

especialmente nos casos com morfologia fusiforme, a presença de atividade desmoplásica, onde 

os melanócitos neoplásicos são separados por fibras colágenas ou estroma (GOLDSCHMIDT 

et al., 1998; KIBBI; KLUGER; CHOI, 2016). O melanoma pode acometer a pele, trato uveal 

dos olhos, mucosas e leptomeninges (SCHATTON; FRANK, 2008), sendo as lesões que 

acometem a pele da região plantar, palmas das mãos e próximas às unhas subclassificados como 

melanoma acral (SHAW; KOEA, 1988).  

A presença do pigmento melânico nas células neoplásicas, uma das principais características 

do melanoma, não é observada em 2-20% dos casos, caracterizando o melanoma amelanótico 

(MCCLAIN et al., 2012). Os melanomas amelanóticos apresentam no momento do diagnóstico 

um pior estadiamento (MOREAU; WEISSFELD; FERRIS, 2013), além de apresentarem menor 

sobrevida e um crescimento mais acelerado que os melanomas melanóticos (THOMAS et al., 

2014). 
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Os casos amelanóticos possuem um maior número de diagnósticos diferenciais possíveis 

tornando, por vezes, necessária a utilização de identificação imunohistoquímica (OHSIE et al., 

2008; THOMAS et al., 2014), que é realizada principalmente através da pesquisa da expressão 

de Melan-A e PNL-2 (AUNG et al., 2012; DE MAZIERE et al., 2002; MORRIS et al., 2008). 

Os dois principais parâmetros para avaliação do melanoma são os níveis de Clark e o índice de 

Breslow, sendo que ambos retratam a extensão dos melanomas. Os níveis de Clark são definidos 

de acordo com as camadas da pele acometidas pela lesão: nível I: crescimento intraepidérmico; 

nível II: invasão da derme papilar; nível III: comprometimento da junção derme papilar/derme 

reticular; nível IV: invasão da derme reticular; nível V: invasão do tecido subcutâneo (CLARK 

et al., 1969). Já o índice de Breslow é definido a partir da mensuração, em milímetros, da 

distância entre a camada granulosa da epiderme ou em caso de úlcera da célula mais superficial 

até a célula neoplásica mais profunda (BRESLOW, 1970). Atualmente o nível de Clark é 

adotado apenas em tumores com espessura <1mm (BALCH et al., 2001). 

Para o estadiamento dos melanomas segundo o sistema TNM, principal parâmetro 

clinicopatológico para avaliação prognóstica, o American Joint Committee on Cancer 

determina que segundo o tamanho da neoplasia (T) esta deve ser classificada em T1 se < 1mm; 

T2: se 1 a 2mm; T3: se 2 a 4mm e T4: se >4mm (GERSHENWALD et al., 2017). Neste 

parâmetro existem ainda subcategorias determinadas pela ausência (a) ou presença (b) de 

úlceras, sendo a presença de úlceras um marcador de pior prognóstico onde a sobrevida de um 

paciente com um tumor ulcerado é semelhante a sobrevida de um paciente com um tumor não 

ulcerado de um estadio acima (INʼT HOUT et al., 2012). A taxa de sobrevida por 5 e 10 anos 

de pacientes com tumores T1a sem metástases regionais é de 99% e 98% respectivamente, já 

de pacientes com tumores T4b sem metástases regionais é de 82% e 75% respectivamente 

(GERSHENWALD et al., 2017).  

As metástases regionais (N), aquelas que acometem os linfonodos que realizam a drenagem 

linfática da região acometida pela neoplasia, são classificadas quanto ao número de linfonodos 

acometidos (N1: 1 linfonodo; N2: 2-3 linfonodos; N3: 4 ou mais linfonodos), além de 

subclassificados em Nxa se estas metástases são clinicamente indetectáveis ou Nxb se 

clinicamente detectáveis, sendo as clinicamente detectáveis de pior prognóstico (BALCH et al., 

2010). 

As metástases a distância (M) são classificadas quanto a sua ausência (M0) ou presença (M1), 

sendo subclassificadas segundo a localização anatômica em M1a: pele, tecidos moles 
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(incluindo músculos) e linfonodos não-regionais; M1b: pulmão; M1c: outros órgãos, exceto 

sistema nervoso central; M1d: sistema nervoso central. A categoria M1d foi recentemente 

incluída na classificação por apresentar pior prognóstico que todos os outros sítios 

(GOLDBERG et al., 2016). 

A caracterização da atividade proliferativa dos tumores pode influenciar no prognóstico dos 

pacientes (SCULLY; FIELD; TANZAWA, 2000) sendo inclusive uma importante ferramenta 

no tratamento (KAUSCH et al., 2003). Neste contexto a estimativa do índice proliferativo de 

neoplasias é realizada através da identificação imuno-histoquímica de Ki67, uma proteína 

nuclear não-histona expressa em todas as fases do ciclo celular (G1-M) mas não nas células em 

repouso (G0) (BROWN; GATTER, 2002; GERDES et al., 1983). Em melanomas o índice 

proliferativo comumente é utilizado para diferenciação de melanocitomas (WANDLER et al., 

2016) porém também apresenta um papel prognóstico (KORABIOWSKA et al., 2000; MA et 

al., 2017; NIELSEN et al., 2013). 

Outro indicador de proliferação é o índice mitótico, que também reflete pior prognóstico, sendo 

a sobrevida por 5 anos de pacientes com tumores menores que 1mm, sem metástases regionais 

e com <1 mitose por mm2 de 99%, já em pacientes com tumores do mesmo estadio, porém com 

>11 mitoses por mm2 a taxa de sobrevida cai para 84% (MANDALÀ et al., 2016; THOMPSON 

et al., 2011). 

 

2.3 - O Melanoma Canino 

Os melanomas caninos por compartilharem características clinicas, histopatológicas e 

moleculares com a contraparte humana são propostos como modelos comparativos oncológicos 

pré-clínicos (SIMPSON et al., 2014), algumas interessantes características compartilhadas são 

a heterogeneidade tumoral, padrão de ocorrência de metástases e recidivas e exposição aos 

mesmos fatore ambientais (NISHIYA et al., 2016; PAOLONI; KHANNA, 2008), além disso 

os melanomas caninos são manifestações espontâneas em animais imunocompenentes, ao 

contrário dos modelos murinos onde é necessário a indução da formação neoplásica e por vezes 

a imunossupressão do animal (HERNANDEZ et al., 2018). Eles representam 7% das neoplasias 

cutâneas caninas (SILVA, 2013), e são considerados a neoplasia mais comum da cavidade oral 

e olhos (MALHO et al., 2013), sendo os melanomas orais clinicamente considerados mais 

agressivos e com pior prognóstico e mesmo com tratamento cirúrgico, quimioterápico e 
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radioterápico a sobrevida por mais de um ano corresponde a apenas 10% dos casos (GROSS et 

al., 2005). 

Similarmente ao observado em humanos, os melanomas caninos também possuem diferentes 

graus de pigmentação e para confirmação diagnóstica de melanomas amelanóticos se faz 

necessária a utilização de imuno-histoquímica para Melan-A e PNL-2 (GIUDICE et al., 2010; 

ROLIM et al., 2012; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). Apresentam também 

pouca resposta aos quimioterápicos convencionais (BROCKLEY; COOPER; BENNETT, 

2013), reduzida sobrevida quando diagnosticados tardiamente (GROSS et al., 2005), e elevado 

índice de metástases, especialmente para as lesões orais (BERGMAN, 2013). 

As raças de cães mais comumente afetadas são Scottish, Boston e Airedale Terries, Cocker 

Spaniel, Schnauzers, Doberman Pinchers, Irish Setters, Vzslas, Golden Retrivers e Chow 

Chows, porém a verdadeira incidência por raça ainda não é bem estabelecida (BERGMAN, 

2013). Na realidade brasileira o diagnóstico dessa neoplasia geralmente ocorre em animais 

adultos a idosos, machos, sem raça definida e de pelagem escura (TEIXEIRA et al., 2010).  

Os fatores envolvidos com a carcinogênese do melanoma em cães ainda são controversos 

(MODIANO; RITT; WOJCIESZYN, 1999), mas acredita-se que ela esteja envolvida com 

consanguinidade, traumas, exposição química, susceptibilidade genética (evidenciada pela 

maior incidência em determinadas raças) e fatores hormonais (SMITH; GOLDSCHMIDT; 

MCMANUS, 2002). Os melanomas caninos, assim como em humanos, apresentam-se como 

uma proliferação de melanócitos anaplásicos, pigmentados ou não, formando ninhos, com 

perda da relação núcleo/citoplasma, nucléolos evidentes e, por vezes, acometimento das 

camadas basais da epiderme. Em cães existem 3 classificações histopatológicas para os 

melanomas, a depender da morfologia e distribuição dos melanócitos neoplásicos: a) 

epitelióide: quando as células neoplásicas reproduzem o fenótipo das células epiteliais; b) 

fusiforme: quando as células neoplásicas têm morfologia fusiforme, semelhante a fibroblastos; 

e c) misto: quando os dois padrões celulares são observados (GOLDSCHMIDT et al., 1998). 

O estadiamento dos melanomas caninos difere de acordo com a localização da lesão, sendo os 

parâmetros para melanomas orais melhor padronizados na literatura pelas recomendações da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) a partir do sistema TNM. Segundo o tamanho (T) a 

lesão deve ser classificada em T1: se <2cm de diâmetro; T2: se entre 2 a 4cm de diâmetro e T3: 

se >4cm de diâmetro, neste parâmetro avalia-se ainda a ausência (a) ou presença (b) de invasão 

óssea. Quanto ao estado dos linfonodos regionais (N) a lesão é classificada em N0: sem 
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evidência de metástases; N1: linfonodos ipsilaterais acometidos por metástases; N2: linfonodos 

contralaterais acometidos por metástases e N3: linfonodos englobados pela massa tumoral 

primária, e quanto a metástases distantes a lesão é classificada em M0 se ausentes e M1 se 

presentes. A partir desta classificação os melanomas são classificados em 4 estadios: I, quando 

menores que 2cm, sem evidência de metástases (T1N0M0); II, quando entre 2 a 4cm sem 

evidência de metástases (T2N0M0); III, quando maior que 4cm sem evidência de metástases 

(T3N0M0) ou quando apresentarem metástases no linfonodo ipsilateral (T1,2,3N1M0) e IV, 

quando apresentarem metástases no linfonodo contralateral ou quando englobados pela massa 

primária (T1,2,3N2,3M0) ou ainda quando apresentaram metástases distantes 

(T1,2,3N1,2,3M1), sendo que quanto maior o estadio menor é a sobrevida observada, porém 

este sistema ainda não é amplamente utilizado e em alguns centros os estadios são feitos com 

algumas adaptações (BERGMAN, 2007; NISHIYA et al., 2016). 

2.3.1 - Marcadores Clinicopatológicos Prognósticos em Melanomas Caninos 

Um dos principais parâmetros para determinação prognóstica dos melanomas em cães é a 

localização neoplásica, sendo aqueles que acometem a cavidade oral ou lábios considerados de 

pior prognóstico (BERGMAN, 2007) e indicado por muitos na literatura que todas as lesões 

orais melanocíticas devem ser clinicamente consideradas malignas (RAMOS-VARA et al., 

2000; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). Em estudo conduzido por Spangler e 

colaboradores observou-se uma média de sobrevida consideravelmente menor para as lesões 

orais (147 dias) quando comparados com as lesões cutâneas (725 dias) (SPANGLER; KASS, 

2006). Dentre as lesões cutâneas aquelas que acometem os dígitos têm sido consideradas de 

pior prognóstico, com a sobrevida por 2 anos para as lesões de dígitos sendo de 56% enquanto 

que para as lesões cutâneas é de 83.8% (LAPRIE et al., 2001). 

A atipia nuclear, caracterizada pela presença de cromatina frouxa e nucléolos múltiplos e 

proeminentes, por vezes podendo apresentarem-se aglomerados dando ao núcleo aspecto de 

vacuolização, é outro importante marcador prognóstico, porém de difícil interpretação devido 

a subjetividade da avaliação (SPANGLER; KASS, 2006). Bergin e colaboradores elaboraram, 

para lesões orais e de lábios, um escore que leva em consideração o percentual de núcleos 

atípicos em 200 células neoplásicas onde índices superiores a 30% estavam associados a pior 

prognóstico (BERGIN et al., 2011), esta avaliação, entretanto, assim como qualquer outra 

forma de avaliação nuclear, é prejudicada nos melanomas fusiformes devido a morfologia 

nuclear comprimida. Em lesões cutâneas, avaliando-se de maneira subjetiva foi demonstrado 
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que índices superiores a 20% de núcleos neoplásicos atípicos representa pior prognóstico 

(LAPRIE et al., 2001). 

Por se tratar de uma neoplasia melanocítica é de conhecimento que aquelas que se apresentam 

padrão amelanótico representam neoplasias menos diferenciadas, entretanto, no aspecto dos 

melanomas, isto não representa necessariamente um pior prognóstico, visto que é descrito a 

associação entre tumores pigmentados e maior tempo de sobrevida, tanto para lesões orais 

(ESPLIN, 2008) quanto cutâneas (LAPRIE et al., 2001), porém não existe associação 

significativa entre a ausência de pigmentos e menor sobrevida (BERGIN et al., 2011). 

A presença de ulcerações também é discutida por alguns autores como um possível marcador 

prognóstico, porém para as lesões orais não foi observado associação entre a presença de úlceras 

e o tempo de sobrevida (HAHN et al., 1994; SCHULTHEISS, 2006), já para as lesões cutâneas 

existem trabalhos demonstrando tanto a associação entre a presença de úlceras e menor 

sobrevida (LAPRIE et al., 2001) quanto trabalhos que não observaram associação estatística 

entre estas características.  

A avaliação do índice mitótico também apresenta importante valor prognóstico. A principal 

forma de avaliação do índice mitótico utilizada consiste na quantificação do número de mitoses 

em 10 campos de maior aumento, com determinação do número médio de mitoses por campo 

(SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). Nas lesões orais >4 mitoses por campo 

relacionam-se a aumento do risco de morte com 1 ano de diagnóstico (BERGIN et al., 2011) e 

nas lesões cutâneas >3 mitoses por campo estão associadas a reduzida taxa de sobrevida por 2 

anos (BOSTOCK, 1979; LAPRIE et al., 2001). 

A atividade proliferativa do tumor, que pode ser determinado por meio da imuno-histoquímica 

para a proteína Ki67, também integra um dos principais marcadores prognósticos disponíveis 

atualmente para os melanomas caninos. O índice de Ki67 foi demonstrado como sendo 

significativamente maior nas lesões daqueles animais que não sobreviveram por mais de 1 ano 

em comparação aos que sobreviveram, estando ainda este índice associado a menor sobrevida, 

permitindo a determinação de um cut-off de 19,5%, onde lesões com índice de Ki67 maior que 

este valor representam pior prognóstico (BERGIN et al., 2011). Já para as lesões cutâneas 

estudos similares demonstraram que o cut-off ideal é de 15% e também possui associação com 

menor sobrevida (LAPRIE et al., 2001). 
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2.4 - A Transição Epitélio-Mesênquima 

As células epiteliais e mesenquimais são diferenciadas principalmente pela sua morfologia, mas 

apresentam também funções e proteomas diferentes. Os tecidos epiteliais são compostos em 

geral por uma única camada de célula disposta uniformemente e fortemente aderidas por 

diferentes complexos de adesão, como junções aderentes e junções comunicantes, 

desmossomas e zônulas oclusivas, mantendo-as como uma estrutura rígida e com a polarização 

das regiões basal e apical bem definida. As células mesenquimais não apresentam uma 

organização ou adesão celular tão definida e se dispõem de forma mais alongada que as células 

epiteliais (SHOOK; KELLER, 2003). Enquanto as células epiteliais se movimentam em blocos 

ou camadas, as células mesenquimais apresentam um potencial de migração mais dinâmico, 

podendo se movimentar de forma individual (LEE et al., 2006). 

A transição epitélio-mesênquima (TEM) é um fenômeno que ocorre principalmente no subfilo 

dos Vertebrata caracterizado por alterações genotípicas e fenotípicas que conferem as células 

epiteliais características de células mesenquimais, o que favorece a migração e promove maior 

resistência a apoptose (FORONI et al., 2012; SIGURDSSON et al., 2011; THIERY, 2002). Este 

conceito foi cunhando na embriologia, mas atualmente é utilizado também na oncologia no 

âmbito do estudo da progressão tumoral e formação de metástases (KALLURI; WEINBERG, 

2009).  

São descritos 3 tipos de TEM. A TEM tipo 1 se refere a transição durante a fase embrionária, 

onde, após adquirirem fenótipo mesenquimal as células participam dos processos embrionários 

que envolvem migração celular (implantação, formação do embrião, gastrulação e migração da 

crista neural), além de serem progenitoras de epitélios secundários em órgãos mesodérmicos e 

endodérmicos, onde sofrem a transição mesenquimal-epitelial para reconstituírem o fenótipo 

epitelial. A TEM tipo 2 é aquela envolvida com processos fibróticos e regeneração, onde 

estimuladas pela inflamação crônica as células epiteliais sofrem TEM para gerar células com 

características de fibroblastos. A TEM tipo 3 é a que acomete as células neoplásicas, em 

especial as da fronte tumoral, que com a alteração fenotípica sofrida conseguem, com maior 

facilidade, invadir tecidos adjacentes e migrar pela circulação sanguínea e linfática favorecendo 

a formação de metástases com a implantação das células neoplásicas em sítios distantes onde 

por vezes estas células sofrem a transição mesenquimal-epitelial para se aderirem novamente 

(ACLOQUE et al., 2009; WANG; ZHOU, 2011). 
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Alguns autores relatam ainda a ocorrência parcial da TEM em células neoplásicas, resultando 

em células com um fenótipo híbrido epitelial/mesenquimal, onde as células mantêm tanto 

características epiteliais quanto mesenquimais (CHRISTIANSEN; RAJASEKARAN, 2006; 

KLYMKOWSKY; SAVAGNER, 2009). As células com este perfil mantem a capacidade 

migratória das mesenquimais, porém, assim como as células epiteliais, migram em pequenos 

clusters (ARMSTRONG et al., 2011) o que representa, em comparação com as células que 

sofreram a “TEM completa”, um elevado risco de formação de metástases (GROSSE-WILDE 

et al., 2015).   

Um dos principais eventos que ocorrem durante a TEM é a alteração da adesão célula-célula e 

célula-matriz. Esta adesão, fisiologicamente, ocorre por meio da ligação intercelular entre o 

citoesqueleto das células ou entre o citoesqueleto e componentes da matriz extracelular e é 

mediada pelas moléculas de adesão celular (CAMs), que são glicoproteínas transmembranares 

com um domínio intracelular, um transmembranar e outro extracelular dependentes de cálcio, 

como as caderinas, integrinas, selectinas, mucinas e superfamília de imunoglobulinas (GUAN, 

2015; LODISH et al., 2000). 

Durante a TEM do tipo 3 a principal alteração observada é denominada “cadherin switch” que 

é caracterizada pela mudança no perfil de caderinas expressas pela célula neoplásica, que perde 

a expressão de marcadores epiteliais de adesão, como a E-caderina, e ganha a expressão de 

marcadores mesenquimais de adesão, como a N-caderina (HAO et al., 2012). 

A superfamília das caderinas é composta, além das caderinas clássicas, por protocaderinas, 

desmogleínas e desmocolinas (ANGST; MARCOZZI; MAGEE, 2001; HULPIAU; VAN ROY, 

2009). Nos anos 2000 existiam mais de 100 membros da superfamília identificados e 

sequenciados (TEPASS et al., 2000) sendo atualmente encontradas no GeneBank do NCBI mais 

de 1100 anotações de genes e suas variantes de proteínas deste grupo. Os membros desta 

superfamília são, em sua maioria, moléculas de adesão celular cálcio-dependentes, que 

promovem a adesão celular a partir da interação homofílica com as proteínas de células 

adjacentes (ALIZADEH; SHIRI; FARSINEJAD, 2014; FOTY; STEINBERG, 2004).  Existem 

mais de 20 caderinas clássicas descritas sendo as principais e mais estudadas a E-caderina, 

expressa em células epiteliais, e a N-caderina, expressa em células mesenquimais (ALIZADEH; 

SHIRI; FARSINEJAD, 2014; LI; FENG, 2011). 

A E-caderina, também designada como CAM120/80, caderina epitelial, ou CD324 é codificada 

pelo gene CDH1 que em cães se localiza no cromossomo 5 e apresenta 16 éxons e em humanos 
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no braço longo do cromossomo 16 (16q22.1) e possui 18 éxons, existindo ortologia entre o gene 

nestas 2 espécies.  Em humanos a proteína é composta por 647 aminoácidos, possui peso 

molecular de 106kDa e apresenta 5 regiões (EC1-EC5) que funcionam como sítio de ligação 

para íons de Ca2+ e proteínas do citoesqueleto (PRIEST; SHAFRAZ; SIVASANKAR, 2017). 

A redução da expressão de E-caderina é  associada a várias doenças cutâneas e comportamento 

invasivo e metastático de tumores epiteliais, já que a perda da expressão desta molécula permite 

a invasão estromal (FURUKAWA et al., 1997). A redução ou ausência de expressão deste 

marcador pode ser considerado um marcador de malignidade para diversas neoplasias (BERX; 

ROY, 2001).  

A N-caderina, também conhecida como caderina do tipo 2, caderina neural ou CD325 é 

codificada pelo gene CDH2, localizado em cães no cromossomo 7 com 16 éxons e em humanos 

no braço longo do cromossomo 18 (18q12.1) com 19 éxons e também existe ortologia entre o 

gene de cães e humanos. Em humanos possui peso molecular de 99,7kDa e é composta por 906 

aminoácidos e assim como a E-caderina também apresenta 5 regiões que funcionam como sítio 

de ligação para íons de Ca2+ e proteínas do citoesqueleto (SHAPIRO et al., 1995). Em 

neoplasias o ganho de expressão de N-caderina está associado a maior adesão a fibroblastos e 

células endoteliais e promove também a ativação da via anti-apoptótica Akt/PKB e inativação 

da via pró-apoptótica associada a BCL-2 (LI; SATYAMOORTHY; HERLYN, 2001). 

Os melanócitos são células que se originam na crista neural e durante a embriogênese migram 

para a epiderme. Para que esta migração ocorra é necessário que os melanócitos sofram a TEM 

do tipo 1 (TUCKER, 2004). Os melanócitos no seu estado fisiológico possuem expressão de E-

caderina e não apresentam N-caderina (FANG; HERLYN, 2006) e este perfil determina a 

localização do melanócito na epiderme além de promover a interação entre queratinócitos e 

melanócitos, o que permite a regulação da homeostase dos melanócitos (NISHIMURA et al., 

1999). Os melanócitos neoplásicos apresentam reduzida interação com os queratinócitos devido 

à perda de expressão de E-caderina, o que permite uma proliferação desordenada e invasão 

(HAASS; HERLYN, 2005; ROBERT et al., 2006).  

A redução da expressão de E-caderina e o ganho de N-caderina foram associados em estudo in 

vitro com linhagens celulares de melanoma à invasão celular e promoção de metástases (HSU 

et al., 2000; LI; SATYAMOORTHY; HERLYN, 2001), sendo em melanomas cutâneos 

humanos estes eventos considerados marcadores de pior prognóstico (ALONSO et al., 2007; 

KREIZENBECK et al., 2008; KRENGEL et al., 2004; TUCCI et al., 2007). 
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Em melanomas caninos poucos trabalhos abordam a TEM, sendo descrita uma reduzida 

expressão de E-caderina em melanomas orais em relação a mucosa normal (PISAMAI et al., 

2017) e a expressão de E-caderina mantida em apenas 27% dos casos de melanoma cutâneo e 

17% dos orais (HAN et al., 2012). 

A regulação da expressão de moléculas relacionadas a TEM, em humanos, ocorre 

principalmente pelos fatores de transcrição das famílias Zinc-Finger E-box Binding (ZEB1 e 

ZEB2), Snail (Snail, Slug, Smuc) e Basic Helix-Loop-Helix (Twist1 e Twist2), que atuam 

promovendo a expressão de genes relacionados ao perfil mesenquimal e inibindo aqueles 

ligados ao perfil epitelial (DENECKER et al., 2014; PEINADO; OLMEDA; CANO, 2007), 

sendo que em modelos murinos a expressão de ZEB1 está associada ao estímulo à TEM e 

progressão neoplásica (DOU et al., 2014). Diversos são os estímulos relacionados a ocorrência 

da TEM, dentre eles a sinalização por EGF (epidermal growth factor), sendo a superexpressão 

do seu receptor (EGFR) associada a ativação de vias moleculares que culminam com a ativação 

dos fatores de transcrição ZEB1 e ZEB2 (THOMAS et al., 2012). 

 

2.5 - Receptores de Fator de Crescimento Epidérmico 

Os receptores de fator de crescimento epidérmico, codificados pelos genes EGFR, ERBB2, 

ERBB3 e ERBB4, são proteínas transmembranares compostas por um domínio extracelular, um 

transmembranar e outro intracelular/citoplasmático com atividade cinásica (FRY et al., 2009) 

que participam da regulação da morfogênese, proliferação, migração e adesão celular 

(YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001). Com a ligação do EGF ao domínio extracelular tem-se 

alterações conformacionais que levam a formação de homodímeros ou heterodímeros entre os 

receptores e consequente ativação da atividade cinásica da porção citoplasmática dos 

receptores, promovendo vias de sinalização intracelulares que levam a proliferação e 

diferenciação celular (MARMOR; SKARIA; YARDEN, 2004). Após estas reações os 

receptores são internalizados por endocitose a fim de evitar estimulação continuada e podem 

ser reciclados e retornarem a membrana citoplasmática ou serem degradados nos lisossomos 

(SEAMAN; BURD; EMR, 1996; WILEY, 2003). Atualmente são descritos 4 receptores: Her-

1/EGFR, Her-2/ERBB2, Her-3/ERBB3 e Her-4/ERBB4 que podem ser expressos tanto em 

células de origem mesodérmica quanto ectodérmica (YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001).  
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A relação entre estes receptores e o câncer foi estabelecida quando se verificou que o gene v-

erbB (homólogo do EGFR) codifica um receptor sem o domínio externo responsável pela 

ligação com o agonista, assim sua ação cinásica permanece constantemente ativada levando a 

desregulação do ciclo celular e gerando a eritroleucemia aviária (DOWNWARD et al., 1984). 

Assim os genes ERBB foram considerados então proto-oncogenes, que podem levar ao 

desenvolvimento de células neoplásicas por superexpressão ou amplificação gênica, sendo sua 

ativação em células neoplásicas responsável pelo estímulo a proliferação celular, invasão, 

neovascularização e metastatização, além de inibição da apoptose (CIARDIELLO; TORTORA, 

2008). 

O receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR), codificado pelo gene EGFR que está 

localizado no braço curto do cromossomo 7 (7p11.2) e é composto por 30 éxons, apresenta peso 

molecular de 170kDa e é formado por 1.186 aminoácidos (SRIVASTAVA et al., 2001) e possui 

grande importância no controle da proliferação celular e adesão (CARPENTER; COHEN, 

1979; DOWNWARD et al., 1984). Em células normais a expressão de EGFR varia de 40.000 

a 100.00 receptores por célula (CARPENTER; COHEN, 1979) e é abundante na maioria dos 

tumores sólidos, podendo chegar a mais de 2 milhões de cópias por célula neoplásica 

(HERBST; LANGER, 2002). A superexpressão deste receptor leva a intensa ativação de vias 

de sinalização promovendo exacerbado crescimento celular e características de malignidade, 

como invasão (ETHIER, 2002). 

O gene ERBB2, localizado no braço longo do cromossomo 17 (17q12), codifica o receptor de 

fator de crescimento epidérmico do tipo 2 ou Her-2 (SCHECHTER et al., 1984), que também 

participa da regulação da proliferação celular (MÉNARD et al., 2000). Em células normais 

existem cerca de 50.000 cópias da proteína expressas na membrana, já em células neoplásicas 

mamárias com amplificação ou superexpressão deste gene pode-se encontrar até 1 milhão de 

cópias, o que levou ao desenvolvimento de um anticorpo monoclonal anti-Her-2, o 

transtuzumab (SLAMON et al., 1987), que levou a redução drástica dos índices de mortalidade 

e recidiva (PICCART-GEBHART et al., 2005). 

O receptor de fator de crescimento epidérmico do tipo 3 ou Her-3, é codificado pelo gene 

ERBB3 localizado no cromossomo 12q13.2, e é o único receptor da família considerado uma 

pseudocinase inativa, devido a alteração de aminoácidos no sitio responsável por desprotonação 

do substrato (PLOWMAN et al., 1990). Entretanto alguns trabalhos demonstram que este 

receptor quando agrupado na membrana é capaz de realizar auto-fosforilação, porém em um 
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nível 1000 vezes mais fraca que a realizada pelo EGFR (SHI et al., 2010) ou ainda formar 

complexos com o Her-2, garantindo alta afinidade ao ligante (SLIWKOWSKI et al., 1994). Ele 

também está envolvido com a progressão neoplásica de diversos tumores devido à sua relação 

com os estímulos para proliferação celular (MUJOO et al., 2014). 

O receptor de fator de crescimento epidérmico do tipo 4 ou Her-4, é codificado pelo gene 

ERBB4 localizado no cromossomo 2q34, possui 180kDa e apresenta domínio citoplasmático 

com semelhança de 79% e 77% com o domínio apresentado por EGFR e Her-2 respectivamente 

(PLOWMAN et al., 1993), e também já foi relacionado a proliferação e progressão neoplásica 

(NIELSEN et al., 2014). 

Estudos experimentais in vivo e in vitro demonstraram que o cetuximab, um anticorpo 

monoclonal contra o domínio externo do EGFR, promove a supressão da formação de metástase 

de melanoma humano em camundongos imunodeficientes (NARAMURA et al., 1993) e 

redução da capacidade de invasão de uma linhagem imortalizada de células de melanoma 

(BOONE et al., 2011).  

A superexpressão de EGFR, Her-3 e Her-4 é descrita em melanomas humanos e correlacionada 

a pior prognóstico (BOONE et al., 2011; PRICKETT et al., 2009; RESCHKE et al., 2008), já a 

amplificação e superexpressão de Her-2 geralmente não é encontrada em melanomas 

(KLUGER et al., 2004). 

O aumento da expressão de EGFR em melanomas tem sido associado com a progressão da 

doença, reduzida sobrevida, maior tamanho tumoral, além de ser mais evidente nas metástases 

(BASTIAN et al., 1998; BOONE et al., 2011; RÁKOSY et al., 2007; UDART et al., 2001). 

Trabalhos sobre o papel destes receptores no melanoma em cães não foram encontrados na 

literatura. 

 

2.6 - Relação entre receptores de fator de crescimento epidérmico e a transição epitélio-

mesênquima  

Existem diversos mecanismos moleculares relacionados ao estímulo para a TEM, dentre eles a 

sinalização por TGF-β (HAN et al., 2005), IGF-1R (KIM et al., 2007) e também por EGF, que 

pode em carcinomas mamários estimular as células neoplásicas a adquirirem um fenótipo 

mesenquimal além de promover redução da expressão de E-caderina e aumento da expressão 
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de vimentina e Twist (LO et al., 2007), sendo efeitos similares descritos também no carcinoma 

de células escamosas de cabeça e pescoço (HOLZ et al., 2011). 

A superexpressão do EGFR leva a ativação da via ERK1/2, via esta que induz a expressão dos 

fatores de transcrição ZEB1 e ZEB2, o que leva a inibição da expressão de E-caderina e pode 

desencadear a TEM (THOMAS et al., 2012). 

Outros autores descreveram a colocalização do EGFR e da E-caderina em junções aderentes 

(CHEN et al., 2002), entretanto nestas situações o domínio extracelular da E-caderina parece 

impedir a ligação do EGF ao EGFR (QIAN et al., 2004) e o domínio citoplasmático suprime a 

via de sinalização desencadeada após a dimerização do receptor e consequente 

desencadeamento da atividade cinásica da porção citoplasmática do EGFR (PERRAIS et al., 

2007), o que demonstra o potencial inibitório da E-caderina sobre os receptores de fator de 

crescimento epidérmico.   

 

3. JUSTIFICATIVA 

Em virtude da relevância de estudos para compreender o comportamento dos melanomas, que 

tanto em humanos e em cães é uma importante causa de morte por neoplasias,  assim como o 

potencial uso dos melanomas caninos como modelos em oncologia comparada com humanos, 

o presente trabalho se justifica, pois os cães podem servir como modelo de estudo em 

oncogênese e oncologia comparada, auxiliando a uma melhor compreensão da biologia dos 

melanomas, direcionando o estabelecimento de fatores prognósticos relacionados a invasão 

tumoral, através da TEM. A escolha da expressão de EGFRs justifica-se por trabalhos com 

melanoma humano indicar sua relação com a TEM, assim como sua relação com características 

de invasão e progressão neoplásica no melanoma humano. 

 

4. HIPÓTESE  

Nos melanomas caninos tem-se a superexpressão dos receptores de fator de crescimento 

epidérmico (EGFRs), favorecendo o crescimento tumoral e a ocorrência da TEM, estimulando 

a invasão e aumento do potencial metastático tumoral. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 - Objetivo Geral 

Verificar a expressão e relação entre moléculas relacionadas a transição epitélio-mesênquima e 

receptores de fator de crescimento epidérmico com em melanomas caninos orais e cutâneos.  

5.2 - Objetivos Específicos  

- Determinar a expressão imuno-histoquímica de EGFR, Her-2, Her-3, Her-4, E-caderina, N-

caderina, dos fatores de transcrição Snail, ZEB1 e ZEB2 e de Ki-67 em melanomas caninos 

cutâneos e de cavidade oral. 

- Correlacionar a expressão imuno-histoquímica de E-caderina, N-caderina, dos fatores de 

transcrição Snail, ZEB1 e ZEB2 com características histopatológicas dos melanomas caninos 

cutâneos e de cavidade oral. 

- Correlacionar a expressão imuno-histoquímica de EGFR, Her-2, Her-3 e Her-4 com 

características histopatológicas dos melanomas caninos cutâneos e de cavidade oral. 

- Verificar a presença de amplificações do gene ERBB2 e sua relação com características 

histopatológicas dos melanomas caninos cutâneos e de cavidade oral.  

 

6. MATERIAIS E MÉTODOS  

6.1 - Aspectos Éticos  

Este trabalho foi realizado de acordo com os princípios éticos para uso de animais em 

experimentação e após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CETEA/CEUA) 

da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 008/2016).  

 

6.2 - Espécimes  

Foram analisados 58 casos de melanoma obtidos de cães de diversas raças submetidos a exérese 

cirúrgica no Hospital Veterinário da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG) e no 

Departamento de Medicina Veterinária da Universidade Federal de Lavras (UFLA) cuja 

amostras foram enviadas ao Laboratório de Patologia Comparada do Instituto de Ciências 
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Biológicas da UFMG para diagnóstico histopatológico. Foram utilizadas amostras recebidas 

entre os anos de 2005 e 2016. 

 

6.3 - Avaliação Histopatológica  

Amostras histológicas de melanomas caninos, fixadas em formol neutro e tamponado a 10%, 

incluídas em parafina e coradas pela técnica de hematoxilina-eosina foram analisados em 

microscopia ótica para classificação segundo os parâmetros da OMS (GOLDSCHMIDT et al., 

1998). Na avaliação histopatológica foi determinado o escore de pigmentação das lesões (0: 

ausência de células neoplásicas pigmentadas; 1: 1-25% de células neoplásicas pigmentadas; 2: 

26-50% de células neoplásicas pigmentadas e 3: >51% de células neoplásicas pigmentadas), e 

avaliado o índice mitótico, a presença de êmbolos, ulceração, desmoplasia e atividade juncional 

(lentiginosa ou pagetoide).  

 

6.4 - Imuno-histoquímica 

A imuno-histoquímica foi realizada pela técnica de reação em peroxidase com identificação a 

partir de anticorpo secundário polimerizado (AdvanceTM HRP; Dako North America; Via Real 

Carpinteria, CA, USA ou Novolink Polymer Detection Sistem; Leica Biosistems, Newcastle 

upon Tyne, UK ou Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI), Nicherei Fresh Inc., Chun, 

Tokyo, Japan). A recuperação antigênica ocorreu em calor úmido (banho-maria a 98ºC) ou 

calor úmido pressurizado a 125ºC (Pascal® Pressure Cooker; Dako Cytomation, Glostrup, 

Denmark) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako Cytomation, Glostrup, 

Denmark) ou EDTA ph 9,0. Outro método de recuperação antigênica utilizado foi a recuperação 

enzimática com pepsina a 37°C por 30 minutos. Para bloqueio da peroxidase endógena as 

lâminas foram incubadas por dois tempos de 10 minutos em solução de H2O2 3% em álcool 

metílico. Para bloqueio das proteínas endógenas as lâminas foram incubadas por 20 minutos 

em Protein Block Serum-Free Ready to Use (Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, 

USA). Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubação do 

anticorpo primário de 30 minutos (anti-Her-3), 1 hora (anti-ZEB1 e anti-ZEB2) ou 16 horas 

(anti-E-caderina, anti-N-caderina, anti-EGFR, anti-Her-2, anti-Her-4 anti-Ki67, anti-MelanA e 

anti-Melanom Antigen) e do cromógeno 3’3-diaminobenzidina (Liquid DAB+Substrate 

Chromogen system; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, USA), de 1 minuto. Após 
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a incubação no DAB os cortes foram contracorados com Giemsa (1:5) por 30 minutos e então 

rinsados em solução de ácido clorídrico (1:100), álcool absoluto e por fim ácido isopropílico. 

Com este tratamento após a contracoloração o pigmento melânico adquire tonalidade 

esverdeada, permitindo a visualização amarronzada da reação cromogênica com DAB. Na 

Tabela 1 estão listadas as características do anticorpo e da reação. Para controle negativo foi 

omitida a etapa do anticorpo primário, com sua substituição pelo diluente de anticorpo 

(Antibody Diluent with Background Reducing Components; Dako North America; Via Real 

Carpinteria, CA, USA). 

Tabela 1. Anticorpos primários, fabricantes e padronização utilizadas no estudo imuno-

histoquímico.  

 

 
Fabricante Clone Diluição 

Tempo de 

Incubação 

Recuperação 

antigênica 

Anticorpo 

secundário 

E-caderina Invitrogen 4A2C7 1:100 16h Citrato + calor úmido HRP 

N-caderina Dako 6G11 1:50 16h Citrato + calor úmido HRP 

ZEB1 Sigma-Aldrich Policlonal 1:200 1h Citrato + calor úmido HRP 

ZEB2 Sigma-Aldrich Policlonal 1:100 1h Citrato + calor úmido HRP 

Snail Abcam Policlonal 1:100 16h Citrato + calor úmido HRP 

EGFR Invitrogen 31G7 1:50 16h 
Recuperação 

enzimática 
HRP 

Her-2 Dako Policlonal 1:200 16h Citrato + calor úmido HRP 

Her-3 Genetex Policlonal 1:100 30minutos EDTA + calor úmido Histofine 

Her-4 Santa Cruz C18 1:100 16h 
Citrato + calor úmido 

pressurizado 
Histofine 

Ki-67 Dako MIB-1 1:50 16h 
Citrato + calor úmido 

pressurizado 
Novolink 

Melan-A Dako A103 1:100 16h 
Citrato + calor úmido 

pressurizado 
Novolink 

Melanoma 

Antigen 
Santa Cruz PNL-2 1:100 16h 

Citrato + calor úmido 

pressurizado 

Novolink 

 

6.5 - Interpretação da Imuno-histoquímica 

Todas as análises histológicas foram realizadas em microscopia óptica convencional, em 

objetiva de 400 (Olympus – BX41). Os anticorpos anti-Melan-A e anti-Melanoma Antigen 

(PNL-2) foram utilizados para comprovar o diagnóstico de melanoma nas amostras estudadas. 

Realizou-se a imuno-histoquímica para Melan-A em todos os casos e para Melanoma Antigen 

em todos os casos amelanóticos e para aqueles melanóticos que não apresentaram marcação 

para Melan-A. Foram considerados positivos os casos que apresentaram marcação 

citoplasmática em mais que 10% das células neoplásicas, para qualquer um dos marcadores 

(SMEDLEY et al., 2011). 
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Para determinar o índice proliferativo das lesões utilizamos a imuno-histoquímica com o 

anticorpo anti-Ki67, onde obtivemos o percentual de células neoplásicas com núcleo 

imunomarcado a partir da análise de 500 células, em campos histológicos de maior aumento 

(40X). Foram consideradas de alto índice proliferativo as lesões orais com percentual >19,5 e 

as cutâneas com percentual >15 (SMEDLEY et al., 2011). 

A marcação membranar, citoplasmática e nuclear de N-caderina, além da membranar de E-

caderina foram avaliadas nas células neoplásicas e classificadas segundo o percentual de células 

neoplásicas marcadas: 0 (ausência de marcação), 1 (<25%), 2 (25-50%), 3 (50-75%), 4 (>75%). 

A marcação para os fatores de transcrição Snail, ZEB1 e ZEB2 foi determinada de acordo com 

o percentual de células neoplásicas marcadas. O cut-off para os anticorpos Snail, ZEB1 e ZEB2 

foi determinado de acordo com a média de todos os casos + desvio padrão. 

A expressão de EGFR e Her-2 foi avaliada na membrana de células neoplásicas e classificada 

segundo o escore 0: marcação membranar ausente ou incompleta muito fraca em menos de 10% 

das células; 1+: marcação membranar incompleta muito fraca em mais de 10% das células; 2+: 

marcação membranar incompleta fraca ou moderada em mais de 10% das células ou completa 

intensa em menos de 10% das células; 3+: marcação membranar completa intensa em mais de 

10% das células (Adaptado do sistema de pontuação Herceptest® Dako). Avaliamos ainda a 

expressão citoplasmática de Her-2 classificando os casos segundo o percentual de células 

imunomarcadas: 0: ausência de marcação; 1+: marcação citoplasmática em menos que 10% das 

células neoplásicas; 2+: marcação citoplasmática em 10 a 30% das células neoplásicas; 3+: 

marcação citoplasmática em 30-60% das células neoplásicas e 4+: marcação citoplasmática em 

mais que 60% das células neoplásicas. 

A expressão de Her-3 foi avaliada no núcleo, citoplasma e membrana de células neoplásicas 

separadamente e classificada segundo o escore 0: ausência de marcação; 1+: fraco; 2+: 

moderado; 3+ forte de acordo com a intensidade de marcação em pelo menos 30% das células 

(KIM et al., 2011) e determinamos ainda, de maneira semiquantitativa, o percentual de células 

neoplásicas marcadas.  

A expressão de Her-4 foi avaliada no núcleo, citoplasma e membrana de células neoplásicas 

separadamente e classificada segundo o escore 0: ausência de marcação; 1+: fraco; 2+: 

moderado; 3+ forte de acordo com a intensidade de marcação em pelo menos 10% das células 

(HOLLMÉN et al., 2012). 
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6.6 - Hibridização in situ com Revelação Cromogênica (CISH) 

Para avaliar o número de cópias do cromossomo 17 e gene ERBB2 foi realizada a técnica de 

hibridização in situ com revelação cromogênica com o kit para detecção CISH SPOT-Light 

Chromogenic ISH (Invitrogen Corporation, Camarillo, CA, USA). Secções histológicas de 4μm 

das lesões selecionadas foram hidratadas e pré-tratadas de acordo com os protocolos fornecidos 

pelo fabricante. Em sequência, as lâminas foram incubadas com a sonda do gene Her-2 (SPOT-

Light HER-2 Probe), no Hybridizer Dako por 5 minutos à temperatura de 90°C e 10 horas 

(overnight) à temperatura de 37°C. A sonda hibridizada foi detectada utilizando o sistema CISH 

Polymer Detection Kit II e os tecidos foram contra-corados com Hematoxilina de Mayers por 

10 segundos. Como controles positivos foram usadas amostras de mama humana previamente 

testada.   

A análise e interpretação da hibridização foi realizada de acordo com as recomendações 

fornecidas pelo fabricante junto ao protocolo do kit. Para a análise da hibridização foram 

contadas 30 células neoplásicas em microscópio óptico em objetiva de 40x. Amostras que 

apresentaram de 1 a 4 cópias do gene em cada núcleo em mais de 50% das células neoplásicas 

foram consideradas sem amplificação, aquelas com 5-10 cópias ou pequenos aglomerados  em 

cada núcleo em mais de 50% das células neoplásicas foram consideradas de baixa amplificação, 

já as que apresentaram mais de 10 cópias ou grandes aglomerados em cada núcleo em mais de 

50% das células neoplásicas foram consideradas de alta amplificação.  

 

6.7 - Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software GraphPad Prism v. 5.0 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Para relacionar as variáveis, foi utilizado o Teste 

Qui-quadrado ou método Exato de Fisher. Possíveis correlações foram avaliadas pelo Teste de 

Spearman ou Pearson. Para os resultados quantitativos realizou-se ainda a comparação de 

médias pelo teste t ou Mann-Whitney a depender da normalidade dos dados. Foram 

consideradas como significativas as associações e concordâncias cuja probabilidade de 

significância do teste foi de p<0,05. 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados serão apresentados na forma de 2 artigos científicos que se encontram nas normas 

dos respectivos periódicos a que serão submetidos. 

Artigo 1: Fatores transcricionais ZEB e Snail e sua relação com a transição epitélio-

mesênquima em melanomas caninos 

Este trabalho será submetido ao Journal of Histochemistry and Cytochemistry, que possui 

Qualis CAPES B1 na área de avaliação Medicina II e fator de impacto de 2.648. 

Artigo 2: Relação entre os receptores de fator de crescimento epidérmico e características 

histológicas em melanomas caninos cutâneos e orais 

Este trabalho será submetido ao Veterinary And Comparative Oncology, que possui Qualis 

CAPES B1 na área de avaliação Medicina II e fator de impacto de 1.819. 
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Resumo 

O melanoma é uma neoplasia extremamente agressiva tanto em humanos quanto em cães e um 

dos fatores provavelmente envolvidos na sua progressão, em humanos, é a transição epitélio-

mesênquima (TEM), que reconhecidamente participa da progressão de diversos tumores sólidos 

e tem como principal característica a perda de expressão de E-caderina e ganho de N-caderina. 

Em melanomas humanos alguns trabalhos já demonstram a participação deste evento na 

progressão da doença e pela primeira vez descrevemos, em melanomas caninos, resultados 

similares. Aproximadamente metade dos casos estudados perderam a expressão de E-caderina 

enquanto que quase a totalidade apresentava a expressão de N-caderina, interessantemente 

localizada principalmente no citoplasma e núcleo das células neoplásicas. A expressão de N-

caderina citoplasmática e nuclear foi associada com a expressão do fator de transcrição ZEB1 

enquanto que a expressão de N-caderina membranar associou-se com a expressão de ZEB2, já 

a associação entre o fator de transcrição Snail e a N-caderina parece ser alterada pela 

localização, oral ou cutânea, da lesão diferentemente do observado para os outros fatores 

estudados. Assim nosso trabalho evidencia a ocorrência da TEM em melanomas caninos e ainda 

a translocação da proteína membranar N-caderina para citoplasma e núcleo, sendo este evento 

aparentemente regulado pelos fatores de transcrição ZEB. 

Palavras-chave:  transição epitélio-mensêquima, melanoma, caderinas, cão 
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Introdução: 

A homeostase dos melanócitos é regulada pelos queratinócitos através da produção de fatores 

de crescimento e pela interação intercelular via moléculas de adesão(1). A perda desta interação 

permite a proliferação desordenada e invasão a tecidos subjacentes pelos melanócitos evento 

característico da progressão neoplásica (2). 

O melanoma é considerado a neoplasia cutânea mais agressiva devido sua alta capacidade de 

invasão e reduzida sobrevida tanto em humanos(3) quanto em cães(4). Melanócitos neoplásicos 

apresentam reduzida interação com os queratinócitos, o que permite a adesão a fibroblastos e 

células endoteliais, evento caracterizado como transição epitélio-mesênquima (TEM)(5,6). 

Na TEM, total ou parcial, as células perdem características tidas como epiteliais e adquirem 

fenótipo mesenquimal, facilitando assim a migração, invasão e resistência a apoptose(7). A 

TEM é bem documentada em melanócitos durante a embriogênese, quando estas células 

migram da crista neural, através do mesênquima, para se alocarem na camada basal da 

epiderme(8). Assim, mesmo o melanócito tendo origem na crista neural(9), a TEM é tida como 

um dos eventos relacionados a progressão dos melanomas(10,11). 

Dentre os eventos presentes na TEM e desenvolvimento neoplásico tem-se a “cadherin switch” 

caracterizada pela alteração das moléculas de adesão, redução da expressão de E-caderina e 

ganho de N-caderina(6), sendo que o perfil de caderinas parece determinar a localização do 

melanócito na pele(12).  

A E-caderina, uma glicoproteína transmembranar, é encontrada principalmente em tecidos 

epiteliais onde promove junções de aderência entre as células que a expressam(13), já a N-

caderina é encontrada em fibroblastos e células neurais e promove adesões celulares menos 

estáveis(14). A expressão de E-caderina pode ser regulada negativamente, em células epiteliais 

e melanócitos, através dos fatores de transcrição da família Zinc Finger E-box-binding 

homeobox (ZEB) (15,16) e em linhagens celulares de melanomas esta redução não está 

envolvida com mutações e sim com silenciamento gênico via o repressor transcricional 

Snail(17,18). O ganho de N-caderina, além de facilitar a adesão a outros melanócitos, 

fibroblastos e células endoteliais, promove também a ativação da via anti-apoptótica Akt/PKB 

e inativação da via pró-apoptótica associada a BCL-2(19). 

Ensaios in vitro com linhagens celulares de melanoma demonstraram que a redução da 

expressão de E-caderina e/ou o ganho de N-caderina facilitam a invasão celular promovendo a 
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formação de metástases(19,20). A reduzida expressão de E-caderina em melanomas cutâneos 

humanos foi considerada um marcador de pior prognóstico quando avaliada isoladamente(21), 

e também quando avaliada em conjunto com a alta expressão de N-caderina(5). Em melanomas 

orais caninos recentemente foi descrita uma reduzida expressão de E-caderina em relação a 

mucosa normal(22). Han et al., 2012 avaliaram melanomas caninos e observaram a expressão 

de E-caderina preservada em apenas 17% dos casos de melanoma orais e 28% dos casos 

cutâneos estudados(23). 

Frente a alta agressividade dos melanomas em cães e a escassez de informações sobre os 

eventos de transição epitélio-mesênquima nesse tipo tumoral o presente trabalho teve por 

objetivo determinar a expressão de E-caderina, N-caderina, Snail, ZEB1 e ZEB2 e sua relação 

com marcadores prognósticos e características morfológicas em melanomas caninos cutâneos 

e orais. 
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Materiais e Métodos: 

Aspectos éticos 

Este trabalho foi realizado de acordo com os princípios éticos para uso de animais em 

experimentação e após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CETEA/CEUA) 

da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 008/2016). 

Espécimes 

Foram analisados 58 casos de melanoma obtidos de cães de diversas raças submetidos a exérese 

cirúrgica no Hospital Veterinário da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG) e no 

Departamento de Medicina Veterinária da Universidade Federal de Lavras (UFLA) cuja 

amostras foram enviadas ao Laboratório de Patologia Comparada do Instituto de Ciências 

Biológicas da UFMG para diagnóstico histopatológico. Foram utilizadas amostras recebidas 

entre os anos de 2005 e 2016. 

Avaliação Histopatológica 

Após 24 horas de fixação em formol neutro e tamponado a 10% os espécimes foram avaliados 

macroscopicamente, clivados e processados pela técnica rotineira de inclusão em parafina, a 

partir do qual foram obtidas secções histológicas de 4μm, coradas então pela técnica da 

hematoxilina-eosina para análise em microscopia óptica e classificação histológica de acordo 

com a Organização Mundial de Saúde(24). 

Os melanomas foram classificados qualitativamente quanto a sua pigmentação em escore 0 a 3 

quanto a ausência de células neoplásicas pigmentadas (0); 1-25% de células neoplásicas 

pigmentadas (1); 26-50% de células neoplásicas pigmentadas (2); >51% de células neoplásicas 

pigmentadas (3).  Os casos que apresentaram pigmentação 3 não foram incluídos neste estudo 

devido a dificuldade de visualização da marcação imuno-histoquímica citoplasmática. Dos 

casos analisados aqueles com escore 0 foram considerados amelanóticos enquanto os que 

apresentaram escore 1 e 2 foram considerados melanóticos. Avaliou-se ainda o índice mitótico 

e a presença de êmbolos, ulceração, desmoplasia e atividade juncional (lentiginosa ou 

pagetoide). 

Imuno-histoquímica 

O procedimento imuno-histoquímico foi realizado pela técnica de reação em peroxidase com 

identificação a partir de anticorpo secundário polimerizado (AdvanceTM HRP; Dako North 

America; Via Real Carpinteria, CA, USA ou Novolink Polymer Detection Sistem; Leica 
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Biosistems, Newcastle upon Tyne, UK). A recuperação antigênica ocorreu em calor úmido 

(banho-maria a 98ºC) ou calor úmido pressurizado a 125ºC (Pascal® Pressure Cooker; Dako 

Cytomation, Glostrup, Denmark) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako 

Cytomation, Glostrup, Denmark). Para bloqueio da peroxidase endógena as lâminas foram 

incubadas por dois tempos de 10 minutos em solução de H202 3% em álcool metílico. Para 

bloqueio das proteínas endógenas as lâminas foram incubadas por 20 minutos em Protein Block 

Serum-Free Ready to Use (Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA). Os reagentes 

foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubação do anticorpo primário de 1 

hora (anti-ZEB1 e anti-ZEB2) ou 16 horas (anti-E-caderina, anti-N-caderina, anti-Snail, anti-

Ki67, anti-MelanA e anti-Melanom Antigen) e do cromógeno 3’3-diaminobenzidina (Liquid 

DAB + Substrate Chromogen system; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, USA), 

de 1 minuto. Após a incubação no DAB os cortes foram contracorados com Giemsa (1:5) por 

30 minutos e então rinsados em solução de ácido clorídrico (1:100), álcool absoluto e por fim 

ácido isopropílico. Com este tratamento após a contracoloração o pigmento melânico adquire 

tonalidade esverdeada, permitindo a visualização amarronzada da reação cromogênica com 

DAB. Na Tabela 1 estão listados fabricantes, clones, diluição e tempo de incubação de cada 

anticorpo utilizado. Para controle negativo foi omitida a etapa de incubação do anticorpo 

primário, com sua substituição pelo diluente de anticorpo (Antibody Diluent with Background 

Reducing Components; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA).  

Interpretação da imuno-histoquímica 

Todas as análises histológicas foram realizadas em microscopia óptica convencional, em 

aumento de 40x (Olympus – BX41). Os anticorpos anti-Melan-A e anti-Melanoma Antigen 

foram utilizados para comprovar o diagnóstico de melanoma nas amostras estudadas. Realizou-

se a imuno-histoquímica para Melan-A em todos os casos e para Melanoma Antigen em todos 

os casos amelanóticos e para aqueles melanóticos que não apresentaram marcação para Melan-

A. Foram considerados positivos os casos que apresentaram marcação citoplasmática em mais 

que 10% das células neoplásicas(25).   

A marcação membranar, citoplasmática e nuclear de N-caderina, além da membranar de E-

caderina foram avaliadas nas células neoplásicas e classificadas segundo o percentual de células 

marcadas: 0 (ausência de marcação), 1 (<25%), 2 (25-50%), 3 (50-75%), 4 (>75%). A marcação 

para fatores de transcrição Snail, ZEB1 e ZEB2 foi determinada de acordo com o percentual de 

células neoplásicas marcadas. O cut-off para os anticorpos Snail, ZEB1 e ZEB2 foi determinado 



43 
 

 
 

de acordo com a média do percentual de células marcadas para cada anticorpo acrescido de 1 

desvio padrão. 

O anticorpo anti-Ki-67 foi utilizado para determinar o índice proliferativo das lesões, a partir 

da obtenção do percentual de células neoplásicas com marcação nuclear em 500 células 

contadas. Foram considerados de alto índice proliferativo os casos orais com índice >19.5% e 

os cutâneos com índice >15%(25). 

Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software GraphPad Prism v. 5.0 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Para relacionar as variáveis, foi utilizado o Teste 

Qui-quadrado ou método Exato de Fisher. Possíveis correlações foram avaliadas pelo Teste de 

Spearman ou Pearson. Para os resultados quantitativos realizou-se ainda a comparação de 

médias pelo teste t ou Mann-Whitney a depender da normalidade dos dados. Foram 

consideradas como significativas as associações e concordâncias cuja probabilidade de 

significância do teste foi de p<0,05. 
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Resultados 

Parâmetros Clinicopatológicos 

Dos 58 casos analisados 66% (38/58) eram cutâneos e 34% (20/58) orais. A maior parte dos 

tumores cutâneos (84%, 32/38) eram melanóticos (p= 0,01238) e não apresentavam atividade 

juncional (73%, 27/37) (p= 0,05), eventos não observados com significância estatística nos 

tumores orais, que apresentavam apenas maior frequência de ulceração (80%, 16/20) (p= 0,01). 

A frequência das demais características histológicas por localização tumoral são listadas na 

Tabela 2.  

Os melanomas cutâneos fusiformes apresentaram maior frequência de desmoplasia em relação 

aos cutâneos epitelióides (p= 0,0008) e menor frequência de ulceração (p= 0,0302). A 

pigmentação e presença de atividade juncional apresentaram-se associadas nos melanomas 

cutâneos (p= 0,0197), sendo 85% dos tumores amelanóticos negativos para atividade juncional 

enquanto que 60% dos melanóticos apresentam envolvimento epitelial.  

Expressão imuno-histoquímica de E-caderina e N-caderina 

A expressão de E-caderina (Figura 1a e 1b) foi observada em 45% (9/20) dos casos orais e 58% 

(22/38) dos casos cutâneos (Figura 2a). Dos casos orais 55% (11/20), 20% (4/20), 10% (2/20) 

e 15% (3/20) apresentaram escore 0, 1, 2 e 3 respectivamente, e o escore 4 não foi observado, 

já nas lesões cutâneas 42% (16/38), 29% (11/38), 5% (2/38), 11% (4/38) e 13% (5/38) 

apresentaram escore 0, 1, 2, 3 e 4 respectivamente (Figura 2b). 

Ao avaliarmos a N-caderina quanto a presença/ausência independentemente da sua localização 

(nuclear, citoplasmática ou membranar) observamos que 95% (18/19) dos casos orais e 92% 

(34/37) dos casos cutâneos apresentam expressão em ao menos uma sublocalização celular 

(Figura 3a). Dos casos orais 16% (3/19), 42% (8/19), 5% (1/19), 11% (2/19) e 21% (4/19) 

apresentam expressão somente nuclear, somente citoplasmática, somente membranar (Figura 

1c), em núcleo e citoplasma e em citoplasma e membranar respectivamente (Figura 3b). Já nos 

casos cutâneos 19% (7/37), 40% (15/37), 3% (1/37), 22% (8/37) e 8% (3/37) apresentam 

expressão somente nuclear (Figura 1d), somente citoplasmática, somente membranar, em 

núcleo e citoplasma e em citoplasma e membranar respectivamente (Figura 3c). A expressão 

concomitante em núcleo e membrana e ainda nas 3 sublocalizações celulares não foi observada. 
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Expressão imuno-histoquímica dos fatores de transcrição ZEB1, ZEB2 e Snail 

Após interpretação da imuno-histoquímica para os fatores de transcrição obtivemos o 

percentual de células positivas para cada marcador e a partir disso determinamos os cut-offs 

apresentados na Tabela 3.  

A alta expressão nuclear de Snail (Figura 4a) foi observada em 11% dos casos orais e 13% dos 

casos cutâneos (Figura 5a). Para ZEB1 nuclear (Figura 4b) em 21% dos orais e 19% dos 

cutâneos (Figura 5b). ZEB2 nuclear (Figura 4c) foi observado em mais de 37% das células 

neoplásicas em 19% dos casos orais e apenas 8% dos cutâneos (Figura 5c), e a expressão 

citoplasmática de ZEB2 foi maior que o cut-off determinado em apenas 6% tanto dos casos 

orais quanto cutâneos (Figura 5d).  

O percentual médio de expressão de Snail nuclear foi de 11% para os casos orais e 9% para os 

casos cutâneos (Figura 6a) (p= 0,2848), enquanto que a expressão citoplasmática não foi 

observada assim como a de ZEB1. Já para a expressão nuclear de ZEB1 obtivemos uma média 

de 27% para os casos orais e 24% para os casos cutâneos (Figura 6b) (p=0,8031). A expressão 

citoplasmática de ZEB2 foi encontrada, em média, em 21% das células neoplásicas dos casos 

orais e 11% para os casos cutâneos (Figura 6c) (p= 0,2983). Por fim, a expressão nuclear de 

ZEB2 foi observada, em média, em apenas 2% das células neoplásicas dos casos orais e 3% 

para os casos cutâneos (Figura 6d) (p= 0,8301). 

Relação entre a expressão de N-caderina e os fatores de transcrição ZEB1, ZEB2 e Snail 

A relação entre Snail e a expressão de N-caderina é dependente da localização da lesão e da 

sub-localização de N-caderina. Nos melanomas cutâneos o aumento da expressão de N-

caderina nuclear está relacionada a redução da expressão de Snail (r= -0,3777; p= 0,0232). 

Diferentemente, em melanomas orais o aumento da expressão de Snail possui relação com o 

aumento de N-caderina nuclear (r= 0,5052; p= 0,0325) e redução da expressão membranar de 

N-caderina (r= -0,4930; p= 0,0376). 

A elevação da expressão de ZEB1 está relacionada ao aumento da expressão tanto de N-

caderina nuclear (r= 0,4051; p= 0,0143) quanto citoplasmática (r= 0,3898; p= 0,0188) assim 

como a expressão citoplasmática de ZEB2 e N-caderina membranar (r= 0,3092; p= 0,0289). A 

expressão citoplasmática de ZEB2 apresentou ainda correlação com a presença de êmbolos (r= 

0,2830; p= 0,0464). 
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Proliferação celular e sua relação com parâmetros clinicopatológicos e marcadores de TEM 

O índice proliferativo médio das lesões orais foi de 32% e das cutâneas de 22% (Gráfico 7a) 

(p= 0,5373). O índice mitótico médio foi de 4.71 para os melanomas orais e 3.56 para os 

cutâneos (Gráfico 7b) (p= 0,1692). Dos casos orais 77% foram considerados de alto índice 

proliferativo assim como 59% dos cutâneos. Observamos alto índice mitótico em 71% dos casos 

orais e 44% dos casos cutâneos. O índice proliferativo, na análise de todos melanomas (orais e 

cutâneos), apresentou correlação positiva com a presença de êmbolos (r= 0,3453; p= 0,0422) e 

negativa com a pigmentação (r= -0,3692; p= 0,0267). Nos melanomas orais, observamos 

correlação entre o índice proliferativo e o diagnóstico epitelióide (r= 0,5698; p= 0,0421), e nas 

lesões cutâneas correlação negativa entre o índice proliferativo e a presença de desmoplasia (r= 

-0,4232; p= 0,0442). O índice mitótico não apresentou associação e/ou correlação com nenhum 

dos parâmetros avaliados. 

O índice proliferativo apresentou, independentemente da localização, correlação negativa com 

a expressão de N-caderina citoplasmática (r= -0,3506; p= 0,0421). Considerando apenas as 

lesões cutâneas observamos correlações negativas com a expressão de ZEB1 (r= -0,6100; p= 

0,0020) e nuclear de N-caderina (r= -0,5072; 0,0160). Nos melanomas orais a proliferação 

apresentou correlação positiva com a expressão de Snail (r= 0,5962; p= 0,0315). A presença de 

N-caderina, independentemente da localização celular, apresentou correlação negativa com o 

índice proliferativo (r= -0,4657; p= 0,0063). 
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Discussão 

O melanoma canino, assim como em humanos, frequentemente tem pouca resposta aos 

quimioterápicos convencionais(26), reduzida sobrevida e elevados índices de metástases, 

especialmente para as lesões orais (4). Diversos trabalhos têm associado, em linhagens celulares 

e melanomas humanos, a TEM com a progressão destes tumores(11,19,20,27). 

Os melanomas caninos orais são clinicamente mais agressivos e de pior prognostico(28,29), o 

que incentiva a busca por marcadores que o diferenciem das lesões cutâneas. Ao contrário do 

que esperávamos a expressão das caderinas não parece variar entre as lesões orais e cutâneas. 

Nossos dados demonstram que aproximadamente metade dos casos estudados não apresentam 

a expressão de E-caderina e a maioria possuem expressão de N-caderina. Visto que o perfil de 

expressão de caderinas em melanócitos normais é prevalência da presença de E-caderina sobre 

a de N-caderina(30) temos uma evidência de alterações transcricionais compatíveis com o perfil 

de TEM, similar ao demonstrado em outras neoplasias veterinárias(31,32) e humanas(33,34). 

Na literatura não são encontrados trabalhos a respeito do perfil de expressão de N-caderina em 

melanomas caninos, entretanto ensaios in vitro com linhagens de carcinomas mamários caninos 

metastáticos demonstraram que a inibição da TEM leva a redução da expressão de N-caderina 

e da capacidade invasiva(35). Ensaios realizados com linhagens celulares de melanoma humano 

demonstraram que o “knockdown” da expressão de N-caderina reduz significativamente a 

capacidade invasiva das células neoplásicas(36). A expressão de N-caderina em melanomas é 

então associada a um pior prognóstico e a sua expressão ocorre também nos melanomas 

caninos, onde pode desempenhar o mesmo papel.  

Evidenciamos a prevalência da expressão citoplasmática de N-caderina e poucos casos com 

expressão membranar. A N-caderina no citoplasma já havia sido reportada para carcinomas de 

esôfago(37), nasofaríngeo(38) e de células escamosas oral(39). Em melanomas humanos a 

expressão citoplasmática é aumentada quando comparada aos nevos e tende a estar associada à 

reduzida sobrevida, já a expressão membranar é mais frequente nos nevos e intensa nas 

metástases(40). O comportamento desta proteína demonstra ser similar entre melanomas 

caninos e humanos e a sua endocitose não impede a migração celular. Trabalhos avaliando as 

vias de endocitose de N-caderina nas neoplasias não são encontrados na literatura para 

esclarecimento deste evento. 
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Observamos ainda a expressão nuclear de N-caderina em parte dos nossos casos. A expressão 

nuclear, em carcinomas nasofaríngeos, demonstrou-se um marcador independente de pior 

prognóstico(38). Poucos trabalhos avaliaram a presença de N-caderina no núcleo, mas sua 

expressão foi visualizada também durante a transição endotélio-mesequimal(41) e considerada 

necessária para a TEM em carcinomas mamários(42). 

A expressão de N-caderina, em nossos casos, apresenta correlação inversa com o índice 

proliferativo. Com a TEM tem-se alterações nas vias ligadas ao estímulo para proliferação 

celular(43), assim devido ao papel migratório/invasor da expressão de N-caderina e sua 

participação na TEM, acreditamos que durante a evolução da TEM as células reduzem sua 

capacidade proliferativa devido as adaptações genotípicas e fenotípicas a que estão expostas. 

Outra possível explicação para a correlação inversa entre a expressão de N-caderina e o índice 

proliferativo é que a TEM é reconhecida por estimular a diferenciação para um fenótipo similar 

ao de cancer stem cells, onde as células apresentam reuzido índice proliferativo, porém elevada 

resistência a quimioterápicos e alta poder metastático (44). 

A TEM é regulada por diversos fatores de transcrição, dentre eles Snail e ZEB que regulam 

negativamente a expressão de E-caderina(45–47), entretanto não observamos associações entre 

a expressão destes fatores e a presença de E-caderina, mas sim com a N-caderina. Pouco se 

conhece sobre as vias diretamente envolvidas no estímulo a expressão de N-caderina(6), os 

únicos fatores de transcrição sabidamente envolvidos tanto na repressão da E-caderina quanto 

estímulo a N-caderina são o Twist(48,49) e o ZEB2(50). 

Em nossos casos ZEB1 está associado com a expressão de N-caderina no núcleo e citoplasma 

das células neoplásicas, enquanto que ZEB2 está associado com a presença de N-caderina na 

membrana destas células. Tanto a expressão de ZEB1 quanto ZEB2 participam do estímulo a 

TEM em melanomas(16,51) mas apenas ZEB2 já havia sido relacionado ao aumento de N-

caderina, porém em carcinomas intestinais(50). Devido a correlação entre ZEB1 e ZEB2 com 

diferentes localizações celulares de N-caderina estes fatores de transcrição provavelmente estão 

envolvidos na translocação e/ou endocitose da proteína.  

A relação entre Snail/N-caderina não foi previamente abordada na literatura e nossos dados 

indicam que mesmo os melanomas orais e cutâneos tendo mesmo padrão de expressão das 

caderinas à regulação de N-caderina via Snail difere entre os sítios tumorais. 
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Em síntese, evidenciamos a ocorrência de TEM em melanomas caninos bem como a 

translocação da proteína N-caderina para núcleo e citoplasma, que parecem, segundo a 

literatura, estarem associadas a pior prognóstico. Além disso a regulação deste evento no 

modelo canino, assim como em humanos, está relacionada aos fatores de transcrição ZEB e 

Snail. 
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Figuras e legendas 

 
Figura 1) Fragmento de melanoma, imuno-histoquímica. Cão.  A) Melanoma cutâneo com 

imunomarcação membranar moderada para E-caderina. B) Melanoma cutâneo com 

imunomarcação membranar forte para E-caderina em 25 a 50% das células neoplásicas. C) 

Melanoma oral com imunomarcação membranar moderada para N-caderina em 50-75% das 

células neoplásicas. D) Melanoma cutâneo com imunomarcação nuclear forte para N-caderina 

em mais que 75% das células neoplásicas. Barra 50µm. 

 

 

 

 
Figura 2) Expressão imuno-histoquímica de E-caderina. A) Distribuição percentual 

segundo ausência/presença de E-caderina em melanomas orais e cutâneos. B) Distribuição 

percentual por escore da expressão de E-caderina em melanomas orais e cutâneos. 
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Figura 3. Expressão imuno-histoquímica de N-caderina. A) Distribuição percentual segundo 

ausência/presença de N-caderina em melanomas orais e cutâneos. B/C) Distribuição percentual 

da expressão de N-caderina segundo localização celular em (B) melanomas orais e (C) 

cutâneos. 

 

 

 
Figura 4. Fragmento de melanoma, imuno-histoquímica. Cão.  A) Melanoma cutâneo com 

imunomarcação nuclear forte para Snail em 70% das células neoplásicas. B) Melanoma cutâneo 

com imunomarcação nuclear moderada para ZEB1 em 90% das células neoplásicas. C) 

Melanoma oral com imunomarcação nuclear para ZEB2 em 90% das células neoplásicas. D) 

Melanoma oral com imunomarcação nuclear para Ki67. Barra 50µm. 
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Figura 5. Distribuição percentual da expressão dos fatores de transcrição relacionados a 

transição epitélio-mesênquima (5A) Snail, (5B) ZEB1, (5C) ZEB2 nuclear, (5D) ZEB2 

citoplasmático em melanomas caninos orais e cutâneos. 

 

 
Figura 6. Percentual médio de expressão dos fatores relacionados a transição epitélio-

mesênquima (6A) Snail, (6B) ZEB1, (6C) ZEB2 nuclear, (6D) ZEB2 citoplasmático em 

melanomas caninos orais e cutâneos. 
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Figura 7. Atividade proliferativa de melanomas caninos orais e cutâneos. A) Índice 

proliferativo médio segundo localização tumoral. B) Índice mitótico médio segundo localização 

tumoral.  
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Tabelas e legendas 

 

 
Fabricante Clone Diluição 

Tempo de 

Incubação 

Recuperação 

antigênica 

Anticorpo 

secundário 

E-caderina Invitrogen 4A2C7 1:100 16h Citrato + calor úmido HRP 

N-caderina Dako 6G11 1:50 16h Citrato + calor úmido HRP 

Snail Abcam Policlonal 1:100 16h Citrato + calor úmido HRP 

ZEB1 Sigma-Aldrich Policlonal 1:200 1h Citrato + calor úmido HRP 

ZEB2 Sigma-Aldrich Policlonal 1:100 1h Citrato + calor úmido HRP 

Ki-67 Dako MIB-1 1:50 16h 
Citrato + calor úmido 

pressurizado 
Novolink 

Melan-A Dako A103 1:100 16h 
Citrato + calor úmido 

pressurizado 
Novolink 

Melanoma 

Antigen 
Santa Cruz PNL-2 1:100 16h 

Citrato + calor úmido 

pressurizado 

Novolink 

 

Tabela 1. Lista de anticorpos, com os respectivos fabricantes, clones, diluição, tempo de 

incubação, método de recuperação antigênica e anticorpo secundário utilizados na técnica de 

imuno-histoquímica. 

 

Distribuição de parâmetros clinicopatológicos 

 Orais (20/58, 34%) Cutâneos (38/58, 66%) P 

Tipo Histológico   

0,13 Fusiforme 10% 32% 

Epitelióides 90% 68% 

Pigmentação   

0,01 Amelanóticos 50% 16%* 

Melanóticos 50% 84%* 

Ulceração   
0,01 

 
Ausente 20%* 59% 

Presente 80%* 41% 

Êmbolos   
0,92 

 
Ausente 47% 49% 

Presente 53% 51% 

Atividade 

Juncional 
  

0,05 
Ausente 41% 73%* 

Presente 59% 27%* 

Tabela 2. Percentual das características histológicas analisadas por localização tumoral. 

*p<0.05 

 

Cut-offs (%) 

Snail Nuclear 27 

ZEB1 Nuclear 54 

ZEB2 Nuclear 37 

ZEB2 Citoplasmático 17 

Tabela 3. Cut-offs determinados segundo média+desvio padrão com base nos resultados de 

todos os casos. 
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7.2) Artigo 2 

Relação entre os receptores de fator de crescimento epidérmico e características 

histológicas em melanomas caninos cutâneos e orais 

 

Short Running Title: Receptores ErbB em melanomas caninos 
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Relação entre os receptores de fator de crescimento epidérmico e características 

histológicas em melanomas caninos cutâneos e orais 

Resumo 

Os receptores de fator de crescimento epidérmico além de participarem de processos 

fisiológicos como regulação da morfogênese, proliferação e migração celular podem 

desempenhar importante papel na progressão neoplásica quando superexpressos ou 

superativados. Os melanomas constituem uma das mais agressivas neoplasias tanto em 

humanos quanto em cães, sendo a superexpressão de EGFR, Her-3 e Her-4 associada a pior 

prognóstico em melanomas humanos. Em cães, entretanto este evento ainda não foi avaliado. 

Desta forma este trabalho teve por objetivo caracterizar a expressão dos receptores de fator de 

crescimento epidérmico em melanomas caninos bem como avaliar a relação entre estes 

receptores e características histopatológicas e imuno-histoquímicas indicativas de prognóstico. 

O índice proliferativo das lesões cutâneas apresentou-se associado ao aumento da expressão 

citoplasmática de Her-4 e redução de EGFR e Her-3. Em lesões orais, a expressão membranar 

de Her-2 associou-se com a presença de êmbolos, entretanto não foi observada amplificação 

gênica do ERBB2. Assim nosso trabalho evidencia a relação entre o Her-4 e o estímulo a 

proliferação e de EGFR e Her-3 no estímulo a diferenciação celular, além de relação entre Her-

2 e a presença de êmbolos. 

 

Palavras-chave: melanoma, EGFR’s, cão. 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 
 

 
 

Introdução 

Os receptores de fator de crescimento epidérmico, EGFR, Her-2, Her-3 e Her-4 participam da 

regulação da morfogênese, proliferação, migração e adesão celular1. Eles são proteínas 

transmembranares que apresentam um domínio extracelular, sítio de ligaçao do fator de 

crescimento epidérmico (EGF), um domínio transmembranar e outro citoplasmático, que possui 

atividade tirosinacinase2. A atividade tirosinacinase é ativada quando ocorre a dimerização do 

receptor a partir da ligação do EGF, o que leva a ativação direta ou indireta de vias de 

sinalização como Ras/MAPK, PLCγ1/PKC, Akt, e STAT, com consequente estímulo a 

proliferação e diferenciação celular3,4. 

Em diferentes neoplasias observa-se que a superexpressão desses receptores estão relacionadas 

principalmente à progressão neoplásica e pior prognóstico5. A principal explicação para esta 

superexpressão é a amplificação gênica, sendo que em humanos a amplificação dos genes 

ERBB, e a polissomia do cromossomo 7, onde se localiza o gene do EGFR, é correlacionada 

com pior prognóstico dos pacientes com melanoma6. 

Em melanomas humanos, a superexpressão de EGFR, Her-3 e Her-4 é relacionada a um pior 

prognóstico7,8. Em especial, o aumento da expressão de EGFR tem sido associada a uma 

reduzida taxa de sobrevida, ao maior tamanho tumoral, além de ser observada sua maior 

expressão nas metástases do que nos tumores primários6,9,10.  Estudos in vitro e até mesmo in 

silico com linhagens celulares de melanoma humano e com o modelo experimental murino para 

melanoma tem demonstrado que os receptores de fator de crescimento epidérmico são alvos 

promissores para o tratamento11,12. 

O melanoma canino, caracterizado pelo alto potencial invasivo e metastático, é considerado 

uma das neoplasias cutâneas mais agressivas em cães13,14, e que compartilha características 

clínicas, histológicas e moleculares com o melanoma em humanos15. Quando acomete a 

cavidade oral e os dígitos essas lesões apresentam pior prognóstico, com sobrevida por mais de 

1 ano, mesmo quando aplicados tratamentos cirúrgicos e quimioterápicos, observada em apenas 

10% dos casos14,16. Os fatores envolvidos com a carcinogênese do melanoma em cães ainda são 

controversos17, e não existem estudos a respeito da expressão dos receptores de fator de 

crescimento epidérmico em melanomas caninos.  

Estudos realizados em modelos experimentais murinos de melanoma demonstraram que a 

utilização de cetuximab, um anticorpo monoclonal que inibe a atividade do receptor de fator de 
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crescimento epidérmico (epidermal growth factor receptor - EGFR) reduz a capacidade 

invasiva e suprime a formação de metástases11,18, contudo não são descritos esse tipo de 

tratamento em cães. 

Frente a agressividade e relevância clínica dos melanomas caninos, temos como objetivo 

caracterizar a expressão dos receptores EGFR, Her-2, Her-3 e Her-4 em melanomas caninos 

cutâneos e de cavidade oral e sua relação com características histopatológicas e o índice 

proliferativo dessas neoplasias. 
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Materiais e Métodos 

Aspectos Éticos  

Este trabalho foi realizado de acordo com os princípios éticos para uso de animais em 

experimentação e após aprovação pelo Comissão de Ética no Uso de Animais (CETEA/CEUA) 

da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 008/2016).  

Espécimes  

Foram analisados 58 casos de melanoma provenientes do acervo do Laboratório de Patologia 

Comparada da UFMG, que foram obtidos de cães de diversas raças submetidos a exérese 

cirúrgica no Hospital Veterinário da Universidade Federal de Minas Gerais, e do acervo do 

Departamento de Medicina Veterinária da Universidade Federal de Lavras. Foram utilizadas 

amostras recebidas entre os anos de 2005 e 2017. 

Avaliação Histopatológica  

Os espécimes coletados foram, após a exérese cirúrgica, fixados em formol neutro e tamponado 

a 10%, incluídos em parafina e corados pela técnica de hematoxilina-eosina sendo então 

analisados em microscopia ótica para classificação segundo os parâmetros da Organização 

Mundial da Saúde19. Aqueles classificados como melanomas foram incluídos no estudo e 

realizou-se a determinação do escore de pigmentação das lesões (0: ausência de células 

neoplásicas pigmentadas; 1: 1-25% de células neoplásicas pigmentadas; 2: 26-50% de células 

neoplásicas pigmentadas e 3: >51% de células neoplásicas pigmentadas), bem como o índice 

mitótico e a presença de êmbolos, ulceração, desmoplasia e atividade juncional (lentiginosa ou 

pagetoide). O índice mitótico foi determinado segundo a média do número de mitoses em 10 

campos de maior aumento (CMA), sendo considerado de elevado índice mitótico as lesões orais 

que apresentaram índice > 4/CMA, e as cutâneas com índice > 3/CMA. 

Imuno-histoquímica 

A imuno-histoquímica foi realizada pela técnica de reação em peroxidase com identificação a 

partir de anticorpo secundário polimerizado (AdvanceTM HRP; Dako North America; Via Real 

Carpinteria, CA, USA ou Novolink Polymer Detection Sistem; Leica Biosistems, Newcastle 

upon Tyne, UK ou Histofine® Simple Stain MAX PO (MULTI), Nicherei Fresh Inc., Chun, 

Tokyo, Japan). A recuperação antigênica ocorreu em calor úmido (banho-maria a 98ºC) ou 

calor úmido pressurizado a 125ºC (Pascal® Pressure Cooker; Dako Cytomation, Glostrup, 
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Denmark) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako Cytomation, Glostrup, 

Denmark) ou EDTA ph 9,0. Outro método de recuperação antigênica utilizado foi a recuperação 

enzimática com pepsina a 37°C por 30 minutos. Para bloqueio da peroxidase endógena as 

lâminas foram incubadas por dois tempos de 10 minutos em solução de H2O2 3% em álcool 

metílico. Para bloqueio das proteínas endógenas as lâminas foram incubadas por 20 minutos 

em Protein Block Serum-Free Ready to Use (Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, 

USA). Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubação do 

anticorpo primário de 30 minutos (anti-Her-3), ou 16 horas (anti-EGFR, anti-Her-2, anti-Her-4 

anti-Ki67, anti-MelanA e anti-Melanom Antigen) e do cromógeno 3’3-diaminobenzidina 

(Liquid DAB+Substrate Chromogen system; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, 

USA), de 1 minuto. Após a incubação no DAB os cortes foram contracorados com Giemsa 

(1:5) por 30 minutos e então rinsados em solução de ácido clorídrico (1:100), álcool absoluto e 

por fim ácido isopropílico. Com este tratamento após a contracoloração o pigmento melânico 

adquire tonalidade esverdeada, permitindo a visualização amarronzada da reação cromogênica 

com DAB. Na Tabela 1 estão listadas as características do anticorpo e da reação. Para controle 

negativo foi omitida a etapa do anticorpo primário, com sua substituição pelo diluente de 

anticorpo (Antibody Diluent with Background Reducing Components; Dako North America; 

Via Real Carpinteria, CA, USA). 

Interpretação da Imuno-histoquímica 

As análises histológicas foram realizadas em microscopia óptica convencional, em aumento de 

40x (Olympus – BX41), sendo o anticorpo anti-Melan-A utilizado para comprovar o 

diagnóstico de melanoma em todas amostras estudadas, além disso, em todas as amostras de 

melanoma amelanótico (pigmentação 0) e naquelas que foram negativas para a expressão de 

Melan-A realizou-se também a imuno-histoquímica para anti-Melanoma Antigen (PNL-2). 

Foram considerados positivos os casos que apresentaram marcação citoplasmática em mais que 

10% das células neoplásicas, para qualquer um dos marcadores (Smedley et al., 2011). 

A expressão de EGFR e Her-2 foi avaliada na membrana de células neoplásicas e classificada 

segundo o escore 0: marcação membranar ausente ou incompleta muito fraca em menos de 10% 

das células; 1+: marcação membranar incompleta muito fraca em mais de 10% das células; 2+: 

marcação membranar incompleta fraca ou moderada em mais de 10% das células ou completa 

intensa em menos de 10% das células; 3+: marcação membranar completa intensa em mais de 

10% das células (Adaptado do sistema de pontuação Herceptest® Dako). Avaliamos ainda a 
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expressão citoplasmática de Her-2 classificando os casos segundo o percentual de células 

imunomarcadas: 0: ausência de marcação; 1+: marcação citoplasmática em menos que 10% das 

células neoplásicas; 2+: marcação citoplasmática em 10 a 30% das células neoplásicas; 3+: 

marcação citoplasmática em 30-60% das células neoplásicas e 4+: marcação citoplasmática em 

mais que 60% das células neoplásicas. 

A expressão de Her-3 foi avaliada no núcleo, citoplasma e membrana de células neoplásicas 

separadamente e classificada segundo o escore 0: ausência de marcação; 1+: fraco; 2+: 

moderado; 3+ forte de acordo com a intensidade de marcação em pelo menos 30% das células20 

e determinamos ainda, de maneira semiquantitativa, o percentual de células marcadas.  

A expressão de Her-4 foi avaliada no núcleo, citoplasma e membrana de células neoplásicas 

separadamente e classificada segundo o escore 0: ausência de marcação; 1+: fraco; 2+: 

moderado; 3+ forte de acordo com a intensidade de marcação em pelo menos 10% das células21. 

Para determinar o índice proliferativo das lesões utilizamos a imuno-histoquímica com o 

anticorpo anti-Ki67, onde obtivemos o percentual de células neoplásicas com núcleo 

imunomarcado a partir da análise de 500 células, em campos histológicos de maior aumento 

(40X). Foram consideradas de alto índice proliferativo as lesões orais com percentual > 19,5 e 

as cutâneas com percentual >1522. 

Hibridização in situ com Revelação Cromogênica (CISH) 

Para avaliar o número de cópias do cromossomo 17 e gene ERBB2 foi realizada a técnica de 

hibridização in situ com revelação cromogênica com o kit para detecção CISH SPOT-Light 

Chromogenic ISH (Invitrogen Corporation, Camarillo, CA, USA). Secções histológicas de 4μm 

das lesões selecionadas foram hidratadas e pré-tratadas de acordo com os protocolos fornecidos 

pelo fabricante. Em sequência, as lâminas foram incubadas com a sonda do gene Her-2 (SPOT-

Light HER-2 Probe), no Hybridizer Dako por 5 minutos à temperatura de 90°C e 10 horas 

(overnight) à temperatura de 37°C. A sonda hibridizada foi detectada utilizando o sistema de 

detecção CISH Polymer Detection Kit II e os tecidos foram contra-corados com Hematoxilina 

de Mayers por 10 segundos. Como controles positivos foram usadas amostras de mama humana 

previamente testada.   

A análise e interpretação da hibridização foi realizada de acordo com as recomendações 

fornecidas pelo fabricante junto ao protocolo do kit. Para a análise da hibridização foram 
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contadas 30 células neoplásicas em microscópio óptico em objetiva de 40x. Amostras que 

apresentaram de 1 a 4 cópias do gene em cada núcleo em mais de 50% das células neoplásicas 

foram consideradas sem amplificação, aquelas com 5-10 cópias ou pequenos aglomerados  em 

cada núcleo em mais de 50% das células neoplásicas foram consideradas de baixa amplificação, 

já as que apresentaram mais de 10 cópias ou grandes aglomerados em cada núcleo em mais de 

50% das células neoplásicas foram consideradas de alta amplificação.  

Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software GraphPad Prism v. 5.0 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Para relacionar as variáveis, foi utilizado o Teste 

Qui-quadrado ou método Exato de Fisher. Possíveis correlações foram avaliadas pelo Teste de 

Spearman ou Pearson. Para os resultados quantitativos realizou-se ainda a comparação de 

médias pelo teste t ou Mann-Whitney a depender da normalidade dos dados. Foram 

consideradas como significativas as associações e concordâncias cuja probabilidade de 

significância do teste foi de p<0,05. 
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Resultados 

Expressão dos receptores de fator de crescimento epidérmico 

A expressão de EGFR (Figura 1A e 1B) foi observada em 25% dos casos orais e 53% dos casos 

cutâneos, sendo os casos com superexpressão desta proteína (escore 3) correspondentes a 

apenas 5% dos orais e 16% dos cutâneos (Figura 2A). 

A expressão membranar de Her-2 (Figura 1C e 1D) foi observada em 50% dos casos orais e 

43% dos casos cutâneos, e em nenhum caso observamos o escore 3 (Figura 2B). A expressão 

citoplasmática de Her-2 foi discretamente presente nos tumores orais (30% dos casos) e fraca 

nos cutâneos (46% dos casos). 

A expressão membranar de Her-3 não foi observada em nenhum caso analisado. A expressão 

citoplasmática (Figura 3A) em apenas 18% dos casos orais e 6% dos casos cutâneos (Figura 

4A), sendo a média de células neoplásicas positivas por caso de apenas 9% para os casos orais 

e 3% para os casos cutâneos (Figura 4B). A expressão nuclear (Figura 3B) foi observada em 

41% dos casos orais e 44% dos casos cutâneos (Figura 4C), sendo a média de células 

neoplásicas positivas de 26% para os orais e 17% para os cutâneos (Figura 4D). 

A expressão de Her-4 (Figura 3C e 3D) no citoplasma foi predominantemente fraca em 42% 

dos casos orais e 38% dos casos cutâneos (Figura 5A). A expressão membranar presente em 

21% dos orais e 68% dos cutâneos (Figura 5B). A expressão nuclear presente somente em 16% 

dos orais e 11% dos cutâneos (Figura 5C). 

Proliferação celular e expressão de receptores de fator de crescimento epidérmico 

A análise de expressão de Ki-67 determinou um índice proliferativo médio de 22,06 + 15.09, 

em melanomas cutâneos, e de 32,30 + 18.18 em melanomas orais, sem diferença estatística 

entre eles. 

Foi observada um índice mitótico médio foi de 4,71 + 2,00 em melanomas orais e de 3,56 + 

2,87 em melanomas cutâneos, sem diferença estatística e sem associações com a positividade 

dos receptores de fator de crescimento. 

Nas amostras cutâneas a elevação do índice proliferativo apresentou correlação com o aumento 

da expressão citoplasmática de Her-4 (r: 0.4510; p: 0.0308) e a redução da expressão de EGFR 

(r: -0.4468; p: 0.0326) e Her-3 (r: -0.5465; p: 0.0070), além de ser menor nas lesões com 
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desmoplasia (r: -0.4232; p: 0.0442). Já nas lesões orais observou-se correlação apenas com o 

diagnóstico epitelióide (r: 0.5698; p: 0.0421). 

Relação entre os receptores de fator de crescimento epidérmico e características histológicas 

A maior expressão de EGFR apresentou correlação com a menor expressão de Her-2 

citoplasmático (r: -0.3357; p: 0.0422) nos melanomas cutâneos. Em melanomas orais tal evento 

não foi observado. 

A expressão de Her-2 membranar apresentou correlação com o diagnóstico epitelióide, quando 

comparado ao diagnóstico fusiforme (r: 0.3851; p: 0.0186) e ao aumento da expressão de Her-

3 nuclear (r: 0.3806; p: 0.0241) nas lesões cutâneas. Em melanomas orais, a expressão 

membranar de Her-2 apresentou correlação com a presença de êmbolos (r: 0.4578; p: 0.0487) 

e expressão citoplasmática de Her-3 (r: 0.6720; p: 0.0031). Em ambas as localizações foi 

observada ainda uma relação entre a expressão membranar de Her-2 e expressão membranar de 

Her-4 (r: 0.4669; p: 0.0041, nos cutâneos e r: 0.4885; p: 0.0338, nos orais). Já a expressão 

citoplasmática de Her-2 apresentou-se associada a menor expressão de Her-4 citoplasmático 

nas lesões orais (r: -0.5291; p: 0.0198). 

A expressão citoplasmática de Her-3 apresentou associação com o aumento da expressão 

membranar de Her-4 nas lesões cutâneas (r: 0.3981; p: 0.0179) e orais (r: 0.5012; p: 0.0404). 

Além disso, a expressão citoplasmática de Her-4 foi associada ao diagnóstico epitelióide (r: 

0.4235; p: 0.0090) e a presença de desmoplasia (r: 0.4958; p: 0.0018) nas lesões cutâneas e ao 

diagnóstico epitelióide nas lesões orais (r: -0.4643, p: 0.0452). 

Amplificação do gene ERBB2 

A CISH foi realizada em 4 melanomas orais (1 com expressão imuno-histoquímica de Her-2) 

e 9 melanomas cutâneos (5 com expressão imuno-histoquímica de Her-2) porém todas as 

amostras apresentaram no máximo 4 cópias do gene, sendo consideradas sem amplificação 

gênica (Figura 6A e 6B). 
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Discussão 

O melanoma canino é uma importante neoplasia devido a sua alta mortalidade e por apresentar 

características em comum com a manifestação em humanos15. Alguns trabalhos têm relatado a 

participação dos receptores de fator de crescimento epidérmico na progressão do melanoma em 

humanos, porém trabalhos neste âmbito ainda não foram desenvolvidos com melanomas 

caninos. 

Nossos dados demonstram uma relação entre o aumento da expressão de Her-4 citoplasmático 

e elevados índice de proliferação em melanomas cutâneos. A isoforma citoplasmática do Her-

4 foi descrita em 1999 e ocorre devido a mutações que geram a perda de 16 aminoácidos do 

receptor23. A presença desta isoforma foi associada a pior prognóstico quando identificada em 

linfonodos de pacientes humanos com melanoma metastático24. Já em lesões primárias Zhu e 

colaboradores, 2018 demonstraram em um recente trabalho a expressão citoplasmática de Her-

4 em melanomas de mucosa sinonasal e sua associação como um marcador independente de 

pior prognóstico25. As mutações no gene ERBB4, codificador do Her-4, foram associadas ainda 

ao ganho de funções oncogênicas no melanoma em humanos8. Observamos ainda uma relação 

direta entre a expressão de Her-4 membranar com Her-2 na membrana e Her-3 no citoplasma. 

Associações entre os receptores de fator de crescimento epidérmico são descritas como 

importantes para amplificação e/ou reconstituição da atividade tirosinacinase ou ainda da 

afinidade aos ligantes por facilitarem a heterodimerização26. Desta forma, a expressão de Her-

4, seja membranar ou citoplasmática, em melanomas caninos é associada a parâmetros 

indicativos de pior prognóstico, como a associação com elevado índice proliferativo. 

A expressão de Her-3 foi observada principalmente no núcleo das células neoplásicas, e 

apresentou correlação negativa com o índice proliferativo nas lesões cutâneas. A expressão 

membranar de Her-3, não observada nos casos analisados, foi demonstrada como um marcador 

de pior prognóstico em estudos in vitro e in vivo com melanoma humano7, já a expressão nuclear 

do receptor é demonstrada como um sinal de bom prognóstico por estar associado a maior 

tempo de sobrevida em melanomas humanos27 o que corrobora nosso achado referente a 

correlação da expressão membranar com reduzido ao índice proliferativo. Controversamente 

apesar da expressão de Her-3 nuclear ser associada a melhor prognóstico existem evidências de 

que a translocação deste receptor para o núcleo ocorre por um mecanismo relacionado a 

resistência a tratamentos com inibidores do EGFR28. Outros autores demonstram que a 

translocação do Her-3 para o núcleo só ocorre em células que coexpressam outros receptores 
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de fator de crescimento epidérmico29. Assim, a expressão nuclear de Her-3 em melanomas 

caninos parece ser um indicativo de bom prognóstico, como em humanos, já a sua translocação, 

por estar associada a melhor prognóstico, não deve ser indicativo de resistência celular e sim 

de coexpressão de outros receptores de fator de crescimento epidérmico.  

Evidenciamos também a correlação entre Her-3 citoplasmático e nuclear com a expressão 

membranar de Her-2. O Her-3 é o único membro da família de receptores de fator de 

crescimento epidérmico que é considerado uma pseudocinase inativa, por não possuir um 

domínio com atividade tirosinacinase funcional, o que torna necessário a formação de 

heterodímeros para que este receptor passe a ser funcional30, o que explica a relação observada 

entre a expressão de Her-2/Her-3 no modelo estudado e demonstra que em melanomas caninos 

a interação Her-2/Her-3 pode ser a alternativa para ativação do Her-3, mesmo que para estímulo 

a diferenciação celular, visto que este receptor parece não estar relacionado ao estímulo a 

proliferação nos casos estudados. 

A superexpressão membranar de Her-2 e amplificação gênica do ERBB2 não foram observadas 

em nenhum dos casos analisados, porém mesmo com esse cenário, a expressão membranar 

apresentou-se associada a presença de êmbolos nas lesões orais. Os trabalhos que abordam a 

expressão deste receptor em melanomas humanos ainda são controversos. Similarmente aos 

nossos resultados Shayanfar e colaboradores, 2015 descreveram a ausência de superexpressão 

do receptor na membrana, bem como a ausência de amplificação gênica31, descrita também por 

Kluger e colaboradores, 200432 implicando na não aplicabilidade deste receptor como um 

biomarcador para determinação de prognóstico em melanomas. Resultados similares também 

foram descritos também por Potti e colaboradores que observaram superexpressão membranar 

de Her-2 em apenas 0,9% dos casos estudados33.  Já Bodey e colaboradores descreveram a 

superexpressão do receptor em melanomas humanos34. Um limitante dos estudos, em humanos, 

com este receptor tem sido o reduzido número de casos. Nossos dados apesar de, em parte, 

serem similares ao descrito na literatura como indícios de que este receptor não tem valor 

prognóstico demonstram também uma relação com a presença de êmbolos, o que demonstra 

uma relação com a progressão neoplásica.  

A superexpressão membranar de EGFR também foi observada em poucos casos, sendo a 

presença deste receptor relacionada a redução do índice proliferativo nas lesões cutâneas, o que 

contradiz resultados observados em melanomas humanos, onde este receptor participa dos 

estímulos proliferativos de melanócitos35 e é associado com pior prognostico dos melanomas18. 
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Nos melanomas caninos este receptor pode estar associado então aos estímulos para suas outras 

funções, como diferenciação celular ou autofagia36,37. 

Com este trabalho demonstramos assim a relação entre o índice proliferativo dos melanomas 

caninos e o aumento da expressão citoplasmática de Her-4 e redução da expressão de EGFR e 

Her-3 em lesões cutâneas, além de relação entre a expressão membranar de Her-2 e a presença 

de êmbolos, mesmo sem amplificação genica do ERBB2. Assim podemos concluir que o Her-

4 provavelmente está ligado ao estimulo para proliferação das células neoplásicas, enquanto o 

EGFR e Her-3 não estão associados a nenhum dos parâmetros estudados , e que a expressão 

membranar de Her-2 possui características indicativas de pior prognóstico em melanomas 

caninos. 
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Tabelas: 

Tabela 1. Anticorpos utilizados na imuno-histoquímica e suas características técnicas 

 

 
Fabricante Clone Diluição 

Tempo de 

Incubação 

Recuperação 

antigênica 

Anticorpo 

secundário 

EGFR Invitrogen 31G7 1:50 16h 
Recuperação 

enzimática 
HRP 

Her-2 Dako Policlonal 1:200 16h Citrato + calor úmido HRP 

Her-3 Genetex Policlonal 1:100 30minutos EDTA + calor úmido Histofine 

Her-4 Santa Cruz C18 1:100 16h 
Citrato + calor úmido 

pressurizado 
Histofine 

Ki-67 Dako MIB-1 1:50 16h 
Citrato + calor úmido 

pressurizado 
Novolink 

Melan-A Dako A103 1:100 16h 
Citrato + calor úmido 

pressurizado 
Novolink 

Melanoma 

Antigen 
Santa Cruz PNL-2 1:100 16h 

Citrato + calor úmido 

pressurizado 

Novolink 

 

Tabela 1. Lista de anticorpos, com os respectivos fabricantes, clones, diluição, tempo de 

incubação, método de recuperação antigênica e anticorpo secundário segundo padronização 

realizado ao início do projeto. 
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Figuras: 

 
Figura 1. Fragmento de melanoma, imuno-histoquímica. Cão. A) Melanoma cutâneo com 

imunomarcação membranar 3+ para EGFR. B) Melanoma oral com imunomarcação membranar 3+ para 

EGFR. C) Melanoma cutâneo com imunomarcação membranar 3+ e citoplasmática moderada em 10 a 

30% das células neoplásicas para Her-2. D) Melanoma oral sem imunomarcação para Her-2. Barra 

50µm. 

 

 
Figura 2. Expressão imuno-histoquímica de EGFR e Her2. A) Distribuição percentual por escore da 

expressão de EGFR em melanomas orais e cutâneos. B) Distribuição percentual por escore da expressão 

de Her-2 em melanomas orais e cutâneos. 
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Figura 3. Fragmento de melanoma, imuno-histoquímica. Cão. A) Melanoma cutâneo com 

imunomarcação nuclear e citoplasmática moderada para Her-3. B) Melanoma oral com imunomarcação 

nuclear para Her-3. C) Melanoma cutâneo com imunomarcação membranar moderada para Her-4. D) 

Melanoma oral com imunomarcação citoplasmática e nuclear fraca para Her-4. Barra 50µm.  
 

 
Figura 4. Expressão imuno-histoquímica de Her-3. A) Distribuição percentual por escore da 

expressão de Her-3 citoplasmático em melanomas caninos orais e cutâneos. B) Percentual médio de 

expressão de Her-3 citoplasmático em células neoplásicas de melanomas caninos orais e cutâneos. C) 

Distribuição percentual por escore da expressão de Her-3 nuclear em melanomas orais e cutâneos. D) 

Percentual médio de expressão de Her-3 nuclear em células neoplásicas de melanomas caninos orais e 

cutâneos.  
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Figura 5. Distribuição percentual por escore da expressão de Her-4 (A) citoplasmática; (B) membranar 

e (C) nuclear em melanomas caninos orais e cutâneos. 

 

 

 
Figura 6. Fragmento de melanoma, hibridização in situ com revelação cromogênica. Cão. 600X. 

A) Melanoma cutâneo sem amplificação gênica de ERBB2. B) Melanoma oral sem amplificação gênica 

de ERBB2.  
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8. CONCLUSÕES 

A partir dos resultados obtidos neste estudo e nas condições metodológicas empregadas, 

podemos concluir que: 

- Melanomas caninos apresentam perda da expressão de E-caderina e ganho de N-caderina, 

caracterizando a ocorrência da transição epitélio-mesênquima nesta neoplasia. 

- A expressão de N-caderina foi visualizada principalmente no citoplasma e núcleo das células 

neoplásicas, demonstrando a translocação desta proteína da membrana para estas 

sublocalizações celulares. 

- A translocação da N-caderina parece ser regulada pelo fator de transcrição ZEB1, que foi 

associado a expressão não-membranar observada em nossos casos. 

- A regulação da expressão de N-caderina pelo fator de transcrição Snail depende do sítio 

anatômico acometido pela neoplasia, naquelas de cavidade oral o Snail é relacionado ao 

aumento expressão de N-caderina, já nas lesões cutâneas este fator é relacionado à redução da 

expressão de N-caderina. 

- O Her-2 e Her-4 estão ligados a presença de êmbolos e maior índice proliferativo 

respectivamente, características indicativas de pior prognóstico dos melanomas caninos, ao 

contrário do EGFR e Her-3 que não apresentaram nenhuma associação com os parâmetros 

estudados. 

- Não foram observados sinais de amplificação gênica para ERBB2 nos melanomas caninos 

orais e cutâneos estudados. 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O melanoma canino representa uma importante neoplasia devido sua alta agressividade e 

impacto na sobrevida dos pacientes, além de ser considerado um bom modelo pré-clínico em 

oncologia comparada, entretanto as vias envolvidas na carcinogênese e progressão desta 

neoplasia ainda não são bem esclarecidas, dificultando o trabalho do oncologista veterinário já 

que não existem protocolos determinados ou mesmo terapias-alvo. Alguns eventos moleculares 

são propostos como importantes no contexto de outras neoplasias tanto humanas quanto 

veterinárias, incluindo o melanoma humano e conhecer prováveis vias envolvidas na 

progressão de qualquer neoplasia é sempre de fundamental importância para elucidar possíveis 

rotas terapêuticas. 

Um evento característico da progressão neoplásica é a transição epitélio-mesênquima, um 

fenômeno que fisiologicamente apresenta diversas funções mas que no âmbito neoplásico 

encontra-se desregulado favorecendo a agressividade e resistência das células neoplásicas. Este 

evento é bem descrito em diversas neoplasias humanas e também em algumas neoplasias 

caninas, porém no melanoma canino pouco se conhece sobre seus efeitos. E também nas outras 

neoplasias, tanto humanas quanto caninas, algumas questões no sentido da regulação e 

conferência de resistência as células neoplásicas ainda permanecem obscuras. Nosso trabalho 

demonstra a ocorrência da transição epitélio-mesênquima nos melanomas caninos e mais 

interessante ainda a translocação da N-caderina para citoplasma e núcleo aparentemente 

regulada pelo fator de transcrição ZEB1, além de uma regulação local-dependente da expressão 

de N-caderina via Snail. Trabalhos adicionais são necessários para melhor compreensão de toda 

a complexidade envolvida na TEM, como os mecanismos moleculares envolvidos no estímulo 

para sua ocorrência, na regulação da expressão das caderinas e interação célula-célula e célula-

matriz e na resistência observada nas células neoplásicas que sofrem a TEM. Nosso relato neste 

trabalho torna-se interessante justamente para justificar mais estudos nos aspectos citados.  

A superexpressão dos receptores de fator de crescimento epidérmico, na maioria das neoplasias 

em que é relatada associa-se a maior índice proliferativo e pior prognóstico, sendo inclusive 

uma importante ferramenta terapêutica para neoplasias mamárias humanas. Em neoplasias 

caninas a associação entre estes receptores e a progressão neoplásica não é bem definida e em 

melanomas nem mesmo estudada por outros grupos, talvez porque a alternativa terapêutica dos 

inibidores de receptor de fator de crescimento epidérmico ainda não seja viável para a medicina 

veterinária devido a seu elevado custo mesmo para humanos. Mesmo neste cenário 
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consideramos importante o conhecimento destas características para melhor entendimento da 

biologia tumoral envolvida nas neoplasias caninas, em especial o melanoma. Os receptores de 

fator de crescimento epidérmico, Her-2 e Her-4, também foram demonstrados neste estudo 

como importantes para a progressão neoplásica dos melanomas caninos, ao contrário dos outros 

membros da família, os receptores EGFR e Her-3, que não se associaram com características 

indicativas de pior prognóstico.  

Trabalhos que busquem associar a expressão destes receptores, assim como das moléculas 

relacionadas a TEM, com a sobrevida dos animais acometidos pelo melanoma são 

imprescindíveis para real determinação do seu valor prognóstico, entretanto uma limitação 

encontrada na medicina veterinária é a difícil rastreabilidade dos pacientes e seus tutores e ainda 

a determinação da causa mortis visto que por vezes o óbito dos pacientes não acontece no 

ambiente hospitalar e as necropsias raramente são autorizadas pelos tutores. A alternativa então 

é a realização de estudos funcionais que busquem elucidar as vias e funções envolvidas com 

estas moléculas, receptores de fator de crescimento e as ligadas a TEM, e também a avaliação 

de possíveis fármacos para controle destas vias. 
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