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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) ¢ uma neoplasia epitelial maligna que acomete cdes e diversas
outras espécies, incluindo a humana. O CCE afeta varios sitios anatdmicos e pode desenvolver metastase.
O objetivo deste estudo foi a caracterizagdo das fibras de colagenos tipos I e III no estroma do CCE
cutaneo de cées. Para este trabalho, utilizaram-se 44 amostras de pele incluidas em parafina ¢ que tiveram
prévio diagndstico de CCE. As amostras foram processadas histologicamente e coradas com
hematoxilina/eosina para confirmagdo do diagnoéstico e classificagdo do grau de diferencia¢do tumoral e
com a colorag@o histoquimica de picrosirius para observagdo dos colagenos tipos I e III. O colageno tipo
III mostrou maior expressdo nos CCEs cutaneos bem diferenciados. O papel do colageno do tipo III nas
neoplasias ndo esta bem esclarecido, e outros fatores além do grau de diferenciagdo celular podem estar
envolvidos em sua expressao e determinar sua importancia na biologia tumoral.
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ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant epithelial tumor that affects dogs and several other
species, including humans. The SCC occurs in various anatomical sites and can develop metastasis. The
aim of this study was to characterize types | and 1l collagen fibers in the stroma of cutaneous SCC in
dogs. For this work 44 paraffin-embedded samples with previous diagnostic of SCC were used. Samples
were processed and evaluated histologically with hematoxylin/eosin to confirm the diagnosis and
classification of cell differentiation degree and with Picrosirius for observation of types | and Il
collagen. Type 111 collagen expression was higher in well-differentiated SCC. The role of type 111 collagen
in cancer is not very clear and factors other than cell differentiation degree may be involved in its
expression and determine its importance in tumor biology.
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INTRODUCAO

A matriz extracelular (MEC) é principalmente
composta por duas classes de macromoléculas:
proteinas fibrosas (incluindo colagenos e
elastina) e glicoproteinas (incluindo fibronectina,
proteoglicanos e laminina) (Mouw et al., 2014).
O colageno ¢ a proteina mais comum no reino
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animal, constituindo o arcabouc¢o extracelular
para todos os organismos multicelulares, e
desempenha importantes fungdes estruturais e
morfogénicas em matrizes ¢ membranas basais
em muitos tecidos e oOrgdos (Iwasaki et al.,
2012). Na derme, o colageno ¢ um componente
importante e desempenha um papel-chave na
resisténcia e elasticidade da pele (Verhaegen et
al., 2012). As fibras colagenas representam 90%
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de todas as fibras dérmicas e 80% da matriz
extracelular dérmica. Os colagenos tipos I, I1I e
V sdo os que predominam na derme, sendo
responsaveis por aproximadamente 87%, 10% e
3%, respectivamente, do coldgeno dérmico
(Miller et al., 2013).

A MEC esta em constante remodela¢do e sua
sintese ¢ degradagdo acompanha a morfogénese,
a regeneracdo, a cura de feridas e os processos
fibréticos cronicos (Kumar et al., 2010). Estudos
recentes na medicina humana t€ém mostrado que
as interagdes das células tumorais com o
microambiente tecidual, especialmente com as
proteinas da MEC, sugerem que a MEC
desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento e na progressio do tumor
(Koening et al., 2006; Lin e Yun, 2010). As
fibras de coldgeno tipo I sdo o principal
componente estrutural do estroma em diversos
tumores ¢ a sua presenga reduz a adesdo celular e
contribui para a progressdo do cancer (Koening
et al., 2006; Li et al., 2010). Provenzano et al.
(2008) sugerem que uma alta densidade de fibras
colagenas tipo I aumenta significativamente a
iniciacdo, a progressdo e a metastase do tumor.
Este tipo de colageno pode ser considerado como
um biomarcador potencial em cancer de mama
com metastase para o pulmdo (Kakkad et al.,
2012).

Picrosirius ¢ uma colorag¢do seletiva de tecido
conjuntivo (Sweat et al., 1964) que permite uma
analise qualitativa das fibras colagenas do
tecido conjuntivo. Quando observada sob luz
polarizada, pela diferenca na interferéncia de
cores, na intensidade e na birrefringéncia dos
tecidos corados, essa coloragdo permite a
diferenciacdo principalmente das fibras tipo I e
tipo III (Sweat et al., 1964; Montes, 1996).

O principal uso da coloragdo do picrosirius é na
coloragdo ¢ diferenciac@o dos diferentes tipos de
colageno (Weatherford, 1972), porém ela
também tem sido utilizada para o diagnostico
diferencial de neoplasias fibrocisticas (Koren et
al., 2001). Na medicina veterinaria, ndo ha
relatos de quantificacdo dos colagenos tipos I e
IIT por meio desta técnica para o carcinoma de
células escamosas (CCE) cutaneo em caninos.
Portanto, este trabalho tem como objetivo
caracterizar as fibras de colagenos tipos I e III no
estroma de CCE cutianeo em cies, segundo o
grau de diferenciacdo neoplasica.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 44 amostras de pele canina,
incluidas em parafina (blocos de parafina),
provenientes do Laboratério de Histopatologia
da Universidade Federal de Vigosa (UFV) ¢ do
Laboratorio  Provet-SP, com  diagnéstico
histopatologico de carcinoma de células
escamosas cutdneo. Nao existiu restricdo de
sexo, raga ou faixa etdria para a selecdo e
conformac¢do dos grupos. Este estudo foi
realizado apds a aprovagdo do projeto de
pesquisa pela Comissdo de Etica para Uso de
Animais da UFV (protocolo n°® 78/2014).

Os blocos de parafina foram cortados com
espessura de Sum, corados com hematoxilina/
eosina (HE) para avaliagdo histopatologica e com
a coloragdo histoquimica picrosirius para
observagdo de fibras de colageno (tipos I e III),
respectivamente.

Os cortes histoldgicos corados com HE foram
observados em microscopio optico de luz para
confirmar o diagnodstico e definir o grau de
diferenciagdo tumoral. Os tumores foram
classificados, de acordo com suas caracteristicas
histologicas, em bem diferenciado ou pouco
diferenciado (Ramos et al., 2007; Cardona et al.,
2013). O critério histologico foi o seguinte:

bem diferenciado: o tumor ¢ semelhante ao
epitélio escamoso, com progressdo ordenada de
células basais poliédricas ndo queratinizadas na
periferia, as quais estdo dispostas em corddes
compactos ou ninhos de tamanhos variados, com
abundante tecido conjuntivo e grande quantidade
de queratina, o que determina a formagdo de
pérolas de queratina lameladas no centro das
ilhas;

pouco diferenciado: existem células imaturas
com numerosas mitoses, com auséncia de ninhos
de células e minima quantidade de queratina sem
a formag@o das pérolas.

Todos os cortes foram corados com picrosirius e
examinados ao microscopio Optico sob luz
polarizada (Olympus BX-53 ®, Japao). A
observacdo das fibras colagenas por meio desse
método permitiu a diferenciacdo do colageno
tipo I (birrefringéncia laranja- amarelado a
laranja ¢ vermelha) ¢ tipo III (birrefringéncia
verde ou verde-amarela) (Coleman, 2011). De
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cada lamina, foram selecionados e
fotomicrografados 10 campos histoldgicos com
camera digital (5.0m) no aumento de 40x. Os
campos foram selecionados da esquerda para a
direita e de cima para baixo e, para cada campo
fotomicrografado, dois campos eram
desprezados, até que fosse obtido o total de 10
campos. As imagens foram analisadas com ajuda
do software Image J, com o plug-in Threshold
Colour, obtendo-se o percentual de colageno por
meio da analise de particulas automatizadas de

acordo com sele¢do e medida das areas com base
na cor. Os valores para cada tipo de colageno no
Threshold Colour foram padronizados para todas
as imagens do seguinte modo: matiz 0-40 para a
cor vermelha (coldgeno tipo I) e 45-120 para a
cor verde (colageno tipo III), saturagdo 0-255 e
brilho 5-225 para ambos os tipos de colageno
(Fig. 1). Algumas amostras foram avaliadas por
planimetria por contagem de pontos para se
verificar a precisdo da analise automatica.

Figura 1. Fotomicrografia de pele normal mostrando a area de colagenos tipos I e III, medida com o
software Image J usando o plug-in Threshold Colour. A) Imagem original observada com luz polarizada.
B) A cor preta corresponde a area selecionada para medida de colageno tipo I pelo software. C) Area

selecionada para medida do colageno tipo III.

A raga, o sexo ¢ a idade dos animais acometidos
foram identificados e, por sua frequéncia,
descritos. As porcentagens dos diferentes tipos
de colageno segundo o grau de diferenciacdo
foram comparadas pelo teste t de Student ou pelo
Mann-Whitney, respectivamente, se atendessem
ou ndo a pressuposi¢do de normalidade. As
analises foram realizadas pelo software
SigmaPlot 11.0, considerando-se o nivel de 5%
de significancia para todos os testes adotados.

RESULTADOS

Dos 44 casos com diagnostico de CCE cutaneo
que ingressaram no estudo, 36% eram de cdes
sem raca definida (SRD) (16 casos), 30% da raca
Pit Bull (13 casos), 7% Boxer (trés casos), 5%
Poodle (dois casos), ¢ a minoria de casos ocorreu
nas racgas Pastor Canadense, Bull Terrier, Lhasa
Apso, Dachshund, Dalmata, Dogue, Cocker e
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Fila Brasileiro, com um caso cada, o que
representou 2% cada. Dois casos ndo forneceram
informag@o sobre a raca, representando 5% das
amostras. Quanto ao sexo, observou-se que as
fémeas eram maioria, com 61% (27 casos), € o
os machos representaram 34% dos casos (15
casos). Dois casos ndo tinham a informagdo
sobre o sexo, 0 que representou 5% das amostras.
A idade variou de quatro a 14 anos, com uma
média de oito anos. As lesdes encontraram-se
distribuidas  principalmente no tronco,
correspondente a 43,18% do total dos casos (19
casos), 20,45% em cabeca (nove casos) e 18,18%
em membros (oito casos). Oito casos nao
forneceram informagdo sobre local do tumor,
representando 18,18% das amostras.

A andlise histologica das lesdes mostrou que

77% eram bem diferenciados (34 casos), e 23%
pouco diferenciados (10 casos) (Fig. 2 e 3).
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Figura 2. Carcinoma de células escamosas cutaneo bem diferenciado em cdo. A) Notar as pérolas de
queratina em abundancia (setas pretas). HE, 10x. B) Destaque de uma pérola de queratina (seta preta).

HE, 40x.

Figura 3. Carcinoma de células escamosas cutidneo pouco diferenciado em cdo. A) Observa-se anaplasia,
pleomorfismo e produgdo de queratina notavelmente reduzida, HE, 20x. B) Destaque da lamina A. HE,

40x.

A coloragdo de picrosirius sob luz polarizada
permitiu a visualizagdo do colageno tipo I
mostrando marcada birrefringéncia laranja e
vermelha. Percebeu-se que as fibras colagenas do
tipo I eram dominantes, estavam distribuidas
irregularmente e dispostas como grandes bandas
de diferentes comprimentos que separavam o0s
corddes compactos ou ninhos, os quais, com
frequéncia, rodeavam parcial ou
descontinuamente a area neopldsica. Havia
desorganizacdo e fragmentacdo acentuada das
fibras colagenas do tipo I nos diferentes graus de
diferenciac¢do tumoral, sendo menos marcada nos
CCEs bem diferenciados (Fig. 4 ¢ 5). As fibras
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colagenas tipo III distribuiram-se por Aareas
escassas de birrefringéncia verde-amarelada e
verde nos diferentes graus de diferenciagdo
tumoral. Foram observadas em  pouca
quantidade, com tamanhos e formas variadas
distribuidas no estroma neoplasico (Fig. 5).

A analise dos dados revelou que ndo houve
diferenga estatistica entre a expressdo de
colageno do tipo I de acordo com a diferenciagao
tumoral (P=0,708). Entretanto, o colageno do
tipo III ocorreu em maior quantidade nos
carcinomas bem diferenciados (P=0,037) (Fig.
6).
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Figura 4. Picrosirius sem polarizagdo. Mostram-se as fibras colagenas rodeando as células tumorais
(setas) 20x.

Figura 5. Fibras colagenas tipo I (cor vermelha) e III (cor verde) com picrosirius com polarizagdo. A)
CCE cutaneo bem diferenciado, com presenca de fibras coldgenas tipo I e tipo III. B) Pouco
diferenciado, com predominio de colageno tipo I. PR/P, 40x.
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Figura 6. Representacdo grafica das médias e dos desvios-padréo da porcentagem de colagenos dos tipos I
e III segundo o grau de diferenciagdo das amostras. Os asteriscos indicam os pares que apresentaram
diferenca estatistica (t de Student para colageno tipo I e Mann-Whitney para tipo 111, a = 5%).

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.68, n.1, p.147-154, 2016 151



Bedoya et al.

DISCUSSAO

O colageno nos tecidos representa uma barreira
fisica contra a invasdo tumoral, e sua arquitetura
sofre importantes alteragdes nos tumores
(Egeblad et al., 2010). Apds a iniciagdo do
tumor, muitas das fibras colagenas tornam-se
mais espessas progressivamente e linearizam-se.
Tal linearizagdo ¢é mais notavel nas areas
adjacentes a vasculatura do tumor e nas areas
com células cancerigenas (Provenzano et al.,
2006). Essa reestruturagdo fisica do colageno
intersticial endurece progressivamente a MEC, o
que provoca diversos efeitos sobre a
diferenciacdo celular, a expressdo génica, a
proliferacdo, sobrevivéncia e migragdo das
células cancerigenas (Egeblad et al., 2010).

A protedlise da MEC ¢ fortemente controlada em
tecidos normais, mas tipicamente desregulada em
tumores. A degradacdo do coldgeno por
proteases, incluindo catepsinas e
metaloproteinases (MMPs), é importante para a
invasdo da célula cancerigena, gerando vias para
que as células migrem pela MEC. A clivagem do
colageno do tipo I por MMPI, -8, -13 e -14
(MT1-MMP) resulta na geragdo de fragmentos
que possuem cerca de ¥4 e ¥4 do comprimento da
molécula colagénica nativa. Esses fragmentos
podem atuar como antagonistas de colageno com
comprimento normal porque se ligam a integrina
021, mas ndo conseguem ativa-la. No entanto,
tais fragmentos podem promover a migragdo e a
sobrevivéncia celular, ativando a integrina avp3
(Egeblad et al., 2010).

Na analise das fibras coldgenas do estroma de
CCE cutaneo de cdes com o método PR/P,
observou-se que havia fragmentacdo acentuada e
desorganizacgdo das fibras colagenas,
especialmente do tipo I, nos diferentes graus de
diferenciacdo tumoral, sendo menos marcada nos
CCEs bem diferenciados. A desorganizagdo das
fibras colagenas observada neste estudo coincide
com os resultados obtidos no estudo realizado
por Martins et al. (2002) em neoplasias
mamadrias benignas e malignas em cdes, nas
quais as fibras coladgenas encontravam-se
distribuidas irregularmente no estroma de
carcinomas ¢ de uma forma mais ordenada e
regular nos tumores benignos.

Na pele normal, os colagenos tipo I e tipo III
predominam na derme, representando 87% e
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10% do colageno dérmico, respectivamente
(Miller et al., 2013). Neste estudo, o colageno
predominante foi o tipo I, em todos os graus de
diferenciacdo tumoral. No entanto, nio foi
encontrada diferenca estatistica na quantidade de
colageno tipo L.

Em diversos estudos, o coldgeno tipo I mostrou
que ¢ o componente estrutural mais abundante
em tumores solidos e altamente expresso em
tumores invasivos e metastaticos (Cheng e
Leung, 2011). Esse tipo de colageno produz-se
amplamente no estroma de carcinoma de
pancreas, prostata, ovario e estdmago em
humanos (Koening et al., 2006; Docheva et al.,
2010; Li et al., 2010, Cheng e Leung, 2011). Sua
presenca reduz a adesdo celular e aumenta a
proliferacdo tumoral, a migracio celular e a
invasdo (Koening et al., 2006; Cheng e Leung,
2011).

Encontrou-se que o colageno tipo III se expressa
em maior quantidade nos CCEs cutidneos bem
diferenciados em comparagdo aos CCEs pouco
diferenciados.  Esses  resultados  mostram
similaridade com um estudo realizado por Samar
et al. (2012), em glandulas salivares de humanos,
onde foi observado o predominio do colageno
tipo I em tumores malignos e de colageno tipo 111
em tumores benignos. Ainda que o CCE cutaneo
bem diferenciado ndo seja uma neoplasia
benigna, o prognostico ¢ muito melhor quando
comparado com um CCE de menor grau de
diferenciag@o histologica, o qual apresenta maior
probabilidade de recidivas, ocorréncia de
metastases e pior progndstico (Rodaski e
Werner, 2009; Yanofsky et al., 2011). No
entanto, Cardona et al. (2013) encontraram
presenca moderada de colageno maduro tipo I e
auséncia do tipo III em CCE cutaneo bem
diferenciado em bovinos. Estes mesmos autores
sugeriram que isto poderia indicar a escassa
resposta regenerativa do organismo ante o
processo de progressdo das células cancerigenas.

Fuentes et al. (2012) realizaram um estudo para
determinar as mudangas progressivas na lamina
basal e a remodelagdo do tecido conjuntivo
durante a carcinogénese induzida com 4-
nitroquinolina-1-6xido (4NQO) em ratos. Esses
autores observaram uma destrui¢do progressiva
da membrana basal e desorganizacdo do
colageno tipo I no tecido conjuntivo, assim como
evidentes mudangas na composi¢do do colageno.
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Nesse estudo, o colageno tipo I estava diminuido
e foi substituido por fibras coldgenas finas tipo
III em displasia de alto grau e CCE oral. De
modo semelhante, Allon et al. (2006), em seu
estudo sobre diferengas estromais em tumores de
glandula salivar, encontraram que 50% das fibras
de colageno em adenocarcinoma polimorfo de
baixo grau e carcinoma adenoide cistico era
colageno tipo III, enquanto no adenoma
pleomorfico (neoplasia benigna) apenas 13% era
colageno tipo III. Os autores sugeriram que as
fibras colagenas estavam  ligeiramente
comprimidas em tumores salivares mais
agressivos, constituidos provavelmente por
colageno III, intermédio ou colageno patologico,
o que facilitaria a invasdo a tecidos adjacentes e
o desenvolvimento de metastases. Essas
alteracdes na composi¢do das fibras de colageno
representam uma grande desorganizacdo do
esqueleto basico da MEC. Os resultados desses
estudos diferem dos encontrados no presente
trabalho, ja que a propor¢do de colageno tipo I
foi predominante em todos os graus de
diferenciagdo tumoral e o colageno tipo III vai
diminuindo a medida que se perde o grau de
diferenciac¢do tumoral.

O papel do coldgeno tipo III nas neoplasias nao
esta bem esclarecido. Existem outros fatores que
podem ser empregados na determinagdo do grau
de malignidade de uma neoplasia, além do grau
de diferenciagdo, ¢ que poderiam também
influenciar na expressdo de colageno, de forma
que estudos adicionais podem ser necessarios
com um nimero maior de amostras para inclusdo
de outras varidveis, as quais permitam obter
resultados mais conclusivos que contribuam no
diagnostico, prognostico e tratamento.

CONCLUSAO

Alteragdes da composi¢do ¢ distribuigdo das
fibras colagenas no estroma de CCE cutaneo em
cdes foram evidenciadas com a coloragdo
picrosirius. Houve predominio do colageno tipo
I nos diferentes graus de diferenciacdo tumoral,
porém ndo houve diferenga na expressdo desse
tipo de colageno entre os graus. Os resultados
deste estudo mostraram que ha maior expressao
de colageno tipo III nos CCEs cutineos bem
diferenciados que nos CCEs cutaneos poucos
diferenciados.
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