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Resumo

Estudo histolégico e imunohistoquimico da expressao de Ki-67 em carcinomas das

células escamosas em gatos

O cancro é uma doenca altamente prevalente em animais de companhia, sendo uma
das suas principais causas de morte. O carcinoma das células escamosas (CCE) é um dos
tumores mais comuns em gatos, levando a desfiguracdo e incapacitacdo dos animais
relacionada com a progressdo da doenca, as sequelas terapéuticas ou mesmo a morte em
casos incuraveis. Para desenvolver melhores ferramentas de diagndstico e progndstico, é
necessario estudar a adequacgéao de varios biomarcadores, bem como o seu comportamento
dentro do tumor. O objetivo deste trabalho foi avaliar a distribuicAo do marcador de
proliferacdo Ki-67 em CCE de trés localizages anatomicas diferentes.

Foram selecionadas 25 amostras de CCE de gatos previamente diagnhosticados por
andlise histologica, localizadas no plano nasal (N; n=8), pavilhdo auricular (E; n=10) e
cavidade oral (O; n=9). O grau de malignidade foi calculado de acordo com classificacbes
previamente validadas, com 23 casos classificados como Grau 1 e dois como Grau 2. Foi
realizada imunohistoquimica indireta para quantificar o Ki-67 em se¢des tumorais embebidas
em parafina e as laminas foram digitalizadas e analisadas com recurso ao software QuPath
(v0.4.3), através da selecdo manual de quatro regides especificas de 1) tumor (T), 2) estroma
adjacente (S), 3) frente invasora tumoral (IF) e 4) superficie tumoral (TS). Os dados das
contagens resultantes foram processados com SPSS (v.25) utilizando testes paramétricos e
ndo parameétricos consoante normalidade da distribuicdo dos dados em cada variavel. As
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Os resultados demonstram que dentro de uma mesma regido alvo de cada amostra
individual ndo ha diferengas estastisticamente significativas no nimero de células positivas
para Ki-67. Quanto as comparagdes entre areas, ndo houve diferencas de proliferacdo entre
TS e IF. No entanto, as areas T apresentavam significativamente mais células marcadas para
Ki-67 do que as regibes S correspondentes (p = 0,001), embora a inspecao visual mostrasse
gue, nestas Ultimas, a marcacdo positiva se devia principalmente a células inflamatérias
infiltradas no estroma. Finalmente, verificaram-se diferencas na marcacao da IF de CCE entre
a localizacdo N e a localizacéo E (p = 0,032), sugerindo uma frente invasora mais agressiva.

Este estudo demonstra que a distribuicdo do Ki-67 numa mesma regido alvo de cada
tumor € homogénea, o que pode facilitar a selecéo das areas a serem analisadas digitalmente.
Em relacdo ao comportamento tumoral, os resultados revelaram que, embora haja
proliferacdo observavel nas células estromais adjacentes do CCE, tal deve-se a presenca de

células inflamatérias infiltrativas marcadas para o Ki-67, sendo que as contagens estromais



sao inferiores quando comparadas com as contagens das células tumorais. Finalmente, pode
concluir-se que os CCE do plano nasal parecem ter um comportamento de infiltracdo mais
agressivo do que os seus homaologos do pavilhdo auricular. A andlise de mais amostras destes
locais de CCE (e outros) é necessaria para consolidar estas observacfes e associar a
coloracao Ki-67 a outras ferramentas de classificacdo de tumores.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas; proliferacdo; gatos; Ki-67,;
heterogeneidade; frente invasora.



Abstract

Histological and immunohistochemical study of Ki-67 expression in squamous cell

carcinomain cats

Cancer is highly prevalent in companion animals and is a major cause of death.
Squamous cell carcinoma (SCC) is one of the most common feline tumours, leading to
disfiguration and disability related to disease progression, therapeutic sequelae or death in
incurable cases. To develop better diagnostic and prognostic tools, the suitability of several
biomarkers needs to be studied, as well as their behaviour within the tumour. The aim of this
work was to evaluate the distribution of the Ki-67 proliferation marker within SCC tumours from
three different anatomical locations.

25 samples of previously diagnosed feline SCC located in the nasal plane (N; n=8), ear
pinna (E; n=10) and oral cavity (O; n=9) were selected. Malignancy score was calculated
according to previously validated classifications with 23 cases classified as Gradel and two
as Grade2. Indirect immunohistochemistry was performed to locate Ki-67 in paraffin embedded
tumour sections. After visual observation, slides were digitalized and positively stained nucleus
were identified using QuPath (v0.4.3) software by manually selecting four target areas of 1)
tumour (T), 2) adjacent stroma (S), 3) invasive tumour front (IF) and 4) tumour surface (TS).
Resulting data was processed with SPSS (v.25) using Wilcoxon and Kruskal-Walis or t-Student
test according to the normality of data distribution. Differences were considered significant
when p<0.05.

Results show that within the same target area in the sample, there are no differences
in the number of Ki-67 positive cells, showing proliferation. Regarding comparisons between
areas, there were no differences between proliferation in TS and IF. However, T areas had
significantly more Ki-67 positive marked cells than their correspondent S areas (p=0.001),
although visual inspection showed that, in the latter, positive marking was mostly due to stroma
infiltrated inflammatory cells. Finally, regarding proliferation in IF, results show that, although
there were no differences between proliferation between O and N and E, N SCC had more
positively marked Ki-67 cells than E SCC (p=0.032), suggesting a more aggressive invasive
front.

This study shows that Ki-67 distribution within the same target area of the tumour is
homogenous, which may facilitate the selection of areas to be digitally analysed. Regarding
tumour behaviour, results show that even though there is observable proliferation in SCC
adjacent stromal cells, this is most likely due to infiltrative inflammatory cells and is always
inferior to tumoral proliferation itself. Finally, we can conclude that nasal plane SCC seem to

have a more aggressive infiltration behaviour than their: ear pinna counterparts. Analysis of



more samples from these SCC locations (and others) is required to consolidate these findings
and associate Ki-67 staining with other tumour classification tools.

Palavras chave: Squamous cells carcinoma; cat; proliferation; Ki-67; heterogeneity; invasive

front.



Lista de abreviaturas

ADN - Acido desoxirribonucleico

ARN — Acido ribonucleico

CCB — Carcinoma das células basais

CCE - Carcinoma das células escamosas

CDKs - Proteinas quinases dependentes de ciclina
DAB - 3,3’ diaminobenzina

H20.— Perodxido de hidrogénio

HRP — Peroxidase de rabanete

NETs — Armadilhas extracelulares de neutrofilos
PBS - Tampéo fosfato salino

ROS — Espécies reativas de oxigénio

TEM -Transformacao de epitelial/endotelial a mesenquimal
TNM — Sistema Tumor-Nodulos-Metéstase

UV — Radicao ultravioleta

UVA — Radiagéo ultravioleta A

UVB - Radiacéo ultravioleta B

UVC - Radiacéo ultravioleta C

Vs. — Versus

WHO - Organizacdo Mundial de Sdude
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| — Casuistica clinica e descricdo do estagio curricular
1. Descricao do estagio curricular na Clinica Veterinaria VillaAnimal

O estagio curricular na Clinica VillaAnimal decorreu durante 3 meses e meio, de 15 de
setembro de 2022 a 06 de janeiro de 2023, sob a orientac&do da Doutora Mafalda Lage, diretora
clinica do estabelecimento. Durante o periodo de estégio, a autora teve a oportunidade de ser
integrada em atividades praticas e tedricas de diversas componentes da medicina veterinaria,
centradas na medicina interna e cirirgica de animais de companhia. Com auxilio da equipa
médica, profissionais dotados de conhecimento amplo, a autora esteve presente em
discussbes de casos clinicos, consultas com tutores e palestras com diferentes laboratérios
para consolidacéo da matéria tedrica e estimulacdo do sentido critico. Numa vertente pratica,
a autora teve a oportunidade de participar em procedimentos simples como preparar e
familiarizar-se com diferentes medicacdes, escrever fichas médicas e altas clinicas, em
procedimentos ligeiramente mais complexos como vacinag¢des, colheitas de sangue e
colocacao de cateteres e mesmo procedimentos de maior responsabilidade como administrar
e monitorizar anestesias em varios procedimentos cirurgicos e realizacdo de cirurgias eletivas
como orquiectomias.

Através do apoio de toda a equipa de médicas e auxiliares, competéncias sociais como
comunicagado com tutores e trabalho de equipa foram também adquiridas, sendo este conjunto
de valéncias essenciais para a autora como futura médica veterinaria e como pessoa.

A casuistica recolhida durante o estagio estara organizada de acordo com a espécie
animal e dividida nas principais areas da medicina exploradas, com adicional descricdo dos

exames diagndsticos realizados nos diferentes casos.

1.1 Distribuicdo da casuistica por espécie animal

Durante o estagio foram examinados 294 animais, dos quais 180 pertencem a espécie

canina (61%) e 114 a espécie felina (39%).

1.2 Distribuigao da casuistica por area da medicina veterinaria

A principal area da medicina veterinaria explorada foi a medicina clinica, seguida da
medicina preventiva, cirirgica e por fim, de urgéncias (Tabela 1). E de importancia mencionar,
gue um mesmo animal podera encontrar-se presente em mais do que uma destas categorias
(ap6s uma ou vérias avaliagbes em consulta). Durante o periodo de estagio foram internados

e acompanhados 16 animais e foram observadas 4 eutanasias.
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Tabela 1 — Frequéncia relativa e absoluta dos casos clinicos de acordo com a area da

medicina veterinaria.

Area da

veterinaria

medicina Frequéncia absoluta (n)

Frequéncia relativa (%)

Medicina Clinica
Medicina Preventiva
Medicina Cirurgica
Medicina de Urgéncias
Total

220
116
35
24
395

56
29
9
6
100

1.2.1. Medicina Clinica

Os diferentes casos foram divididos nas principais 15 especialidades, sendo que o

maior nimero de casos pertence a especialidade de dermatologia, com valores também

elevados em gastroenterologia e urologia e nefrologia (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncia relativa e absoluta dos casos clinicos de acordo com a especialidade.

Especialidades médicas

Frequéncia absoluta (n)

Frequéncia relativa (%)

Dermatologia
Gastroenterologia
Urologia e nefrologia
Ortopedia

Doencas infeciosas
Oncologia
Neonatologia
Neurologia
Oftalmologia
Endocrinologia
Reproducdo, ginecologia,
andrologia e obstetricia
Cardiologia

Estomatologia
Pneumologia
Comportamento

Total

63
49
34
26
19
16
10
10
10

(o]

L W 0o O

264

24
18

0,4
100
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1.2.2 Medicina Preventiva

A medicina preventiva tem um papel cada vez mais central na medicina veterinaria,
tendo sido elevada a frequéncia das vacinagdes e desparasitacfes observadas e executadas,

conforme foram registadas (Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia relativa e absoluta dos métodos de medicina preventiva aplicados.

Medicina profilatica Frequéncia absoluta (n)  Frequéncia relativa (%)
Vacinacao 77 57
Desparasitacao 59 43
Total 136 100

1.2.3. Medicina Cirurgica

O tipo de cirurgia mais realizada foi a de tecidos moles, sendo que, 17 foram
orquiectomias, 9 foram ovariohisterectomias, 2 foram nodulectomias em casos oncolégicos e
1 cesariana. Em segundo lugar encontram-se a cirurgia da cavidade oral e em terceiro a

cirurgia ortopédica (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia relativa e absoluta dos procedimentos cirlrgicos realizados.

Medicina cirargica Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Cirurgia dos tecidos moles 30 86
Cirurgia da cavidade oral 3 8

Cirurgia ortopédica

Total 35 100

1.2.4. Medicina de Urgéncias

A medicina de urgéncias foi a area da medicina veterinaria menos explorada, contudo,
conta com 24 casos, sendo os de politraumatizados (geralmente associados a atropelamentos

ou lutas entre animais) os mais frequentes (Tabela 5).

Tabela 5 — Frequéncia relativa e absoluta dos casos acordo com o tipo de urgéncia.

Medicina de urgéncias Frequéncia absoluta (n)  Frequéncia relativa (%)
Politraumatismo 10 42
Neurologia 3 13
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Doencas infeciosas 13
Neonatologia
Pneumologia

Toxicologia

N N N N W

Urologia e nefrologia
Total 24 100

1.3 Exames Complementares de Diaghdstico

A tabela 6 resume os exames complementares de diagndstico observados durante o.

estagio.

Tabela 6 — Frequéncia relativa e absoluta dos diferentes tipos de métodos de diagndstico

utilizados.

Exames Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
complementares de

diagnostico

Andlises sanguineas 83 43
(hemograma e

bioguimicas séricas)

Imagiologia 65 34
Procedimentos de colheita 25 13
Testes especificos 19 10
Total 192 100

Dentro dos exames imagioldgicos, 31 destes foram ecografias, principalmente
abdominais, mas também torécicas, 1 ecocardiografia e 33 radiografias.

Dos 25 procedimentos de colheita, 1 tratou-se de uma toracocentese, 6 puncdes
aspirativas de agulha fina, 10 cistocenteses, 2 lavagens broncoalveolares, 4 colheitas de
amostra de contetdo auricular/cutaneo e 2 bidpsias.

Os testes especificos pretendem a identificacdo de uma doenca particular no animal.
Foram realizados 2 testes de cromatografia de Leishmaniose, 7 testes de cromatografia de
virus da imunodeficiéncia e leucemia felinos, 4 testes de cromatografia de parvovirose, 3

testes de fluoresceina e 3 testes de estimulacdo com hormona corticotrofica.
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2. Descricao do estagio curricular no Hospital do Jardim Zool6gico de Lisboa

O estégio curricular teve a duracao de 3 meses, de 17 de janeiro a 20 de abril de 2023,
sobre a orientagdo do Doutor Rui Bernardino, diretor clinico do estabelecimento. O estagio
permitiu a autora ter contacto com espécies animais exoticas e selvagens, aprender sobre
especificidades de tratamento de cada uma e desenvolver capacidade de raciocinio
heterodoxo, uma vez que a abordagem tradicional utilizada em medicina de animais de
companhia ndo €, muitas vezes, compativel com medicina de animais selvagens.

O estégio centrou-se na componente de medicina interna de animais selvagens, com
participacdo da autora em varios procedimentos meédicos, nomeadamente no estudo da
fisiologia propria da espécie - com o intuito de decidir os exames diagndsticos e tratamentos
médicos para cada caso -, auxiliar na sedacao e anestesia (necessaria para contencao de
varios dos animais), medicar animais, colheita de sangue, colocacao de cateteres, realizacao
de exames imagiologicos e treino com zarabatana e dardos para administracdo de farmacos
a distancia.

O trabalho do médico veterinario de zoo implica véarias vertentes, pelo que a autora foi
incluida em visitas especificas a area de nutricdo e de jardinagem, em diferentes projetos,
como monotorizagdo e realizacdo de estatisticas sobre comportamentos de cio em chitas,
projeto de enriquecimento ambiental de calaus-de-casco-preto e projeto de categorizagéo de
tartarugas do Egipto para estudo genético organizado pela Associacdo Europeia de
Zooldgicos e Aquérios.

Adicionalmente, o contacto com uma equipa multidisciplinar de exceléncia permitiu a
autora evoluir para um profissional mais completo e versatil. A aprendizagem de como liderar
com uma organizacéo estabelecida, respeitar cadeias de comando e interagir com um grupo
grande de tratadores ofereceu uma visdo mais completa da profissdo, com impacto
fundamental para o futuro profissional da autora.

A casuistica recolhida durante o estagio esta organizada de acordo com a espécie
animal e dividida nas principais areas da medicina exploradas com adicional descri¢cdo dos

exames diagnésticos realizados nos diferentes casos.

2.1. Distribuic&o da casuistica por classe e espécie animal

Durante o estagio foi possivel estudar, examinar e contactar com 119 animais. De entre
estes, 88 sdo mamiferos (75%), 18 sdo aves (15%) e 12 sao répteis (10%).
Na classe dos mamiferos, estudaram-se 38 espécies diferentes. As mais comuns

foram os Babuinos-hamandrias e os Golfinhos-roazes, com 13 e 8 animais avaliados,
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respetivamente. As restantes espécies avaliadas foram: Elefante-africano-de-savana; Girafa-
de-Angola; Guaxinim e Lobo-ibérico, com 4 animais por espécie. O Coelho-bravo; Gorila-
ocidental-de-terras-baixas; Ledo-africano; Macaco-capuchinho-de-peito-amarelo; Sitatunga e
Zebra-de-grevy, com 3 animais por espécie. A Chita; Canguru-vermelho; Gibao-de-méaos-
brancas; Koala; Macaco-de-brazza; Okapi e Urso-formigueiro-gigante, com 2 animais por
espécie. Apenas um animal foi examinado das espécies: Adax; Axis; Bisonte-americano;
Bongo; Canguru-de-bennett; Chimpanzé; Elande-de-cara-preta; Lémure-de-cauda-anelada;
Lémure-preto-e-branco-de-colar; Lince-euroasiatico; Macaco-do-Japao; Orix-austral; Panda-
vermelho; Pantera-nebulosa; Porco-espinho-africano; Porco-viethamita; Rinoceronte-branco;
Saimiri-da-Bolivia e Tigre-da-Sibéria.

Na classe das aves, foram examinadas 15 espécies. As espécies mais frequentes
foram a Arara-nanica, a Ema e o Faisdo-argus, tendo sido avaliados dois animais de cada
espécie. Apenas um animal foi avaliado das espécies: Arara-escarlate; Arara-vermelha-de-
asa-verde; Catatua-branca; Catatua-sanguinea; Ganso-chinés; Grifo; ibis-eremita; Mutum-de-
capacete; Papagaio-cinzento; Pato-de-meller; Seriema e Turaco-de-buffon.

Finalmente, foram avaliados na classe dos répteis 8 espécies. As mais frequentes
foram: Hidrossauro-das-Filipinas; Tartaruga-grega; Tartaruga-do-Egipto e Tartaruga-
leopardo-africano, correspondendo a 2 animais para cada uma. As restantes corresponde a
observacdo de um animal por espécie: Dragao-barbudo; Iguana-rinoceronte; Pitdo-reticulada

e Tartaruga-de-orelhas-vermelhas.

2.2. Distribuicdo da casuistica por area da medicina veterinéaria

A principal area foi a medicina clinica, seguida da medicina preventiva, cirargica e
anestesiologia, nutricdo, urgéncias e finalmente, alternativa. Note-se que um mesmo animal

podera encontrar-se presente em mais do que uma destas categorias (Tabela 7).

Tabela 7 — Frequéncia relativa e absoluta dos casos clinicos de acordo com a area da

medicina veterinaria.

Area da medicina Frequéncia absoluta (n)  Frequéncia relativa (%)
veterinaria

Medicina Clinica 121 67

Medicina Preventiva 27 15

Medicina Cirurgica e 18 10

Anestesiologia
Nutricdo 8 4
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Medicina Alternativa 3 2
Medicina de Urgéncias 3 2
Total 180 100

2.2.1. Medicina Clinica

A maioria dos casos clinicos registados pertencem a area da medicina clinica, sendo
gue gastroenterologia foi a principal especialidade praticada, seguida da dermatologia. Apesar
de em menor quantidade, mencionam-se alguns casos de ortopedia e pneumologia (Tabela
8).

Tabela 8- Frequéncia relativa e absoluta dos casos clinicos de acordo com a especialidade.

Especialidades médicas Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)

Gastroenterologia 24 20
Dermatologia 17 14
Ortopedia 16 12
Pneumologia 11 9
Doencas infeciosas 9 7
Traumatismo 9 7
Comportamento 8 7
Oftalmologia 7 6
Estomatologia 5 4
Reprodugédo, ginecologia,

andrologia e obstetricia 4 3
Oncologia 3 2
Doencas metabdlicas 2 2
Neurologia 2 2
Urologia e nefrologia 2 2
Cardiologia 1 1
Neonatologia 1 1
Total 121 100

2.2.2. Medicina Preventiva

Em medicina dos animais selvagens, a vacinacdo nao é uma pratica recorrente, ao

contrario da desparasitacdo que é de uso comum no estabelecimento em que se realizou o
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estagio. Foi, ainda, acompanhado um animal em quarentena, devido a sua entrada em
Portugal (Tabela 9).

Tabela 9 — Frequéncia relativa e absoluta dos métodos de medicina preventiva aplicados.

Medicina preventiva Frequéncia absoluta (n)  Frequéncia relativa (%)
Desparasitacao 26 93
Quarentena 1 3

Total 27 100

2.2.3. Medicina Cirargica e Anestesiologia

A medicina cirargica encontra-se dividida segundo as principais intervengdes. Em 11
casos (55%) foi utilizada anestesia como contengdo quimica para manipulagdo dos animais,
sem intervencgdo cirurgica. As cirurgias propriamente ditas correspondem a situagfes onde foi
aplicada anestesia precedente a uma intervencao cirurgica, representando 9 intervencoes
(45%) (Tabela 10). No total foram realizadas 18 intervencdes anestésico-cirurgicas.

Foram consideradas microcirurgias, por exemplo, a aplicacdo de implantes
subcutaneos contracetivos em chimpanzés. As cirurgias ortopédicas referem-se a
estabilizacdo cirtrgica de fraturas e amputacdes. As cirurgias da cavidade oral referem-se,

por exemplo, a extragédo de dentes.

Tabela 10 — Frequéncia relativa e absoluta dos diferentes tipos de cirurgias realizadas.

Cirurgia propriamente Frequéncia absoluta(n) Frequéncia relativa (%)
dita

Microcirurgia 4 45
Cirurgia ortopédica 3 33
Cirurgia da cavidade oral 2 22
Total 9 100

2.2.4. Medicina Alternativa

No total foram utilizados dois métodos de medicina alternativa. Em dois animais foi
utilizada ozonoterapia (67%), através de ionizacao de 6leo de figado de bacalhau, para
tratamento de um babuino-hamadrias com infecdo por Helicobacter pylori e num Golfinho-

roaz foi utilizada laserterapia como tratamento de regressao e inflamacao gengival (33%).
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2.3. Exames Complementares de Diagnoéstico

A tabela 11 resume os exames complementares de diagndstico observados durante o

estagio no Jardim Zooldgico de Lisboa.

Tabela 11 — Frequéncia relativa e absoluta dos diferentes tipos de métodos de diagndéstico

utilizados.

Exames Frequéncia absoluta (n)  Frequéncia relativa (%)

complementares de

diagnadstico

Procedimentos de colheita 60 48
Imagiologia 36 29
Andlises sanguineas 17 13

(hemograma e

bioguimicas séricas)

Testes especificos 13 10
Total 126 100

Dentro dos exames imagiologicos, 18 destes foram radiografias, 14 foram ecografias,
principalmente abdominais, mas também toracicas, 3 endoscopias géastricas e uma
ecocardiografia.

Dos 60 procedimentos de colheita, os mais frequentes foram a colheita de fezes,
puncdes aspirativas de agulha fina, colheitas de suco gastrico e de pélo. Com menor
frequéncia, foram realizadas colheitas de conteudo opercular expirado, colheita de liquido
peritoneal, cistocentese, raspagens e zaragatoas cutaneas, zaragatoa respiratéria, lavagem
bronco-alveolar, biépsias do trato gastrointestinal através de endoscopia e toracocentese.

Os testes especificos pretendem a identificagdo de uma doenca particular no animal.
Foram realizadas 6 citologias cuténeas, 4 necrépsias, 2 testes da fita-cola e 1 teste de

tuberculinizacdo intradérmica. Foram observadas 4 eutanasias.

3. Apresentacao do péster cientifico

A presente dissertacao foi apresentada sob a forma de um poster cientifico, dia 3 de
novembro de 2023 no simpdésio intitulado “The 2nd Egas Moniz One Health Symposium”

realizado pela Egas Moniz Shool of Health and Science (Figura Al).
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Il — Estudo histolégico e imunohistogimico da expressédo de Ki-67 em carcinoma das

células escamosas em gatos

1. Introducéo teodrica

1.1. A etiologia do cancro

O termo “cancro” refere-se, na sua esséncia, a uma doenca genética (Vonglstein & Kinzler,
2004), uma vez que tem origem na acumulacdo de anomalias genéticas (Modiano, 2012).
Esta acumulacdo promove a sele¢cdo clonal das células com comportamento
progressivamente mais agressivo, que eventualmente ira resultar no desenvolvimento de um
tumor (Faeron, 1997). As alteracdes celulares que permitem tal desenvolvimento derivam de
relagdes epigenéticas, influenciadas por caracteristicas hereditarias e agentes ambientais.
Encontra-se descrito que anomalias genéticas especificas estdo associadas a tipos
particulares de cancro (Modiano, 2012). Estas alteragdes podem ser nomeadas de mutacdes
gue, por sua vez, sdo definidas como qualquer alteragdo na sequéncia gendmica de um

organismo (Vonglstein & Kinzler, 2004).

1.1.1 Influéncia genética no risco de cancro

Todas as doengas cancerigenas apresentam em comum a presenca de proliferagéo
e crescimento celular descontrolado. Apesar destas caracteristicas estarem associadas a
alteracbes genéticas, nem sempre ha um fator hereditario presente (Modiano, 2012). O
desenvolvimento tumoral deve-se a acumulagdo de mutacdes que eliminam a inibigdo
fisiologica da proliferacdo e da manutengdo da integridade genética das células somaticas.
Para que ocorra ativacdo da tumorgénese, é necessaria a mutacao de pelo menos um de trés
tipos de genes: oncogenes, genes supressores de tumor e genes estabilizadores (Vonglstein
& Kinzler, 2004). As células de mamiferos apresentam mdultiplos mecanismos de defesa que
0s protegem contra efeitos potencialmente fatais das mutagcdes genéticas, sendo que apenas
guando um conjunto de genes apresenta alteragdes se inicia 0 desenvolvimento neoplasico
(Vonglstein & Kinzler, 2004). Estas alteragdes sao influenciadas por fatores ambientais, pelo
gue é mais correto pensar nos genes mutados como contribuidores, e nao causadores de
cancro (Vonglstein & Kinzler, 2004), sendo, contudo, igualmente incorreto afirmar que o
ambiente é o Unico fator responsavel pelo aparecimento de tumores (Modiano, 2012).

Oncogenes tratam-se de formas mutadas de genes normais presentes no genoma,
denominados de proto-oncogenes (Mylonas & O’Loghlen, 2022). Em circunstancias normais,
estes genes regulariam fung@es fisiologicamente favoraveis para a célula (por exemplo,

regular positivamente a proliferacé@o celular e apoptose), mas quando mutados, devido a sua
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consequente sobre expressao ou amplificacéo, estes apresentam potencial para promover o
desenvolvimento de cancro. Genes supressores de tumor codificam proteinas com funcdes
de regulacao de vias que contribuem para a prevencéo de desenvolvimento tumoral. Logo, a
sua perda de funcdo leva a perda destas propriedades protetoras, podendo culminar no
desenvolvimento de cancro (Mylonas & O’Loghlen, 2022). Os genes de estabilizacdo sao
responsaveis pela manutencéo da estabilidade gendmica. Esta é essencial para a protecado
da integridade celular e, consequentemente, a prevencao de erros replicativos no acido
desoxirribonucleico (ADN) e defesa do mesmo contra insultos exdgenos com potencial
carcinogénico e fatores genotédxicos enddgenos (Yao & Dai, 2014).

A ativacdo dos oncogenes resulta de translocacdes cromossomais e podera ocorrer
mesmo quando ndo estao presentes 0os componentes e condi¢cdes necessarios para ativacdo
do mesmo gene quando ndo mutado. Uma mutagcdo num Unico alelo de um oncogene é,
geralmente, suficiente para conferir uma vantagem de crescimento seletivo a célula
(Vonglstein & Kinzler, 2004).

Genes supressores de tumores séo alterados de forma oposta, pois as mutacdes
reduzem a atividade do produto do gene. Contudo, neste caso sao necessarias mutagdes em
ambos os alelos materno e paterno para conferir vantagem seletiva a célula afetada
(Vonglstein & Kinzler, 2004).

Pode dizer-se que, enquanto nos proto-oncogenes as mutac¢des séo facultadoras de
fungéo, os genes supressores de tumores sdo inativados através de mutagdes (Santarosa &
Ashworth, 2004).

MutagcBes em oncogenes e genes supressores de tumor operam de modo semelhante
a nivel fisiologico. Estas promovem o aumento de células tumorais através da estimulacdo do
nascimento de novas células ou da inibicdo da morte celular ou do bloqueio do ciclo celular
(Vonglstein & Kinzler, 2004).

A terceira classe de genes tumorais sao os genes que conferem estabilidade. Estes
sao responsaveis por reparar qualquer erro presente durante a normal replicacdo de ADN ou
induzido pela exposicdo a agentes mutagénicos. Estes genes sdo essenciais, porque mantém
as alteracdes genéticas em nimeros minimos e, como tal, quando séo inativados, mutacdes
noutros genes tornam-se mais frequentes (Vonglstein & Kinzler, 2004). Todos os genes do
organismo podem ser alterados com o subsequente aumento da taxa de mutacbes, mas
apenas mutacdes em proto-oncogenes ou genes supressores de tumor afetam o crescimento
celular e conferem vantagens de crescimento seletivo a célula mutada. Tal como nos genes
supressores de tumor, ambos os alelos necessitam, geralmente, de estar inativados para que

alteracdes fendtipicas se manifestem (Vonglstein & Kinzler, 2004).
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Um igualmente importante, mas menos reconhecido mecanismo de mutagénese é a
taxa de erro inerente a enzima que controla a replicacdo de ADN, denominada de ADN
polimerase. Sempre que uma célula se divide, a célula filha tera, provavelmente, algumas
centenas de mutacBes no seu ADN. A maioria das mutacdes, sejam causadas por fatores
extrinsecos ou intrinsecos, sao silenciosas, isto €, ndo alteram a capacidade da célula de
funcionar. Contudo, outras poderdo inibir genes supressores de tumores ou ativar proto-
oncogenes (Modiano, 2012).

A maioria dos neoplasmas tem origem numa Unica célula e a progressdo tumoral
resulta da aquisicdo de variabilidade genética no clone original, permitindo uma selecao
sequencial das sublinhas clonais mais agressivas. Populagdes celulares tumorais sédo mais
geneticamente instaveis do que populacdes celulares normais (Nowell, 1976).

A expansao clonal de células com lesGes genéticas num gene supressor de tumor ou
oncogene aumenta a probabilidade de progressdo tumoral, porque gera um conjunto
consideravel de células onde alteracdes genéticas adicionais se podem manifestar. Quando
uma lesao genética tiver abrangido uma populacéo celular, deixa de existir competi¢cdo entre
alelos e a selegdo natural deixa de ter influéncia, ndo havendo assim altera¢des da frequéncia
dessa mesma lesdo na populacéao (Maley et al, 2004).

MutacOes nestas trés classes de genes podem ocorrer na linhagem germinativa o que
da origem a uma predisposicao genética ou podem ocorrer em células somaticas o que resulta

em cancros esporadicos (Vonglstein & Kinzler, 2004).

1.1.2 Influéncia genética em cancros esporadicos

Em sindromes de cancro hereditério, a predisposi¢cdo para desenvolvimento de um
tumor advém da presenca de uma mutacao heterozigota num alelo de um gene supressor de
tumor em células da linha germinativa. Como tal, estes tendem a desenvolver-se mais cedo
do que cancros esporadicos. Estes Ultimos necessitam de consideravelmente mais tempo
para se desenvolver, pois requerem a ocorréncia de dois eventos mutacionais, isto €, a
inativacdo de ambos os alelos de um mesmo gene (Santarosa & Ashworth, 2004).

Ao contrario de doencas causadas por defeitos num Unico gene, o cancro € uma
doenca complexa e multigenética. Um evento genético dota uma célula somatica com
potencial ilimitado de replicacéo, crescimento ou vantagens de sobrevivéncia em comparacao
com outras células do seu microambiente. Sozinho, este evento é insuficiente para gerar um
tumor, pois a célula permanece restringida por fatores ambientais. Um segundo evento
adicionara as habilidades da célula a capacidade de superar as suas vizinhas, potencialmente

levando a sua expansao e consequente evolucdo num tumor reconhecivel. Um terceiro
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evento, refor¢ca o potencial maligno da célula (invaséo, destruicao tecidual e metastisacao),
levando a uma doenca clinica. Estes “eventos” nao se referem a mutagdes uUnicas, mas uma
série de mutacbes que ocorrem em concerto para alterar o fenétipo morfolégico e funcional
da célula (Modiano, 2012).

1.1.3 As caracteristicas do cancro

Hanahan & Weinberg, (2000) clarificaram conceitos importantes sobre o cancro e o
seu desenvolvimento: nenhum gene Unico € universalmente responséavel pela transformacao
cancerigena; cinco ou seis mutaces sdo 0 nimero minimo hecessario para originar o fenétipo
cancerigeno (observacao confirmada experimentalmente); tumores atuam como tecidos; cada
passo é regulado por multiplos mecanismos bioquimicos que interagem entre si, como tal,
mutacOes de diferentes genes ao longo de uma cascata mecanistica podem resultar em
fenotipos equivalentes, e inversamente, mutacdes do mesmo gene podem resultar em
diferentes cancros com biologias distintas; e as interagbes entre o tumor e 0 seu
microambiente sdo as principais promotoras do comportamento cancerigeno.

Durante o processo de evolucdo progressiva de células normais para estados
neoplasicos, elas adquirem uma sucessdo de caracteristicas. Estas sd@o distintas, mas
complementares e sdo elas que permitem o crescimento tumoral e a disseminacao
metastatica (Hanahan & Weiberg, 2011)

No trabalho de Hanahan & Weiberg, realizado em 2000, compilaram-se as seis
principais caracteristicas para que ocorra transformacao celular e desenvolvimento tumoral,
sendo elas, a autossuficiéncia tumoral em sinalizadores de crescimento; dessensibilizacéo a
sinalizag&o por inibidores de crescimento; capacidade de evitar apoptose; potencial replicativo
ilimitado; angiogénese continua e capacidade de invadir tecidos e metastizar. Em 2011, os
mesmos autores adicionaram novas “caracteristicas favoraveis” como a instabilidade no
genoma e presenca de inflamacdo promotora do desenvolvimento tumoral (Hanahan &
Weiberg, 2011) e ainda, “caracteristicas emergentes” passaram a acompanhar as outras seis
ja descritas devido a sua importancia equivalente, sendo elas a reprogramacdo do
metabolismo energético e evasdo da destruicdo pelo sistema imunitario (Hanahan, 2022)
(Figura A2).

1.1.3.1 Autossuficiéncia em sinalizacdo de crescimento

O evento mais importante na transformacgéo neoplésica € a capacidade das células de
proliferar de forma cronica (Hanahan & Weiberg, 2011). Em tecidos normais existe um controlo

da producéo e libertacéo de sinais promotores de crescimento, mantendo a homeostase do
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namero de células e a normal arquitetura e funcdo dos tecidos. Geralmente esta sinalizacéo
tem influéncia em propriedades biol6gicas da célula como a sobrevivéncia celular e o
metabolismo energético (Hanahan & Weiberg, 2011).

Em condicBes normais as células comunicam entre si através de sensibilidade a
sinalizadores e gradientes. A migracao, o metabolismo e a proliferacao sao reguladas através
da acdo autdcrina e paracrina de citoquinas. Estas podem, ainda, viajar sistemicamente e
atuar de forma enddcrina (Modiano, 2012). Geralmente, as citoquinas atuam ligando-se a
recetores transmembranares, que em resposta iniciam cascatas de sinalizacao que permitem
a célula adaptar o seu comportamento de acordo com 0s sinais ambientais. O sistema pode
ser inibido quando a concentracdo de citoquinas diminui além do limiar que lhes permite
ligarem-se de forma estavel aos recetores; quando os recetores deixam de ser expressos
pelas células; ou quando as moléculas sinalizadoras deixam de ser produzidas ou sao
inativadas. Contudo, mutac6es, mesmo que em apenas numa das moléculas envolvidas na
regulacédo destes mecanismos, podem levar a uma presenca continua de sinalizadores de
crescimento, sem que tenham de ser ativados pela presenca de citoquinas (Hanahan &
Weiberg, 2000; Hanahan & Weiberg, 2011; Modiano, 2012).

Os genes que codificam as proteinas promotoras de crescimento sao 0s proto-
oncogenes e as versdes mutadas que permitem as células ganharem autossuficiéncia sao,
como ja mencionado, os oncogenes. E importante referir que nem todos os genes promotores
de crescimento tém capacidade de se tornam oncogenes e que o resultado da ativagéo
oncogénica € geralmente a senescéncia ou apoptose celular, a ndo ser que ocorram eventos
adicionais que promovam uma transformacéo estavel e consequente sobrevivéncia celular
(Hanahan & Weiberg, 2000; Hanahan & Weiberg, 2011; Modiano, 2012).

1.1.3.2 Insensibilidade a fatores inibidores de crescimento

Para além da capacidade de induzir e manter a atividade dos sinalizadores
estimulantes de crescimento, as células neoplasicas necessitam simultaneamente de evitar
programas que regulam a prolifera¢do celular. Muitos destes programas dependem dos genes
supressores de tumor, sendo responsaveis por regular a atividade dos proto-oncogenes
promotores de crescimento (Hanahan, 2011; Modiano, Ritt, Wojcieszyn & Smith, 1999). Estes
atuam em conjunto na maioria dos mecanismos bioquimicos do organismo e a perda de
funcdo de um ou mais genes supressores de tumor, ou seja, da capacidade de inibir os proto-
oncogenes, ocorre virtualmente em todos os cancros (Modiano, 2012). Para manter a
homeostasia, as células também necessitam de integrar sinais inibidores de crescimento do

ambiente. A quiescéncia, isto é, a manutencao temporaria do estado néo proliferativo é
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conseguida em células ndo hematopoéticas através de inibicdo por contacto (Modiano et al.,
1999). Células hematopoiéticas, por outro lado, utilizam contactos célula-célula para regular
0 momento e intensidade das suas funcdes hematopoiéticas, imunitarias e inflamatérias
(Modiano, Johnson & Bellgrau, 2008). A disfuncdo de todos estes mecanismos leva a uma

incapacidade da célula de evitar a sobrecarga de fatores de crescimento.

1.1.3.3 Evasdao a morte celular

Morte celular programada, ou apoptose, € o fim intrinseco de todas as células de
organismos multicelulares (Hammerman, Fox & Thompson, 2004). Esta é vista como central
em VArios processos como o turnover celular, correto desenvolvimento e fungdo do sistema
imunitario, desenvolvimento embrionario e morte celular quimicamente induzida. Apoptose
impropria, elevada ou reduzida, esta presente em varias doencas, incluindo diversos tipos de
cancro (Elmore, 2007). A capacidade de evasao a morte celular programada esta associada
a perda de genes supressores de tumores proapoptoticos como o p53, um dos genes mais
comumente mutados em cenarios neoplasicos ou através da aquisi¢cao da funcéo de genes
antiapoptéticos (apesar de tumores com origem em mutacées nestes Ultimos raramente
serem identificados em animais de companhia) (Hanahan & Weiberg, 2000; Hanahan &
Weiberg, 2011; Modiano, 2012).

Na auséncia destes mecanismos fisioldgicos de morte celular, o corpo ira reagir as
disrupgcbes anatdmicas e fisioldgicas causadas, através da ativacdo de mecanismos de
inflamacado (Hanahan & Weiberg, 2000; Hanahan & Weiberg, 2011; Modiano; 2012).

1.1.3.4 Potencial replicativo ilimitado

Imortalizagé@o é outra caracteristica essencial do cancro. Esta caracteristica contrasta
com o comportamento fisiolégico da maioria das linhagens celulares, que, por norma,
apresentam um numero limitado de ciclos de divisdo e crescimento sucessivos. Este limite
esta associado a duas barreiras distintas da proliferacdo: a senescéncia e estados de crise,
que envolvem morte celular (Hanahan & Weiberg, 2011). Senescéncia (cessar permanente
do ciclo celular) é uma caracteristica de degenerescéncia celular e tem um papel em doencas
associadas ao envelhecimento do organismo, pois impede o perpetuamento genémico de
células mutadas ou danificadas (McHugh & Gil, 2018; Park et al., 2023). Esta corresponde a
um estado celular caracterizado por um blogqueio estavel no ciclo celular, lesbes a nivel

macromolecular, desregulacdo do metabolismo e alteragdes da morfologia celular, podendo
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ser ativada por uma variedade de fatores como a diminuicdo dos teldmeros, ativacdo
oncogeénica e presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Mylonas & O’Loghlen, 2022).

A senescéncia celular e a sua correlagdo com mecanismos de carcinogénese foram
estudadas experimentalmente. Quando em cultura, apés cerca de 50-70 divisdes celulares,
as células alcangcam um primeiro estado de senescéncia, entrando depois na fase de crise em
gue a maioria da populagéo celular morre. Em situacdes raras, de uma populagdo em crise
emergem células com potencial replicativo ilimitado. Essa transicdo foi nomeada como
imortalizacdo, uma caracteristica que linhagens celulares possuem quando apresentam a
capacidade de se proliferar em cultura sem evidéncia de senescéncia ou de crise. (Hanahan
& Weiberg, 2011; Zvereva, Shcherbakova & Dontsova, 2010)

Células com capacidade de se replicar necessitam de manter a integridade dos
telomeros (presentes nas extremidades de cromossomas). Estas sequécias de ADN
replicativo (moléculas de ADN formadas através da replicagdo semiconservativa da molécula
original) protegem os cromossomas de possivel destruicdo. Tumores solidos adquirem
imortalidade predominantemente pela ativacdo do sistema da enzima telomerase (Aze &
Maiorano, 2018; Ohyashiki, Sashida, Tauchi & Ohyashiki, 2002). Esta enzima é responsavel
pela manutencdo do comprimento dos telomeros através da adigdo de sequéncias repetitivas
ricas em guanina (Zvereva et al., 2010). Em células hematopoiéticas, a atividade da
telomerase aparenta ser mais duradoura do que em células somaéaticas, podendo tal facilitar a
imortalizacdo em cancros como linfoma e leucemia (Ohyashiki et al., 2010). A eventual
imortalizacdo de variantes celulares raras que leva a formacgao de tumores tem sido atribuida
a habilidade das células de manter o ADN presente nos telémeros com dimensdes propicias

a evasao da senescéncia ou da apoptose (Hanahan & Weiberg, 2011).

1.1.3.5 Angiogénese

Tal como os tecidos normais, 0s tumores necessitam de nutrientes e oxigénio para
sobreviver, bem como de eliminar metabolitos e dioxido de carbono. Tal é feito através de
vasculatura gerada através de angiogénese (Hanahan & Weiberg, 2011)

Apos a formagdo da vasculatura, durante a gestacdo, a maioria dos vasos torna-se
quiescente. Na vida adulta, em cenéarios fisiologicos como na regeneracdo de feridas e no
ciclo reprodutivo em fémeas, a angiogénese é ativada, mas apenas de forma transiente. Pelo
contrério, durante a progressdo tumoral, esta ativacdo esta quase sempre presente e
permanece ativa, originando continuamente novos vasos sanguineos que permitem a

manutencdo e expansao de neoplasias em crescimento (Hanahan & Folkman, 1996).
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A vasculatura tumoral consiste na formacao precoce de capilares originando vasos
deformados e aumentados, ramos vasculares excessivos e convolutos, fluxo sanguineo
erratico, microhemorragias e niveis anormais de proliferacao e apoptose de células endoteliais
(Nagy et a.l, 2010 e Baluk et al., 2005 citado por Hanahan & Weiberg, 2011).

A maioria da informacdo sugere que terapias com antiangiogénicos beneficiam
pacientes oncologicos. Estes propiciam a normalizacdo vascular, revertendo disfuncbes
hemodindmicas e anatémicas criadas pelo microambiente tumoral, eliminando algumas das
vantagens intrinsecas que este sistema oferece as células neoplasicas, além de permitir

melhor penetrac@o de farmacos (Modiano, 2012).

1.1.3.6 Invaséo e metastase

Fidler (2003) sugeriu que o processo de invasdo tumoral e metastizagdo a distancia
decorre de acordo com um longo conjunto de passos sequenciais e interligados. Uma falha
ou insuficiéncia em qualquer um destes pode interromper o processo. Para que seja bem-
sucedido € necesséria a aquisicdo de recursos que permitem a invasao local do tecido por
células neoplasicas, para que seguidamente deixem o local onde se encontra o tumor primario
por intravasamento em vasos sanguineos e linfaticos proximos e se disseminem pelo sistema
vascular e linfatico. Uma vez na circulacdo, ocorre extravasamento dos vasos para o
parénquima e estroma de tecidos distantes favoraveis, com posterior formacao de pequenos
nédulos de células tumorais denominados de micrometdstases e culminando com o
crescimento destas lesGes em tumores macroscopicos, sendo este Ultimo passo denominado
de “colonizagao” (Findler, 2003; Hanahan & Weiberg, 2011). Células da medula 6ssea tém
propriedades intrinsecas que lhes permitem viajar através do corpo, e como tal, estas sédo

inerentemente metastaticas (Modiano, 2012).

1.1.4 Caracteristicas “emergentes” e “favoraveis” das células tumorais

Isoladamente, as caracteristicas centrais das células tumorais falham em explicar a
complexidade da patogénese do cancro. Deste modo, surgem as “caracteristicas emergentes
e favoraveis”. Estas influenciam nos mecanismos celulares e moleculares através dos quais

as caracteristicas centrais sdo adquiridas (Hanahan, 2022).

1.1.4.1 Instabilidade gendmica

A analise genémica tumoral, mesmo em estadios iniciais, demonstra a presenca de

aneuploidia (namero anormal de cromossomas), bem como altera¢des cadticas indicativas de
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multiplas anomalias numéricas e estruturais do ADN (Boveri, 2008 citado por Modiano, 2012).
A aneuploidia é especialmente evidente em tumores sélidos (Modiano, 2012; Pihan, 2003).
As funcBes dos genes estabilizadores consistem na detecao de lesGes no ADN e ativacdo de
mecanismo de reparacdo, na reparacdo direta do ADN e na inativacdo de moléculas
mutagénicas antes de estas lesionarem o ADN. A perda destas fungBes ira resultar em
inUmeras lesdes e instabilidade do genoma (Negrini et al, 2010, Ciccia and Elledge, 2010,
Jackson and Market, 2009, Kastan, 2008, Harper and Elledge, 2007, Friedberg et al, 2006
citado Hanahan & Weiberg, 2011).

Outra fonte de instabilidade no caridtipo trata-se da perda de ADN dos telomeros
associada a amplificacéo e delecdo de segmentos cromossomais (Artandi and Depinho, 2010
citado por Hanahan & Weiberg, 2011).

1.1.4.2 Inflamag&o promotora de tumor

Em 1986, ao estudar as interagdes entre o tecido tumoral e o estroma associado ao
tumor, Dvorak relatou a recorrente observacdo que tumores sédo frequentemente infiltrados
por células inflamatérias do sistema inato (granulécitos, histécitos e macréfagos) e do
adaptativo (linfécitos), referindo-se aos tumores como “feridas que nunca cicatrizam”.

Efetivamente, a inflamag&o contribui para o crescimento e sobrevivéncia tumoral
através do fornecimento de diferentes fatores que mantém a sua proliferacdo. Em simultaneo,
limitam a morte celular e estimulam a acdo de fatores proangiogénicos e enzimas
modificadoras da matriz extracelular que faciltam a angiogénese, invasdo e metastase
(DeNardo et al, 2010; Grivennikov et al, 2010, Qian & Pollard, 2010; Karnoub & Weinberg,
2006-2007 citados por Hanaha & Weiberg, 2011). Adicionalmente, células inflamatérias
libertam ROS que sdo ativamente mutagénicas, acelerando a evolugdo genética das células
neoplasicas para estados de maior malignidade (Grivennikov, Greten & Karin, 2010).

A inflamacdo é evidente nos estadios iniciais da progressdo neoplasica e foi
demonstrada experimentalmente a sua capacidade de transformar neoplasias incipientes em
cancros completamente estabelecidos (Qian & Pollard, 2010, de Visser et al, 2006 citado por
Hanahan & Weiberg, 2011).

1.1.4.3 Reprogramacdo do metabolismo energético

Tal como todas as células, também as células neoplasicas necessitam de produzir
energia de modo a manter o seu ritmo de proliferacéo acelerado. Perante esta questéo, Otto

Warburg observou, em varios dos seus trabalhos ao longo dos anos, que as células
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neoplasicas ndo utilizam preferencialmente vias oxidativas (aerobias) para produzir energia,
mas sim vias glicoliticas (anaerébias), mesmo quando expostas a concentra¢cdes normais ou
elevadas de oxigénio (Warburg 1930,1956, 1956 citado por Hanahan & Weiberg, 2011,
Mondiano, 2012). Esta particularidade metabdlica, que se designa de efeito Warburg,
aparenta ser induzido por oncogenes ativados e/ou pela perda de genes supressores de tumor
(Modiano, 2012; Otto, 2016). A dependéncia destas células da glicolise € mais acentuada em
condicbes de hipoxia (Modiano, 2012).

Em alguns tumores, de modo a criar um ambiente energético eficiente, ainda que
homeostaticamente perturbado, as células neoplasicas dividem-se em células secretoras de
lactato (efeito Warburg) e células consumidoras de lactato (Kennedy and Dewhisrt, 2010,
Feron, 2009, Semenza, 2008 citado por Hanahan & Weiberg, 2011; Modiano, 2012), sendo
que estas duas populacdes celulares trabalham de forma simbiética (Hanahan & Weiberg,
2011). Esta reprogramacgdo dota as células neoplasicas de mecanismos energéticos

operativos mesmo em condi¢des desfavoraveis, que outrora culminariam com a morte celular.

1.1.4.4 Evasdao da destrui¢cdo pelo sistema imunitério

Em 1950, Burnet & Thomas propuseram a hip6tese de que o sistema imunitario teria
a capacidade de reconhecer e destruir tumores incipientes, a qual denominaram de hip6tese
da imunovigilancia (Dunn, Bruce, Ikeda, Old & Schreiber, 2002). Logicamente, para que se
desenvolvam tumores sélidos € necessario que estes tenham conseguido evitar a sua detecéo
por diferentes componentes do sistema imunitario e limitar a morte imunolégica (Hanahan &
Weiberg, 2011). Esta teoria foi aperfeicoada, uma vez que o termo “imunovigilancia” se referia
a protecdo do organismo apenas contra os primeiros estadios da transformacéo celular
neoplésica. Criou-se assim o termo “imunoedi¢cdo”, que engloba as ag¢des protetoras, mas
também modeladoras do cancro por parte do sistema imunitario (Dunn et al., 2002). Este novo
conceito explica como o sistema imunitario modela o desenvolvimento tumoral através da
destruicdo de ceélulas tumorais fortemente antigénicas, o que fornece uma vantagem de
sobrevivéncia a células fracamente antigénicas (Modiano, 2012).

A epidemiologia clinica demonstra cada vez mais a existéncia de respostas imunes
anti-tumorais em diferentes formas de tumores humanos (Bindae et al, 2010, Ferrone and
Dranoff, 2010, Nelson, 2008 citados por Hanahan & Weiberg, 2011). Por exemplo, doentes
com cancro do célon e dos ovarios fortemente infiltrados de linfécitos T citotdxicos e células
natural killer apresentam melhor prognéstico em contraste com tumores que ndo apresentam

a mesma abundancia destas células (Pageés et al, 2010, Nelson, 2008 citados por Hanahan &
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Weiberg, 2011). E sugerido que o mesmo podera ocorrer noutros cancros, mas tal ainda esta
a ser investigado.

1.1.5 Microambiente

Tumores sdo mais do que massas insulares de células neoplésicas em proliferagéo.
S&o, por outro lado, tecidos complexos compostos por multiplos tipos de células diferentes
gue interagem entre si (Hanahan & Weiberg, 2011). O microambiente tumoral, definido como
o0 ambiente composto por populacdes interativas e heterogéneas de células neoplasicas e de
células germinativas neoplasicas, em conjunto com multiplos tipos de células estromais, tem
também um papel integral para a tumorigénese e progressdo da malignidade (Hanahan,
2022). Deste modo, para se entender a biologia dos tumores ndo se pode ter em atencao
apenas caracteristicas das células neoplasicas, mas também das contribuicbes do
microambiente. Por exemplo, as células neoplasicas enviam sinais de modo a estimular as
células que constituem o estroma associado ao tumor, que por sua vez retribuem através do
suprimento das células neoplasicas com varios fatores de crescimento, proporcionando-lhes
mecanismos de proliferagdo continua, uma das caracteristicas centras do cancro (Cheng et
al., 2008; Bhowmick et al., 2004, ambos citados por Hanahan& Weiberg, 2011) (Figura A3).

1.2 Apele

A pele é o maior 6rgdo do corpo, sendo uma interface entre o ambiente interno e
externo. Como tal, esta atua como uma barreira dindmica, fisica, mecanica e defensiva contra
insultos exégenos (Coleman & Tsongalis, 2001 citados por Khan et al, 2021). Este érgéo é
responsavel por coordenar a percecdo sensorial e mediar respostas termorreguladoras e
imunitarias (Dawes et al, 2016). A pele é composta por duas principais camadas - a epiderme
e a derme. A epiderme é formada maioritariamente por queratinécitos, mas contém também
melandcitos, células de Merkel e de Langerhans. Esta camada esta dividida em cinco estratos
dispostos transversalmente (c6rneo — mais externo, lacido, granuloso, espinhoso e
germinativo — mais interno) e atravessados por complexos pilossebaceos e glandulas
sudoriparas. A derme esta dividida numa camada papilar (mais externa) e outra reticular (mais
interna). E no interior desta Ultima camada que se encontra o suprimento neurovascular. O
tecido subcutaneo interior a pele contem a fascia superficial e tecido adiposo subcutaneo
(Losquadro, 2017)
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1.2.1 Tumores com origem na pele

A maioria dos cancros cutaneos iniciam-se na epiderme e diferenciam-se de acordo
com o tipo de célula da qual originam (Khan et al, 2021). No geral, estes tumores séo divididos
em duas categorias: melanomas que consistem em tumores com origem numa disfuncéo dos
melandcitos; e cancros ndo-melanoma, com origem noutras células da epiderme (Esteva et
al, 2017). Por sua vez, estes Ultimos consistem em Varios tipos de cancro diferentes,
dependendo da célula da epiderme afetada, sendo os principais subtipos o carcinoma das

células basais e o carcinoma das células escamosas (Green & Olsen, 2017).

1.2.2 Incidéncia de cancro da pele em animais de companhia

De momento, estudos realizados em todo o mundo demonstram que o cancro é a
causa de morte em 15-30% dos cées e 26% dos gatos, sendo esta a doenca fatal mais comum
em animais de companhia (Bonnett, Egenvall, Olson & Hedhammar, 1997; Eichelberg &
Seine, 1996; Proschowsky, Rugbjerg & Ersbgall, 2003 e Walter & Schwegler, 1992 citados por
Brgnden, Flagstad & Kristensen, 2007). Contudo ha variagfes destes niumeros de acordo com
o tempo de observacdo e regido geografica considerados (dados recolhidos na Suécia,
Alemanha e Dinamarca) (Brgnden, Flagstad & Kristensen, 2007).

Pinello et al. (2022) realizaram um estudo de 16 272 amostras de casos oncolégicos
(3 266 gatos e 13 006 caes) em Portugal, com vista a analisar a malignidade de neoplasmas
em animais de companhia. Neste identificou-se que os felinos apresentam quatro vezes mais
probabilidade de desenvolver um tumor maligno do que os cdes. Estas proporcbes de
malignidade apresentam-se mais elevadas em fémeas em ambas as espécies, contudo tal
aparenta ser estatisticamente irrelevante em gatas. Tanto em cdes como em gatos, a idade
média aquando do desenvolvimento de uma neoplasia maligna foi estatisticamente mais
elevada do que para os tumores benignos, ou seja, tumores malignos apresentam uma
predisposicao estatistica para se desenvolver em animais mais velhos. O estudo também
concluiu que a topografia do tumor € o fator que mais contribui para a variagdo entre o0s
desfechos de malignidade, sendo que a raca contribui para o grau de malignidade tanto em
caes (principalmente em Boxer e Pitbulls) como em gatos e a contribuicdo da localizacdo
geografica dos animais é baixa em ambas as espécies.

Salienta-se que em ambas as espécies, as neoplasias cutédneas foram as mais
frequentes (Pinello et al., 2022). Na literatura, a incidéncia de tumores dos tecidos cutaneo e
subcutdneo em pequenos animais € dificil de determinar. Contudo, dados recolhidos na
Coreia do Sul, Estados Unidos da América e Canada afirmam que 0s tumores cutaneos

representam 25,5-43% de todos os tumores em animais de companhia (em gatos

40



representam 30%), sendo que desse valor 20 a 40% sdo malignos (Carpenter, Andrews &
Holzworth, 1987; Dorn, Taylor, Schneider, Hibbard & Klauber, 1968; MacVean, Monlux,
Anderson, Sillberg & Roszel, 1978; Miller et al., 1991; Pakhrin et al., 2007 e Priestar, 1973;
citados por Hauck, 2012). Estudo mais antigos realizados nos Estados Unidos da América,
reportaram valores semelhantes para a incidéncia de tumores com origem na pele em animais
de companhia, mais especificamente 21% (Brodey, 1970 citado por Hauck, 2012) e 19,3%
(Carpenter et al., 1987 citado por Hauck, 2012). Ja o estudo de Pinello et al. (2022), realizado
em Portugal, identificou uma maior frequéncia de tumores da pele: 49,5% em caes e 39,6%
em gatos, sendo que o risco de malignidade é superior nos gatos (62,9%).

Tanto Miller et al. (1991) como Carpenter, Andrews & Holzworth (1987) afirmam que a
percentagem de tumores malignos cutédneos € bastante superior em felinos, chegando a
69,7% e 82% nos respetivos estudos americanos (citados por Hauck, 2012), se forem
excluidos os tumores das células basais que sdo frequentemente benignos com reduzida
capacidade de metastase. Nesta espécie, os principais tumores da pele e tecido subcutdneo
sdo os carcinomas das células basais (CCB), mastocitomas, carcinomas das células
escamosas (CCE) e fibrossarcomas, constituindo em conjunto aproximadamente 70% de
todos os tumores cutaneos felinos (Hauck, 2012; Miller et al., 1991).

1.2.3 Fatores de risco associados ao desenvolvimento de cancro da pele

Diversos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento de cancro. Khan et al.
(2021) categoriza-os como biolégicos ou ndao-modificaveis e nao-bioldégicos ou modificaveis.
Os fatores biologicos referem-se a fatores que séo intrinsecos ao animal e como tal, ndo sao
modificaveis. Estes atuam, na sua maioria, através da alteracdo da sintese proteica que,
consequentemente, afeta a proliferacdo das células cutédneas (Khan et al., 2021; Wu et al.,
2016). Dentro dos fatores biolégicos encontram-se a histdria familiar, a cor da pelagem,
imunodepresséo e algumas doencgas virais (Khan et al., 2021). Os fatores ndo bioldgicos sédo
referentes a fatores de stress ambiental a que a pele, como 6rgdo mais externo e de defesa,
esta frequentemente exposta levando a alteragbes em vias e mecanismos moleculares
envolvidos no processo de envelhecimento da pele (Flies et al., 2019; Parrado et al., 2019).
Destes fatores fazem parte a radiaco, elevadas altitudes e exposicéo solar prolongada (Khan
et al., 2021).

Apesar de vérios destes fatores influenciarem o desenvolvimento de uma neoplasia, o
principal fator associado a progressao de cancros da pele é a exposicado excessiva a radiacédo
ultravioleta (Schmitt et al., 2018). Esta provoca a ativacdo de uma cascata de mecanismos

moleculares, incluindo a ativacdo das vias do gene supressor de tumor p53, aumento dos
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danos do ADN e mutacbes genéticas, stress oxidativo, respostas inflamatérias,
imunossupressao, inducdo de mecanismos de apoptose com remodelacdes fisiologicas da
célula e bloqueio do ciclo celular (Downs et al., 2020).

Os danos causados pela radiacdo, homeadamente a radiacdo ultravioleta (UV),
dependem do seu subtipo. A radiacdo ultravioleta A (UVA) produz ROS, com capacidade de
interacdo com proteinas e lipidos, que leva a formacédo de intermediarios destas moléculas
gue, ao se combinarem com o ADN, culminam na sua fragmentacéo (Didona, Paolino, Bottoni
& Cantisani, 2018). A radiacdo ultravioleta B (UVB) € a radiacdo violeta mais cancerigena,
pois induz alteracdes estruturais diretamente tanto no ADN como no &cido ribonucleico (ARN).
Estas alteracdes acontecem pela formacéo de ligagbes covalentes entre pirimidinas proximas
entre si, levando ao aparecimento de fotoprodutos genotéxicos que causam respostas
inflamatdrias e mais tarde génese tumoral. A radiacéo ultravioleta C (UVC) provoca danos que
sdo reparaveis pelas enzimas de reparacdo do ADN sendo responsavel por cancros cutaneos
em situacgdes raras (Ouhtit, Muller, Gorny & Ananthaswamy, 2000).

1.3 Carcinoma das células escamosas

O carcinoma das células escamosas é dos tumores cutaneos mais comuns, com
origem nos queratindcitos que residem na epiderme (Losquadro, 2017). A porcao da epiderme
afetada é constituida por epitélio escamoso, que compde a maioria da pele, forrando a
cavidade oral e o es6fago e formando o sabugo das Ungulas e as almofadas plantares. Nos
gatos é considerada uma doenca geriatrica, sendo a idade média de ocorréncia entre os dez
e 0s doze anos (Murphy, 2013). A causa para o desenvolvimento e o comportamento do tumor
ird variar de acordo com a localizacdo de origem e as opcdes de tratamento dependem do

estadio do tumor primario (Murphy, 2013).

1.3.1 Incidéncia de carcinoma das células escamosas em gatos

Segundo o estudo de Miller et al. (1991), os tumores da pele correspondem a 9,6% de
todas as necropsias e bidpsias realizadas em felinos (durante os 41 meses do estudo). Dentro
do total de tumores da pele avaliados na espécie, 15,2% foram carcinomas das células
escamosas, sendo a cabeca o local de origem mais comum e dentro desta, os pavilhbes
auriculares os mais afetados. Foi possivel concluir que os tumores cutaneos correspondem a
29,6% de todos os neoplasmas diagnosticados em gatos e, como tal, um dos cancros mais

frequentes nesta espécie.
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1.3.2 Fatores derisco associados ao desenvolvimento de carcinoma das

células escamosas em gatos

Os principais fatores de risco relacionados com desenvolvimento de cancro da pele
em animais de companhia sdo a exposicdo cumulativa a radiacdo UV, doencas
dermatoldgicas e queimaduras, inflamacao crénica, imunossupressédo e infe¢des virais
(Fahradyn et al., 2017; Pinello et al., 2022). Referente as estas Ultimas, ha cada vez mais
evidéncias de que o papilomavirus podera ser uma das causas de CCE e CCB em felinos
(Munday, Thomson & Luff, 2017; Sunberg et al., 2000).

A exposi¢do cumulativa a elevadas doses de UVB e, em menor grau, de UVA é o
principal fator de risco para o desenvolvimento de CCE (Losquadro, 2017). Tumores causados
por UVB aparecem, maioritariamente, na cabeca dos animais, sendo que, animais de pelagem
branca ou com manchas brancas apresentam maior predisposi¢cdo (Murphy, 2013). Dorn,
Taylor & Schneider (1971) descreveram um risco de desenvolvimento de CCE 13,4 vezes
superior em gatos brancos.

Apesar de gatos siameses se encontrarem sobre representados em registos sobre
cancro, o0 recente estudo de Pinello et al. (2022) ndo identificou evidéncias desta
predominancia, bem como qualquer predisposi¢do associada a neoplasias nesta raca. Ja
Miller et al. (1991) e Murphy (2013) afirmam, referindo especificamente os CCE, que por terem
orelhas de pigmentagéo e pelagem escura, 0s gatos siameses estao naturalmente protegidos
contra CCE. O mesmo sera esperado em gatos (de raga ndo siamesa) com pelagem siamesa.

O pelo atua como barreira protetora, logo gatos de pelagem comprida poderao ter
menor incidéncias destes tumores (Murphy, 2013).

Um animal imunodeprimido apresenta uma maior probabilidade de desenvolver CCE
devido a perda de imunovigilancia, que tem um papel central como mecanismo de defesa nos
estadios neoplasicos iniciais. Adicionalmente, apresenta maior suscetibilidade de contrair e

manter cronicamente uma infecdo de papilomavirus. (Hauck, 2012).

1.3.3 Patofisiologia e apresentacdo clinica de carcinomas das células

escamosas em gatos

Os CCE tém origem na proliferacdo descontrolada de queratindcitos epidérmicos
atipicos e resulta de um processo displasico crénico intraepidérmico. O desenvolvimento de
malignidade é progressivo, sendo que o tecido normal evolui inicialmente de queratose
actinica para um carcinoma in situ e, eventualmente, um CCE invasivo (Fania et al., 2021;
Marticorena et al., 2015; Murphy, 2016) (Figura A4).
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A queratose actinica felina é considerada uma lesédo pré-neoplasica e esta presente
nos estadios iniciais do desenvolvimento de CCE (Favrot, Welle, Heimann, Dodson &
Guscetti, 2009). Tanto esta como um CCE bem estabelecido, resultam de um processo
complexo que envolve mutacdes de genes com funcdes relacionadas com a homeostasia
epidérmica, que promovem a proliferacdo descontrolada de queratindcitos atipicos. Contudo,
mutacdes idénticas estdo presentes, por vezes, em queratincitos normais, principalmente
nos que constituem a pele cronicamente exposta ao sol (Martincorena et al., 2015).

A manifestacao clinica da doenca ocorre de acordo com o tipo de lesdo presente e de
acordo com a fase de progressao de malignidade.

O processo inicia-se com a queratose actinica, que se manifesta sob a forma de les6es
crostosas, Unicas ou simétricas, papilares ou em forma de placas, presentes sobretudo na
ponta das orelhas, no plano nasal e palpebras de gatos (Favrot et al., 2009). De seguida, o
CCE in situ (também designada de doenca de Bowen) apresenta-se sob a forma de placas
crostosas, vermelhas e bem demarcadas, na pele exposta ao sol como cabeca, pescoco e
extremidades (Kossard & Rosen, 1992). A maioria dos gatos com CCE invasivo provocado
por exposicao solar apresenta lesdes eritematosas e crostosas ou Ulceras persistentes em
forma de crateras que nao cicatrizam (Kallini, Hamed & Khachemoune, 2015; Murphy, 2013).
Geralmente, sdo também identificaveis alteragdes actinicas 6bvias nas orelhas do animal, que
estdo espessadas e enroladas nas extremidades, tornando-se mais crostosas, com erosao
da ponta da orelha (Murphy, 2013) (Figura 1).

44



Figura 1 — Apresentacéo clinica e histologica da queratose actinica e carcinoma das células
escamosas in situ. A- Queratose actinica num gato de pelagem branca. B- Imagem
histolégica da queratose actinica, coloracdo hematoxilina-eosina (Fotografias originais de
Favrot et al, 2009). C- Carcinoma das células escamosas do plano nasal (Adaptado de
Brooks, 2007). D- Imagem histoldgica do carcinoma das células escamosas do plano nasal,
marcacgao de células com Ki-67 visivel através da coloracdo DAB e hematoxilina de Mayer
(objetiva 2,5x).

Nem toda a cabeca do gato estd exposta a mesma quantidade de radiacdes UV
durante 0 mesmo periodo de tempo e, como tal, é possivel identificar-se lesbes preé-
cancerosas, ou seja, actinicas, e CCE ja desenvolvido na mesma area, ao mesmo tempo. Os
gatos podem apresentar lesdes na ponta das orelhas, no plano nasal e nas palpebras em
simultaneo (Murphy, 2016).

As manifestagbes clinicas sdo também varidveis de acordo com o grau de
diferenciagéo da lesdo. Os CCE bem diferenciados apresentam-se como placas ou nédulos
crostosos. Ja os mal diferenciados sao geralmente lesdes moles, ulceradas e, por vezes,
hemorragicas (Esther, Lamps & Schwartz, 1999). Dependendo da extensao da lesdo, os CCE
podem ser classificados como CCE ndo metastizado e metastizado, sendo que 0s primeiros
sao facilmente removidos cirurgicamente (Stratigos et al., 2020).

Dos Santos et al. (2023) realizaram um estudo de modo a avaliar a prevaléncia de
metastases regionais e a distancia de CCE em caes e gatos, ao longo de 36 anos.
Relativamente aos felinos, verificou-se que a prevaléncia de metastiza¢do a distancia foi de
5,3% e que os linfonodos regionais foram invadidos por células malignas em 66% dos gatos

avaliados, sendo consideravelmente frequente a metastizacdo em érgéos distantes.

1.3.4 Métodos de diagndstico e de prognéstico

O melhor método de diagnéstico, em casos de CCE, consiste na realizacao de biépsias

excisionais ou incisionais através de punch ou bisturi. A maioria das les6es encontra-se
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demasiado superficial e/ou inflamada para permitir um diagnéstico fidedigno através de
puncédo aspirativa de agulha fina. Frequentemente, estdo presentes varias regides afetadas,
pelo que véarias amostras de diferentes locais devem ser recolhidas e colocadas em
recipientes diferentes, de modo a que as lesdes mais agressivas sejam corretamente
identificadas (Murphy, 2013).

Nos casos de cancro, a sua identificacdo precoce, obtencédo de informacéo da sua
extensdo e agressividade é importante. Para além de métodos de diagndstico, cada vez mais
os fatores de progndéstico sdo utilizados como referéncia para melhor compreender cada caso
de CCE.

O efeito prognéstico da integridade e qualidade das margens cirurgicas é considerado
ambiguo (Soltero-Rivera, Krick, Reiter, Brown & Lewis, 2014). Uma vez que alguns dos
métodos mais tradicionais apresentam fraca aplicabilidade em CCE, iniciou-se a busca por
novos métodos com valor prognostico. Por exemplo, varios estudos dedicam-se a avaliacédo
de possiveis alteracbes na expressdo de determinadas proteinas através de
imunohistoquimica.

A identificacdo de p53 em CCE tem sido sugerido como fator de progndstico em
humanos. Devido ao seu reduzido tempo de semivida, a forma ndo mutada da p53 nao é
passivel de ser identificada por imunohistoquimica. Pelo contrario, a capacidade de
identificacdo de uma forma detetavel desta proteina implica a ocorréncia de muta¢des na
sequéncia genética que a codifica (Hauck, 2012). Segundo Murakami, Tateyama,
Rungsipipat, Uchida & Yamaguchi, (2000), esta proteina é detetada com significativa
prevaléncia em CCE em gatos, tendo sido identificada em 40% dos casos de CCE bem
diferenciados e 80% dos mal diferenciados.

Sakai, Yamane, Yanai, Shirai & Masegi (2001) estudaram a proteina p27, uma proteina
responsavel por manter as células em estadio G, do ciclo celular. Esta fase corresponde a um
estado de repouso indeterminado em que as células poderédo permanecer desde dias a meses
até reentrarem no ciclo celular (Alberts et al., 2002%). Perante lesdes celulares ou como
consequéncia do turnover fisiolégico, a estimulacdo por mitogéneos resulta na saida do
estado de quiescéncia e inicio da proliferacdo celular (Pollard, Earnshaw, Lippincott-Shwartz
& Johnson, 2017). E igualmente possivel que as células permanecam nesta fase até a sua
morte ou a do organismo a que pertencem (Alberts et al., 2002%). Sakai et al., (2001)
concluiram que a p27 se encontra em valores muito inferiores em CCE em comparac¢do com
formacdes neoplasicas cutaneas de origem benigna.

Outra proteina importante na regulacéo do ciclo celular, denomina-se ciclina. Esta é
responsavel pela ligacao, ativacdo e fornecimento de substrato as quinases dependentes de

ciclina (CDKs) (Bloom & Cross, 2007). Estas enzimas, por sua vez, regulam a divisdo celular
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gquando ativadas pela sua subunidade, a ciclina (Malumbres, 2012). A ciclina esta presente
em 90% dos CCE em gatos (Murakami et a.l, 2000).

A identificacdo de alteracbes em diferentes proteinas, mutacdes genéticas e vias
ativadas no desenvolvimento de neoplasias da pele é essencial para otimizar a utilizacdo de
terapéutica especifica e evitar efeitos secundarios nos tratamentos a nivel cutaneos e noutros

orgaos do animal (Hauck, 2012).

1.4 Biomarcadores com efeito prognéstico

Apesar do progresso no desenvolvimento de novos métodos preventivos, de diagnéstico,
de classificagao e terapéuticos, o CCE continua a ser dos tumores mais frequentes em gatos.
Os animais afetados tornam-se desfigurados e incapacitados, seja pela progresséo da doenga
ou por sequelas terapéuticas. Por este motivo, tem vindo a crescer o interesse em desenvolver
biomarcadores com potencial prognéstico neste tipo de cancro (Caruntu et al.,, 2021).
Biomarcadores, neste caso marcadores tumorais, sdo substancias mensuraveis que fornecem
informacgé&o sobre a existéncia de tecido tumoral no organismo (World Health Organization -
WHO, 2021 citado Estaller et al., 2022). A sua identificacdo é realizada, comumente, atraves
da técnica de imunohistoquimica.

Enquanto que em medicina humana, foram confirmados véarios marcadores como
indicadores da potencial presenca de neoplasias, em medicina veterinaria apenas alguns
marcadores sdo utilizados, uma vez que a sua reduzida especificidade e sensibilidade limita

0 seu valor diagnostico (Bryan, 2016).

1.4.1 Técnica de imunohistoquimica

A imunohistoquimica € uma técnica laboratorial que apresenta por base a ligacdo
especifica entre anticorpos e antigénios de modo a localizar estes ultimos em células e tecidos
(Magaki, Hojat, Wei, So & Yong, 2020). Esta técnica é utilizada como componente na
classificacdo de neoplasmas, determinacdo do local do tumor de origem em casos de
metastizacdo e, cada vez mais, como auxiliar na obtengdo de prognostico em casos de
neoplasia maligna (Wolff et al., 2013).

Existem essencialmente dois métodos — 0 método direto e o indireto. No primeiro o
anticorpo primario encontra-se marcado e é diretamente aplicado no tecido. Contudo, este
método nao é preferido, pois esta associado a um fraco sinal de dete¢do. No método indireto,

€ 0 anticorpo secundario que esta marcado e que se liga ao anticorpo primario que, por sua
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vez, se liga a proteina de interesse, permitindo amplificacdo de sinal e uso de diferentes
anticorpos primarios (Magaki et al., 2020).

O anticorpo primario pode ser mono ou policlonal. Os anticorpos monoclonais sdo
preferiveis, pois apresentam especificidade para um Unico epitopo e como tal, tendem a ser
mais especificos. Ao contrario, os anticorpos policlonais podem ligar-se a varios epitopos da

mesma proteina, sendo por isso mais sensiveis (Magaki, Hojat, Wei, So & Yong, 2020).

1.4.2 Ki-67

A proliferacdo descontrolada é uma das caracteristicas centrais de qualquer processo
maligno. Esta pode ser identificada com recurso a diferentes métodos como a contagem de
figuras de mitose em amostras de tecido coradas diretamente, através da incorporacao de
nucleétidos marcados no ADN e contagem celular através de citometria de fluxo (Suciu et al.,
2014). Contudo, o método mais comum envolve a avaliacdo do antigénio Ki-67 através da
técnica de imunohistoquimica (Dowsett et al., 2011). A Ki-67 € uma proteina nuclear (néo-
histona) presente em todas as células em proliferacdo ativa (Gi, S, G, e mitose), ou seja, em
todas as fases do ciclo celular com excecdo da Go (Scholzen & Gerdes, 2000). A sua
expressao aumenta no contexto da proliferacéo celular e, como tal, torna-se significativamente
interessante como biomarcador de proliferacdo (Estaller et al., 2022; Nishimura et al., 2010).
Na interface, o antigénio Ki-67 encontra-se exclusivamente no ndcleo. Durante a mitose este
é identificado, na sua maioria, na superficie cromossomal & medida que 0s cromossomas se
rearranjam para formar as células filhas (e os seus respetivos nucleos) (Scholzen & Gerdes,
2000). Os niveis antigénicos variam durante o ciclo celular, sendo mais reduzidos durante as
fases G; e S, seguido de um acentuado crescimento durante a G, sendo o pico durante a
mitose (Nielsen et al., 2021)

Durante a interpretacéo histologica dos tecidos tumorais, apos a realizacao da técnica
de imunohistoquimica, apenas células com os nlcleos marcados devem ser utilizadas na
classificacdo da Ki-67, que geralmente se refere a percentagem de células positivamente
marcadas no total de células neoplasicas avaliadas. Qualquer coloracao do citoplasma ou da
membrana celular ndo deve ser valorizada. Tal como noutras marcacdes de
imunohistoquimica, a observacao de controlos positivos presentes inerentes as amostras tais
como figuras mitoticas, células do tecido normais, linfcitos e células estromais e endoteliais,
auxiliam na interpretacédo (Dowsett et al., 2011; Suciu et al., 2014).

O estudo de Soliman & Yussif (2016), afirma existir relacéo entre elevados valores (>

15%) de Ki-67 em amostras de tumores malignos da mama em mulheres com o elevado grau
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de malignidade, ou seja, quanto maior a percentagem de Ki-67 identificado nos tecidos, mais
malignos estes séo.

No estudo de Estaller et al., (2022), cdes foram divididos em trés grupos: um grupo
controlo de caes saudaveis, um grupo de cdes com doencas nao neoplasicas e um grupo com
caes diagnosticados com tumores malignos. Concluiu-se que a concentracao sérica de Ki-67
era significativamente mais elevada em animais com neoplasias do que em cées saudaveis e
com doencas ndo neoplasicas.

Os estudos de Huuhtanen et al., (1999) e Mohseni, Aboeerad, Sharifi, Tayangar &
Mohajeri-Tehrani (2019) n&o identificaram nenhuma correlagéo entre o tamanho da neoplasia
e niveis de Ki-67 teciduais, em humanos. Estaller et al., (2022) verificou 0 mesmo com niveis
séricos de Ki-67. Por outro lado, o estudo de Ragab, Samy, Afify, Maksoud & Shaaban (2018),
observou uma relacdo positiva entre uma maior expressdo de Ki-67 sérica e o tamanho
tumoral. Se no futuro se comprovar que os niveis de Ki-67 sao independentes do tamanho do
tumor, este marcador podera ser importante no diagnéstico de massas pequenas, nao
identificaveis através de métodos imagioldgicos (Estaller et al., 2022).

O estudo de Xie et al., (2016) demonstrou que niveis elevados de Ki-67, avaliados
através da técnica de imunohistoquimica, estdo associados a pior prognostico em doentes
com carcinoma das células escamosas oral humano.

O estudo de Delgado, Brilhante-Simb&es, Garcez, Monteiro, Pires & Prada (2022) em
CCE oral em céaes identificou uma expresséao elevada de Ki-67 em 25% dos casos avaliados.

A relacdo entre estes biomarcadores tumorais, incluindo o Ki-67, e as células
inflamatorias € um foco importante na investigacdo oncoldgica. A identificacdo de células
como neutrdfilos, linfocitos e mondcitos infiltradas no tecido pode auxiliar na classificagédo
tumoral, associada ao indice de Ki-67 (Xu, Li, Wang, Ma & Zhang, 2021; Yilmaz, Demirang,
Sullu & Yilmaz, 2021).

Uma vez que ndo existe padronizagdo de protocolos de estudo de Ki-67 nos gatos,
Soares, Ribeiro, Carvalho, Peleteiro, Correia & Ferreira estudaram a marcacdo do
biomarcador em carcinomas mamarios. Os autores concluiram que a maioria dos tumores
primarios com indices elevados de Ki-67 (72,9%), nomeadamente com indices = 14%,
encontravam-se associados a metastizacéo regional dos linfonodos. Adicionalmente, 93,8%
dos casos com metastizacdo a distancia também apresentaram marcacao de Ki-67 = 14%.

Apesar de numerosos artigos em medicina humana e veterinaria, incluindo os acima
mencionados, relatarem uma associacao positiva entre o Ki-67 e valor prognéstico, este ndo
é utilizado na pratica clinica uma vez que esta associacdo tem sido considerada incerta e,

como tal, controversa (Xie et al., 2016).
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1.5 Sistemas de classificacdo tumoral

A classificacdo do tumor de acordo com diferentes sistemas, permite entender a
extensao da doencga e categoriza-la de modo a adequar a abordagem terapéutica.

O primeiro sistema de classificacdo de malignidade para CCE surgiu em 1927,
denominado “sistema de classificacdo de Borders”, com o objetivo de identificar o indice de
malignidade de CCE labial humano. Mais tarde este foi validado e aplicado também em CCE
cutaneos. Este sistema é simples e classifica os tumores em 4 graus de acordo com a
diferenciacéo e queratinizagdo do tumor (Sreeja et al., 2020). Desde Borders, diversos autores
aplicaram este sistema de classificagédo e criaram variacdes baseadas em diversos trabalhos
experimentais, de modo a originar um sistema mais completo, principalmente para o CCE
oral. Em 1992, Bryne et al., criou uma nova versao do sistema de classificacdo de CCE que
se destacou. Este sugere que determinadas caracteristicas morfoldégicas e moleculares
identificadas em diferentes areas dentro de um mesmo tumor possuem menor valor
prognéstico, quando comparadas com a area correspondente a frente invasora. Assim, o
sistema de Bryne et al. (1992) foca-se na avaliagdo da frente invasora encontrada em
profundidade no tumor em detrimento da totalidade da sua extensdo, opostamente a sistemas
anteriores. Apo0s a introducgdo do sistema de Bryne, diversos estudos demonstraram que a
aplicacdo do mesmo melhora consideravelmente o valor prognéstico (Sreeja et al., 2020). As
areas histologicamente invasivas ganharam importancia diagnostica e clinica, visto que
diferentes estudos sugerem que as mesmas poderdo ser responsaveis pelo comportamento
clinico da neoplasia (Akhter, Hossain, Rahman & Molla, 2011; Bryne, Koppang, Lilleng &
Kjarheim, 1992). Em 2005, a WHO apresentou um novo sistema significativamente mais
simples, tendo em conta apenas o grau de diferenciacdo tumoral. Este sistema classifica os
tumores como bem diferenciados, moderadamente diferenciados e mal diferenciados (Sreeja
et al., 2020).

Os CCE bem diferenciados sdo a variante histolégica identificada mais
frequentemente, em gatos e em cades (Goldschmidt & Goldschmidt, 2017 citado por Corréa et
al., 2021). Estes sao constituidos por grupos de células neoplasicas com origem na epiderme
e que invadem a derme, dispostos em ilhas e trabéculas. Nestes casos, sdo encontradas
acumulages caracteristicas de queratina laminada e/ou pérolas de queratina, geralmente no
centro do tumor. Processos inflamatorios sdo maioritariamente identificados na regido
periférica do tumor, contudo a infiltracdo do estroma por células inflamatérias (nomeadamente
neutrofilos) € evidente. A atividade mitdtica varia de moderadamente reduzida a
moderadamente elevada (Goldschmidt & Goldschmidt, 2017; Mauldin & Kennedy, 2016;
Weiss & Frese, 1974 citados por Corréa et al. 2021). A arquitetura dos tumores mal

diferenciados néo varia consideravelmente dos tumores bem diferenciados, sendo que as
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células neoplasicas estdo dispostas em feixes e corddes. O estroma € constituido por menor
guantidade de colagénio, as pérolas de queratina ndo sao identificaveis e a atividade mitotica
€ moderada a elevada com importante atipia mitética (Goldschmidt & Goldschmidt, 2017;
Mauldin & Kennedy, 2016; Weiss & Frese, 1974 citados por Corréa et al. 2021).

Contudo, ter como Unico critério de avaliagdo de malignidade a diferencia¢do tumoral
ignora a complexidade de cada tumor individual e descarta a influéncia de outros parametros
igualmente importantes. Estudos em medicina humana corroboram a necessidade da
utilizacdo de sistemas de classificacdo de malignidade tumoral com recurso a mdltiplos
parametros de avaliacdo de modo a tornar o prognéstico mais fidedigno, tanto para CCE orais
como cutaneos (Lourenco, Schueler, Camisasca, Lindenblatt & Bernardo, 2007).

1.5.1 Sistemade classificacdo da Associacdo Mundial de Saude

O sistema de classificacdo universalmente utilizado foi desenvolvido pela Associacdo
Mundial de Saude (WHO) e denomina-se de tumor-n6dulos-metastase (TNM) (Beveridge &
Sobin, 1974).

O primeiro elemento desta classificacdo € o tumor propriamente dito, designado com
aletraT (Tabela 12). O estadiamento de um CCE cutaneo primério é realizado de acordo com
as dimensdes da lesdo em centimetros (cm), a profundidade da invasdao do tumor e a
presenca de caracteristicas de elevado risco, referentes ao risco de recorréncias ou de
metastase. No caso do CCE humanos séo considerados como fatores de alto risco, espessura
> 2 milimetros (mm), crescimento do tumor em redor de um nervo, localizagcdo na orelha ou

na regido da boca e pobre diferenciagdo celular (Bicharkjian et al., 2017).

Tabela 12 — Classificagdo do CCE em diferentes estadios de acordo com as suas dimensodes

e profundidade de invasdo com correspondente descri¢cdo (Adaptado de Murphy, 2013).

Estadio Descrigao
TX Incapacidade de avaliacdo do tumor primario
TO Auséncia de evidéncia do tumor primario
Tis Carcinoma pré-invasivo (carcinoma in situ), sem invasao da membrana

basal (apenas na epiderme)
T1 Tumor com < 2 cm de didmetro, superficial ou exofitico, com < 2
caracteristicas de elevado risco
T2 Tumor com 2-5 cm de diametro, ou com invasao minima
independentemente da sua dimensao, com = 2 carateristicas de elevado

risco
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T3 Tumor com > 5 cm de didmetro, ou com invasao do tecido subcutaneo
independentemente da sua dimenséao
T4 Invasdo tumoral de outras estruturas como a fascia, musculo, 0sso e/ou

cartilagem

O elemento seguinte desta classificagcdo designa-se com a letra N e refere-se a
invasao neoplasica dos linfonodos préximos ao local do tumor de origem (Tabela 13). Um dos
sinais da possivel disseminacdo tumoral € o aumento e tumefacdo dos linfonodos e é
identificavel através de métodos de diagnoéstico imagiolégicos (Bicharkjian et al., 2017).

Tabela 13 — Classificagdo do CCE de acordo com a disseminagdo para os linfonodos,
adaptado da medicina humana (Adaptado de Bicharkjian et al., 2017).

Estadio NUumero de Localizacdo dos linfonodos Tamanho das
linfonodos afetados metastases
afetados
NX - Incapacidade de avaliar os -

linfonodos regionais

NO 0 N&o identificado N&o identificado
N1 1 Ipsilateral ao tumor primario <3cm
N2a 1 Ipsilateral ao tumor primario 3-6 cm
N2b 1 Ipsilateral ao tumor primario <6 cm
N2c >1 Contralateral ao tumor primério <6 cm

ou em ambos os lados do corpo
N3 21 Em qualquer linfonodo préximo >6 cm

do tumor

O ultimo elemento desta classificacao designa-se pela letra M e refere-se a presenca
de metastases a distancia (Tabela 14).

Tabela 14 — Classificagdo do CCE de acordo com a presenca de metastases a distancia
(Adapatdo de Bicharkjian et al., 2017).

Estadio Descricao
MO Auséncia de metéstases a distancia
M1 Presenca de metéstases a distancia
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Apbs esta classificacdo a informacdo é combinada de modo a atribuir-se um estadio

(Tabela 15). Quanto maior o estadio, pior o prognostico.

Tabela 15 — Estadiamento de acordo com a categorizagdo do tumor segundo o sistema TNM
(Adaptado de: Bicharkjian et al., 2017).

Estadio Categoria T Categoria N Categoria M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
Il T2 NO MO
T3 NO MO
1] TUT2/T3 N1 MO
TU/T2/T3 N2 MO
\Y% Qualquer T N3 MO
T4 Qualquer N MO
Qualquer T Qualquer N M1

1.5.2 Sistema de classificagdo adaptado de Bryne por Nagamine et al. (2017)

Os CCE sao tumores complexos, constituidos por grupos celulares heterogéneos com
diferencas fenotipicas entre si (Bryne, Koppang, Lilleng, Stene, Bang & Dabelsteen, 1989;
Bryne, Koppang, Lilleng & Kjaerheim, 1992). As células do centro da neoplasia apresentam
maior grau de diferenciacdo do que as presentes na frente invasora, sendo que esta constitui
a regido tumoral que invade ativamente o estroma do tecido afetado. Sdo as células
pertencentes a esta frente que, provavelmente, representam o verdadeiro comportamento
biol6gico e maligno dos CCE (Bryne, Koppang, Lilleng, Stene, Bang & Dabelsteen, 1989;
Bryne, Koppang, Lilleng & Kjarheim, 1992). O estudo de Nagamine et al. (2017) revelou que
as células pertencentes a frente invasora manifestam padrées celulares mais invasivos e
menor grau de diferenciacdo, quando comparadas com células tumorais do centro ou
superficie tumoral, para CCE orais e cutaneos.

De modo a avaliar o grau de malignidade dos CCE orais e cutdneos em caes, tendo
em conta a importancia da frente invasora, Nagamine et al. (2017) adaptou o sistema de
classificacéo original de Bryne, que foi utilizado no presente estudo (Tabela 16).

Este sistema é multifatorial e visa 0 estudo de cinco pardmetros, sendo eles: grau de
queratinizacdo; padrdo de invasao; inflamacgéo; pleomorfismo nuclear e indice mitético

(numero de mitoses contadas em 10 campos aleatorios do tumor numa amplificagdo de 40x).
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O grau de queratinizacdo € importante, uma vez que a queratina se encontra
caracteristicamente em tumores bem diferenciados, sob a forma de laminas e pérolas de
gqueratina (Goldschmidt & Goldschidt, 2017 citados por Corréa et al. 2021). O padréo de
invasao, referente a forma como as células neoplasicas se arranjam e se dispdem aquando
da invasao dos tecidos adjacentes, podera ser indicativo de malignidade tumoral (Corréa et
al., 2021). A presenca de infiltrado inflamatério € indicativo de uma resposta imunitaria ativa
do organismo contra o tumor, contudo como acima descrito, a inflamacao também podera
estar associada ao desenvolvimento e progressao carcinogénica. No estudo de Ropponen,
Eskelinen, Lipponen, Alhava & Kosma (1997) realizado em casos de CCE em medicina
humana, a presenca de resposta inflamatéria estava positivamente associada a um
prognostico favoravel, dado que na sua auséncia, a invasao tumoral se encontra facilitada. A
maioria dos sistemas de classificacdo de malignidade para CCE pontuam tumores com
elevado grau de inflamacdo como sendo menos agressivos. O pleomorfismo nuclear diz
respeito a variabilidade morfolégica do nucleo e esta associado a atipia celular. Por fim, o
indice mitético esta relacionado com a proliferacdo descontrolada, que € uma caracteristica
central de processos malignos, sendo que quanto maior o0 niumero de mitoses atipicas, mais

maligno tender& a ser o tumor (Kesarkar et al. 2018).

Tabela 16 — Sistema de classificagdo do grau de malignidade para CCE orais e cutaneos em

cées adaptado por Nagamine et al. (2017)

Pontuacéo 1 2 3 4

Grau de Elevada Moderada Minima Auséncia de

gueratinizagcdo queratinizacdo queratinizacdo queratinizagdo queratinizacao

(>50% das (50% das (5-20% das (0-5% das
células) células) células) células)
Padréo de Marcada, bem Cordbes Pequeno Pequeno
invasao delimitada, solidos, grupo de grupo de
bordas bandas e/ou corddes ou células
infiltrativas feixes células (n>15) dissociadas
e/ou células

individuais (n<

15)
Inflamacéo Marcada Moderada Reduzida Ausente
Pleomorfismo Reduzido Moderado a Abundante Extremo
nuclear pleomorfismo abundante pleomorfismo  pleomorfismo
nuclear (75%  pleomorfismo nuclear (25- nuclear (O-
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das células nuclear (50- 50% das 25% das

maduras) 75% das células células
células maduras) maduras)
maduras)
indice 0-1 2-3 3-4 >5

mitotico

A pontuacdo associada dos 5 parametros é somada obtendo-se uma classificagcao
entre 6 e 20. A classificacdo é realizada considerando a pontuagéo e agrupando os tumores
em graus: Grau 1 (5 -10 pontos), Grau 2 (11-15) e Grau 3 (16-20).

1.6 Objetivos do presente trabalho sobre marcacéo de Ki-67 em CCE em gatos

A marcacgéo de carcinomas das células escamosas com Ki-67 para avaliagdo do seu
grau de proliferacdo pode ser uma ferramenta importante para a classificagéo, estadiamento
e obtencdo do prognostico destes tumores em gatos. No entanto, ainda é necessaria a sua
validagdo neste tipo de tumores, bem como a padronizacéo de protocolos para facilitar a sua
contagem e torna-la objetiva usando ferramentas digitais. Assim, o presente estudo procura
verificar a credibilidade da contagem desta marcagdo nuclear pelo QuPath (um software
openaccess de analise digital de imagens).

Mais especificamente, o presente estudo apresenta como objetivos iniciais: (1) estudo
da heterogeneidade proliferativa intratumoral através da marcacao de Ki-67. Para tal, avaliou-
se a concordancia entre contagens aleatorias de marcacao de Ki-67 realizadas em trés areas
do tumor (regides escolhidas aleatoriamente unicamente com células tumorais) e entre essas
contagens e o valor médio de marcacéo de Ki-67 das contagens; (2) avaliagdo da necessidade
de delineamento de areas com apenas células tumorais, através da comparacao entre 0s
valores acima referidos e os valores da contagem de marcacdo de Ki-67 numa regido
denominada de “verdadeira aleatéria”. Esta correspondente a uma regiao aleatéria da lamina,
sem delineamento do grupo de células neoplasicas e com consequente inclusdo de células
do estroma associado ao tumor e células inflamatorias; (3) averiguacdo da presenca de
marcacgao de Ki-67 no estroma associado ao tumor e a sua influéncia nos valores da contagem
“verdadeira aleatéria”, através da selecao de areas aleatodrias de estroma e delineamento das
mesmas de modo a incluir apenas células estromais (e eventuais células inflamatérias) nas
contagens; (4) estudo da malignidade da frente invasora tumoral através do indice proliferativo
da mesma, segundo a expressédo de Ki-57. Para este fim, avaliou-se a discrepancia de valores

entre contagens realizadas em regides a superficie do tumor (isto é, de células neoplasicas o
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mais préximas possivel da epiderme e derme fisiologicamente normais) e as contagens
realizadas em regifes da frente invasora (regides constituidas por células neoplasicas o mais
distantes possivel da epiderme e derme fisiologicamente normais).

De forma a poder aumentar a compreensdo da biologia deste tumores, o Ultimo
objetivo deste trabalho trata-se da (5) comparacdo das contagens de células positivas para
este marcador de proliferacdo entre carcinomas de células escamosas de diferentes
localizacdes anatémicas (cavidade oral, plano nasal e pavilhdo auricular) e verificar se existe
alguma relacdo entre estas e 0 sexo ou a idade do animal e ainda com o grau de agressividade
tumoral, este Ultimo obtido de acordo com o sistema de classificacao de malignidade adaptado
de Nagamine et al., (2017).

2. Materiais e métodos

2.1 Obtencao de amostras para o projeto

As amostras analisadas foram obtidas com a colaboracédo do laboratério de analises
clinicas veterinarias DNATech, sendo que foram aproveitadas amostras enviadas por diversas
clinicas e hospitais veterinarios com vista a obtencéo de um diagndéstico histopatolégico para
as lesdes observadas. No laboratério, os patologistas realizam uma primeira avaliagao
macroscopica, seguida da preparacado dos tecidos para obtengdo de laminas, que por sua vez
foram coradas com hematoxilina-eosina. Neste trabalho, os critérios de inclusdo foram
amostras de gatos com diagnéstico histopatoldgico de carcinoma das células escamosas com
localizacdo anatémica do tumor primario da cavidade oral, pavilhdo auricular e plano nasal
(as areas em estudo). As fichas clinicas foram estudadas para caracterizagéo (idade, sexo e

raca) dos animais.

2.1.1 Descricdo da amostra

O presente estudo centrou-se na avaliacdo de 25 amostras de CCE, sendo que 10
destes se apresentaram no pavilhdo auricular (40%), 9 na cavidade oral (36%) e 8 no plano
nasal (32%). Cada tumor corresponde a um animal, exceto no caso de dois animais que
apresentavam mais do que uma regido anatémica afetada em simultaneo: um animal com
CCE na mucosa oral e no plano nasal e outro com CCE do pavilhdo auricular e plano nasal.

Cada tumor serd tratado de forma individual.
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2.2 Técnica de Imunohistoquimica

A técnica laboratorial foi realizada no laboratorio de analises clinicas veterinarias
DNATech.

A detecdo da proteina nuclear Ki-67 foi feita com base na marcacdo de secgbes de
parafina, utilizando a técnica de imunohistoquimica. Foram realizados cortes com espessura
de 3-4 um dos blocos de parafina selecionados em lamina adesivada, com incubagéo durante
a noite na estufa a 37 °C. Em todas as laminas com o tecido neoplésico a analisar foi
adicionada uma amostra de tecido esplénico ou cutaneo de murganho saudéavel para servir
como controlo positivo, validando desta forma a técnica. A desparafinagdo dos tecidos foi
realizada com o equipamento Giotto (DiaPath), que permite realizar o processo
automaticamente através do programa DiaPath. Este dura 20 minutos e consiste em banhos
de xilol e reidratagdo numa sequéncia decrescente de alcool de 100% para 95% para 70%
até agua destilada. O segundo passo consiste na recuperacdo antigénica, realizada no
equipamento PT module (Thermo Scientific) onde as [aminas sdo submersas numa solucéo a
pH 9, a 88°C, durante 15 minutos. Ap6s o arrefecimento, as laminas foram retiradas da
solucdo e colocadas num recipiente com agua. Considerando que manter a hidratacdo das
mesmas é essencial durante toda a técnica, todas as incubacdes que se seguem foram
realizadas em camara humida. De seguida, os tecidos foram contornados com a caneta
hidrofébica Super HT PAP Pen (Biotium). Visto a revelacdo de sinal ser feita com recurso a
peroxidase de rabanete (HRP) como reagente associado ao anticorpo secundario, a
peroxidase enddgena inerente aos tecidos em estudo necessita de ser bloqueada. Deste
modo, as laminas foram incubadas durante 15 minutos com uma solucédo bloqueadora de
peroxido de hidrogénio (H20.) a 3% em tampéao fosfato salino (PBS) (ref. 925B-04; Cell
Marque ™). Apés lavagem com agua destilada, os tecidos foram incubados com o anticorpo
primario de rato monoclonal anti-antigénio Ki-67 humano (clone MIB-1; ref. M7240; Dako)
durante 30 minutos numa diluicdo de 1:600 em Normal Antibody Diluent (Phosphate Buffered)
(ScyTek Laboratories). As laminas foram lavadas trés vezes durante cinco minutos em PBS
para remocao de complexos imunes relativos a ligacdes inespecificas. Seguiu-se a incubacao
com o anticorpo secundario, Amplifier for mouse and rabbit (HiDef Detection HRP Polymer
System, ref. CMC954080040; Cell Marque™), durante 10 minutos. Realizaram-se,
novamente, trés lavagens com PBS de cinco minutos intercaladas com agua destilada. O
proximo passo consistiu na colocacdo do substrato, que atua como corante da reacdo
especifica através da sua ligacdo a enzima associada ao anticorpo secundario. As laminas
foram incubadas com o substrato e HRP Polymer detector (HiDef Detection HRP Polymer
System, ref. CMC954080040; Cell Marque™), durante 10 minutos e seguindo-se trés

lavagens de cinco minutos de PBS intercaladas com agua destilada. Finalmente, as laminas

57



foram incubadas durante oito minutos em cromogénio 3,3’ diaminobenzina (DAB) (ref.
ACBO030; ScyTek Labratories) diluido em DAB substrate buffer (ref. ACC500; ScyTek
Labratories) conforme as instru¢Bes do fabricante. O DAB regula a coloracdo do polimero
adicionado anteriormente e fornece a coloragdo castanha das células marcadas, observavel
ao microscépio. As laminas foram lavadas com agua corrente e a coloracdo nuclear de
contraste foi realizada com hematoxilina de Mayer (ref. CO302; DiaPath) durante um minuto,
seguida de uma lavagem com agua corrente durante trés minutos. Por dltimo, as laminas
foram desidratadas em banhos de concentracdo crescente de alcool até ao alcool 100% e
depois xilol, sendo finalmente, montadas para observagéo ao microscopio.

As laminas foram digitalizadas com o aparelho Hamamatsu NanoZoomer, com o

programa NDP Nanozoomer digital pathology V1.0.9. (Figura 2).
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Figura 2 - Gradiente de marcacgéo de Ki-67 através da coloracdo com DAB e contraste com
Hematoxilina de Mayer. A- Marcacdo ausente; B- marcacdo bastante ligeira; C-marcacéo
ligeira; D- marcagcdo moderada; E- marcagcdo evidente; F- marcacdo bastante evidente
(objetiva de 40x).
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2.3 Classificagdo do grau de malignidade de acordo com o sistema adapatado
de Nagamine et al. (2017)

Cada lamina foi avaliada individualmente, para obteng&o de uma pontuacéo de acordo
com o sistema de classificacdo de Nagamine et al., (2017) acima descrito, avaliando-se o grau
de queratinizacdo, padrao de invasao, inflamacao, pleomorfismo nuclear e indice mitético

Apesar da classificagdo do estroma néo estar contemplada no sistema selecionado,
de modo a tornar o estudo mais completo, completou-se a classificagéo histolégica visual das
25 laminas, classificando-se a quantidade de estroma associado ao tumor em comparagéo
com o tecido neoplasico em 3 categorias: abundante, denso (moderadamente abundante) e

delicado (pouco abundante).

2.4 QuPath e avaliagdo patolégica digital

O software escolhido para este trabalho designa-se QuPath (v.0.4.3). Este programa
apresenta caracteristicas inovadoras que permitiram a realiza¢do da classificacdo dos tecidos
e contagem da expressao do Ki-67 de modo prético e mais fidedignamente. Para este trabalho
foram usadas ferramentas para avaliar a presenca, localizagéo e frequéncia da expresséo do
Ki-67 em regides especificas do tecido tumoral. Assim, foram selecionadas regides do tecido
e foram quantificados o numero total de células, células negativas para a marcacéo de Ki-67,
células positivas para esta marcacgao e a quantificacéo relativa de células positivas (incluindo
a percentagem, nimero de células positivas por mm? e a area em pm>).

Primeiramente, foram selecionadas regides aleatérias, de modo a abranger pelo
menos 1000 células e foi realizada a contagem dos parametros descritos. O mesmo foi
realizado para a contagem “verdadeira aleatéria” (que se diferencia das anteriores por incluir
0 estroma associado ao tumor). De seguida, selecionou-se a frente invasora e superficie do
tumor e realizou-se a contagem dos mesmos parametros (Figura A5). Por fim, procedeu-se
da mesma forma para seccdes selecionadas do estroma. A utilizagdo de um programa digital
para andlise de imagem permitiu garantir que as medicdes realizadas fossem altamente
precisas, consistentes e imparciais. Como tal, em todas as laminas foram calibrados varios
parametros com observacdo humana para confirmacéo de que apenas ndcleos positivamente
corados com DAB eram considerados. Apenas devem ser considerados e,
consequentemente, contabilizados nucleos e figuras mitéticas positivamente marcadas pelo
anticorpo anti-Ki-67 e corante DAB, independentemente da intensidade da coloracao (Dowsett
et al., 2011; Skjervold, Pettersen, Valla, Opdahl & Bonfin, 2022).
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O processo de avaliacao das laminas iniciou-se com uma inspec¢ao visual metddica da
totalidade do tecido, com consecutiva categorizacdo de acordo com o sistema de classificacdo
de Nagamine et al. (2017). De seguida, a lamina digital foi configurada de modo a permitir a
realizacdo de anotactes em todo o tecido. Antes da avaliacdo da marcacao foram realizados
ajustes nos vetores visuais de acordo com as diferentes coloracfes presentes, sendo neste
caso, a hematoxilina e o DAB (com adicdo de um terceiro vetor representativo de coloracao
residual), sendo que a calibracdo dos trés vetores foi feita através da opgao “auto” sempre
gue uma nova regido dentro do tumor era selecionada. Finalmente, iniciou-se a detecéo de
células com marcacao positivas e com vista a aperfeicoar o processo, foram otimizados os
parametros pertinentes, de modo a que apenas as células com os critérios acima descritos
fossem contabilizadas.

As seccgdes do tecido a serem analisadas foram delineadas manualmente e depois
aplicados os parametros especificos para as regides aleatorias, superficie tumoral, frente
invasora e para o estroma associado ao tumor (Tabela 17). Selecionaram-se sec¢fes onde a
presenca da expressao de Ki-67 fora facil de identificar visualmente, sendo que areas com
presenca de artefactos resultou em exclusao das mesmas como viaveis para contagem deste

biomarcador.

Tabela 17 — Parametros utilizados para contagem das células positivamente marcadas para
Ki-67 (marcacdo nuclear) das regifes tumorais aleatorias, superficie, frente invasora e

estroma no programa QubPath.

Parametros Contagens em regides
tumorais aleatérias, superficie
e frente invasora

Hematoxylin OS

Contagens em estroma

Detection image Hematoxylin OS

Requested pixel size 0.4 um 0.5 um
Background radius 8 um 8 um
Median filter radius 1.1 ym 0 um

Sigma 1.8 um 1.5 um
Minimun area 10 pm 10 pm
Maximum area 350 pm 400 pm
Treshold 0.02 um 0.1 pm
Max background intensity 3 pm 2 pm
Cell expansion 5 pm 5 pm
Threshold 1+ 0.15 pm 0.2 ym
Nucleus DAB OD mean DAB OD mean
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2.5 Andlise estatistica das contagens celulares

A andlise estatictica foi realizada em colaboracédo com o Professor David Ramilo.

A informacgéo sobre os animais de onde os tumores eram originarios (sexo, idade, raca e
regido anatémica do tumor) foi compilada numa folha de calculo Excel, associando-se a esta
0 registo das contagens celulares com marcacdo com a proteina Ki-67 realizadas com o
programa QuPath para exportacdo para o programa estatistico Statistical Package for Social
Science (IBM®SPSS®; v.25;) para analise estatistica. Para todas as variaveis foi verificada a
normalidade da distribuicdo dos dados pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. Nas
comparagdes entre dois grupos foram usados o teste t-student para amostras emparelhadas
para valores com distribuicdo normal e o teste ndo-paramétrico Wilcoxon para valores com
distribuicdo ndo normal.

Para verificar se fatores como o numero de células contadas e a densidade celular
foram fatores de confusdo, e como tal tiveram influéncia nos resultados obtidos, foram
realizados modelos multivariados.

Para avaliar a influéncia das variaveis (sexo, idade, localizagdo anatémica e grau de
agressividade e as contagens de Ki-67), foram utilizados o teste ANOVA unifatorial para
distribuicdes normais ou o teste ndo paramétrico equivalente, U de Mann-Whitney no caso de
distribuicdes ndo normais. Em ambos os casos, na sequéncia de detecdo de diferencas
significativas entre os grupos, foram aplicados testes post-hoc.

Para a verificagdo da associacédo de duas variaveis categoricas utilizou-se o teste qui-
quadrado de Pearson.

Em todos os testes estatisticos aplicados, as diferencas entre grupos foram

consideradas como significativas quando p<0,05.

3. Resultados
3.1 Classificagao visual dos CCE quanto ao grau de malignidade de acordo com o

sistema adaptado por Nagamine et al. (2017)

O grau de agressividade dos 25 tumores em estudo foi avaliado conforme a
classificacdo de Nagamine et al., (2017) (Tabela 16) através de avaliacdo histologica. De
acordo com a pontuacéo atribuida, 23 tumores foram classificados como grau 1 e 2 tumores
como grau 2. Os tumores de grau 1 apresentam pontuacdes entre 5 e 10, dependendo da
intensidade da presenca dos diferentes componentes avaliados (grau de queratinizacéo,
padréo de invasao, inflamacao, pleomorfismo nuclear e mitoses por campo). Os pertencentes

ao grau 2 apresentam pontuacoes de 11 e 12 (Figura A6).
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Referente a avaliacdo qualitativa do estroma associado ao tumor, das 25 amostras, 12
apresentam estroma abundante (48%), 6 com estroma denso (24%) e 7 com estroma delicado
(28%). Comparando esta classificagcdo com a pontuacao obtida pelo sistema de classificacdo
de Nagamine et al. (2017), verificou-se que os tumores com as pontuacdes mais elevadas (e
como tal mais agressivos) apresentam tanto estromas abundantes como delicados, com os
tumores menos agressivos apresentando maioritariamente estromas densos. Da mesma
forma, verificou-se que a marcacdo de Ki-67 estromal apresenta o0s seus valores mais
elevados nos tumores mais agressivos (segundo este sistema de classificacao),
independentemente da quantidade de estroma.

Nos tumores que apresentaram diferencas de marcacéo de Ki-67 evidentes para as
contagens do estroma e da “verdadeira aleatéria”, averiguou-se (através da comparacao
visual entre a totalidade dos tumores) se teriam um grau superior de infiltragdo por células
inflamatorias. Concluiu-se que os tumores da cavidade oral sdo, visualmente, os que
apresentam maior grau de inflamacdo (associado a contagens elevadas nas regifes
mencionadas). Neste trabalho, o local anatdbmico onde os tumores apresentaram
aparentemente maior inflamacgéo, associada a elevada marcagcdo de Ki-67 estromal e da

“verdadeira aleatédria” trata-se da cavidade oral.

3.2 Resultados das contagens de marcacao de Ki-67
3.2.1 Estudo da heterogeneidade intratumoral para a marcagdo da proteina Ki-
67
3.2.1.1 Estudo da concordéancia entre trés contagens de marcacéo de Ki-67

aleatdrias e entre as mesmas e a média da lamina

Primeiramente, foi necesséario realizar-se a validagdo do método de contagem
utilizado. Para tal, foram comparadas contagens realizadas em trés areas aleatérias
diferentes do tumor, exclusivamente com células tumorais, para testar a presenca de
diferencas entre elas. Observou-se que ndo existiram diferencas estatisticamente
significativas entre as contagens das diferentes areas de células tumorais dentro do
mesmo tumor.

Seguidamente, pretendeu-se verificar se os valores das trés contagens aleatorias
seriam significativamente diferentes do valor médio de marcagéo por lamina. Contudo,
nao foi identificada uma diferencga estatisticamente significativa entre as contagens das
areas individuais e a contagem média da marcac¢éo da lamina (média das trés contagens

realizadas).
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O numero de células contadas e a densidade celular poderiam ter atuado como fatores
de confusédo e influenciado os resultados. Foi, porém, comprovado que estas variaveis

nao foram fatores de confusdo das contagens aleatérias.

Tabela 18 — Homogeneidade intratumoral: percentagem média de células positivamente
marcadas com Ki-67 em trés regides tumorais alectérias e média da marcacao tumoral total

das 25 amostras, com respetivos erros padréo da média.

Regido Regido Regiéo Total lamina
tumoral 1 (%) tumoral 2 (%) tumoral 3 (%) (%)

11,80 9,67 9,49 10,71

+2,22 + 2,06 +1,87 +1,60

3.2.1.2 Estudo de comparacéo entre contagens aleatérias de células tumorais

e a contagem “verdadeira aleatéria”.

De seguida realizou-se a comparagao entre as trés contagens aleatérias em zonas
com apenas células tumorais e a “verdadeira aleatéria”. As contagens aleatdrias foram
conseguidas através da contagem da marcacao de Ki-67 em &reas do tumor aleatorias, mas
onde se incluiu exclusivamente células tumorais na contagem. A “verdadeira aleatéria”
corresponde uma contagem por lamina onde a area avaliada foi selecionada aleatoriamente
com inclusédo (em maior ou menor quantidade) de células tumorais, estromais e inflamatérias.
Verificou-se que ndo existiam diferencas estatisticamente significativas entre os valores
destes dois tipos de contagens.

Adicionalmente, concluiu-se que o numero de células contadas e a densidade de

celular do tecido avaliado nao foram fatores de confusao da contagem “verdadeira aleatéria”.

Tabela 19 — Homogeneidade intratumoral: percentagem média da marcacgédo de Ki-67 total
das 25 amostras, referente as contagens “verdadeira aleatéria” e média tumoral, com

respetivos erros padrdo da média.

Total “verdadeira aleatoéria” (%) Total tumor (%)
8,79 10,71
+1,29 + 1,60
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3.2.2 Estudo dainfluéncia do estroma na contagem “verdadeira aleatéria”

Uma vez que a contagem “verdadeira aleatéria” abrange porgbes do estroma
associado ao tumor (incluindo células inflamatérias que o infiltram) é necessério estudar se
estas porcdes de tecido influenciam esta contagem. Para tal, comparou-se valores da
contagem “verdadeira aleatéria” com valores médios de marcagao positiva ao antigénio Ki-67
no estroma associado ao tumor. Verificou-se que existe uma diferenga significativa entre
ambas as contagens (p= 0,001), sendo que a média de marcagdes com Ki-67 no estroma &
significativamente inferior (média de 2,70+ 0,62 da percentagem de células positivamente
marcadas) do que os de células tumorais (média de 10,71+ 1,60 de percentagem de células
positivamente marcadas). Isto €, os valores de marcacao estromal sdo demasiado reduzidos
para influenciar as contagens “verdadeiras aleatorias”

Tal como verificado com a contagens das restantes zonas, também o numero de
células contadas e a densidade de células ndo foram considerados fatores de confusdo da

contagem de células do estroma.

Tabela 20 — Heterogeneidade intratumoral: percentagem média de células positivamente
marcadas com Ki-67 em trés regides do estroma, a média da marcagéo estromal e tumoral

total das 25 amostras, com respetivos erros padrdo da média.

Regiéo Regiao Regiao Total estroma  Total tumor
estromal 1 estromal 2 estromal 3 (%) (%)
(%) (%) (%)
2,49 3,28 2,99 2,70 10,71
+ 0,62 +0,92 +0,89 + 0,62 +1,60

3.2.3 Estudo da relevancia da frente invasora para a classificacdo do grau de
agressividade tumoral
3.2.3.1 Estudo comparativo entre os resultados das contagens de marcacgao

de Ki-67 na frente invasora com os da superficie tumoral

Para o estudo da marcacao positiva de Ki-67 da frente invasora tumoral foi necessaria
a sua comparacao com a regido oposta a si, ou seja, a superficie do tumor. Apds a realizacdo
de contagens em ambas as areas opostas realizou-se a comparacdo dos valores médios por
lamina. No caso das amostras usadas para este estudo, verificou-se que a demarcacao da
superficie tumoral e da frente invasora néo foi possivel num tumor localizado na cavidade oral,

pelo que os resultados desta andlise referem-se apenas aos restantes. Os resultados foram
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considerados néo estatisticamente significativos, ndo havendo uma diferenca significativa
entre valores de marcacao destas zonas.
Tal como anteriormente, determinou-se que o0 numero de células contadas e a

densidade celular ndo foram fatores de confusé@o da contagem de células da frente invasora.

Tabela 21 — Homogeneidade intratumoral: percentagem média da marcacdo de Ki-67 total
das 25 amostras, referente 4s contagens da superficie tumoral e frente invasora, com

respetivos erros padrdo da média.

Total superficie tumoral Total frente invasora
(%) (%)
9,55 10,37
+ 1,55 + 2,05

3.2.3.2 Estudo comparativo entre as contagens da marcacao do Ki-67 entre

as contagens aleatérias e a frente invasora
De modo a averiguar a relevancia da frente invasora aquando do estudo tumoral,
nomeadamente através da marcacao de Ki-67, € necessario também entender se existem
diferencas consideraveis entre os valores da frente invasora e os valores aleatérios em
diferentes areas do tumor (maioritariamente do centro do tumor). Concluiu-se que o0s
resultados foram considerados nédo estatisticamente significativos, dado que ndo foram

identificadas diferencas entre as contagens avaliadas.

Tabela 22 — Homogeneidade intratumoral: percentagem média da marcacado de Ki-67 total
das 25 amostras, referente as contagens das regifes aleatérias e frente invasora, com

respetivos erros padrdo da média.

Total frente invasora (%) Total tumor (%)
10,37 10,71
+2,05 + 1,60
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3.2.4 Influéncia de quatro variaveis (sexo, idade, localizagdo anatomica e grau
de agressividade) sobre a marcacdo de Ki-67 (aleatéria, “verdadeira
aleatéria”, frente invasora e superficie tumoral)

3.2.4.1Localizacdo anatémica (cavidade oral, pavilhdo auricular e plano
nasal) Versus (Vs.) Idade e Grau de agressividade

As amostras utilizadas para o presente trabalho tém origem em animais com diferentes
caracteristicas, sendo que os tumores apresentam diferencas que lhes séo inerentes e que
podem correlacionar-se formando padrbes visiveis.

A comparacdo da média das idades entre localiza¢cdes anatomicas do tumor n&o
revelou um valor estatisticamente significativo. Logo, n&o existe influéncia da idade no
desenvolvimento de CCE em determinadas localiza¢gées nas amostras em estudo.

Da mesma forma, diferengas entre o grau de agressividade ndo foram estatisticamente
significativas entre as trés localizagbes anatdmicas estudadas. Como tal, estas duas variaveis

aparentam ndo ter uma relacdo nas amostras em estudo.

3.2.4.2 Localizacdo anatémica (cavidade oral, pavilhdo auricular e plano
nasal) Vs. Sexo

No caso do estudo da influéncia do sexo dos animais na localizacdo anatémica do
tumor, foi identificada uma associagéo entre as variaveis. Na amostra estudada, os tumores
do pavilhdo auricular foram mais frequentes nas fémeas e os tumores do plano nasal nos
machos. Os tumores da cavidade oral mostraram igual probabilidade de aparecer nos dois
sexos. Devido ao reduzido tamanho do grupo de amostras, estes resultados deverdo ser

considerados de forma reservada.

3.2.4.3Sexo Vs. Idade e Grau de agressividade

Aquando do estudo da associagdo entre 0 sexo e a idade dos animais, ndo se
encontrou uma associacdo estatisticamente significativa, ou seja, o sexo nao influenciou a
idade com que estes tumores se desenvolvem nos animais nas amostras analisadas e vice-
versa.

Do mesmo modo, o0 estudo do sexo dos animais e a agressividade do tumor nao
revelou, igualmente, resultados estatisticamente significativos (p=0,854), pelo que nédo
aparenta existir uma predisposicdo para machos ou fémeas de apresentar CCE mais ou

Menos agressivos.
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3.2.4.41dade Vs. Grau de agressividade
Ao averiguar a correlacdo entre a idade dos animais selecionados e o grau de
agressividade tumoral, verificou-se que ndo existe uma correlacdo estaticamente significativa
entre as duas variaveis em estudo. Isto significa que, tumores com classificacbes de
malignidade superior ndo apresentam predisposicdo para se desenvolver em animais com

determinadas idades, nomeadamente, animais mais velhos.

3.2.5 Estudo comparativo entre a localizagdo anatdmica e as contagens da
marcacao positiva para Ki-67 (aleatéria, frente invasora e estroma)

Por fim, visou-se estudar a existéncia de variagdes entre as diversas contagens
realizadas (aleatoria, da frente invasora e do estroma) nas diferentes localiza¢cdes anatémicas
do tumor.

Verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre as contagens aleatorias
e as realizadas na frente invasora em tumores com localizagdo no pavilhdo auricular e no
plano nasal (p=0,032). Isto indica que a marcagéo de Ki-67 é superior em contagens aleatorias
e da frente invasora em tumores do plano nasal (15,08 de percentagem de células
positivamente marcadas Vs. 14, 53 de percentagem de células positivamente marcadas,
respetivamente) comparado com o pavilhdo auricular (6,58 de percentagem de células
positivamente marcadas Vs. 5,28 de percentagem de células de positivamente marcadas,
respetivamente). Os resultados indicam que os CCE do plano nasal apresentam um
comportamento infiltrativo mais agressivo na regido da frente invasora do que 0S seus
homologos do pavilhdo auricular (Grafico 1). Nao foram identificadas diferencas

estatisticamente significativas para as outras variaveis estudadas.
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Gréfico 1 - indice de proliferacéo de Ki-67 na frente invasora tumoral, da cavidade oral (O),
pavilhdo auricular (E) e plano nasal (N), de CCE em gatos. As barras representam média +
s.e.m. Barras com letras diferentes diferem significativamente (p<0,05).

4. Discussao

4.1 Estudo dahomogeneidade da marcacgéo intratumoral de Ki-67 em CCE em gatos

A estudo da homogeneidade da marcacdo de Ki-67 em carcinomas de células
escamosas (CCE) em gatos, e consequentemente do indice de proliferacdo celular, serve o
duplo propésito de investigar a facilidade de andlise deste indice pelas técnicas de
histopatologia e de tentar compreender o comportamento biol6gico deste tipo de tumor.

O estudo estatistico realizado visou comparar trés contagens de marcagdo de Ki-67
obtidas de areas aleatorias de um mesmo tumor, ndo tendo em conta a localiza¢cdo anatomica
do mesmo. Os resultados demonstraram que ndo existem diferengas nas contagens entre
diferentes zonas de um mesmo tumor.

De seguida realizou-se a comparacédo dos valores de cada contagem aleatdria dentro
do mesmo tumor com o valor médio das contagens da lamina correspondente e conclui-se
que nao existem diferencas estatisticamente significativas, evidenciando uma
homogeneidade no estado de proliferacao celular tumoral nas amostras avaliadas.

Adicionalmente, foi necessario verificar se ha valores de confuséo a influenciar os
resultados, nomeadamente o nimero de células tumorais contadas e o numero de células

positivamente marcadas por area. De acordo com a andlise de modelos multivariados, as
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variaveis acima descritas ndo sdo consideradas fatores de confusdo e, como tal, ndo tém
influéncia nos resultados obtidos, pelo que a contagem se torna robusta independentemente
do numero de células que chega a andlise histopatoldgica.

As principais conclusfes desta etapa do estudo sdo a existéncia de homogeneidade
de marcacao de Ki-67 intratumoral, de forma a que a contagem de células positivamente
marcadas ndo varia significativamente entre si. Adicionalmente, ndo existem diferencas
relevantes entre as contagens aleatdrias intratumorais e a média total das contagens. Como
tal, durante o estudo da marcacéo de Ki-67 em CCE em gatos o operador ndo necessita de
fazer vérias contagens dentro de um mesmo tumor, sendo a selegdo de uma area de células
tumorais marcadas com Ki-67 e a sua contagem sequente representativa da marcacao deste
biomarcador no restante tumor.

Uma questdo importante desta seccao do estudo é referente a se o Ki-67 pode ser
utilizado como indicador de heterogeneidade intratumoral.

Os tumores malignos sao constituidos por grupos de células que se dispdem em
sistemas complexos e dindmicos, com propriedades histolégicas, celulares e moleculares
variadas (Michor & Polyak, 2010). Quando diferencas nestas propriedades séo identificadas
intratumoral (dentro do mesmo tumor) e/ou intertumoral (entre tumores), é indicativo da
presenca de heterogeneidade tumoral. A heterogeneidade intertumoral tem sido amplamente
estudada, enquanto a intratumoral apresenta, comparativamente, escassa quantidade de
informacgé&o associada (Inda, Bonavia & Seoane, 2014). As diferencas intratumorais remetem
a parametros que sao inerentes a células individuais ou a populagées celulares que compdem
o tumor, sejam elas fenotipicas ou genéticas (Gerashchenko et al., 2013; Michor & Polyak,
2010).

Quando a estrutura morfologica, as expressdes genéticas e interacdes epigenéticas
se formam e ocorrem de modo n&o uniforme dentro de um mesmo tumor, é esperada a
consequente variabilidade de expressao de biomarcadores por diferentes grupos celulares,
ou seja, a heterogeneidade intratumoral (Inda et al., 2014) (Figura A7). Esta, por sua vez,
aparenta ter origem multifatorial. Deve-se a ocorréncia de alteracdes genéticas e epigenéticas
nas células tumorais, sob a influéncia do microambiente tumoral e/ou das interacdes de ambos
(Inda et al., 2014). Como tal, esta heterogeneidade pode ser hereditaria ou adquirida
(Tabassum & Polyak, 2015). O desenvolvimento de heterogeneidade intratumoral €,
possivelmente, uma estratégia adaptativa das células neoplasicas perante alteracdes do
microambiente que as rodeiam e/ou um mecanismo para alterar o seu potencial maligno. Esta
capacidade intrinseca do tumor suscita a formacao de grupos clonares com caracteristicas

diferentes, dentro do mesmo tumor (Fisher, Pusztai & Swanton, 2013).
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A heterogeneidade tumoral é considerada geracional. Cada geracdo de clones
tumorais apresenta variacdes pré-existentes, com acumulacao de caracteristicas diferentes,
tornando o tumor cada vez mais dindmico. Um dos principais mecanismos envolvido na
heterogeneidade geracional é o desenvolvimento de um “fenétipo mutador”. Este forma-se
segundo alteracdes cromossomais das células neoplasicas e é responsavel pela instabilidade
gendmica, desenvolvimento e acumulacdes de mutacbes. Pode dizer-se que o “fendtipo
mutador” tem origem na heterogeneidade intratumoral e, simultaneamente, ajuda a propagar
a mesma (Ng, Pemberton & Reis-Filho, 2012; Bielas, Loeb, Rubin, True & Loeb, 2006).

Varias teorias para o desenvolvimento do cancro consideram o tecido tumoral original
monoclonal, isto é, a origem do cancro estd em eventos carcinogénicos cumulativos numa
Unica célula que, consequentemente, se multiplica consecutivamente para dar origem a
massa tumoral. No entanto, esta célula inicial ndo apresenta todas as caracteristicas de
cancro previamente enunciadas, ndo tendo potencial para formar populacdes celulares
totalmente malignas. A medida que se dividem, estas células vdo acumulando mutacdes
genéticas variadas. As alteracdes na replicagcdo do ADN acabardo por dar origem a células
geneticamente diferentes entre si, ou seja, subclones. A maioria das teorias propdem que 0s
subclones se dividem indefinidamente e evoluem de modo independente, até uma célula
subclonal adquirir todas as caracteristicas do cancro e, finalmente, dar origem a uma
populacéo totalmente maligna. S&o estes grupos de subclones, genética e fenotipicamente
distintos, que formam a heterogeneidade tumoral (Axelrod, Axelrod & Pienta, 2006). Enquanto
esta previsto que estas populagcbes “filhas” evoluam independentemente, através da
competicd0o por recursos como oxigénio, nutrientes e espaco, Axelrod & Pienta (2006)
teorizam que existe, na verdade, cooperacao entre as células com repercussdes positivas na
progressao tumoral. Quando células diferentes partilham recursos que sédo exclusivos de
umas, mas requisitados por outras, a capacidade cumulativa de mutacdes torna-se mais
rapida. Como os tumores sdo heterogéneos, as populagbes apresentam propriedades
diferentes e através desta cooperacdo torna-se mais provavel que pelo menos um dos
subclones adquira todas as mutacdes necessarias para se tornar capaz de metastizar e formar
novas massas a distancia. Isto é, a heterogeneidade tumoral e a cooperacdo entre
comunidades diferentes torna o tumor mais agressivo. H4 uma correlagdo positiva entre
heterogeneidade e agressividade. A teoria que atualmente contempla estas diferencas
compara o sistema tumoral a uma arvore, classificando as mutacdes como pertencentes ao
tronco quando se encontram na populacao de origem, isto €, os clones celulares ou como
ramos quando presentes nos subclones (e tal como os ramos se dispersam entre si, também
os subclones apresentam mutacdes proéprias) (Marusyk & Polyak, 2010; Yap, Gerlinger,
Futreal, Pusztai & Swanton, 2012).
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A heterogeneidade intratumoral, entre outras complicacdes, influencia negativamente
o diagnostico de cancros, apesar de a mesma poder ser classificada como um importante
marcador clinico da malignidade tumoral (Gerashchenko et al., 2013).

Estudo gendmicos realizados em humanos, concluiram a existéncia de uma
importante heterogeneidade intratumoral em CCE na cabeca, pescoco e cavidade oral
(Canning et al., 2019; Zandberg et al., 2019), sendo que os CCE humanos séo considerados
como tendo diferentes graus de diferenciacdo dentro de um mesmo tumor (Rivera, 2015).
Ramén Y Cajal et al. (2020) afirma ser espectavel a identificacdo coexistente de regides bem,
moderadamente e mal diferenciadas em CCE.

Estudos gendmicos como os de Rodney et al.,, (2023) em CCE orais em gatos,
comprovam a existéncia de heterogeneidade intratumoral, bem como semelhancas em
mutacdes especificas entre gatos e humanos, ou seja, 0s genes e mecanismaos que perpelam
a tumorgénese em CCE oral sdo semelhantes entre as duas espécies.

Estudos como o de Sharma et al. (2019) em CCE pulmonar humano, salientam que
diferencas regionais intratumorais, nao apenas de origem genética, mas também fenotipica,
tém uma importante influéncia na conformacéo clonal das massas tumorais.

Em medicina veterindria, sdo escassos 0s projetos que se focam na heterogeneidade
intratumoral, genotipica ou fenotipica.

Logicamente, sendo cada tumor um sistema complexo com arquitetura clonal variada,
com comunidades celulares com caracteristicas e comportamentos distintos, também a
expressdao de biomarcadores sera afetada pela heterogeneidade intratumoral (Swanton,
2012). O Ki-67 permite o estudo do indice de proliferacdo tumoral, diretamente associado a
capacidade de proliferacdo descontrolada, uma das caracteristicas centrais do cancro.
Geralmente, quando se realiza a medicao deste valor, o tecido utilizado provém de uma Unica
colheita/biépsia. Como tal, os valores resultantes sdo considerados representativos de todo o
tumor, ndo valorizando a heterogeneidade inerente ao mesmo (Kock Am Brink et al., 2023).
Adicionalmente, foi confirmado por Yang, Tang & Klimstra (2011) que a atividade proliferativa
das células neoplasicas é heterogénea.

O estudo de Boger, Behrens & Rocken (2016) focou-se na expressao de Ki-67 em
carcinomas gastricos humanos tendo em consideracdo a heterogeneidade tumoral, com
medicdo da marcacado do biomarcador Ki-67 em diferentes locais do tumor, tal como no
presente estudo. Os autores identificaram padrbes de expressao heterogéneos aquando de
avaliacdo de comunidades clonais diferentes.

O Ki-67 pode ser utilizado ndo s6 como fator de progndéstico por estar correlacionado
ao indice de proliferacdo celular, mas também tem sido estudado como um medidor de

heterogeneidade intratumoral, uma vez que esta influencia a eficacia dos tratamentos
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selecionados, visto que grupos clonais e subclonais podem ser mais sensiveis que outros a
um mesmo farmaco e/ou um grupo celular pode ser eliminado, dando espac¢o para o
crescimento das comunidades resistentes (Boros et al., 2017).

O estudo de Jie, Bai, Yan, Chi & Li (2021), em CCE humano, nao identificou diferencas
significativa perante a comparacdo de um grupo cujas amostras foram recolhidas segundo
protocolos de rotina e um grupo onde se realizou colheita de tecido tumoral em mdltiplas
zonas, de modo a ter uma amostra representativa. Contudo, identificaram diferencas na média
de marcacgdo positiva de Ki-67 das amostras pertencentes ao grupo onde foram realizadas
recolhas em varias zonas, o que 0s autores consideraram indicativo da influéncia da
heterogeneidade intratumoral na expresséo do Ki-67.

Nesta dissertacdo os CCE selecionados foram classificados quanto ao grau de
malignidade/agressividade através do sistema Nagamine et al., (2017). Tendo-se verificado
gue os tumores selecionados neste trabalho s&o, na sua maioria, pouco agressivos (grau 1)
e relativamente bem diferenciados. Esta podera ser a razdo pela qual o Ki-67 ndo se
demonstrou um adequado biomarcador de heterogeneidade.

A heterogeneidade intratumoral apresenta uma vertente fenotipica, sendo que esta foi
a Unica vertente considerada neste trabalho. A verdadeira avaliacdo da heterogeneidade néo
esta completa sem um estudo genético. Teoriza-se que apesar de bastante agressivos
localmente, e como tal com heterogeneidade elevada, a sua fraca capacidade para metastizar
e relativa elevada diferenciacdo celular dos CCE em gatos, fazem com que esta

heterogeneidade ndo se concretize numa alteragéo significativa da expressao de Ki-67.

4.2 Estudo da heterogeneidade da marcacéo de Ki-67 nas vérias sec¢fes dalamina

de histopatologia de CCE em gatos

A avaliacdo da heterogeneidade dos varios tipos de tecido numa mesma lamina
permite perceber se a contagem automatica realizada com o auxilio de software € robusta a
selecdes menos cuidadas da area a analisar. O objetivo desta analise pretende a averiguacéo
de dois pontos: (1) a necessidade de recorte cuidadoso da area do tumor a avaliar (através
de ferramentas digitais) e (2) a influéncia nas contagens da marcacao de Ki-67 de outros
elementos que contribuem para heterogeneidade intratumoral como o microambiente
(explorado na seccéo 4.3).

De modo a realizar esta por¢cdo do estudo procedeu-se a comparagdo entre o valor
médio de marcacéo de Ki-67 obtido pela sele¢do de &reas aleatérias que incluiram apenas
células tumorais e o valor da “verdadeira aletadria”, um valor médio da marcacéo do Ki-67 em

areas aleatorias com inclusao de células tumorais, estromais e inflamatérias. Neste estudo,
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concluiu-se que nao existem diferencas significativas entre estes dois tipos de contagens. Foi,
ainda, utilizado o modelo multivariado para averiguar a presenca de viés de confusado, tendo-
se concluido, & semelhanca do que foi descrito acima, que o numero de células contadas e a
densidade de células ndo atuam como fatores de confuséo.

Segundo Hamilton et al., (2014) e Pantanowitz et al., (2011), a patologia digital centra-
se na digitalizacdo de laminas, de modo transferir o0 seu contetdo para formato digital. De
acordo com o software utilizado, os tecidos digitais podem ser estudados em varias vertentes,
desde parametros abrangentes como a arquitetura tecidual, até fatores mais minuciosos como
a morfometria nuclear. A sua importancia destaca-se, particularmente, na analise
imunohistoquimica e de fluorescéncia de biomarcadores. A utilizacdo de inteligéncia artificial
em patologia permite um aumento da exatiddo e precisdo quantitativas no estudo destes
marcadores moleculares (Baxi, Edwards, Montalto & Saha, 2021). O processo homdlogo
realizado visualmente pelo patologista € moroso (contagem de pelo menos 500-1000 nucleos)
e esta suscetivel a erro humano (Denkert, Budczies, Minckwitz, Winert, Loibl & Klauschen,
2015; Dowsett et al., 20211).

Um dos programas mais universalmente utilizados na patologia digital € o programa
Fiji. Este é a atualizacdo do programa ImagJ, desenvolvido especialmente para a analise de
imagens biolégicas (Schindelin et al., 2012). Para a utilizagdo da funcdo de contagem de
células coradas através deste programa, o operador necessita apenas de uma imagem do
tumor. Este programa nao permite, contudo, o recorte da area desejada. A imagem utilizada
pode conter apenas células tumorais se a ampliacdo for elevada, resultando em menor
namero de células presentes devido & aproximagdo. Se se optar por uma area maior para
abranger mais células tumorais, inevitavelmente (e principalmente em tumores infiltrativos
como o CCE) outros componentes do tecido seréo incluidos na imagem (e consequentemente
na contagem), tal como o estroma associado ao tumor e células inflamatorias nele infiltradas.

De modo a mimetizar a utilizagéo do programa Fiji neste trabalho, selecionou-se uma
regido aleatéria do tumor (utilizado uma fungao idéntica do QuPath) que contém néo so células
tumorais marcadas e ndo marcadas, mas também células estromais e células inflamatérias -
a “verdadeira aleatoria”. De seguida, foram realizadas contagens através do recorte cuidadoso
de areas aleat6rias do tumor propriamente dito. Finalmente, os valores destes dois tipos de
contagens foram comparados.

A concluséo retirada foi que as diferencas existentes dentro de um mesmo tumor nao
sdo estatisticamente significativas, ou seja, as contagens dos dois grupos nao diferem
significativamente entre si. Esta informacéo tem impacto no trabalho dos operadores que
realizam este tipo de estudo. Apesar de as contagens realizadas através das ferramentas do

QuPath serem indiscutivelmente mais fidedignas, pois remetem apenas as células tumorais
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que sdo a area de interesse, ndo sendo necessario o trabalho adicional de selecionar
meticulosamente areas tumorais especificas, o estudo torna-se mais facil e rapido, com
resultados obtidos de modo eficiente e sem comprometimento da precisdo dos mesmos.
Contudo, € importante realizar-se comparacdes entre as interpretacdes realizadas por estes

softwares e os préprios patologistas (Baxi et al., 2021).

4.3 Estudo comparativo da contagem de Ki-67 na massa tumoral e no estroma
associado ao tumor em CCE em gatos

Cada lamina de microscopia para andlise histopatoldgica de um dado tumor é muitas
vezes composta pelo tumor propriamente dito e zonas de estroma adjacente que pode, ou
nao, ter infiltracdo de células tumorais ou inflamatdrias. Assim, torna-se importante do ponto
de vista do estudo do comportamento do tumor no organismo, perceber se existe uma relacéo
entre o indice de proliferacao, no caso avaliado pela expresséo da proteina Ki-67, das células
tumorais e do estroma. Desta forma, foram selecionadas areas da lamina de forma
completamente aleatéria (“verdadeira aleatéria”) e regides exclusivamente compostas por
estroma, sendo as contagens da marcacao de Ki-67 realizadas automaticamente.

A analise dos dados de contagens recolhidos permitiu verificar que existem diferencas
estatisticamente significativas entre os valores de contagem de Ki-67 do estroma associado
ao tumor e as contagens da regido “verdadeira aleatéria” sendo que o nimero de células
contadas e a densidade de células positivas ndo atuaram como fatores de confusdo na
contagem de marcacao de Ki-67 estromal.

Nesta etapa do estudo, foi possivel confirmar a presenca de heterogeneidade dos
tecidos encontrados numa lamina histolégica e da influéncia de outros componentes (para
além das células tumorais) na contagem da expresséao de Ki-67 em CCE em gatos.

O microambiente de tumores malignos é ele préprio altamente heterogéneo. Este é
composto, para além de células tumorais, por células estromais que o préprio tumor recruta
para auxiliar no seu desenvolvimento e progressao. Os constituintes do microambiente a ser
recrutados podem advir de tecido enddégeno préximo ou de tecidos distantes através da
circulagdo sistémica (Kidd et al., 2012). A medida que o tumor se desenvolve, as suas
necessidades alteram-se e, como resposta, o estroma associado ao tumor modifica-se,
podendo dizer-se que estes dois componentes do microambiente co-evoluem (Hanahan &
Coussens, 2012). As células de suporte presentes no estroma associado ao tumor atuam de
modo a promover e facilitar o desenvolvimento das “caracteristicas do cancro”. Hanahan &
Ciussens (2012) afirmam que estas atuam ativamente na manutencdo de sinalizagdo

proliferativa, evasdo aos supressores de crescimento e a destruicdo pelo sistema imunitario,

74



inducdo de imortalidade replicativa, ativacdo do processo de invasao e metastase, inducao da
angiogénese, resisténcia a morte celular e desregulacdo dos mecanismos energéticos
celulares. Como ja mencionado, os tecidos neoplasicos atuam como feridas que nunca
cicatrizam. Contudo, a formacao do estroma associado ao tumor apresenta semelhancas com
0 tecido cicatricial (Dvorak, 1986). Durante a sua formacdo da-se a alteracdo da matriz
extracelular que envolve as células tumorais, com infiltracdo de fibroblastos e células do
sistema imunitario associada a neovascularizacdo. Através do recrutamento de células ndo
tumorais com diferentes funcdes, tais como (e para além das ja citadas) células estromais
mesenquimais, adipocitos, macrofagos, células endoteliais e pericitos e até mesmo células
da medula 6ssea, a massa tumoral é mantida e progride (Dvorak, 1986). O estudo de Scully
et al. (2012) com foco num processo Unico denominado de transdiferenciacédo
especificamente em células estaminais de glioblastomas, revela que as células tumorais
apresentam capacidade para se modificarem, isto é, se transdiferenciarem em células do
estroma associado ao tumor de modo a auxiliar na progressdo tumoral. Tendo em conta a
panoplia de células envolvidas e a capacidade de transdiferenciacao celular (de tumoral para
estromal e de estromal para tumoral), pode afirmar-se que o tumor (massa tumoral e
microambiente) é um tecido altamente heterogéneo e dindmico (Bussard, Mutkus, Stumpf,
Gomez-Manzano & Marini, 2016). Um processo central na formagéo do estroma associado
ao tumor designa-se de transformacgéo de epitelial/endotelial a mesenquimal (TEM). Este
processo complexo estd no cerne da transformac@o de células endoteliais, fibroblastos,
células imunes e estaminais, e mesmo células tumorais, em células estromais com
capacidade de producgéo de fatores de crescimento, citoquinas e quimioquinas que estimulam
a progressao e eventual metastase do tecido tumoral (Jayanthi, Varun & Selvaraj, 2020).

A interacdo entre células pertencentes ao estroma associado ao tumor e as células
neoplésicas é considerada uma forma de comensalismo com impacto positivo na manutencao
da massa tumoral e promocé&o do seu crescimento (Mueller & Fusenig,2004).

Yashiro, Ikeda, Tendo, Ishikawa & Hirakawa (2005), afirmam que estudos moleculares
em células estromais identificaram diferencas consideraveis entre células pertencentes a
estromas constituintes de tecidos sdos e estromas associados a tumores, nomeadamente
carcinoma in situ e carcinoma invasivo. Através da acumulacdo de mutacfes caracteristicas
de tecidos tumorais, as massas adquirem capacidade de ativar e modificar as células
estromais, incitando processos como a producdo de componentes da matriz extracelular,
neoangionénese, resposta imune e inflamatodria e proliferagédo de fibroblastos associados ao
tumor (Beacham & Cukierman, 2005). A comunicacdo entre tumor e estroma realiza-se
maioritariamente através de sinais paracrinos entre células estromais (nomeadamente,

fibroblastos associados a carcinoma) e células epiteliais tumorais. Uma das principais
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moléculas envolvidas nesta comunicacao intercelular € a proteina de ativacao de fibroblastos,
presente na superficie celular dos mesmos. Segundo Cheng et al. (2002), a ativacédo desta
proteina transmembranar estromal esta associada a um grau de agressividade tumoral mais
elevado e progressao neoplasica em murganhos.

Uma das vias de tratamento atuais em casos de neoplasias trata-se da indugdo de
senescéncia celular em células tumorais. O estudo de Parrinello, Coppe, Krtolica & Campisi
(2005) em carcinomas mamarios em murganhos, verificou que a exposicao do epitélio pré-
maligno a fibroblastos senescentes associados ao carcinoma humano resulta numa perda
irreversivel das fun¢des de diferenciacdo do epitélio, associada a uma total transicdo para
tecido maligno com capacidade invasora. Tal comprova a influéncia de células estromais na
carcinogénese, mesmo quando estas se apresentam aparentemente inativas (Bilalovi¢,
Vrani¢, Serdarevi¢, & Foco, 2006).

O estudo de Klobukowska & Munday (2016) identificou uma correlacéo positiva entre
valores elevados de fibroblastos associados ao tumor com menor tempo de sobrevivéncia,
evidenciando o seu possivel papel como fator de progndstico em gatos com CCE.

Os métodos de classificacdo do grau de malignidade mais utilizados, como o sistema
TNM, focam-se nas propriedades das células tumorais e ignoram o comportamento do
estroma associado ao tumor. Para além da influéncia que este detém na progressao da
doenca, esta comprovado que tumores com estroma abundante estdo associados a maior
malignidade e a pior sobrevivéncia, pelo que o racio tumor-estroma comeca a ser ponderado
como um fator progndstico (Kemi, Eskuri & Kauppila, 2019; Almangush et al, 2021). A revisao
bibliogréafica de Almangush et al. (2021) sobre CCE em humanos identificou evidéncia de que
guantidades elevadas de estroma associado ao tumor apresentam correlacdo positiva com o
grau de agressividade tumoral e sobrevivéncia reduzida.

Apesar da existéncia de diversos estudos sobre heterogeneidade e sobre marcagéo
de Ki-67 em CCE, a informac&o sobre a distribuicdo espacial intratumoral deste biomarcador
encontra-se sob debate (Reid, Balci, Saka & Adsay, 2014; Ricci et al., 2016).

O estudo de Jing et al. (2018) em CCE orais em humanos, focou-se na marcacao de
Ki-67 em células tumorais e em fibroblastos presentes no estroma associado ao tumor, tendo
em conta a heterogeneidade tumoral. Os autores verificaram que a sua expressao nas células
tumorais era consideravelmente superior as células estromais avaliadas, tal como no presente
estudo. O estudo teve em conta, para além da heterogeneidade celular, também a
heterogeneidade das varias regifes da lamina, através do estudo da expressao de Ki-67 em
ambos os tipos de células no centro do tumoral e na frente invasora. Os autores concluiram
gue as células tumorais apresentaram maior expressao no centro do tumor, enquanto as

estromais manifestaram maior marcagéo na frente invasora.
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A semelhanca do estudo anterior, Batelja-Vuletic et al. (2021) também estudaram a
expressdao de Ki-67 em células tumorais e do estroma em CCE orais em humanos e
verificaram que a sua expressao era mais intensa nas células tumorais do que nas estromais,
tal como no presente trabalho.

O estudo da importancia do estroma associado ao tumor e as suas funcdes para a
progressao maligna de variados tumores foca-se muitas vezes no papel dos fibroblastos
associados ao tumor. O mesmo se verifica em estudos referentes a expressao do biomarcador
Ki-67 estromal, pois estas células encontram-se em proliferacdo ativa durante a
carcinogénese e o Ki-67 € um marcador de proliferacdo. Contudo, no presente estudo
identificou-se que uma quantidade importante de células marcadas no estroma eram células
inflamatorias.

A relagéo entre o tecido tumoral e o sistema imunitario € complexo. A presenca de
inflamagé&o, principalmente no inicio da carcinogénese, apresenta beneficios para o
organismo, uma vez que células como linfécitos Natural Killer e linfécitos T citotoxicos atuam
ativamente de modo a destruir o tecido anormal e impedir o desenvolvimento de cancro
(Garcia-Lora, Algarra & Garrido, 2003). Contudo, uma vez estabelecido, o tumor apresenta
diversos mecanismos para impedir a sua detecao pelo sistema imunitario e, quando detetado,
para impedir a sua acdo anti-tumoral (Garcia-Lora et al., 2003). A conversdo do sistema
imunitario estd dependente da presencga de outros componentes do estroma associado ao
tumor, como os fibroblastos associados ao tumor que auxiliam na progresséo tumoral através
da producdo de citoquinas proé-inflamatorias (TIsty & Coussens, 2006), a presenca de
moléculas (citoquina, quimiocinas, etc.) e de intera¢des tumorais especificas que impelem a
transformacéo fenotipica das células de defesa para um fenétipo promotor de tumor (Ostrand-
Rosenberg, 2008; Smith & Kang, 2013). De acordo com de Visser, Eichten & Coussens
(2006), a presenca de infiltrados inflamatoérios ricos em linfocitos no estroma associado ao
tumor e tecido tumoral estd associado a melhor progndstico, enquanto que a abundéncia em
neutrofilos e macréfagos correlaciona-se a um pior progndstico e/ou a angiogénese mais
evidente.

No presente estudo, a identificacdo da marcacgéo de Ki-67 nos infiltrados inflamatorios,
nomeadamente em neutréfilos, foi um achado inesperado, sendo esta marcacao por vezes
mais evidente nas células inflamatérias que em células tumorais (Figura 3). Contudo, ao
contrario de outros componentes do estroma associado ao tumor, esta células ndo se
encontram tipicamente em proliferacdo ativa, logo ndo deveriam apresentar marcacéo de Ki-
67.
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Figura 3 — Marcacao de Ki-67 em células tumorais (A) e de neutrdfilos (B), em CCE em gatos.
Coloragéo com DAB e de contraste com hematoxilina de Mayer (objetiva 40x).

Os neutrofilos sdo células que alcancaram total diferenciacdo, ndo apresentado
capacidade de divisdo (Klaussen, Bjerregaard, Borregaard & Cowland, 2004). Estas tém
origem na medula 6ssea e ap0s a sua diferenciacdo e realizacdo das suas fun¢cdes como
componente do sistema imune inato, sofrem necrose ou apoptose. Contudo, existe um
desfecho adicional para estas células: a NETose (ou netose) é um tipo de morte celular dos
neutrofilos associada a libertacdo de cromatina sob a forma de armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETs) (Demers et al., 2012). Esta morte “alternativa” implica a destruigao nuclear
e de membranas granulares da célula, a libertacdo dos compostos para o citosol e a sua
expulséo para o espaco extracelular apds a rutura da membrana celular (Demers et al., 2012).
Um aspeto particular da NETose, e que a diferencia da apoptose, é a ocorréncia da
desintegracéo do envelope nuclear que, coincidentemente, ocorre de forma idéntica durante
a mitose. Perante estas evidéncias, Amulic et al. (2017), elaboraram a hip6tese que a indugéo
de NETose poderia estar associada a reativagdo mitogénica de certos reguladores do ciclo
celular. Para que haja reativacdo é necessaria a acdo de mitogénios sobre recetores
especificos, nomeadamente a proteina quinase ativada por mitogene. Estas moléculas
regulam o ponto de controlo da fase G4, sendo que a progressao ao longo das restantes fases
é mitogene-independente (Alberts et al., 2002°). Os neutrdfilos sdo considerados como
residentes permanentes da fase Go, contudo durante o estudo de Amulic et al., (2017)
verificou-se que os neutrofilos provocam a ativacdo das quinases pertencentes a fase Gi
quando estimulados a fazer NETs. Um dos biomarcadores estudados por Amulic et al. (2017)

trata-se do Ki-67. Os autores confirmaram que neutréfilos em quiescéncia ndo apresentavam
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gualquer marcacao, mas que os estimulados a entrar em NETose demonstram-se positivos
para o Ki-67.

A NETose apresenta importancia para o estudo do cancro, pois € estimulada perante
defeitos no controlo do ciclo celular em tecidos tumorais mediante alteracBes das CDKs. A
sua desregulacado, seja porque o tumor se torna independente de mitogénios ou imune a
agentes antimitogénicos, despoleta ndo sé a proliferacdo descontrolada das células
neoplasicas, bem como instabilidade gendmica e cromossomica. Adicionalmente, das
guinases envolvidas no ciclo celular, as proteinas homologas CDK 4 e 6 sdo as principais
reguladoras da transi¢cdo da fase Gi e G, (Malumbres & Barbacid, 2009). A atividade de
mitogenes em células quiescentes com CDK 4 e 6 leva a reativacao do ciclo celular (Tigan,
Bellutti, Kollmann, Tebb & Sexl, 2016). Amulic et al., (2017), ao realizarem o0 estudo em
neutréfilos humanos identificaram a presenca de CDK 4 e 6 e que estas proteinas auxiliam na
regulacédo da formacao de NETs através da regulagdo do ciclo celular. Da mesma forma a
elevada expressao da CDK 6 foi identificada em diferentes cancros de tal modo que a sua
inibicdo poderd vir a fazer parte de terapias no futuro (Tigan, Bellutti, Kollmann, Tebb & Sexl,
2016).

Desta forma, podera admitir-se que durante o presente estudo dos CCE selecionados
estaria-se perante uma reativacdo mitogénica dos tecidos (ndo incomum em neoplasias) e
gue os neutrofilos que se encontravam a invadir o estroma associado ao tumor estariam,
potencialmente, em NETose e como tal positivamente marcados para o Ki-67. A identificacédo
de possivel NETose em casos de cancro podera ter importancia, visto que esta comprovado
0 seu papel na carcinogénese, seja porque promovem a libertacdo de moléculas pro-
inflamatorias que resultam em danos no ADN, seja pela promocéo de proliferagédo de células
neoplasicas, levando a um microambiente propicio a tumorgénese (He, Cao, Zhao, Li, Zhou
& Hirsch, 2018 e Ortenberg, 2015 citados por Jaboury et al., 2023). Adicionalmente este
fendmeno facilita a metastase do tecido tumoral de origem através de diferentes processos.
Os neutrdfilos localizados no estroma associado ao tumor libertam NETs com capacidade de
prender fisicamente células tumorais e através de uma serino-protease, produzida também
pelos neutréfilos, da-se a sintese de fator de crescimento semelhantes a insulina-1. Estes
altimos promovem o aumento de adesdo intercelular mediada por E-caderinas com
consequente agregacao de células neoplasicas e a sua entrada na corrente sanguinea (He et
al., 2018 e Ortenberg, 2015 citados por Jaboury et al., 2023). Deste modo, a evidente
abundéancia de neutrdéfilos no estroma associado ao tumor (Si et al., 2019) e em circulacdo
(Sumner et al., 2017) sao considerados como fatores de mau prognéstico em diversos
cancros, incluindo cancros cutaneos como o CCE da cabeca e pesco¢o em humanos (Pylaeva
et al., 2022).
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Interessantemente, neste trabalho, o local anatbmico onde os tumores apresentaram
aparentemente maior inflamacéo, associada a elevada marcacao de Ki-67 estromal e de uma
forma geral no tumor (considerando a contagem “verdadeira aleatéria”) trata-se da cavidade
oral. O CCE oral é a neoplasia oral mais comum em gatos, representando 70-80% dos
tumores orais. O prognéstico deste tipo de tumores néo é favoravel devido ao diagnostico
frequentemente tardio da doenca (Bilgic, Duda, Sanchez & Lewis, 2015). A cavidade oral é
revestida por um epitélio escamoso nao queratinizado e, como tal, mais fragil. Adicionalmente,
apresenta um microbioma especifico, esta exposto a agentes ambientais exdgenos (incluindo
carcinogéneos) e é local de respostas imunes inatas e adquiridas bem desenvolvidas
(Dewnhirst et al., 2010). Geralmente, o CCE oral em humanos encontra-se notoriamente
associado a infiltragcéo inflamatoria (Laliberté et al., 2021), sendo que o estudo de Goertzen et
al., (2018) identificou cinco vezes mais ceélulas inflamatorias (neutréfilos e linfécitos) em
amostras de tecido oral de doentes com CCE e dez vezes mais citoquinas pro-inflamatérias
na saliva dos mesmos, em comparagado com controlos saudaveis. Estes autores conseguiram
assim concluir que a presenca da elevada inflamacdo promove a invasao do tecido tumoral
em casos de CCE oral humano. O estudo de Renzi et al. (2020) identificou alteragcdes na
metilacdo do ADN em genes especificos de gatos com CCE oral associadas a elevada
percentagem de mutacdes no gene TP53 (68% dos gatos com CCE oral) em comparacéo
com felinos com mucosa saudavel (3%). Apesar de em quantidades mais reduzidas, as
mesmas alteracdes foram identificadas em gatos com estomatite, o que permite formar uma
correlagdo com inflamacdo oral e, quando esta € crbnica, com o desenvolvimento e a
progressao do CCE oral.

4.4 Marcacgao de Ki-67 na frente invasora e na superficie de CCE em gatos

A andlise estatistica revelou que a proliferagéo, evidenciada pela marcacéao do Ki-67,
era estatisticamente semelhante entre a frente invasora e a superficie do tumor.
Adicionalmente, ndo foram detetadas diferencas na proliferacdo das células tumorais
especificamente da frente invasora e as realizadas no centro do tumor (contagens aleatérias).
No entanto, observou-se que os CCE do plano nasal apresentavam comportamentos
infiltrativos mais agressivos na frente invasora do tumor em comparacdo com o pavilhdo
auricular, considerando o maior estado proliferativo das suas células.

Referente a hipotese de utlizacdo da frente invasora de tumores como fator
prognostico, Bryne (1998) constatou, considerando informagé&o adquirida por diversos
patologistas ao longo de décadas, que a morfologia da frente invasora tumoral € distinta de

regides superficiais e mesmo de areas centrais de um mesmo tumor. A sua distingdo consiste
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numa maior dissociacdo e menor grau de diferenciacdo celulares quando comparadas as trés
regides tumorais. Também as interacdes entre o tecido neoplasico da frente invasora e o
microambiente que a envolve apresentam uma influéncia significativa no desenvolvimento e
progressao tumoral. Os principais tumores onde essas diferencas foram identificadas foram
os CCE, diversos adenocarcinomas e melanomas malignos. Bryne sugere que as diferencas,
inter e intratumorais das células tumorais da frente invasora poderdo ser as principais
fornecedoras de informacdo para um correto prognostico quando estudadas
sistematicamente.

Histologicamente, estas células tumorais apresentam-se menos diferenciadas e com
padrdes de invasdo mais marcados quando comparadas com as células de um mesmo tumor
no centro ou superficie, em CCE orais e cutdneos em caes. Estas diferencas intratumorais
s&o mais evidentes em tumores orais do que cutédneos (Nagamine et al., 2017).

A frente invasora de um tumor refere-se essencialmente a area tumoral que invade
ativamente os tecidos envolventes, ou seja, a interface entre o tecido tumoral e o “hospedeiro”
(Bryne et al., 1998). Objetivamente, a frente invasora corresponde a entre trés e seis camadas
celulares do tumor e grupos celulares destacados da massa principal mais afastados da
superficie (Piffko et al., 1997).

Como ja comentado por Bryne (1998), as intera¢des entre células tumorais e 0 espaco
extracelular do “hospedeiro” sao de significante importancia.

O estroma corresponde ao espaco extracelular composto principalmente por agua,
componentes fibrosos como colagénio e fibras elasticas, glicoproteinas e proteoglicanos
(Agrawal, Rai & Jain, 2011). Este, quando saudavel, atua como uma barreira natural a
progressao tumoral, através de estruturas compostas por colagénio ou por tecido muscular
estriado ou liso (Devendra, Niranjan, Swetha & Kaver, 2018). No entanto, quando modificado
auxilia na progresséao da frente invasora através de suprimento sanguineo (nutri¢cdo) e influxo
de células inflamatorias. A sua funcao estrutural permite a manutencgéo da integridade tumoral,
com o colagénio a suportar o tumor como se de um exoesqueleto se tratasse, atuando
simultaneamente como barreira a sua progressao (Kalele et al., 2014). De acordo com o0s
estudos de Kalele et al., (2014), Venigella, Charu, Rao & Rao (2010) e Sharma et al., (2015),
a estrutura do estroma modifica-se e restrutura-se com a evolugdo e invasao do tumor. Em
casos de CCE orais humanos bem diferenciados, o colagénio que o constitui adota a forma
de grossas bandas. Em tumores com frentes invasoras mal diferenciadas as fibras de
colagénio sao finas, desorganizadas e laxas. As progressivas alteragcbes do colagénio
estromal podem ser utilizadas como fator de progndstico, pois relacionam-se com a
propensdo das células tumorais de metastizar (Devendra et al., 2018). Segundo, Agrawal et

al., (2011) os componentes fibrosos do estroma associam-se com a ocorréncia de CCE oral

81



em humanos e alteracdes do padrao das fibras estromais foi identificado igualmente em
cancros cutaneos (Stenback et al.,1999).

A maior proximidade da frente invasora com células inflamatoérias infiltradas e, como
tal, com as moléculas por estas libertadas fazem com que esta regido esteja mais propensa
a invadir em profundidade e eventualmente metastizar com maior facilidade (Sanegre et
al.,2021).

Alterac6es moleculares na interface tumor-estroma viabilizam a progressdo do tumor
sendo que oscilacdes da expressao de proteinas da membrana basal estdo envolvidas no
processo de carcinogénese ao nivel da frente invasora. Muitas destas proteinas (laminina,
tenascina, fibronectina, contractina, E-caderinas, etc.) sdo produzidas pelas células tumorais
da frente invasora com impacto na adesao celular (Wilson, Jiang, Pierce & Wiebkin, 1999;
Sharma, Sah, Sharma & Radhakrishnan, 2013).

A capacidade invasora é complexa com varios intervenientes. Nomeadamente, para
que haja espaco para que se dé a disseminacdo neoplasica € necessario ocorrer a
degradacao proteolitica da matriz extracelular. A elevada atividade de diferentes proteases é
particularmente evidente na frente invasora e associada ao microambiente tumoral, ndo sendo
considerada uma propriedade inerente das células cancerigenas (Hadler-Olsen, 2011,
Kurahara et al., 1999). Contudo, € necessaria a presenca de disfungéo dos inibidores teciduais
de metaloproteinases da matriz para uma invasao eficiente da frente tumoral (Ondruschka et
al., 2002).

AlteragBes inerentes as células tumorais pertencentes a frente invasora também
contribuem para a sua malignidade, ndo sendo o estroma associado ao tumor e a interagédo
tumor-estroma o0s Unicos responsaveis pela facilidade da metastizagdo. Alteracdes ao nivel
do ADN celular na frente invasora, em concordancia com a historia clinica dos doentes (tipo
de tumor e estadio) sdo importantes fatores de prognéstico (Noguchi, Kinjyo, Kohama &
Nakamori, 2002). Alteracbes como perda de heterozigotia e desequilibrios ao nivel dos alelos
foram previamente identificados em CCE oral humano (Partridge et al., 1999; Yamamoto et
al., 2003). Em adicao, Tang, Xu & Zhou (2010) constatou que quanto maior a incidéncia destas
mutagOes, maior a anaplasia celular da frente invasora. Por fim, foi confirmada elevada
atividade proliferativa das células tumorais devido a um aumento na quantidade de moléculas
estimuladoras de proliferacdo na frente invasora, quando comparando com outras areas de
um mesmo tumor (Sharma, Sah, Sharma & Radhakrishnan, 2013; Tumuluri, Thomas & Fraser,
2004). Existe uma correlagdo positiva entre a intensidade da proliferagdo tumoral
(determinada pela contagem de células marcadas com Ki-67) na frente invasora com o estadio

e a espessura do tumor, em CCE oral humano (Tumuluri et al., 2004).
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Todos os estudos abaixo descritos foram estudados em CCE oral e cutaneo em
humanos.

O estudo de Kurokawa et al., (2005) sobre a expressao de Ki-67 na frente invasora
identificou uma correlacdo significativamente positiva entre um elevado indice de Ki-67 e
evidente malignidade na frente invasora. O estudo de Myoung et al., (2006) alcan¢cou a mesma
concluséo, tendo ainda identificado um indice de Ki-67 superior em doentes com metastases
do tumor primario confirmadas. O estudo de Dissanayake, Jonson & Warnakulasuriya (2003),
ao comparar o indice de Ki-67 do centro e da frente invasora, identificou um valor
significativamente superior nesta ultima, revelando a capacidade proliferativa do tumor e a
importancia do estudo comparativo entre regides de modo a obter informacao sobre o carater
maligno do tumor. Tumuluri et al., (2004), conseguiram correlacionar positivamente diferentes
fatores de risco, como estadio clinico e a espessura do tumor, com elevados indices de Ki-67
na frente invasora, sendo que estes indices sdo consideravelmente mais evidentes em
doentes com metéstases a distancia. No estudo de Jing et al., (2018) realizou-se uma
investigacao idéntica aos estudos acima descritos, mas o indice de marcagdo de Ki-67 foi
avaliado nos fibroblastos do estroma associados ao tumor da zona de interface estroma-frente
invasora do tumor. Os autores concluiram que existe uma correlacdo positiva entre a
expressao de Ki-67 no estroma da frente invasora com a progressao do tumor e prognéstico.
Por outro lado, existem estudos como o de Cortegoso et al., (2017) onde néo se identificou
uma correlacdo estatisticamente significativa entre a expresséo de Ki-67 na frente invasora e
a presenca de metastases e, consequentemente, com o valor prognostico deste biomarcador.

Tendo em conta o conjunto de propriedades inerentes as células tumorais da frente
invasora, das células estromais que contactam com a frente invasora e as complexas e
dindmicas interacdes tumor-estroma, fica assim comprovada a importancia desta area
especifica da neoplasia para o progndstico do doente, visto que se coloca a hipotese de que
o verdadeiro comportamento do tumor sé consegue ser determinado aquando do estudo da
frente invasora (Dissanayake, 2017). Deste modo, os clinicos sdo aconselhados a planear
biopsias com dimensfes suficientes para incluir a frente invasora e permitir aos patologistas

avaliar esta regido histologicamente (Bryne, 1998).

4.5 Estudo dainfluéncia das variaveis sexo, idade, localizacdo anatomica e grau de

agressividade sobre a marcacéo de Ki-67

Uma vez que a maioria dos tumores foi classificada como bem diferenciados, ou seja,

pertencentes ao grau 1 do sistema adaptado de Nagamine et al., (2017), as 25 amostras foram
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estudadas como um conjunto, tendo sido priorizada a sua divisao de acordo com a localiza¢ao
anatémica.

Segundo os testes estatisticos utilizados, ndo existe correlacdo estatistica entre a
idade dos gatos avaliados e a localizacdo anatdmica dos CCE e o grau de agressividade
tumoral. Surpreendentemente, também o grau de agressividade ndo demostrou estar
correlacionado com a localizagdo anatomica dos CCE, embora estudos acima mencionados
relatem que CCE da cavidade oral apresentam uma maior inflamacdo, que por sua vez é
considerada um fator de mau progndéstico e maior malignidade (Goertzen et al., 2018). No
presente estudo, apenas foi identificada uma correlagdo com o sexo dos animais, sendo que
os tumores do pavilhdo auricular aparentam ser mais frequentes em fémeas e os do plano
nasal em machos, enquanto os da cavidade oral foram identificados igualmente em ambos os
sexos. Contudo devido ao reduzido numero de amostras estes resultados ndo foram
considerados como biologicamente relevantes e deverdo ser comprovados com a continuacao
destas analises em mais CCE em gatos. O sexo nao influenciou a idade com que os tumores

se desenvolvem.

4.6 LimitacOes do estudo

4.6.1 Impossibilidade de obter follow-ups

Aquando do planeamento deste projeto, no inicio de 2019, pretendia-se um estudo da
expressao de Ki-67 e a comparacdo dos resultados com follow-ups clinicos dos casos
avaliados de modo a, tal como muitos outros estudos, adquirir informacdo sobre o valor
prognastico deste biomarcador em CCE em gatos. Contudo, devido & pandemia muitos dos
follow-ups foram perdidos devido a faléncia de clinicas e a incapacidade dos tutores trazerem
0S seus animais para tratamento, seja por motivos financeiros ou pelas regras que restringiram
0 movimento dos pessoas instituidas durante o periodo de tempo de quarentena. Como tal,
embora uma importante parte do estudo néao tenha sido conseguida com sucesso, a autora
gostaria de realizar, no futuro, uma continuagdo do presente projeto de modo a alcancar esse

objetivo.

4.6.2 Reduzido nimero de amostras

Inicialmente o projeto contava com quase 80 casos diferentes de gatos afetados com
CCE. Infelizmente, devido a condicionantes de logistica, os blocos foram perdidos. Por este
motivo, foi possivel realizar o estudo apenas com 25 casos de CCE, sendo que a esmagadora

maioria apresentava o mesmo grau de agressividade. O nimero reduzido de amostras limita
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as conclusfes que podem ser retiradas, uma vez que 0 seu pequeno tamanho torna a amostra

pouco representativa da populagcédo em estudo.

4.6.3 Utilizacao de programas digitais para andlise de imagem

Como explorado no métodos e materiais, a utilizacdo de inteligéncia artificial tem claros
beneficios. Contudo, sabe-se que devido a menor precisdo e especificidade dos métodos de
avaliacdo automaticos em comparacdo com O0s visuais, € possivel que 0s mesmos
identifiguem marcacdo de Ki-67 em células ndo tumorais o que pode resultar numa
sobrestimacéo dos valores obtidos (Abubakar et al., 2016). A incorreta identificacao de células
marcadas pode dever-se a contornos celulares mal definidos, marcagbes com diferentes
tonalidades e a propria heterogeneidade tumoral (Li, Han, Yu, Li & Liu, 2022). Seria
interessante um estudo futuro em CCE de gatos em que se realize a comparacdo entre
contagens visuais e contagens automaticas e entre contagens automaticas com e sem

“aprendizagem” do programa especifico.

5. Concluséao

No presente estudo, duas componentes foram avaliadas de modo a retirar conclusdes
sobre a técnica de contagem automatica e, simultaneamente, a heterogeneidade intratumoral
de carcinomas das células escamosas em gatos. Ao comparar trés contagens de localizagéo
aleatéria dentro do tumor com inclusdo de apenas células tumorais e entre cada uma destas
contagens com o valor médio de marcacao, comprovou-se homogeneidade intratumoral em
capacidade proliferativa. Estas informacdes, em conjunto, revelam que para a realizagédo do
estudo da marcacéo de Ki-67 a localizagdo da zona a analisar podera ser aleatoria e que ndo
€ necessario a realizacado de mais do que uma contagem.

Ao comparar o valor médio de marcacédo de Ki-67 (adquirido através da selecéo e
recorte areas do tumor com apenas células tumorais com evidente marcagéo) e o valor de
uma contagem que inclua aleatoriamente células tumorais, estromais e inflamatérias
(“verdadeira aleatéria”) confirmou-se assim que os tumores analisados apresentam
homogeneidade intratumoral. Deste modo, aquando do estudo deste tipo de tumores os
operados nao precisam de ter o trabalho adicional de selecionar e recortar a area pretendida,
reduzindo consideravelmente o tempo dispensado neste tipo de trabalho. Adicionalmente, as
células inflamatérias, apesar de marcadas positivamente para esta proteina, ndo aparentaram
influenciar com relevancia estas contagens, embora o0 seu estudo seja importante para o

prognostico final.
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A heterogeneidade intratumoral foi estudada mais profundamente através da
comparacdo das contagens da marcacao do Ki-67 em regides especificas da lamina
histologica. A comparacao dos valores obtidos em locais aleatérios dentro do mesmo tumor e
do estroma associado ao tumor demosntram uma diferenca estatisticamente relevante, sendo
a expressao de Ki-67 estromal bastante inferior, ndo sendo aconselhavel a sua utilizacédo
como fator de prognéstico.

A marcacdo estromal foi particularmente evidente nas células inflamatérias, como
neutrdéfilos. O estudo comparativo entre a marcacao positiva de Ki-67 em células da superficie
do tumor e da frente invasora demonstraram que nao existem diferencas significativas entre
estas duas regifes distintas e como tal, ndo foi possivel confirmar a superior proliferacdo
celular na frente invasora e o seu potencial como fator progndstico em CCE em gatos. Neste
estudo, a frente invasora nao foi confirmada como a area mais importante para avaliacdo da
malignidade do tumor. Contudo, os tumores do plano nasal aparentaram padrdes de invasédo
mais agressivos ao nivel da frente invasora em comparagdo com os tumores do pavilhdo
auricular.

O grau de agressividade dos tumores ndo se correlaciona estatisticamente com a
idade, o sexo dos animais ou com a localiza¢do anatémica dos tumores. No entanto, verificou-
se que na populacdo em estudo os tumores do pavilhdo auricular eram mais frequentes em
fémeas e os do plano nasal em machos, enquanto os da cavidade oral foram identificados
igualmente em ambos 0s sexos.

Em nenhum momento do estudo os possiveis fatores de confusdo “ndimero de células”
e “densidade celular” influenciaram os valores adquiridos, pelo que o operador podera realizar
este estudo sem haver cuidados acrescidos relacionado com a quantidade de células ou com
o tamanho da &rea a selecionar.

Por fim, de modo a fortalecer estas conclusdes serdo necessarios estudos futuros com
0 aprimoramento de certos aspetos como: selecdo e analise de um maior nimero de casos
de CCE, com o objetivo de obter um conjunto de amostras representativo da populagdo em
estudo; a investigacao de diferentes regides anatomicas com recurso aos mesmo métodos de
modo a estudar mais profundamente a heterogeneidade intertumoral; e complementar a
informacéo obtida sobre a proliferacao tumoral através da expresséao de Ki-67 com dados de
follow-up dos casos selecionados (metastizacdo, tempo de sobrevivéncia, recorréncias e

sucesso terapéutico).
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Figura A2 — As “caracteristicas do cancro” (Adaptado de Hanahan, 2022).
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saudavel

Figura A4~ Estadios do desenvolvimento de carcinoma das células escamosas. O processo inicia-se com
a hiperplasia dos queratinécitos associado a um ligeiro aumento da densidade de vasos sanguineos. De
seguida ha progresséo para displasia com queratindcitos morfologicamente aberrantes com elevado
indice de proliferacdo e abundante neovascularizagdo. Por fim, da-se a invasao do tecido tumoral no
estroma associado ao tumor (Adaptado de Hanahan & Folkman, 1996)
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Figura A> T5inalizacao da superficie tumoral (A) e frente invasora (B) em CCE felino. Marcacao de células
com Ki-67 visivel através da coloragcdo com DAB e hematoxilina de Mayer (objetiva 4,9x).
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F|gUfa A6 = Sistema de classificacdo do grau de malignidade para CCE com imagens
representativas, células marcadas com Ki-67, visivel através da coloracdo DAB e hematoxilina de
Mayer (Adaptado de Nagamine et al, 2017).
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Figura A7 — Heterogeneidade intratumoral. Células neoplésicas fenotipicamente distintas
devido a heterogenia gendmica (diferentes cores do ADN) e epigenética (diferentes cores
das células) e os componentes do microambiente que as envolve (Adaptado de Lin & Lin,

2019).
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