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RESUMO

FIGUEIREDO, Nathalia Mendes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2023. Expressao de marcadores tumorais CRYAB e VEGF em
hemangiossarcomas caninos e sua relacao com o grau histolégico. Orientador:
Fabricio Luciani Valente.

Os sarcomas de tecidos moles (STM) sdo neoplasias malignas que surgem de
diferentes tipos de tecido conjuntivo e células do endotélio vascular. Eles sdo
classificados em STM de origem cutdnea, subcutanea e visceral. Os STM sao
altamente heterogéneos, com mais de 50 subtipos histolégicos distintos, e
apresentam comportamentos biolégicos variados. O manejo dos STM apresenta
desafios significativos devido a alta taxa de mortalidade, formacao de metéstases,
resisténcia a quimioterapia e recidivas apds o tratamento. O diagnéstico especifico
dos STM é complexo devido a variedade de subtipos e a limitacdo das amostras
disponiveis para biépsia. A imuno-histoquimica (IHQ) € uma técnica avancada na
patologia que permite a identificagéo de altera¢des genéticas moleculares subjacentes
aos STM por meio de marcadores especificos. A expressdo de duas proteinas,
CRYAB e VEGF, estao associadas a progressao tumoral e formacao de metastases
em varios tipos de cancer. No entanto, existem poucos estudos sobre a distribuicao e
influéncia dessas moléculas em STM e na espécie canina. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a expressao das proteinas CRYAB e VEGF em hemangiossarcomas
caninos e relacionar esses achados com o grau histolégico dos tumores. Para isso,
foram analisadas 35 amostras de hemangiossarcomas caninos. Os fragmentos
tumorais foram avaliados quanto ao grau histolégico de diferenciacéo, necrose e taxa
mitotica. Além disso, foram realizados testes imuno-histoquimicos utilizando
anticorpos especificos para as proteinas VEGF e CRYAB. As laminas foram avaliadas
quanto a intensidade da marcacéao e quantidade de células marcadas. Conclui-se que
o aumento da expressao de VEGF néo esta relacionado a um aumento da expressao
de CRYAB em hemangiossarcomas caninos e que CRYAB nao esta relacionada aos
fatores protetores de modulacdo do microambiente tumoral expressos pelos

hemangiossarcomas nesta espécie.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica. Marcadores. Sarcoma. Angiogénese



ABSTRACT

FIGUEIREDO, Nathalia Mendes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2023.
Expression of CRYAB and VEGF tumor markers in canine hemangiosarcomas
and their relationship with histological grade. Advisor: Fabricio Luciani Valente.

Soft tissue sarcomas (STS) are malignant neoplasms that arise from different types of
connective tissue and vascular endothelial cells. They are classified by origin into STS
cutaneous, subcutaneous, and visceral. STS are highly heterogeneous, with more than
50 distinct histological subtypes, and exhibit varied biological behaviors. The
management of STS presents significant challenges due to the high mortality rate,
metastasis formation, resistance to chemotherapy and relapses after treatment. The
specific diagnosis of STS is complex due to the variety of subtypes and the limited
number of samples available for biopsy. Immunohistochemistry (IHC) is an advanced
technique in pathology that allows the identification of molecular genetic alterations
underlying STS by means of specific markers. The expression of two proteins, CRYAB
and VEGF, are associated with tumor progression and metastasis formation in several
types of cancer. However, there are few studies on the distribution and influence of
these molecules in STS and in dogs. The objective of this work was to evaluate the
expression of CRYAB and VEGF proteins in canine hemangiosarcomas and relate
these findings to the histological grade of the tumors. For this, 35 samples of canine
hemangiosarcomas were analyzed. Tumor fragments were evaluated for histological
degree of differentiation, necrosis, and mitotic rate.  Furthermore,
immunohistochemical tests were performed using specific antibodies for VEGF and
CRYAB proteins. The slides were evaluated for staining intensity and number of
labeled cells. It is concluded that the increase in VEGF expression is not related to an
increase in CRYAB expression in canine hemangiosarcomas and that CRYAB is not
related to the protective factors modulating the tumor microenvironment expressed by
hemangiosarcomas in this species.

Keywords: Immunohistochemistry. Markers. Sarcoma. Angiogenesis
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1. INTRODUCAO

Os sarcomas de tecidos moles (STM) sao neoplasias mesenquimais malignas,
provenientes de tecidos conjuntivos, neurovascular, muscular, tecido fibroso e células
do endotélio vascular, como 0s vasos sanguineos (hemangiossarcomas) e vasos
linfaticos (linfangiossarcomas). S&o subdivididos em STM de origem cutéanea,
subcutanea, e de origem visceral (FERNANDES et al., 2016; JARK et al., 2016).

Os STM constituem um grupo heterogéneo que compreende mais de 50
subtipos histoldgicos distintos, com comportamentos biolégicos diferentes. Na espécie
canina, o histotipo mais comum é o hemangiossarcoma, geralmente de carater
multicéntrico e grande potencial metastatico, que é comumente descrito nas ragas de
grande porte como pastor aleméo e golden retriever. O bago € geralmente o sitio mais
comum, sendo as metastases frequentemente observadas em figado, omento,
mesentério e pulmdes (MEUTEN, 2020; DE NARDI, 2016).

Ja na espécie humana, em adultos, os histotipos mais comuns incluem
lipossarcoma, leiomiossarcoma, sarcoma pleomérfico indiferenciado, fibrossarcoma e
sarcoma sinovial. Aproximadamente dois tercos de todos os STM em humanos
ocorrem nas extremidades, enquanto um terco esta localizado no tronco,
retroperitbénio, abdome ou outros locais (BLAY et al., 2019; KOTILINGAM et al., 2006).

Dentre os desafios no manejo dos STM, encontram-se a alta taxa de
mortalidade e formagdo de metdstases associados a esse grupo, a resisténcia
quimioterapica e potencial de recidivas apds o término do tratamento e dificuldade em
se obter um diagnéstico especifico com amostras limitadas de biépsia ou aspiracao
com agulha fina (SPENCER et al., 2020; HALL et al, 2019; NAKANO et al., 2020;
BARBOZA DE NARDI et al. 2023; HORNICK, 2019; MEUTEN, 2020).

Em caes, nota-se uma alta recorréncia apds a remocao cirlrgica, associada a
infiltracao local e tendéncia a disseminagao metastatica local por via hematdégena em
mais de 20% dos casos (LIPTAK, FORREST 2013).

O diagnostico especifico dos tumores de tecidos moles € desafiador,
considerando a grande quantidade de histotipos existentes e as limitacbes de
amostras disponiveis no paciente in vivo, e esse diagnostico é a chave para o
estadiamento, o prognéstico e a selecao da terapia apropriada. Assim, a imuno-
histoquimica (IHQ) representa grande avanco no diagnédstico patoldgico: alteracdes

genéticas moleculares subjacentes a patogénese de muitos desses tipos tumorais



podem ser identificadas com marcadores por meio dessa técnica (HORNICK, 2019).

As proteinas “Cadeia B da Proteina Alfa-Cristalina” (CRYAB) e o “Fator de
Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF)” tém sido examinados como moléculas
alvo na progressao tumoral, devido a sua maior expressdo estar associada a
angiogénese e formagdo de metastases, e atuando como fator de protegéao tumoral
para diversos tipos histolégicos na espécie humana e canina. Estudos acerca da
distribuicao e influéncia dessas moléculas no microambiente tumoral em STM e na
espécie canina sao escassos, necessitando de maior esclarecimento e documentacéo
(FOSU-MENSAH et al., 2019; MIRANDA, 2019).

Dessa forma, a busca por um marcador tumoral detectavel pela IHQ, a
compreensao do seu papel na fisiologia celular e sua correlacdo com as alteragdes
genéticas e expressao génica sdo de grande interesse para o estudo de STM, o
podera revelar alvos futuros para terapias oncologicas.Sendo assim, faz-se
necessario a validacao da espécie canina como modelo experimental, bem como a
validacao desses marcadores oncoldgicos na espécie canina. Assim, os objetivos com
esse trabalho foram avaliar a expressdo CRYAB e VEGF em hemangiossarcomas
caninos e relacionar os achados com o grau histoldgico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sarcomas de tecidos moles

Os sarcomas de tecidos moles (STM) recebem classificacdo e nomenclatura
baseada na sua origem, comportamento e morfologia; sdo neoplasias mesenquimais
- semelhantes ao tecido conjuntivo embrionario, mesénquima - que geralmente se
originam de fibroblastos, osteoblastos, adipdcitos, miocitos e células do revestimento
vascular. Sao um grupo de neoplasias malignas e heterogéneas, que possuem
organizacao celular de forma frouxa, com matriz extracelular abundante (RASKIN;
MEYER, 2003).

Os STM representam um desafio na oncologia clinica e cirdrgica; em geral,
aproximadamente 25% dos pacientes humanos com STM desenvolvem doenca
metastatica distante, mesmo apd6s a resseccgao cirurgica do tumor primario. Lesdes
retroperitoneais e intra-abdominais tém uma propensdo para recorréncia local
precoce, com aproximadamente 50% de recorréncia nos primeiros cinco anos,
seguida por uma progressao continua que se estende por mais de 20 anos
(BRENNAN et al., 2014; BLAY et al., 2019).

Estima-se 13.040 pessoas diagnosticadas com STM nos Estados Unidos em
2018, com aproximadamente 5.150 mortes. J& na China, 3.900 novos casos de STM
foram diagnosticados no periodo de um ano, correspondentes a 1,05% da incidéncia
de céancer total no pais. O carater agressivo da neoplasia se manifesta com uma
sobrevida geral documentada de aproximadamente 50% em 5 anos; o principal fator
associado a sobrevivéncia é o controle tanto da recorréncia local quanto da
disseminacdo metastética para sitios distantes (BRAY et al., 2018; KOTILINGAM et
al., 2006; VON MEHREN et al., 2018; YANG et al., 2019).

De acordo com o Consenso Brasileiro de Diagnéstico e Tratamento de
Sarcomas de Tecidos Moles de Extremidades, 2020, acredita-se que no pais surgem
3.400 novos casos de STM a cada ano; sua incidéncia continua aumentando, talvez
em decorréncia de um melhor reconhecimento e diagnostico. O estudo associa a
auséncia de dados oficiais coletados pelos érgaos governamentais a dificuldade do
diagnéstico e a descentralizagao erratica no atendimento aos pacientes acometidos
por esse tipo neoplasico (SPENCER et al., 2020).

Em levantamento realizado em Campinas, Sao Paulo, STM representaram 7%
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das neoplasias diagnosticadas em criangas e adolescentes num periodo de dez anos.
STM foi o grupo com maior taxa de letalidade: dos casos diagnosticados, 61%
resultaram em morte (FRIESTINO et al., 2016).

Quanto a oncologia veterinaria, ha uma grande escassez de dados
epidemiologicos precisos quanto a incidéncia e sobrevida. Dobson et al. (2002)
apontam os STM como o quarto tipo histolégico tumoral mais comum em caes, em
seu levantamento de 2.546 casos; estima-se uma incidéncia de 142 casos anuais para
cada 100.000 caes (DOBSON et al., 2002; QUARTERMAN, 2020).

Os STM sé&o tumores pseudoencapsulados, com margens pobremente
definidas; os tumores de origem cutédnea e subcutdanea normalmente apresentam
baixo potencial metastatico. Ja os de origem visceral, como os hemangiossarcomas
esplénicos e hepaticos, tém alto potencial metastatico pela via hematdégena ou por
implantagéo transabdominal (FERNANDES et al., 2016; JARK et al, 2016; DE NARDI
et al., 2023).

2.2Hemangiossarcomas

O hemangiossarcoma € um tipo de STM vascular comum em caes e raro em
humanos, tendo maior incidéncia em céaes do que nas outras espécies domeésticas.
Silveira (2009), destacou em seu levantamento os hemangiossarcomas como o tipo
de STM com maior prevaléncia em cées. Podem ser solitarios ou multiplos e séao
acometidos principalmente caes idosos e de grande porte (FERNANDES et al., 2016;
DE NARDI et al., 2023).

Embora incomum em humanos, com uma ocorréncia espontanea menor que
0,001%, o hemangiossarcoma é alvo de estudos nessa espécie por seu perfil
agressivo e alto potencial de malignidade (COHEN et al., 2013; GOLDBLUM et al.,
2008). Além disso, € alvo de estudos de incidéncia associada a atividades
ocupacionais, com relato de incidéncia de até 25% em humanos com exposicao
ocupacional a cloreto de vinila. Uma variedade de produtos quimicos, incluindo
agentes industriais, agricolas e farmacéuticos, sao considerados potenciais de risco
humano para desenvolvimento desse tipo neoplasico (KIELHORN et al., 2000; COOK
et al., 2009).

Em humanos e animais, os STM geralmente sdo manejados com resseccao

cirirgica com margens de seguranca e técnicas de controle local, como radioterapia
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e eletroquimioterapia; a quimioterapia tem sido empregada como modalidade
terapéutica adjuvante em tumores de alto grau, infiltrativos, de grandes dimensées (>
5cm) e com desenvolvimento de metastases distantes. Os protocolos mais
empregados incluem uma associacdo de doxorrubicina e ifosfamida, que tém
eficiéncia comprovada em diversos subtipos de STM. Entretanto, os efeitos tdxicos
sistémicos dessas medicacdes sao alvo de estudos, assim como mecanismos de
resisténcia de alguns subtipos tumorais, tais quais os tumores gastrointestinais
estromais em humanos, que sao resistentes as modalidades de quimioterapia e
radioterapia tradicionais (SPENCER et al., 2020; HALL et al, 2019; NAKANO et al.,
2020; DE NARDI et al. 2023).

Outra linha de manejo a ser explorada, especialmente para tumores resistentes
a quimioterapia convencional, € a terapia com drogas de alvo molecular, que inibem
moléculas especificas que possuem uma alta expressao em subtipos tumorais; isso
acontece, por exemplo, com a terapia utilizando o inibidor de tirosina quinase (TKI)
que tem como alvo o c-kit (CD117), um receptor de membrana que é especificamente
expresso nos tumores gastrointestinais estromais e detectado pela imuno-
histoquimica, e tem apresentado resultados promissores no tratamento desse tipo de
STM em humanos (REICHARDT, 2018; HALL et al.; 2019; NAKANO et al.; 2020).

2.3Marcadores alvo: CRYAB e VEGF

As proteinas cristalinas estdo presentes nas células do cristalino dos animais
vertebrados, com funcao estrutural; dentre elas, os grupos alfa, beta e gama ocorrem
nos mamiferos. As alfa-cristalinas podem ser induzidas por choque térmico e sao
membros da familia de proteinas de choque térmico (HSP20) (DAI et al, 2022;
GHAHRAMANI et al., 2022).

Cadeia A e Cadeia B da proteina alfa-cristalina sdo proteinas multifuncionais
com diversas funcoes bioldgicas, que funcionam principalmente como uma chaperona
molecular para prevenir a agregacao e degradacao de proteinas desnaturadas devido
ao dano celular resultante de choque térmico, radiacao, estresse oxidativo e outros
insultos, promovendo assim a sobrevivéncia celular e prevenindo a apoptose; essas
proteinas tém sido alvo de estudos a respeito do seu potencial terapéutico e do seu
envolvimento em doencas (NAGARAJ et al., 2016; SHI et al., 2017).

Enquanto os produtos dos genes da Cadeia A sdo mais restritos ao cristalino,
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os produtos da Cadeia B da proteina alfa-cristalina (codificada pelo gene CRYAB) sao
amplamente expresso em muitos tecidos e érgaos; a sua expressao elevada ocorre
em doencas neuroldgicas e miopatias (DAl et al, 2022; GHAHRAMAN!I et al., 2022).

Além disso, a CRYAB tem sido alvo de diversos estudos oncolégicos, sendo
que sua alta expressao esta intimamente correlacionada com comportamento e
evolucao tumoral, surgimento de metastases e menor tempo de sobrevida em
pacientes humanos com cancer gastrico, colorretal, tumores de mama, carcinomas de
células escamosas de cabeca e pescogo. Entretanto, os relatos da expressao dessa
molécula em STM e caes sao escassos (CHEN et al., 2018; MIRANDA, 2019; SHI et
al., 2017).

A CRYAB também esta associada a expressdo e modulacdo do fator de
crescimento de endotélio vascular (Vascular Endothelial Growth Factor - VEGF), tido
como principal molécula envolvida na angiogénese. Essa molécula protege o VEGF
da degradacéo intracelular pela modulacdo do microambiente tumoral e provoca um
aumento na secrecao deste fator, contribuindo para o desenvolvimento de novos
vasos (NAHOMI et al., 2013; MIRANDA, 2019).

O VEGF é amplamente estudado por seus efeitos mitogénicos e anti-
apoptéticos nas células endoteliais, aumentando a permeabilidade vascular e
promovendo a migragcao celular, sendo que a sua concentracdo esta associada a
malignidade do tumor e pior prognostico (GUO et al., 2017; MELINCOVICl et al., 2018;
ZHANG et al., 2017).

Foi documentado que caes com hemangiossarcoma apresentaram maiores
chances de obter concentragdes detectaveis de VEGF quando comparados com caes
saudaveis. Porém, neste estudo, ndo houve correlacdo entre a concentracao
plasmatica de VEGF e o estadiamento da doenca. Objetivando-se o desenvolvimento
das terapias com drogas de alvo molecular, o monitoramento do VEGF podem indicar
a necessidade do uso de antiangiogénico no manejo dos hemangiossarcomas e
determinar o papel diagnostico e prognéstico dessa molécula detectada pela imuno-
histoquimica (CLIFFORD et al., 2001; FERNANDES, 2016).

Embora a funcédo e mecanismos de atuacdao do VEGF na angiogénese tumoral
tenham sido vastamente discutidos na oncologia, tornando essa molécula um dos
principais alvos terapéuticos e estudos acerca da fisiologia tumoral, busca-se um
maior entendimento da sua distribuicdo no local e sua influéncia no microambiente
tumoral (MELINCOVICI et al., 2018; ZHANG et al., 2017).
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2.4Modelos de estudo

Sobre a aplicabilidade animal como modelo na imuno-oncologia, a espécie
canino € reconhecida pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos da
América (NCI) como modelo de tumores de surgimento espontaneo para estudos com
linfoma, osteossarcoma, cancer de glandula mamaria, melanoma e carcinoma de
células escamosas; suinos tém sido empregados como modelos de tumores
geneticamente modificados e camundongos especialmente utilizados em estudos com
tumores implantados por via subcutédnea (GERNER et al., 2009; OVEGAARD et al.,
2018).

Os céaes tém sido alvo de estudos de estratégias na imunoterapia oncologica,
com uso de citocinas vetorizadas virais (cancer cerebral) e administracdo sistémica
de nanoparticulas de IL-12 (sarcoma de tecidos moles); para que estes estudos
tenham impacto na imuno-oncologia humana, € necessario que haja rigor na
conducgao dos ensaios clinicos e correlagdo de biomarcadores oncolégicos (CANTER
et al., 2017; DOW, 2020).

Sobre o valor e confiabilidade dos modelos animais para humanos em STM,
Kakiuchi-Kiyota et al. (2020) observaram em estudo comparativo que o0s
hemangiossarcomas caninos expressam marcadores de células endoteliais em
estagio avancado (incluindo VEGF) tal qual humanos, enquanto o0s
hemangiossarcomas de camundongos foram negativos; isso sugere que os tumores
de humanos e caninos possam reter maior potencial de diferenciacdo do que os
tumores de camundongos. Assim, o desenvolvimento desses tumores é variavel entre
espécies e cautela é necessaria ao discutir a traducao do risco carcinogénico de
modelos animais para humanos.

Muitas neoplasias, incluindo os sarcomas de tecidos moles caninos,
compartilham semelhangas impressionantes com as doengas humanas equivalentes,
ndo apenas clinica e histologicamente, mas também em nivel molecular e gendmico;
estudos oncolégicos comparativos sdo vantajosos no entendimento do panorama
molecular e comportamento tumoral, bem como no desenvolvimento de novas
terapias (LEBLANC e MAZCKO, 2020; NOLAN et al., 2019).



14

2.5Avaliacao histoldgica

O diagnéstico histolégico de STM, ap6s bidpsia incisional, é geralmente feito
por coloracao IHQ e podem ainda ser feitos, em associagao, testes moleculares, como
hibridizagdo in situ fluorescente ou reacdo em cadeia da polimerase-transcriptase
reversa, bem como anticorpos monoclonais especificos que podem detectar as
translocacées, mutacoes e amplificacées génicas recorrentes presentes em certos
subtipos histolégicos de sarcomas (GAMBOA et al., 2020; HORNICK, 2019).

A graduacao tumoral por meio da avaliagéo histoldgica deve ser feita em todas
as amostras, por seu valor prognéstico. De acordo com a Federacdo Francesa do
Grupo de Centros de Sarcoma (FNCLCC), a graduacao tumoral pode ser determinada
por trés parametros: grau de diferenciagdo, necrose e taxa mitética (Tabela 1). Em
seguida, a pontuagao dentro de cada categoria é utilizada para classificar os tumores
em outras trés categorias principais, de menor a maior grau de sarcoma (Tabela 2). A
diferenciacao tumoral é o aspecto mais subjetivo deste sistema de pontuacao e pode
nao estar disponivel para todos os subtipos histolégicos (GAMBOA et al., 2020;
TROJANI et al., 1984).

Tabela 1: Parametros para determinar grau histolégico tumoral de sarcomas

Parametro Definicao
Escore de diferenciacao
1 Sarcomas muito semelhantes ao tecido mesenquimal adulto normal
2 Sarcomas para os quais a tipagem histoldgica é definida
3 Sarcomas embrionarios e indiferenciados, sarcomas de tipo duvidoso
Escore de contagem mitética
1 0-9 mitoses por 10 *CGA
2 10-19 mitoses por 10 CGA
3 220 mitoses por 10 CGA
Necrose tumoral
1 Sem necrose
2 <50% de necrose tumoral
3 >50% de necrose tumoral

*CGA = Campo de grande aumento
Fonte: Gamboa et al.(2020)

Tabela 2: Graduacao histologica de sarcomas

Grau Definicao
GX Grau nédo pdde ser avaliado
G1 Diferenciacao total, contagem mitética e pontuacao de necrose de 2 ou 3
G2 Diferenciagao total, contagem mitética e pontuagéo de necrose de 4 ou 5
G3 Diferenciacao total, contagem mitética e pontuacéo de necrose de 6, 7 ou 8

Fonte: Gamboa et al. (2020)
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as recomendacdes da
Legislacao Brasileira, as resolu¢des normativas editadas pelo Conselho Nacional de
Experimentagdo Animal (CONCEA/MCTI) através da Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagao de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica,
apds apreciacao e aprovagao pela Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade
Federal de Vicosa (CEUA/UFV - Protocolo 48/ 2021).

Foram recuperados 35 blocos de amostras de hemangiossarcoma canino do
arquivo do Laboratério de Histopatologia do Departamento de Veterinaria da UFV,
provenientes de necropsias realizadas entre os anos de 2017 a 2021.

As informacgdes referentes ao animal e sua condi¢édo clinica foram avaliados
nas fichas de identificagdo do Laboratério de Histopatologia do Departamento de
Veterinaria da UFV, assim como as caracteristicas da massa tumoral: sitio de coleta,
aspecto macroscopico, analise histopatoldgica e histotipo. Neste estudo, nao foram
considerados raca, idade ou sexo do animal, uma vez que esses critérios ndo sao
determinantes quanto ao objetivo do trabalho.

Os blocos de parafina contendo os fragmentos dos tumores foram recuperados
do arquivo do laboratério e submetidos a microtomia. As laminas foram
confeccionadas com cortes de 4um de espessura, corados por hematoxilina e eosina
e avaliados a microscopia de luz (obj. 10x). As amostras foram graduadas de
acordocom o descrito pela Federacao Francesa do Grupo de Centros de Sarcoma
(FNCLCC) de acordo com o grau de diferenciacédo, taxa de tecido necrético e taxa
mitética do tumor — Tabelas 1 e 2 (TROJANI et al., 1984, GAMBOA et al., 2020).

O protocolo de imuno-histoquimica utilizado nesta pesquisa foi o proposto por
Miranda (2019). Essa etapa foi realizada no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia
do Departamento de Veterinaria da UFV. Amostras de hemangioma e de coragao de
cao foram utilizados como controles positivos para VEGF e CRYAB, respectivamente.
Os cortes histolégicos foram desparafinizados e hidratados com &lcool em
concentracbes decrescentes (100%, 90%, 80%, 70%) e agua. Para recuperacéo
antigénica, os cortes foram aquecidos em tampéao citrato (pH 8) aquecido a 95°C por
dez minutos. Apds 30 minutos de resfriamento, foram lavados com agua destilada por
dois minutos, trés vezes. ApOs essa etapa, foi utilizado o bloqueador de peroxidase
(EasyLink One — EasyPath®) por dez minutos; os cortes foram lavados com agua
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destilada e incubados com o bloqueador de proteina (EasyLink One — EasyPath®) por
mais dez minutos em temperatura ambiente. Os anticorpos primarios anti-Bcatenina
(Abcam, ab16051), anti-VEGF (diluicao 1:100, NB100-664, Novus Biologicals) e anti-
CRYAB (diluicdo 1:250, F-10, Santa Cruz Biotechnology) foram incubados por duas
horas a 37°C e lavados trés vezes com PBS durante dois minutos cada. Os cortes
foram incubados com o polimero EasyLink One (EasyPath®) por 20 minutos, lavados
trés vezes com PBS por dois minutos e incubados por cinco minutos com o cromégeno
DAB. A contra-coloragao foi realizada com hematoxilina; as laminas foram montadas
e avaliadas a microscopia de luz (0bj.40). A andlise das Iaminas foi realizada de forma
qualitativa e comparativa, de acordo com a intensidade da marcagao e quantidade de

células marcadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram diagnosticadas pos mortem,
em necropsias, 0 que pode estar relacionado aos desafios de se estabelecer um
diagnéstico preciso e precoce de hemangiossarcomas in vivo em pacientes
veterinarios. Isso inclui as limitacdes em se obter amostras efetivas de biépsia no
paciente para realizacdo de um manejo clinico adequado e o potencial agressivo
desse tipo tumoral, levando a uma baixa e curta sobrevida dos pacientes, conforme
descrito por Hornick (2019).

Em estudo retrospectivo realizado por Kok et al. (2019), ndo houve diferencas
significativas entre fémeas e machos ou idades predispostas ao acometimento dos
STM, mas notou-se predisposi¢cao pelas racas de grande porte, como labradores e
golden retrievers. Essa associa¢ao entre STM e caes de grande porte foi similarmente
descrita por Liptak e Forrest (2019), assim como a nao relagcdo com o sexo do animal,
entretanto, estes descreveram uma tendéncia de acometimento por cades de meia
idade - tendéncia comum em diversos histotipos neoplasicos além dos
hemangiossarcomas.

Dentre as 35 amostras avaliadas, 68,5% foram classificadas no Grau 3 de
acordo com a Federacdao Francesa do Grupo de Centros de Sarcoma (FNCLCC)
(TROJANI et al., 1984, GAMBOA et al., 2020). A maior classificacdo das amostras em
Grau lll observada neste experimento pode estar associada ao diagnéstico tardio e
pior prognéstico dos caes acometidos por STM, tendéncia observada também em
pacientes humanos acometidos por STM e observada por Von Mehren et al. (2018) e
Yang et al. (2019). A classificacao tumoral em grau estabelecida pela FNCLCC pode
ser influenciada pela escolha do sitio de amostra de bidpsia pelo patologista ou
cirurgiao, uma vez que maiores taxas de necrose estdo associadas a uma maior
graduacao e, geralmente, a um pior prognéstico; entretanto, ao selecionar um sitio de
amostra representativa para o histopatoldgico, frequentemente as areas de necrose
séo evitadas na coleta para diferenciacao celular e para otimizar a tipificacdo tumoral
(TROJANI et al., 1984; FERREIRA, 2008; SANTORO et al., 2008; GAMBOA et al.,
2020). Uma vez que, neste trabalho, foram utilizadas amostras do acervo do
Laboratério de Patologia da UFV, a escolha do sitio de amostra tumoral por diferentes
profissionais do setor pode ter exercido influéncia ou viés na graduacao histolégica
observada.
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De acordo com o Consenso da Associacao Brasileira de Oncologia Veterinaria
sobre Diagnéstico, Prognéstico e Tratamento de Hemangiossarcoma Canino, o
sistema de graduacao tumoral para STM em caes demonstrou ndo estar relacionada
a predicdo prognéstica e ressalta que novos estudos sdo necessarios para
padronizacao dos critérios para classificacdo de hemangiossarcomas quando ao grau
histopatolégico e indice mitético (DE NARDI et al., 2023). Assim, a graduacao
histolégica como método de avaliagcdo isolado pode nao ter valor prognédstico
representativo e apresentar maior subjetividade do que quando associado a outros
meétodos de avaliagdo, como a imuno-histoquimica.

A imuno-histoquimica com os anticorpos anti-CRYAB e anti-VEGF foi realizada
em 28 amostras dos blocos recuperados. As demais amostras foram descartadas por
terem sido consideradas inadequadas para a IHQ por falha no processamento.
Observou-se que o anticorpo anti-CRYAB ndo marcou 24 das 28 amostras analisadas
de hemangiossarcomas (cerca de 85,7%) (Tabela 3), em comparacao com o controle
que corou em acentuada quantidade.

Tabela 3 — Distribuicdo percentual da quantidade e intensidade de células tumorais
marcadas por CRYAB e VEGF.

VEGF AUSENTE DISCRETO MODERADO ACENTUADO
Quantidade 0 3,5 21,4 75
Intensidade 0 21,4 39,2 39,2

CRYAB AUSENTE DISCRETO MODERADO ACENTUADO
Quantidade 85,7 10,7 3,5 0
Intensidade 85,7 3,5 7,1 3,5

Neste trabalho, ndo foi observada expressao significativa de CRYAB nos
hemangiossarcomas, e infere-se que a expressdao de CRYAB nao possuiu valor
preditivo como marcador de malignidade e valor progndstico para

hemangiossarcomas.Essa observacgao diverge do estudo conduzido por Rashidieh et
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al. (2020), que descreveu uma associacao direta entre alta expressdo de CRYAB,
maior acometimento de hemangiossarcomas e pior prognéstico em ratos; a maior
expressdao de CRYAB foi entdo associada a maior potencial metastatico e maior
neovascularizagdo tumoral nessa espécie. Entretanto, nota-se grande escassez de
estudos prévios representativos da associagdo desse marcador com os STM na
espécie canina para critério de comparacao. O anticorpo anti-VEGF, por sua vez,
marcou todas as 28 amostras, com variagao no grau de quantidade e intensidade
(Figura 1). Esse achado corrobora com descrigdes prévias na literatura de tipos de
STM que expressavam VEGF associados a maior vascularizagdo e crescimento

tumoral na espécie canina (Kakiuchi-Kiyota et. al 2020).
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Figura 1 — Micrografias de amostras representativas para diferentes intensidades de imunomarcacao
para VEGF e CRYAB (obj. 40). A: Hemangioma, como controle positivo para VEGF; B: Coracao, como
controle positivo para CRYAB; C, E e G: Intensidade de marcagao para VEGF baixa, média e alta,
respectivamente. D, F e H: Marcagao para CRYAB nas mesmas amostras apresentadas em C, E e G.

Campos et. al (2012) observaram em seu estudo uma expressao de VEGF até
quatro vezes maior em hemangiossarcomas esplénicos em céaes (P < 0,05) do que
em hemangiomas - tumores vasculares benignos que possuem expressao elevada de
VEGF e neovascularizacédo abundante; além disso, os caes que expressavam valores

altos de VEGF, acometidos por hemangiossarcomas esplénicos, possuiam valores
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baixos de hematdcrito e contagem de hemdcias mais baixas (P < 0,05). Esses
achados sugerem que a presenca de niveis mais elevados de VEGF pode estar
relacionada a proliferagdo vascular maligna observada nos hemangiossarcomas em
caes. O mesmo ocorre com a expressdao plasmatica de VEGF em cdes com
hemangiossarcoma, documentada como mais detectadvel comparada com a
expressao plasmatica de VEGF em cées saudaveis (P < 0,01) (Clifford et. al., 2001).

Ao contrario do observado por Miranda (2019), que notou uma relagao direta
entre a marcacao dos anticorpos anti-VEGF e anti-CRYAB, tanto na quantidade de
células quanto na intensidade em tumores de mama de cadelas, em
hemangiossarcomas nao foi possivel observar uma relacao direta dos dois anticorpos
na marcacao.

A CRYAB é uma proteina associada a prote¢cao do VEGF contra a degradagéo
intracelular e associada a um aumento de secrecado deste fator; assim, a correlacao
entre CRYAB e VEGF e o aumento da expressdo de ambas as moléculas esta
relacionado ao desenvolvimento de novos vasos, e a manutencao e evolucao tumoral
em humanos e cdes (NAHOMi et al., 2013; MIRANDA, 2019). A auséncia de uma
relacdo direta entre CRYAB e VEGF observada neste trabalho pode indicar que em
em hemangiossarcomas caninos a CRYAB nao é fator protetor para VEGF e que o
aumento da expressao desde, assim como a angiogénese tumoral, ndo sao
influenciados pela expressao de CRYAB.

Essa diferenca na expressao de fatores tumorais e na marcagéo dos anticorpos
anti-CRYAB pode estar relacionada a origem majoritariamente epitelial observada nas
neoplasias mamarias, distinta da origem mesenquimal dos STM; diversos estudos
sobre a expressao da cadeia B da proteina alfa-cristalina em tumores de origem
epitelial descrevem a transicao epitélio-mesénquima como uma das principais vias de
invasdo e migracao tumoral. Por essa via, a maior expressao da cadeia B da proteina
alfa-cristalina promove plasticidade das células tumorais epiteliais para células
mesenquimais, processo associado a maior formacao de metastases secundarias e
metastases distantes. Esse mecanismo pode representar uma relacao entre a maior
expressao desse fator em tumores de origem epitelial e menor expressdo em tumores
de origem mesenquimal (DAl el al., 2020; MAGALHAES et al., 2017; MIRANDA, 2019;
SCHil et al., 2017).

Devido ao numero reduzido de amostras disponiveis pertencentes ao Grau 1 e
Grau 2 utilizados na etapa da imunohistoquimica, nao foi possivel estabelecer uma
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relagdo entre um maior grau de classificagdo histologica dos STM e maior marcagao
de células tumorais pelos anticorpos anti-VEGF e anti-CRYAB.
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5. CONCLUSOES

Conclui-se que o aumento da expressado de VEGF nao esta relacionado a um
aumento da expressdao de CRYAB em hemangiossarcomas caninos. Assim, €
possivel que para a espécie canina a expressao de CRYAB néao esteja relacionada
aos fatores protetores de modulacdo do microambiente tumoral expressos pelos
hemangiossarcomas.

A CRYAB pode néo ser um alvo para estudos acerca de progressao tumoral,
terapias de alvo molecular e mecanismos de resisténcia a quimioterapicos dos
hemangiossarcomas caninos.

Uma vez que este trabalho abordou hemangiossarcomas caninos, mais
estudos em outros subtipos de STM sédo necessarios para concluir que essa falta de
correlagéo entre CRYAB e VEGF se aplicam a STM caninos em geral.
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