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RESUMO

COTA, Jéssica Miranda, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2024.
Receptores para acido retindico no carcinoma de células escamosas cutaneo e
ceratose actinica em caes. Orientador: Lissandro Gongalves Conceigao.
Coorientadora: Simone Eliza Facioni Guimaraes.

A ceratose actinica (CA) e o carcinoma de células escamosas (CCE) sao
comumente observado em caes e gatos de pelagem e/ou pele clara e histérico de
exposicao crénica aos raios ultravioleta (UV). Apesar da resseccao cirurgica ser a
terapia de eleicdo para o CCE, esta pode promover danos estéticos indesejaveis e
prejudicar a capacidade funcional, a depender da localizagao do tumor. Diante disso,
o CCE é um desafio clinico, sendo necessaria a investigacao de outras modalidades
terapéuticas. O objetivo deste estudo foi investigar a expressao dos receptores de
acido retindico (RAR-a, RAR-B e RAR-y) na CA e no CCE em cées. Foi realizado um
estudo com 26 lesbes (blocos de parafina), diagnosticadas como CCE e CA em
cées. Os CCE foram classificados como moderadamente diferenciados (MD) e bem
diferenciados (BD). Foi utilizada a técnica de Western blotting (WB), para confirmar a
expressao de anticorpos anti-RAR qa, B e y humanos comercialmente disponivel para
o homdlogo canino. Posteriormente, as lesdes selecionadas, foram submetidas a
técnica de IHQ para verificar a expressdo destes receptores. No estudo, os
anticorpos RAR-a, RAR-y e RAR-B foram expressos no tecido controle e tumoral
através da técnica de WB, porém os anticorpos RAR-a e RAR-y ndo apresentaram
marcacao nuclear evidente no controle positivo pela técnica de IHQ. Todas as 26
lesbes diagnosticadas como CA e CCE analisadas no estudo, expressaram o RAR-
B. Nos grupos MD e CA, a maioria das lesdes apresentou mais que 75% de células
marcadas para o anticorpo. A maioria dos casos de carcinoma BD (12/15), MD (6/8)
e CA (2/3) apresentaram imunomarcacao nuclear forte para o RAR-B, o que diferiu
significativamente dentro de cada grupo. As lesdes classificadas como CA
apresentaram maior percentual de células com expressao intermediaria, diferindo
dos outros grupos. Em todas as lesdes, a marcagao nuclear foi evidente e nenhum
dos casos apresentou coloragao restrita ao citoplasma. Os achados desta pesquisa
demonstram a presenca dos RAR-B nas lesbes diagnosticadas como CA e CCE. A
compreensao da expressao dos receptores de retindides na medicina veterinaria
podera proporcionar alternativas para a terapia especifica em pacientes caninos com
CA e CCE.



Palavras-chave: Dermatose solar. Retindides. Receptor. Imunohistoquimica.



ABSTRACT

COTA, Jéssica Miranda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2024.
Receptors for retinoic acid in cutaneous squamous cell carcinoma and actinic
keratosis in dogs. Adviser: Lissandro Gongalves Concei¢do. Co-adviser: Simone
Eliza Facioni Guimaraes.

Actinic keratosis (AC) and squamous cell carcinoma (SCC) are commonly found in
dogs and cats with light coats and/or skin and a history of chronic exposure to
ultraviolet (UV) rays. Although surgical resection is a therapy of choice for SCC, it
can cause undesirable aesthetic damage and impair functional capacity, depending
on the location of the tumor. Therefore, SCC is a clinical challenge, requiring the
investigation of other therapeutic modalities. The aim of this study was to investigate
the expression of retinoic acid receptors (RAR-a, RAR- and RAR-y) in AC and SCC
in dogs. A study was carried out with 26 lesions (paraffin blocks), found as SCC and
CA in dogs. SCC were classified as moderately differentiated (MD) and well
differentiated (BD). The Western blotting (WB) technique was used to confirm the
expression of commercially available human anti-RAR a, B and y antibodies to the
canine homologue. Subsequently, the selected lesions were subjected to the IHC
technique to verify the expression of these receptors. In the study, the RAR-a, RAR-y
and RAR-B antibodies were expressed in control and tumor tissue using the WB
technique, but the RAR-a and RAR-y antibodies did not demonstrate evident nuclear
labeling in the positive control using the WB technique. IQQ. All 26 lesions presented
as CA and SCC proven in the study manifested RAR-B. In the MD and CA groups,
the majority of lesions had more than 75% of cells labeled for the antibody. Most
cases of BD (12/15), MD (6/8) and CA (2/3) carcinomas showed strong nuclear
immunostaining for RAR-3, which differs significantly within each group. Discussions
about CA had a higher percentage of cells with shared expression, differentiating
them from other groups. In all lesions, nuclear staining was evident and none of the
cases showed classification restricted to the cytoplasm. The results of this research
demonstrate the presence of RAR-B in lesions produced such as CA and SCC.
Understanding the expression of retinoid receptors in veterinary medicine may
provide alternatives for specific therapy in canine patients with CA and SCC.

Keywords: Solar dermatosis. Retinoids. Receiver. Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) € um tumor epitelial maligno de
queratindcitos, que ocorre em 6rgaos revestidos por epitélio escamoso, afetando
diferentes locais anatdémicos (Yan, 2011). A pele é um dos principais érgaos
acometidos em cées e gatos, sendo predispostos aqueles de pelagem clara e
frequentemente expostos ao sol (Gross et al., 2005; Miller et al., 2013). Inicialmente,
as lesdes podem surgir como ceratose actinica (CA), que € uma lesao pré-
neoplasica decorrente da exposi¢cdo continuada aos raios UV (Paterson, 2008). Em
um estudo brasileiro, o CCE representou 7,5% dos tumores cutaneos em caes,
sendo 0 segundo mais frequente na espécie (Meirelles et al., 2010). Em outro
estudo, representou 15,48%, sendo a neoplasia cutdnea mais frequente em caes
(Fernandes et al., 2015).

Geralmente, € uma neoplasia localmente invasiva, com baixo potencial
metastatico, podendo ser observada metastase em fases avancadas da doenca
(Gross et al., 2005). Os ganglios linfaticos regionais e o pulméao sao os locais mais
comuns para o desenvolvimento de metastases (Withrow & Macewen, 2007).
Independentemente da localizagdo do tumor, os CCE podem ser classificados em
diferentes graus de diferencia¢do: bem diferenciados, moderadamente diferenciados
e pouco diferenciados (Gross et al., 2005). Tem-se observado que quanto menor é o
grau de diferenciagao histoldégica do tumor, maior a probabilidade de ocorréncia de
metastases, e pior sera o progndstico (Rodaski & Werner, 2009).

Ja foram descritas inUmeras modalidades terapéuticas para animais com
CCE, como cirurgia, criocirurgia, radioterapia, terapia fotodinamica e
eletroquimioterapia (Lascelles et al., 2000; Goodfellow et al., 2006; Buchholz et al.,
2007; Spugnini et al., 2016; Cunha et al., 2023). A ressecg¢ao cirdrgica com amplas
margens de seguranca representa a terapia de eleicdo (Lascelles et al., 2000;
Thomson, 2007; Cunha et al., 2023). Entretanto, a cirurgia pode promover danos
estéticos indesejaveis a depender da localizagdo das lesbes, como regiao
abdominal, inguinal, membros, plano nasal e prepucio (Thomson, 2007; Edgar et al.,
2022; Cunha et al., 2023). Além disso, casos de lesdes multiplas ou extensas podem
aumentar o risco de complicagdes pdés-operatorias, prejudicando a capacidade
funcional de membros, 6rgdos e outras estruturas adjacentes (Ruslander et al.,
1997, Lascelles et al., 2000; Thomson, 2007).
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Os retindides sao derivados naturais ou sintéticos da vitamina A, que
exercem efeitos no crescimento e diferenciacdo de muitos tipos celulares in vivo e in
vitro (Klaassen & Braakhuis, 2002). Os acidos retindicos (AR) atuam reduzindo a
expressao da proteina Bcl-2 e regulando positivamente as proteinas bax. Além
disso, eles inibem o crescimento celular ao manter as células na fase G1 ou induzir
a apoptose (Burg & Dummer, 2000). Em humanos, ja foi descrito que os retindides
apresentaram efeitos antitumorais na leucemia promielocitica aguda (Santos et al.,
2004) e em outros tumores, como o CCE da laringe (Cai et al., 2017), linfoma
cutdneo (Zhang & Duvi, 2003), carcinomas de pulmao e tireoide e glioblastomas
(Tsimberidou et al., 2004). Quando administrados em conjunto com o interferon-a2A,
os retindides auxiliaram no tratamento do CCE humano da pele e do colo do utero, e
carcinoma renal (Altucci et al., 2007).

Em caes e gatos, o papel dos receptores para acido retindico (RAR) na
inibicdo do desenvolvimento de tumores ainda é pouco compreendido. Estudos
demonstraram uma resposta satisfatéria no uso do etretinato para o tratamento da
CA em caes, sobretudo para aquelas lesdes multifocais que ndo sao facilmente
tratadas por métodos locais de terapia (Marks et al., 1992). Ademais, os retindides
tém sido usados na dermatologia como terapia para casos de adenite sebacea e
pilomatricomas benignos em cées (White et al., 1995; Toma et al., 2005). A
isotretinoina obteve resultados satisfatérios no tratamento da furunculose actinica
complicada por Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina em um cao
(Conceicao et al., 2018). Os receptores para AR ja foram identificados no linfoma
cutaneo canino (Souza et al., 2010) e no mastocitoma em caes (Ohashi et al., 2006;
Miyajima et al., 2006). Além disso, foi observada resposta satisfatéria com o uso da
isotretinoina, com obtencado de remissao clinica a longo prazo do linfoma cutaneo
em dois caes (Lee et al., 2018).

Dentro deste contexto, objetivou-se com esse estudo avaliar a expressao
dos RAR-a, RAR-B e RAR-y na CA e no CCE em caes. Os retindides e os farmacos
que se ligam aos RARs podem ter um impacto no tratamento de caes com estas
lesdes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A CA é comumente diagnosticada em caes e gatos com pele clara, pouco
pigmentada e com pouca cobertura pilosa que se expde cronicamente a luz solar
(Gross et al., 2005). Macroscopicamente, as lesdes diagnosticadas com CA, inicial-
mente apresentam eritema, edema e descamacéo da pele exposta (Miller, et al.,
2013). Na lesao crdnica, evoluem para espessamento da pele, formacao de come-
doées, bolhas hemorragicas, alopecia, exsudacao, crostas, ulceragédo, erosdes, ma-
culas, papulas, nédulos e placas eritematosas (Miller et al., 2013). A CA pode se
apresentar como lesdes solitarias ou multiplas e disseminadas (Gross et al., 2005).
Além disso, as lesdes de CA sao ceratéticas, de espessura variavel, mal delimitadas,
com didmetro igual ou inferior a 1 cm, grau variavel de eritema e, as vezes, pigmen-
tadas, podendo ter forma de corno cutaneo (Dreno et al., 2014).

Os principais achados histolégicos sédo hiperplasia e displasia na epiderme,
podendo ser leve a acentuada (Gross et al., 2005). Ha hiperqueratose, paraceratose,
acantose e displasia de queratinécitos (Meuten, 2002; Miller et al., 2013). Ainda, os
queratindcitos, que sdo encontrados principalmente na camada basal e espinhosa,
apresentam perda de polaridade, cariomegalia, cromatina evidente, nucléolos au-
mentados e proeminentes e figuras mitdticas de queratindcitos basais e suprabasais
(Meuten, 2002; Gross et al., 2005). A hiperplasia e a displasia podem acometer as
camadas periféricas dos foliculos pilosos superficiais (Gross et al., 2005). Na CA,
ndo ha invasao através da membrana basal pelos queratinécitos displasicos e pode
haver elastose solar (Gross et al., 2005).

A CA é um indicador da exposicao cronica aos raios UV e da leséao inicial na
maioria dos CECs cutaneos invasivos em humanos. Alguns autores afirmam que a
CA é considerada um CEC in situ em humanos, devido a possivel progressao para
neoplasia invasiva e a semelhancas entre as alteracdes microscopicas e marcado-
res genéticos entre as doencas (Roewert-Huber et al., 2007; Deltondo & Helm,
2009). Entretanto, existem diferencas clinicas, epidemioldgicas e moleculares que
justificam a individualidade dos diagnésticos por outros autores (Cockerell, 2003).

A eficacia dos filtros solares na redugcédo do desenvolvimento de CAs foi de-
monstrada por varios ensaios randomizados em humanos (Naylor et al., 1995; Dar-
lington et al., 2003). Lesbes avangadas requerem a utilizagdo de criocirurgia ou re-
mogao cirurgica (Miller et al., 2013). Em humanos, foi descrito o efeito terapéutico
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dos retindides na CA (Hughes et al., 1988; lanhez et al., 2013; Zhao et al., 2021).
Em um estudo que avaliou a eficacia do etretinato para caes com lesdes pré-
neoplasicas induzidas pelo sol, cinco de 10 cdes mostraram uma resposta parcial ou
completa (Marks et al., 1992). Em outro estudo, foi observada resposta clinica em
um cdo com CCE com o uso do isotretinoina sistémica associada ao aquecimento
local com radiofrequéncia (Levine et al., 1990).

O CCE, também chamado de carcinoma epidermaéide, carcinoma de células
espinhosas ou carcinoma espinocelular, € uma lesao epitelial maligna onde as célu-
las tumorais mostram diferenciacdo escamosa variavel (Weedon et al., 2006; Miller
et al., 2013). A etiologia desta lesdo esta relacionada a predisposicdo genética e a
radiacao ultravioleta-B (UVB). Ja foi associado em humanos a mutagcdes no DNA
(gene TP53, que codifica a proteina p53), radiacao, queimaduras, exposi¢cao ao ar-
sénico, imunossupressao, infeccdo por papiloma e lesdes inflamatérias (Weedon et
al., 2006).

O CCE cutaneo é uma neoplasia que nao apresenta predisposicao sexual.
Nos caes, este tipo de carcinoma ocorre em média aos nove anos de idade, com
uma faixa etaria entre seis a dez anos de idade (Rodaski & Werner, 2009). Racas de
pelo curto, com pelagem branca ou pele levemente pigmentada como Beagle, Dal-
matas, Whippet, Bull terrier, tém maior predisposicdo para este tumor, principalmen-
te se expostos ao sol (Miller et al., 2013). As areas mais frequentemente acometidas
pelo CCE séao o tronco, orelhas, palpebras, narina, labios, escroto, regiao inguinal e
regido axilar (Rodaski & Werner, 2009). Além disso, o CCE é a neoplasia mais co-
mum do digito, enquanto o plano nasal é raramente afetado (Miller et al., 2013). Le-
sbes em digito tem prognéstico pior em animais, com sobrevida média de um a dois
anos (Henry et al., 2005).

Macroscopicamente, a lesdo pode apresentar aspecto proliferativo, seme-
lhante a couve-flor ou erosivo que nao cicatriza e recoberto por crostas, tendo tama-
nho variavel. As lesdes podem ser solitarias ou multiplas (Rodaski & Werner, 2009).
Os CCE podem apresentar comportamento localmente invasivo, levando a deformi-
dades anatémicas com frequéncia e apresentam baixa capacidade metastatica em
casos iniciais (Gross et al., 2005). Entretanto, em casos tardios/avangados pode
ocorrer lesdes a distancia em 17,7% dos casos caninos, sendo os linfonodos regio-
nais, os locais mais acometidos (Grandi & Rondelli, 2016; Marconato et al., 2021).
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Em gatos, foi relatado metastase em 22% dos casos também para o linfonodo regio-
nal (Lana et al., 1997).

O diagnéstico definitivo requer o estudo histopatolégico, nos casos de ana-
plasia intensa, o exame imunohistoquimico (IHQ) pode auxiliar na identificacdo da
origem epitelial do tumor (Gross et al., 2005). Histologicamente, o CCE bem diferen-
ciado ocorre como lesdes erosivas, semelhantes a placas, compreendendo ilhas e
trabéculas de células escamosas que se originam da epiderme e invadem a derme
(Meuten, 2002). A epiderme sobrejacente intacta geralmente apresenta paraquera-
tose e crostas, e ocasionalmente, hiperqueratose acentuada pode produzir um corno
cutédneo (Weedon et al., 2006). H4 uma progressao ordenada das células basais po-
liédricas, células basais ndo queratinizadas na periferia das estruturas epiteliais ne-
oplasicas para células grandes, poligonais, queratinizadas nos centros (Gross et al.,
2005). As células queratinizadas centrais tém abundante citoplasma eosinofilico e
um grande nucleo vesicular e o citoplasma das células basalbides periféricas é es-
casso e anféfilo (Gross et al., 2005). A queratina laminada, ou pérolas cérneas, es-
tao presentes em tamanho e numero variaveis (Weedon et al., 2006).

Ocasionalmente, pode haver infiltracdo ao longo das bainhas nervosas, a
adventicia dos vasos sanguineos e vasos linfaticos (Meuten, 2002). A presencga de
linfocitos perineural pode ser observada e foi relacionada a recorréncia local apos
completa excisao cirurgica (Gross et al., 2005). Frequentemente ha um infilirado de
neutréfilos nas ilhas de epitélio escamoso neoplasico, enquanto plasmécitos e linfé-
citos sdo encontrados no estroma do tecido conjuntivo que circunda o tumor (Meu-
ten, 2002). O CCE moderadamente diferenciado apresenta moderada queratiniza-
cao, mas as pérolas e as pontes intercelulares sdo menos frequentes (Mauldin &
Kennedy, 2015).

O sistema de classificagdo de tumores da Organizacao Mundial de Saude
(Weedon et al., 2006) utiliza o grau de anaplasia para realizar uma classificagao his-
tolégica do grau de diferenciacao celular nas seguintes categorias subjetivas:

e Bem diferenciado: ilhas e trabéculas de células escamosas que se originam
da epiderme e invadem a derme. Ha& uma progressao ordenada das células
basais poliédricas ndo queratinizadas na periferia das estruturas epiteliais
neoplasicas para células grandes, poligonais, queratinizadas nos centros.
Presenca de pérolas corneas, paraceratose e/ou hiperceratose.
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e Moderadamente diferenciado: pleomorfismo nuclear, atividade mitética e
moderada queratinizacdo, mas as pérolas cérneas e as pontes intercelulares
sao menos frequentes.

e Pouco diferenciado: Células imaturas com numerosas mitoses e minima
quantidade de queratina sem a formacéao das pérolas cérneas.

Os fatores clinicos e histolégicos que tém sido associados com maior
recorréncia local e metastases incluem o tamanho do tumor, profundidade de
invasao, diferenciacdo histoldgica, localizagdo anatémica, invasao perineural, o
crescimento rapido e imunossupressao (Rinker et al., 2001).

A resseccao cirurgica, quando realizada com amplas margens de seguranca,
€ a principal modalidade de tratamento para o CCE, proporcionando maiores
chances de cura (Thomson, 2007). Em estadios avancados, podem ser necessarias
cirurgias extensas para alcancar margens adequadas, podendo levar a danos
estéticos e funcionais (Schmidt et al., 2005). Além da cirurgia, a quimioterapia
adjuvante deve ser empregada para promover remissées mais duradouras (Kuhnel
& Kessler, 2014). Porém, o tratamento quimioterapico utilizado de forma isolada nao
tem sido suficiente para induzir remissées completas das lesdes (Ferreira et al.,
2009). Outras modalidades de tratamento incluem terapia fotodindmica (Sajisevi et
al., 2015), criocirurgia (Lucas & Larsson, 2006), radioterapia (Goodfellow et al., 2006;
Grier & Mayer, 2007) e eletroquimioterapia (Tozon et al., 2016; Cunha et al., 2023).

Os retindides sao derivados naturais ou sintéticos da vitamina A e exercem
efeitos no crescimento e diferenciacdo de diversos tipos celulares (Klaassen
& Braakhuis, 2002). Esses efeitos ocorrem por meio da interagcdo com receptores
nucleares retindides especificos que fazem parte da superfamilia de receptores
nucleares de esteroides (Altucci et al., 2007). Os receptores retindides funcionam
como fatores de transcricido dependentes de ligantes, e a ligacao ao retindide e a
ativacao do receptor sdo seguidas pela transcricdo de genes responsivos (Altucci et
al., 2007). Os receptores de retindide sdo divididos em duas familias: os receptores
de acido retindico (RARs) e os receptores retindides X (RXRs, também chamados de
rexindides). Cada familia possui trés subtipos de receptores (a, 3 e y), com multiplas
isoformas e genes especificos que codificam cada um deles (Lippman & Lotan,
2000; Fields et al., 2007).

O RAR-B ¢é induzido pelo AR sendo o receptor predominante que medeia os
efeitos inibitérios do AR na proliferacdo celular (Seewaldt et al., 1995; Faria et al.,
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1999; Altucci et al., 2007). Ja foi descrito que o RAR-B estimula a inducdo de
inibidores do ciclo celular, como p21C¢'P1 e p27XIP1 (Li et al., 2004; Suzui et al., 2004).
Além disso, o RAR-B é conhecido por seus efeitos supressores de tumor em células
epiteliais (Bushue & Wan, 2010; Tang & Gudas, 2011; Freemantle et al., 2003). Em
um estudo, a perda da expressdo de RAR-B induzida pelo AR foi considerada um
passo crucial no desenvolvimento da resisténcia ao AR na carcinogénese mamaria
em humanos (Sirchia, 2002).

Como os efeitos terapéuticos e adversos variam dependendo da classe e
subtipo de receptor ligado, uma variedade de novos retindides sintéticos com
especificidade da isoforma estd sendo investigada. Estudos demonstraram que os
retindides inibiram lesbes pré-malignas, como leucoplasia oral, displasia cervical e
xeroderma pigmentoso em humanos (Marks et al.,, 1992; Klaassen & Braakhuis,
2002; Altucci et al., 2007). Em humanos, os retindides tém sido usados com sucesso
como agente Unico no tratamento da leucemia promielocitica aguda e no linfoma
cutdneo (Santos et al.,, 2004; Zhang & Duvi, 2003). Quando administrados em
conjunto com o interferon-a2A, os retindides auxiliaram no tratamento do CCE
humano da pele e do colo do utero, e carcinoma renal (Altucci et al., 2007).
Acitretina oral é recomendada como quimioprevencdo do CCE em pacientes

humanos de alto risco (Bath-Hextall et al., 2007). Em pacientes com psoriase
tratados com fototerapia psoraleno-UVA, o uso sistémico de retindides reduziu o
risco de CEC (Nijsten & Popa, 2003).

Em caes, poucos estudos demonstraram os efeitos dos retindides em
neoplasias cutdneas. Em um estudo, 14 cdes com linfoma cuténeo foram tratados
com isotretinoina ou etretinato, com taxa de resposta clinica relatada de 42% (White
et al., 1993). A eficacia clinica da isotretinoina combinada com IFN-a em dois caes
com linfoma cutédneo epiteliotrépico foi relatada (Lee et al.,, 2018). Resultados
preliminares sugeriram que o etretinato péde proporcionar eficacia terapéutica na CA
em caes (Marks et al., 1992). Além disso, os retindides naturais (ATRA e 9-cis-RA)
induziram a diferenciagdo, inibicdo do crescimento e apoptose em células de
osteossarcoma canino (Hong et al.,, 2000). Ainda, linhagens de células de
mastocitoma canino expressaram receptores de retindide (Ohashi et al., 2006;
Miyajima et al., 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Comissao de ética

O delineamento da pesquisa foi submetido & Comissao de Etica no Uso de
Animais — CEUA/UFV e foi aprovado por essa comissao, sob numero de processo
62/2021. As Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e
Extensdo do DVT/UFV foram seguidas rigorosamente. Nao foram utilizados animais
vivos na presente pesquisa. Parte das amostras foram provenientes do tecido de um
cadaver de cao, doado para a presente pesquisa. Foi utilizado tecido tumoral
retirado cirurgicamente de um cdo diagnosticado com CCE, conforme indicacao
médica terapéutica, sempre levando em consideracdo o melhor para o paciente.
Além disso, foram utilizados blocos de parafina de lesées diagnosticadas como CA e
CCE em caes do arquivo da Patologia. A pesquisa foi realizada no periodo de
01/10/2021 a 31/07/2023. O médico veterinario responsavel pela execucédo dessas
atividades, coleta e envio das amostras para exame e seu respectivo CRMV: Jéssica
Miranda Cota, CRMV ES 2954.

3.2. Amostras

Foram selecionadas para este estudo, 26 les6es diagnosticadas de acordo
com as caracteristicas histolégicas como CCE e CA em caes. Essas lesbes foram
selecionadas retrospectivamente de registros de bidpsias cutdneas de caes
(tumores benignos e malignos), encaminhadas ao setor de patologia no periodo de
2009 a 2021. Os espécimes cutaneos, enviados ao laboratério de patologia, foram
coletados por bidpsia (punch, incisional ou excisional), fixados em formalina 10%,
processados de maneira habitual e incluidos em parafina. Os cortes histolégicos
foram realizados com espessura de 3 a 5 micrémetros e corados com hematoxilina e

eosina (HE).

As lesdes previamente diagnosticadas como CCE e CA, foram revisadas e o
diagnéstico confirmado sob microscopia Optica de luz por um avaliador. Foram
avaliados casos histopatologicos caninos classificados previamente como CCE bem
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diferenciado (BD) (n=15), CCE moderadamente diferenciado (MD) (n=8) e CA (n=3),
conforme classificagcdo de Gross et al. (2005).

O cadaver de um cao que veio a 6bito, foi doado para a presente pesquisa,
para a coleta de amostras dos tecidos, pelos Setor de patologia do departamento de
veterinaria da Universidade Federal de Vigosa. Vale ressaltar que esse animal ndo
foi morto para essa pesquisa, e sim foram coletados fragmentos de tecido. A doagéo
do cadaver foi realizada mediante a assinatura do termo disponivel no Apéndice B.
Foi utilizado material de pele, pulmao e musculo esquelético.

Para os receptores de retindide, pele, pulmdo e musculo esquelético foram
usados como controles positivos para a realizagdo das técnicas de WB e posterior-
mente, IHQ. Essa decisido foi baseada na expressao da proteina RAR a, B e y em

humanos, conforme disponibilizado no site www.proteinatlas.org.

3.3. Western Blotting

E controverso se os anticorpos comerciais (policlonal de coelho) anti-RAR «
(PA5107012), B (PA581249) e vy (PA587426) [Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts, EUA] reconhecem corretamente o homdlogo canino de RAR a, B e
y. Inicialmente, para a validagdo dos anticorpos anti-RAR a, 8 e y no tecido canino,
foi realizada a técnica de Western Blotting (WB). Foi necessario tecido fresco de
uma lesdo diagnosticada como CCE de cao. Para isso, foi utilizado material
bioldgico de um cdo naturalmente acometido por CCE, ndo havendo predile¢do por
idade, sexo ou raca. Esse animal, portador da doenca natural, foi submetido aos
procedimentos pré-operatério, técnica cirurgia adequada ao tratamento e poés-
operatério conforme a indicacdo médica. Importante ressaltar que a pesquisa
envolveu a manipulacao do tecido tumoral apenas quando completamente retirado
do animal, para fins diagndsticos e sob indicacdo médica, ndo envolvendo a
manipulagdo do paciente nesta pesquisa. Foi utilizado material de animal de
casuistica hospitalar, selecionado no Hospital Veterinario (setor de clinica médica de
pequenos animais) da Universidade Federal de Vigosa. Apenas foi incluido no
estudo o cdo cujo responsavel procurou 0s respectivos Servigcos para diagndstico e
tratamento, aceitou e concordou com a participagdo na pesquisa, mediante
assinatura do termo de autorizagéo (Apéndice A).
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Apos a retirada do tumor de acordo com a indicagdo clinico-cirdrgica, o
material foi encaminhado para o exame histopatoldgico, a fim de se confirmar o
diagnéstico. Para a confirmacao diagndstica, parte dos fragmentos coletados foram
fixados em formalina 10%, processados de maneira habitual, incluidos em parafina e
corados em hematoxilina e eosina. Os casos foram examinados sob microscopia
optica de luz e avaliados histologicamente por um patologista. Parte do material foi
selecionado para a realizacdo do WB. Esta amostra foi lavada para a remogéao do
sangue, com solucao salina tamponada com fosfato (PBS) ou solugao NaCl 0,9%.
Em seguida, o fragmento foi colocado em um criotubo e acondicionado em
nitrogénio liquido (-196°C), onde foi mantido até o descongelamento para realizar o
WB.

Para o WB, foi usado um lisado de células de CCE obtido das amostras
como previamente descritas, através de bidpsia cutédnea/excisédo cirurgica de tecido
fresco de cao. Além disso, para o controle positivo, foram utilizados tecidos caninos
frescos, conforme descrito no item 3.5, que expressam o receptor, como pele,
pulmdo e musculo esquelético. Essa selecado foi realizada através do site

www.proteinatlas.org.

Os extratos proteicos foram separados em gel desnaturante de
poliacrilamida. O gel de separagédo foi constituido de 8 % de uma solucao de:
acrilamida/bisacrilamida 0,8/30% (p/v); Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; SDS 10% (p/v); 10%
de persulfato de amoénia (PSA) (p/v) e 0,05% (v/v) de TEMED. O gel de
concentragdo foi constituido de 3,9% (v/iv) de uma solucdo de:
acrilamida/bisacrilamida 40% (p/v); Tris-HCI 1,0 M pH 6,8; SDS 10% (p/v); 10% de
persulfato de aménia (PSA) (p/v) e TEMED 0,05% (v/v). Aproximadamente 30 a 40
ug de proteinas foram utilizadas em cada corrida eletroforética. As amostras foram
adicionadas ao tampao de amostra desnaturante para SDS-PAGE 5x concentrado
(0,313M de Tris-HCI pH 6,8; 10% de SDS; 0,05% de Azul de Bromofenol; 10% de
DTT; 50% de glicerol) e, em seguida aplicadas nas canaletas do gel. A eletroforese
foi desenvolvida verticalmente com o tampao de eletroforese TRIS - Glicina (0,3%
Tris-HCI; 1,2% de glicina e 0,1% de SDS) a 120 volts durante aproximadamente 1
hora e 30 minutos, até que o tampéao da amostra atingiu o final do gel.

Ao término da corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas do gel
para membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (BioRad) pelo sistema de
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transferéncia semiseco (BioRad), por 90 minutos. A membrana foi bloqueada com
5% de leite desnatado em solug¢do salina tamponada com Tris (20 mM Tris e 200
mM NaCl, pH7,4 — TBS) contendo 0,5% Tween-20 (Sigma) (TBS-T) por 1 hora e
depois incubadas por 16h a 4°C com o anticorpo primario diluido em TBS-T com 5%
de leite desnatado. Os anticorpos que foram utilizados estédo listados na tabela a

sequir:

Tabela 1. Listagem dos anticorpos primarios utilizados para a técnica de WB.

Anticorpo Laboratoério Diluicao
RAR GAMMA-2 policlonal | ThermoFisher 1:500
RARA policlonal ThermoFisher 1:500
RARB policlonal ThermoFisher 1:500

As membranas foram lavadas trés vezes de cinco minutos com TBS-T, e
entdo, incubadas por uma hora com anticorpo secundario anti o primario, a
temperatura ambiente. O anticorpo secundario anti igG de coelho produzido em
cabra (31460 - ThermoFisher) foi conjugado a peroxidase (1:1000). As bandas foram
reveladas em scanner de quimioluminescencia C-digit da LICOR®.

3.4. Imunohistoquimica (IHQ)

Apos a validagdo dos anticorpos pela técnica de WB no tecido canino, as
lesbes selecionadas foram submetidas a técnica de IHQ para verificar a expressao
dos receptores para os anticorpos policlonais anti-RAR a (PA5107012), B
(PA581249) e y (PA587426) [Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA]. Os
blocos de parafina foram cortados com trés micrometros de espessura e distendidos
sobre laminas carregadas eletricamente (Starfrost®). A desparafinizacao dos cortes
foi_realizada com xilol e &lcool etilico. A técnica seguiu o protocolo para o complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase estabelecido por Hsu e colaboradores (1981). O
material seguiu para o processo de bloqueio da peroxidase enddégena com dois
banhos de 15 minutos cada com peréxido de hidrogénio. O peréxido foi lavado em
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agua corrente e as laminas foram posteriormente mergulhadas em solugdo tampéao

com pH 7,0 (PSB - solugao salina tamponada com fosfato).

A recuperacéao antigénica foi realizada em solucao tampéao citrato em pH 6.0
na panela de pressao (Pascal®), por cinco minutos. Apds o resfriamento, as laminas
foram lavadas em agua corrente e agua destilada. Apdés mais cinco minutos em
solugdo PSB, cada lamina foi seguida do uso do anticorpo especifico (RAR a, B e y).
As laminas foram entdo mantidas em camara umida por 12 horas (over night) a 8°C.
Nova lavagem foi feita com PSB previamente a aplicacdo do anticorpo secundario
anti-coelho igG (31460) — [Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA] e,
finalmente, com complexo estreptavidina-peroxidase (StreptABD — Streptavidina
Biotina Complexo). A revelacao foi obtida com solugdo contendo diaminobenzidina e
a contracoloragdo com Hematoxilina de Harris (Hsu et al., 1981). Foram feitos

banhos em alcool e xilol para desidratacao.

Foram utilizadas nas reagdes, os anticorpos policlonais nas titulagcdes descri-
tas na tabela 2. Controles positivos e negativos, conforme descrito no item 3.5, fo-
ram processados junto com a amostra da pesquisa, para assegurar os resultados
confidveis da técnica de IHQ. O sistema de polimero com anticorpo secundario liga-
do a peroxidase (EnVision, DakoCytomation®) foi utilizado de acordo com as reco-
mendacdes do fabricante. O complexo foi revelado com o uso do 3,3’ diaminobenzi-
dine tetrachloride - DAB (DakoCytomation®). A interpretacdo IHQ foi realizada sob
microscopia de luz. Os tecidos caninos como pele, pulmdo e musculo esquelético
foram fixados com formalina, processados de maneira habitual e incluidos em para-
fina, para servir como controles positivos. Na IHQ foram utilizados peptideos blo-

queadores como controles negativos.

Tabela 2. Listagem dos anticorpos primarios utilizados para a técnica de IHQ.

Anticorpo Laboratoério Diluicao
RAR GAMMA-2 policlonal | ThermoFisher 1:100
RARA policlonal ThermoFisher 1:100

RARB policlonal ThermoFisher 1:500




22

No estudo, foi comparada a imunomarcag¢ao do RAR q, B e y e 0 seu padrao
de coloracdo. Esta analise IHQ foi realizada no CCE BD e MD e na CA em caes.
O método Histo-score modificado foi utilizado na avaliacdo da coloragdo IHQ,
levando-se em consideragdo a porcentagem de positividade e a intensidade da
coloragao de forma semiquantitativa. Foram selecionadas as areas tumorais mais
homogeneamente coradas e com a maior intensidade de imunomarcagdo em cada

[Amina.

A imunorreatividade foi pontuada por um indice de coloracdo baseado no
percentual de células positivas, por uma estimativa semiquantitativa, como segue:
tecido com coloracéo entre 0-24% (escore 0); tecido com coloragdo em 25-49% das
células (escore 1); tecido com coloracdo em 50-74% das células (escore 2); tecido
com coloragdo em =75% das células (escore 3) (Perraud et al., 2011). No intervalo
0-24%, nao havia nenhum caso de imunomarcacao, ndo sendo considerado esse
intervalo na andlise. Além disso, foi analisado o escore de intensidade da
imunomarcacgao nuclear, através de um método de escore histolégico modificado em
+ (fraco), ++ (intermediario) e +++ (forte) (figura 1) (Allred et al., 1993; Allred et al.,
1998). Cada lamina foi avaliada independentemente por dois observadores (Kaiser
et al., 2005).
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Figura 1. Lesbes diagnosticadas como CCE com intensidade da imunomarcagao
nuclear para o anticorpo RAR-B fraca (A), intermediario (B) e forte (C) (IHQ
contracorado com hematoxilina 100 X).

Fonte: Cota (2024).

3.5. Analise estatistica

Os dados obtidos pela andlise histopatolégica (tipo tumoral) e IHQ
(marcagdo dos receptores para acido retinéico f3), foram submetidos a analise
descritiva para se conhecer a natureza e orientar a abordagem das andlises. Os
escores para a expressao de imunomarcacao foram relacionados as caracteristicas
histologicas das lesdes. Estes dados foram tabulados no software Microsoft Excel
2023. Na andlise estatistica, para a comparagéo das proporgdes foi utilizado o teste
do qui quadrado. O nivel de significancia adotado para todas as andlises foi de
p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Western blotting

Os anticorpos reconheceram especificamente seus receptores presentes
nos tecidos avaliados, que migraram de acordo com a massa molecular
aproximadamente de 70 kDa. Um resultado preliminar a identificacdo com anticorpos
€ a avaliacao da qualidade do extrato proteico corrido em SDS-PAGE e corado com
Azul de Commassie para os tecidos avaliados (Figura 2). O padrdo de bandeamento
das amostras mostrou a integridade dos tecidos que nao sofreram protedlise durante
a extracao e preparo da corrida.

Apés a corrida eletroforética e transferéncia para a superficie da membrana
de PVDF, as proteinas foram bloqueadas e incubadas com os anticorpos primarios,
lavadas e incubadas com o anticorpo secundario. Na presenca do reagente de
revelagdo (ECL Clarity-Biorad-Peroxidase + Luminol) foi possivel escanear a
membrana e capturar as imagens de quimiluminescéncia emitida pela enzima
peroxidase conjugada ao anticorpo secundario. Na figura 3, foi observado que todas
as trés proteinas analisadas foram marcadas na amostra de tumor no tamanho
adequado 70 kDa, contudo, a marcacdao mais intensa na amostra do tumor foi
quando da utilizagcdo do anticorpo RAR-a, indicando este como um possivel
biomarcador.

As amostras controle da pele e o masculo apresentaram marcagcao para 0s
trés anticorpos, sendo mais intensa quando da utilizacdo do anticorpo RAR-y e
menos expressa com o anticorpo RAR-a. A amostra do pulmdo apresentou
marcacao dos trés anticorpos, sendo mais expressa com o anticorpo RAR-y e RAR-

B, podendo representar uma alta expresséo no tecido normal canino.
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Figura 2. SDS-PAGE (Gel de Eletroforese de Poliacrilamida com SDS) no tecido
canino. Uma amostra de extrato proteico contendo 12 pL foi aplicada em cada uma
das canaletas. As colunas representam da esquerda para a direita, respectivamente:
marcador de peso molecular (MM), pele (P), musculo (MU), pulmao (PU) e tumor (T).
Foram trés grupos de quatro bandas; cada grupo para cada anticorpo RAR a, B ey,
respectivamente. A visualizacdo das bandas do gel de SDS Page 10% se deu pela

coloragao com Blue Commassie.

MM P MU PU T P MU PU T P MU PU T

= -~

RAR-a RAR- RAR-y
1:500 1:500 1:500

Fonte: Cota (2024).
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Figura 3. Western Blotting. Em cada uma das canaletas foi adicionado 12uL da
amostra de extrato proteico. As colunas representam da esquerda para a direita,
respectivamente: marcador de peso molecular (MM), pele (P), musculo (MU),
pulmao (PU) e tumor (T).

P MU PU T

70 kDa »>

-

.
g =
.,
5 5“ <
RAR-a RAR-B RAR-y

1:500 1:500 1:500
Fonte: Cota (2024).

4.2. Imunohistoquimica

Todas as 26 les6es diagnosticadas como CA ou CCE analisadas no estudo,
expressaram o anticorpo RAR-B (PA581249) [Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts, EUA]. Foi observado diferenga estatistica no percentual de células
que expressaram o RAR-B entre os grupos. Nos grupos MD e CA, a maioria das
lesbes apresentou mais que 75% de células marcadas para o anticorpo. Dentre os
grupos analisados, as MD e CA, apresentaram maior percentual de células que
expressaram no escore 3, quando comparadas ao grupo BD. As lesdes classificadas
como BD diferiram dos outros grupos, por apresentarem maior percentual de células

classificadas como escore 1 de imunomarcacao (tabela 3).
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A intensidade da imunomarcacdo nuclear variou entre + (fraco), ++
(intermediario) e +++ (forte) entre os casos analisados. A maioria dos casos de
carcinoma BD (12/15), MD (6/8) e CA (2/3) apresentaram imunomarcagao nuclear
forte para o anticorpo RAR-B, o que diferiu significativamente dentro de cada grupo.
As lesbes classificadas como CA apresentaram maior percentual de células com
expressao intermediaria, diferindo dos outros grupos (tabela 4).

Em todas as lesdes, a marcacao nuclear foi evidente e nenhum dos casos
apresentou coloracado restrita ao citoplasma. Além da coloracao nuclear, foi
observada ocasionalmente coloracao citoplasmatica leve. No estudo, os anticorpos
RAR-a, RAR-y e RAR-B foram expressos no tecido controle e tumoral através da
técnica de WB, porém os anticorpos RAR-a e RAR-y ndo apresentaram marcacao
nuclear evidente no controle positivo pela técnica de IHQ. Devido a isso, 0s

anticorpos RAR-a e RAR-y ndo foram testados nos casos.

Tabela 3. Valores absolutos e em percentual (entre parénteses) de células que
expressaram o anticorpo RAR-B na imunohistoquimica, comparando as lesées BD,
MD e CA.

Grupo Escore 1 Escore 2 Escore 3 P value
(25-49%) (50-74%) (>75%)

BD 4 (26,7) aA 5 (33,3) aA 6 (40,0) bA 0,2654

MD 1(12,5) bC 2 (25,0) aB 5 (62,5) aA <0,0001

CA 0 (0,0) cC 1 (33,3) aB 2 (66,7) aA <0,0001
P value <0,001 0,4714 0,0259

*Porcentagem seguidas das mesmas letras minusculas na coluna, e maiusculas na
linha, ndo se diferiram entre si pelo Teste de Qui-Quadrado (P>0,05).
Fonte: Cota (2024).

Tabela 4. Valores absolutos e em percentual (entre parénteses) de intensidade da
imunomarcacao nuclear para o anticorpo RAR-B na imunohistoquimica comparando
as lesées BD, MD e CA.

Grupo + o +++ P value
(Fraco) (Intermediario) (Forte)

BD 1(6,7) aB 2 (13,3) bB 12 (80,0) aA <0,0001

MD 1(12,5) aB 1(12,5) bB 6 (75,0) aA <0,0001

CA 0,0 bC 1(33,3) aB 2 (66,7) aA <0,0001
P value 0,0022 0,0009 0,5430

*Porcentagem seguidas das mesmas letras minusculas na coluna, e maiusculas na
linha, ndo se diferiram entre si pelo Teste de Qui-Quadrado (P>0,05).
Fonte: Cota (2024).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, a expressdo do RAR-B foi observada em todas as
lesbes diagnosticadas como CCE em caes na técnica de WB e na IHQ. Em todos os
casos, a marcagao nuclear foi evidente e ocasionalmente observou-se discreta
coloragao citoplasmatica, assim como relatado em outro estudo (Souza et al., 2010).
Os RAR-a e RAR-y foram expressos no tecido canino controle e tumoral atraves da
técnica de WB. Entretanto, quando realizada a técnica de IHQ, os mesmos
receptores ndo apresentaram marcacao nuclear evidente no tecido canino controle.
Esse fato pode ser devido a marcacao de proteinas ou elementos teciduais que néao
sd0 a Unica proteina de interesse, sendo necessarios mais estudos para se
determinar a falta de marcacao nuclear (Buchwalow et al., 2011; Ward et al., 2014;
Miller, 2019).

De acordo com a literatura, antes de realizar a IHQ, o anticorpo deve ser
validado através da técnica de WB (Schuster et al., 2012; Hewitt et al., 2014). A
confirmagéo dos resultados de WB pode fornecer verificagdo bioldgica ou validagéao
de um efeito experimental observado (Naegle et al., 2015; Casadevall et al., 2016;
Pillai-Kastoori et al., 2020). Entretanto, a determinacdo da especificidade por WB
nao garante o mesmo resultado na IHQ, apds o alvo ter sido submetido a fixacdo em
formalina, incluidos em parafina e a recuperacédo do antigeno, podendo apresentar
diferencas de epitopos apos o processamento (Schuster et al., 2012; Pillai-Kastoori
et al., 2020). Nao ha parametros na literatura ou um critério padronizado para a
positividade dos receptores do &cido retindico na CA e CCE canino, podendo gerar
divergéncia nos resultados desta pesquisa. Devido a isso, os anticorpos RAR-a e
RAR-y nao foram testados nos casos pela técnica de IHQ.

A forte expressdo do RAR-a pela técnica de WB indica este receptor como
um possivel biomarcador. Na célula, o AR liga-se a dimeros de RAR-a e receptores
rexindides para induzir a expressao de seus genes alvo, como o RAR-B, ativando a
via classica, induzindo a diferenciagdo celular e inibindo o crescimento celular
(Connolly et al., 2013). A expressdo do RAR-B pela técnica de IHQ, demonstrou a
presenca deste receptor nas lesdes diagnosticadas como CA e CCE neste estudo.
Os retindides tém sido estudados na prevencdo e tratamento de neoplasias,
principalmente devido a sua capacidade de induzir a diferenciacao celular e impedir
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a proliferacao celular (Connolly et al., 2013). Como exemplo, as expressées dos
RAR e RXR foram associadas a resposta do carcinoma de tiredide aos retindides e
ao progndstico no neuroblastoma em humanos (Cheung et al., 1998; Haugen et al.,
2004; Klopper et al., 2004). Em um estudo, o uso de medicamentos com ligacao ao
receptor de retindides, como o analogo sintético experimental RAR-B fenretinida,
demonstrou ser mais eficaz e menos tdéxico que a isotretinoina em humanos (Hail et
al., 2006). A quimioprevencao visa reduzir o risco de desenvolvimento de novo CCE.
Os retindides orais acitretina e isotretinoina demonstraram ser eficazes na reducao
da incidéncia de novo CCE (Nijsten & Stern, 2003; Kadakia et al., 2012; Anforth et
al., 2013; Nemer & Council, 2019).

No presente estudo, os CCE classificados como BD frequentemente
apresentaram uma menor proporcao de células que expressaram o anticorpo RAR-f
na IHQ, quando comparado ao tipo MD. A maior expressao deste receptor em
lesbes com critérios de maior malignidade, pode estar relacionada a um marcador
prognéstico ou possibilidade de melhor resposta ao tratamento com AR. Alguns
autores descreveram que a expressao do gene RAR- é complexa porque 0 mesmo
gene é expresso em varias isoformas (B1, B2 e B4), que resultam de splicing
alternativo e utilizacdo de promotores alternativos (Chambon, 1996; Zelent et al.,
1991; Napgal et al., 1992).

A expressao diminuida do gene B2 do RAR (RAR-B2) no desenvolvimento de
diferentes neoplasias em humanos resultou do silenciamento epigenético por
metilagdo de ilhas citosina-fosfo-guanosina na regidao promotora do gene (Bean et
al., 2005; Grote et al., 2005; Wang et al., 2003; Jeronimo et al., 2004). Além disso, o
silenciamento e hipermetilacdo do RAR-B2 foi associada a tumorigénese e a
resisténcia aos retindides durante o desenvolvimento do cancer em humanos (Ren
et al.,, 2005). Em outro estudo, a indugcdo de sua expressao pode suprimir a
carcinogénese nos tumores esofagicos em humanos (Li et al., 2002). Em
contrapartida, a expressdo do RAR-Bs4 foi aumentada no céncer esofagico em
humanos e este aumento foi associado a reducao da expressao do RAR-B2 (Xu et
al., 2005). Ainda ¢ incerto se o RAR-B4 € uma forma dominante negativa de RAR-
B2 ou um oncogene (Xu, 2007).

Neste estudo foi observado que as lesdes diagnosticadas como CCE e as
CA compartilharam a expressao do mesmo receptor, 0 RAR-B. Nas CA e nos CCE

do tipo MD, a maioria das lesbes apresentou mais que 75% de células marcadas
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para o anticorpo, quando comparadas ao grupo BD. Esse achado levanta a hipdtese
que lesbes inicialmente classificadas como CA possam evoluir para CCE
moderadamente diferenciados no futuro. Alguns autores consideram a CA uma
manifestacao clinica mais precoce do CEC capaz de progredir para o CEC (Mortier
et al. 2002; Stockfleth et al., 2008; Padilla et al., 2010).

Um estudo estimou que 0,25% a 1% das CAs em humanos progrediram para
o CCE em um ano (Jeffes & Tang, 2000). Embora poucos CAs progridam para CEC,
alguns estudos sugerem que aproximadamente 60% dos CECs cutaneos surgem de
CAs pré-existentes (Criscione et al., 2009). LesGes que nao progridem para CEC
podem regredir ou persistir como CAs (Marks et al., 1986; Criscione et al., 2009). As
taxas relatadas de regressdo da CA geralmente variam entre 20 a 30 por cento ao
ano, embora uma taxa de regressao de até 63 por cento ao ano tenha sido relatada
em humanos (Werner et al., 2013).

Em outro estudo, a resposta imune cutanea estimulada pelo imiquimod,
demonstrou desempenhar um papel importante na diminuicdo da taxa de
transformacdao de CA em CEC invasivo (Lebwohl, 2003). De encontro a isso,
andlises moleculares revelaram que a CA e o CCE em humanos tém um perfil
genético semelhante, incluindo alteracdes em p53, pl6INK4a, MYC e no receptor do
fator de crescimento epidérmico (Anderson et al., 2009; Padilla et al., 2010;
Ratushny et al., 2012). Ja foi demonstrado uma expressao génica semelhante entre
as lesdes diagnosticadas em humanos, confirmando que a que CA é uma lesao
precursora do CCE (Padilla et al., 2010). A presenca de alteragbes histopatologicas,
associadas a apresentacao clinica e as caracteristicas imunoistoquimicas permitem
sugerir que a CA e o CCE correspondem a mesma doenca, mas em fases (Lebwohl,
2003; Rowert-huber et al., 2007). Entretanto, existem diferengas clinicas,
epidemioldgicas e moleculares que justificam a individualidade dos diagndsticos por
outros autores (Cockerell, 2003).

Em uma pesquisa, foi demonstrado uma diminuicdo progressiva nas
expressdes de RAR-a, RAR-y, RXR-a, RXR-B e RXR-y na progressao carcinogénica
da pele normal para CA e para CCE em humanos (Xu et al., 2001). A expressao de
RAR-B foi ausente na pele normal e nas lesdes (Xu et al., 2001). Em outro estudo,
expressao de RAR-B nos tecidos ndo foi um indicador de progressdo tumoral na
neoplasia colorretal em humanos (Perraud et al., 2011). Foi descrito que a
combinacdo de RAR-a positivo e RAR-B negativo apresentou um valor preditivo de
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91% para lesdes benignas da tireoide em humanos (Hoftijzer et al., 2009). Em outro
estudo, a expressdao de RAR-B correlacionou-se com um comportamento menos
agressivo numa variedade de doencas malignas em humanos (Cheung et al., 1998;
Khuri et al., 2000). Em sintonia, a perda de RAR-B tem sido associada a um
comportamento mais agressivo e este receptor é agora considerado como tendo
uma funcao supressora de tumor, embora mecanismos precisos para este efeito
ainda nao tenham sido elucidados (Xu, 2007).

Estudos demonstram que a expressdo do RAR-f pode ser perdida no inicio
da carcinogénese ou epigeneticamente silenciada em tumores sélidos em humanos
e no processo de carcinogénese epitelial (Sirchia et al., 2000; Mongan & Gudas,
2007; Xu, 2007; Tang & Gudas, 2011). Em contraste com as mutacées em RAR-a
que causam leucemia promielocitica aguda, os RARs geralmente nao sofrem
mutacao, nem fazem parte de proteinas de fusdo em carcinomas (Mongan & Gudas,
2007). No entanto, a via de sinalizacao retindide é frequentemente comprometida
em células carcinomatosas, em relacao ao tecido epitelial normal circundante. Esta
perda frequente de responsividade retindide em células tumorais é indesejavel no
tratamento com AR (Tang & Gudas, 2011).

Outros autores afirmam que a restauracéao da expressao de RAR-f reativa o
controle de crescimento dependente de AR (Wan et al., 1999; Sirchia et al., 2002;
Xu, 2007). A perda ou reducao da expressao de RAR- durante a carcinogénese foi
frequentemente associada a resisténcia aos retinoides, o que sugere que o RAR-B
pode mediar os efeitos da AR e atuar como supressor tumoral. No entanto, uma
ressalva a essa sugestdo é que os camundongos nulos RAR-B ndo apresentavam
uma incidéncia maior de canceres espontaneos (Mendelsohn et al., 1994).

A falta de expressao de RAR-a também pode contribuir para a perda da
expressdao de RAR-B2. A parada do crescimento celular induzida por RAR-B e a
apoptose sdao mediadas por RAR-a (Chambon, 1996). Em um estudo em
camundongos, foi identificado que a perda da expressao do RAR-a estava envolvida
no processo de progressao tumoral da pele normal, para CA e CCE induzida pela
radiacao ultravioleta (Zhang et al., 2021). Além disso, a ativagdo de RAR-a inibiu a
proliferacdo e migracdo de células CCE em camundongos, demonstrando ser um
potencial alvo terapéutico para o CCE (Zhang et al., 2021). Em contraste, a forte
expressao do RAR-a foi associado a um pior prognéstico no CEC oral em humanos
(Chakravarti et al., 2003).
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Apesar de ser descrito na literatura a influéncia do RAR-a na progressao da
CA e CCE, nao foi possivel comprovar essa associagao neste estudo. Reforcamos
que a falta de padronizacao do grau de expressao dos RARs e da utilizacao desses
anticorpos pela técnica de IHQ no tecido canino, dificulta a realizacao de pesquisas
e pode afetar a comparacdo de resultados. Estudos futuros, estabelecendo
consensos de andlise dos anticorpos para o RAR, poderdo contribuir para uma
melhor padronizagdo e discussdo dos dados na CA e CCE caninos, além de
oferecer possiveis alvos terapéuticos nessa espécie.

A intensidade da imunomarcagéo nuclear para o anticorpo RAR- variou nas
lesbes diagnosticadas como CA e CCE e a maioria dos casos apresentou forte
expressdo nuclear. Apesar dos mecanismos subjacentes nao serem claros,
existem explicagbes na literatura para o achado deste estudo. Autores
demonstraram que a forte expressdo do RAR-f foi associada a um pior prognostico
no cancer pulmonar em estagio inicial em humanos (Khuri et a., 2000). Em outro
trabalho, os receptores RAR-B, RXR-a e RXR-y foram frequentemente expressos em
linfomas cutdneos em caes, utilizando a técnica de IHQ, sendo o RAR-B expresso
em 87% dos casos (Souza et al.,, 2010). No epitélio normal adjacente, as células
bem diferenciadas eram em sua maioria negativas (Souza et al., 2010).

Outra explicacédo possivel para o resultado deste estudo, é que a via de
sinalizacao retindide possa estar alterada, de modo que o RAR-B2 ndo consegue
regular seus genes-alvo que desempenham um papel na supressao tumoral. Em
um estudo, foi observada a perda de capacidade de resposta aos retindides em
células epiteliais bronquicas neoplasicas, apesar da expressao do RAR-B (Kim e
tal., 1995). A perda da funcdo do RAR-B2 pode ser causada por alteracbes no
nivel ou funcdo do corepressor ou coativador (Moghal & Neel, 1995). Trabalhos
demonstram que a diminuicdo na expressdao do RAR- ocorre porque o receptor &€
silenciado por hipermetilacdo nas regides CpG (Sirchia et al., 2000; Sirchia et al.,
2002; Jeronimo et al., 2004). As variaveis que podem afetar potencialmente as
respostas dos retindides sado: absorcdo e metabolismo do AR, os niveis de
expressao génica dos RAR e dos coativadores e correpressores, a hipermetilagdo
de CpGs em promotores especificos em células neoplasicas, e as atividades de
outras vias de sinalizagao (Moise et al., 2007; Wang et al., 2008).
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que este é o primeiro trabalho validando os anticorpos RAR a
(PA5107012), B (PA581249) e vy (PA587426) [Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts, EUA] no tecido canino através da técnica de WB, promovendo
perspectivas para novos estudos. Os achados desta pesquisa demonstram a
presenca do RAR-B na CA e CCE em céaes. Ainda, que as CA compartilham o
mesmo receptor RAR- que lesdes com critérios de maior malignidade, sugerindo
que a CA possa progredir para o CCE moderadamente diferenciado. A deteccao da
expressao dos RAR pode justificar uma possivel op¢céo de tratamento para o uso de
analogos de retindides na CA e CCE em caes.

A intensidade da expressdao do RAR-B ndo apresentou variagao significativa
entre os CEC e CA em cées, ndo sendo possivel a determinag&o do impacto da IHQ
como modalidade diagnédstica. As limitagées do presente estudo incluem o fato de
que a IHQ determina a presenca do receptor no tecido e nao detecta a atividade ou
funcionalidade da proteina. Uma vez que a presenca ou auséncia de receptores
retindides especificos tem sido associada a resposta terapéutica, € necessario um
estudo correlacionando o isotipo especifico do receptor retindide a resposta ao

tratamento e prognaostico.
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APENDICE A - Anexo

Universidade Federal de Vicosa
Departamento de Veterinaria
Avenida PH Rolfs, s/n — Campus Universitario 36571.000 — Vicosa — MG
(31) 3899-2317 - dvt@ufv.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do projeto:
Numero CEUA:
Pés-graduando:
Coordenador:

O (a) senhor (a) estd sendo convidado (a) a autorizar a participagcao de seu animal
, espécie , registro n® , hesta

pesquisa que tem como finalidade a investigagdo da expressao dos receptores de acido
retindico no carcinoma de células escamosas e na ceratose actinica em caes. Ao participar
deste estudo o (a) Sr. (Sra.) permitird que o pesquisador realize a utilizagdo do material
bioldgico retirado cirurgicamente do meu animal para fins de ensino e pesquisa. O (a) Sr.
(Sra.) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando
em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para o seu animal. Sempre que quiser
podera solicitar mais informacdes sobre a pesquisa através do e-mail jessica.cota@ufv.br ou
telefone (27) 99884-2155 (pds-graduando) ou e-mail lissandro@ufv.br ou telefone (31) 3612-
5621 (coordenador). Todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para a
utilizacdo do material biolégico de seu animal nesta pesquisa. Preencher, por favor, os itens
gue se seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto
meu consentimento em participar da pesquisa.

Nome do Proprietario:
RG/CPF:

Vigosa, de de 2021.

Assinatura do Proprietario

Assinatura do Pesquisador



47

APENDICE B - Anexo

Universidade Federal de Vigosa
Departamento de Veterinaria
Avenida PH Rolfs, s/n — Campus Universitario 36571.000 — Vicosa — MG
(31) 3899-2317 - dvt@ufv.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DE DOAGCAO DE
CORPO DE ANIMAL PARA FINS DE ENSINO E PESQUISA

Eu : inscrito no CPF

, residente a

, ha cidade de

, estado de , telefone

, DOA, por este instrumento, de livre consentimento, o corpo

do animal de minha responsabilidade , espécie , da
raca , idade , pelagem

|- Declaro ter sido adequadamente esclarecido (a) acerca da destinagao do
corpo para fins de estudo e pesquisa.

Il- Declaro que os animais morreram por motivos médicos ou patolédgicos e
0s corpos, sob minha responsabilidade, serdao doados.

- Declaro consentimento na doagédo do corpo do animal para o projeto de
pesquisa intitulado “Receptores para acido retindico no carcinoma de
células escamosas e ceratose actinica em caes”.

Consideracoes ou observacdes a serem prestadas pelo responsavel pelo corpo:

Assinatura do Responsavel pelo Corpo do Animal (a)

Assinatura do Pesquisador/colaborador Responséavel



