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EFE[TO DA TERAPIA COM FIROCOXIBE EM CASOS DE NEOPLASIA
MAMARIA CANINA - Avaliacéo sobre a Expressédo da COX-2 e do VEGF

RESUMO

Estudos apontam para associagdo entre a superexpressdo da enzima
ciclooxigenase do tipo 2 (COX-2) e do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) com neoplasias mamérias caninas, e indicam tratamento com
inibidores da COX-2 para estes casos. Objetivou-se avaliar a expressdo da
COX-2 e do VEGF em neoplasias mamarias de cadelas tratadas e ndo tratadas
com o antinflamatério ndo estereoidal (AINES) firocoxibe. A terapia foi
administrada por via oral, na dose 5 mg/kg de peso corporal, a cada 24 horas,
durante 30 dias, em periodo anterior ao encaminhamento cirdrgico. 32 das 33
amostras de neoplasia mamaria que compuseram este estudo foram
classificadas como malignas. Observou-se a expressdao da COX-2 em 78,9%
das amostras do grupo 1, e em 46,6% das amostras do grupo 2. A expressao
do VEGF foi detectada em 53% das amostras do grupo 1, e em 74% das
amostras do grupo 2. Houve correlagéo positiva entre estes dois marcadores,
em ambos os grupos. Nao foi verificada associacao significativa entre a
expressdo da COX-2 e do VEGF e as variaveis clinicopatolégicas, como tipo
histopatolégico e tamanho do tumor. O uso de inibidores da COX-2 reduziu o
diametro tumoral, em 28,5% das neoplasias analisadas. No entanto, ndo houve
reducdo proporcional desta enzima nos tecidos tumorais, havendo expressao
significativamente mais elevada da COX-2 (p= 0,019) no grupo de animais
tratados com firocoxibe, em comparacdo aos nao tratados. Conclui-se que o
tratamento com firocoxibe acarretou na melhora clinica de cadelas com
neoplasia mamaria, entretanto, ndo reduziu a expressao da enzima COX-2 e
do VEGF nas amostras neoplasica.

Palavras-chave: COX-2. VEGF. Neoplasia. Prognoéstico. Firocoxibe.
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EFFECTS OF FIROCOXIB THERAPY ON CANINE MAMMARY TUMORS -
Evaluation of COX-2 and VEGF Expression

ABSTRACT

Studies point to an association between overexpression of the enzyme
cyclooxygenase type 2 (COX-2) and vascular endothelial growth factor (VEGF)
in canine mammary tumors, and indicate treatment with COX-2 in these cases.
Aimed to evaluate the expression of COX-2 and VEGF in breast tumors of
bitches treated and untreated with no estereoidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) firocoxibe. Therapy was administered orally at a dose 5 mg / kg body
weight, every 24 hours for 30 days prior to the surgical forwarding period. 32 of
33 breast cancer samples that comprised this study were classified as
malignant. We observed the expression of COX-2 in 78.9% of the samples of
group 1 and 46.6% in group 2 samples. VEGF expression was detected in 53%
of the samples of group 1 and 74 % of the group 2 samples. There was positive
correlation between these two markers in both groups. There was no significant
association between the expression of COX-2 and VEGF and
clinicopathological variables as histopathological type and tumor size. The use
of COX-2 reduced the tumor size in 28.58% of tumors analyzed. However, there
was no proportional reduction of this enzyme in tumor tissues, with significantly
higher expression of COX-2 (p = 0.019) in the group of animals treated with
firocoxibe compared to untreated. We conclude that treatment with firocoxibe
resulted in clinical improvement in dogs with mammary tumors, however, did
not reduce the expression of COX-2 and VEGF in neoplastic samples.

Keywords: COX-2. VEGF. Neoplasms. Prognosis. Firocoxibe.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cadeia mamaria e respectiva drenagem linfatica .........................
Figura 2. Classificacdo Histolégica das Neoplasias Mamarias Caninas.......
Figura 3. VariacGes nas opcdes de reSSecGao CIrUrgiCa .........cveeeeeeeeeeeeeeeeenn.

Figura 4. Mensuracao de neoplasia mamaria ..............ouevvvvvviiiiiiineeiieeeeeee s

Figura 5. Localizagcdo das neoplasias na cadeia mamaria das cadelas do
tratadas com firocoxibe (grupo 1) e ndo tratadas com firocoxibe (grupo2 )

Figura 6. Amostras histopatologicas de fragmentos neoplésicos retirados
de cadelas com neoplasias MamMArias ............ccceeeeviieeeieeiiiicrr e

Figura 7. Carcinoma tubular com &reas micropapilares. Imunorreatividade

0= 1= W O 0 ) U

Figura 8. Carcinoma papilar. Imunorreatividade para COX-2 ........ccccvvvevrernenn.
Figura 9. Carcinoma papilar. Imunorreatividade para COX-2 ........ccccevvvveeeeeee.

Figura 10. Médiada expressao da COX-2 em neoplasias mamarias caninas
comparando-se 0s animais tratados e nao tratados com o firocoxibe .............

Figura 11. Relagédo entre a reatividade da COX-2 e a redugédo do diametro
das neoplasias em pacientes do grupo 1

Figura 12. Carcinossarcoma. Imunorreatividade para VEGF ...................cc.oooe.

Figura 13. Carcinoma papilar invasor. Imunorreatividade para VEGF....................

Figura 14. Média da expressao do VEGF em neoplasias mamarias caninas

comparando-se 0s animais tratados e nao tratados com o firocoxibe ....................

Figura 15.Analise de correlacdo entre a expressao da COX-2 e VEGF em

neoplasias mamarias de cadelas tratadas e nédo tratadas com o firocoxibe ............

16

28

30

35

42

44

46

47

47

48

48

49

49

50

51



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Relacéo dos anticorpos primarios, clone, marca do anticorpo e diluicdo

utilizada nos cortes de neoplasias mamarias de cadelas ...............cccceeeee i

Tabela 2. Mensuracao do diametro tumoral (cm) durante o periodo de tratamento

COM O FITOCOXIDE e e

Tabela 3. Avaliacdo da expressdo da COX-2 e VEGF em tumores mamarios

caninos dos animais pertencentes ao grupo tratado com firocoxibe (Grupo 1)

Tabela 4. Avaliacdo da expressao da COX-2 e VEGF em tumores mamarios

caninos dos animais pertencentes ao grupo néo tratado com firocoxibe (Grupo 2)

37

43

45

46



LISTA DE ABREVIATURAS

OH — ovario-histerectomia

GH - hormdnio de crescimento

IGF — fator de crescimento semelhante a insulina
COX-1 — ciclooxigenase -1

COX-2 — ciclooxigenase - 2

DMV - densidade de microvasos

CD3L1 - aglomerado de diferenciacdo 31

VEGEF - fator de crescimento vascular endotelial
PCNA — antigeno nuclear de proliferacéo celular
AINEs - antiinflamatérios ndo-esteroidais

ALT - alanina amino transferase

AST - aspartato amino transferase

HE — hematoxilina e eosina

EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético

BSA — albumina sérica bovina

DAB - diaminobenzidine

Xi



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anatomia e morfologia da glandula mamaria

3.2 Epidemiologia e etiopatogenia das neoplasias mamarias
3.2.1 Etiologia Hormonal

3.3 Influéncia da inflamacgé&o sobre as neoplasias mamarias
3.4 Avaliacéo clinico-patolégica

3.4.1 Avaliacao Histopatoldgica

3.4.2 Avaliagdo Imunohistoquimica

3.5 Modalidades de terapia

3.5.1 Quimioterapia

3.6 Uso de inibidores da COX-2 no tratamento das neoplasias
mamarias

4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos Eticos

4.2. Delineamento Experimental

4.3. Processamento de material e analise por H&E

4.4. Processamento e andlise de Imunohistoquimica

4.5. Andlise Estatistica

5. RESULTADOS

5.1 Dados epidemiolégicos

5.2 Analise descritiva das lesfes

5.3 Expressao da COX-2 em tumores mamarios caninos
5.4 Expressao do VEGF em tumores mamarios caninos
5.5 Correlagéo entre a expressao da COX-2 e do VEGF

6. DISCUSSAO

7. CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXO |

Xii

13
15
16
16
18
20
22
26
27
29
29
30

34
34
34
37
37
39
41
41
43
44
49
51
52
57
59
66



13

1. INTRODUCAO

As neoplasias mamarias tém sido diagnosticadas como as neoplasias
mais comuns em cadelas. Estima-se que 50% dessas neoplasias possuem
carater maligno (QUEIROGA, 2005) e acometem animais com faixa etaria entre
nove a doze anos (QUEIROGA et al., 2002).

Essas neoplasias constituem um desafio para clinicos, cirurgibes e
patologistas veterinarios devido a sua complexidade, no que se refere a
patogenia e padrdes histologicos (FERRI, 2003).

Diversos fatores podem levar ao surgimento de neoplasias mamarias.
Dentre estes, tem sido descrita a importancia dos fatores de crescimento e da
inflamacé&o na patogenia dessas neoplasias (SLEECKX et al., 2011).

Dentre os fatores de crescimento que atuam na patogenia da neoplasia
mamaria, destaca-se o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o qual
estimula a angiogénese, contribuindo para o crescimento e progressao tumoral
(RESTUCCI et al., 2002). Segundo Efthymia et al. (2002), o VEGF
desempenha um papel chave na proliferacdo e migracao de células endoteliais.

Um estudo realizado por Qiu et al. (2008), verificou-se que a expressao
de VEGF é maior em células da neoplasia mamaria canina quando comparada
ao tecido mamario normal e foi demonstrou que expressdo dessa enzima esta
associada a prognadsticos ruins.

O papel da inflamacéo e sua influéncia sobre as neoplasias mamarias
ndo estd completamente elucidado. Contudo, estudos demonstram haver uma
associacdo entre inflamacdo e neoplasias, em que mediadores inflamatorios
contribuem para a progressdo da doenca (MURDOCH et al., 2008). Dentre
estes, destacam-se a enzima ciclooxigenases do tipo 2 (COX-2) (JARK et al.,
2011).

Estudos realizados em neoplasias mamarias caninas sugerem
associacdo entre a expressdo da COX-2 e angiogénese, desenvolvimento de
metastases, pior progndstico e menor periodo de sobrevida (QUEIROGA et al.,
2005; MILLANTA et al., 2006; LAVALLE et al., 2009).

Guimaraes et al. (2014), avaliaram a expressao da COX-2 em tecidos

mamarios neoplasicos malignos e constataram que todos os tecidos foram
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positivos para a expressao dessa enzima, sugerindo a influéncia da COX-2
sobre a patogenia das neoplasias mamarias caninas.

Diante da associagdo entre a expressdo da COX-2 e neoplasias
malignas, recomenda-se o0 uso de antiinflamatérios (AINES) inibidores dessa
enzima como uma potencial ferramenta terapéutica (QUEIROGA et al., 2009).

Dessa forma, faz-se necessaria a investigacao da expressdo da COX-2
em neoplasias mamarias, com classificacfes histopatoldgicas distintas, bem
como uma avaliacdo sobre o efeito do uso de AINEs, COX-2 seletivos, sobre
esta expressao (DE NARDI et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Objetivou-se avaliar a expressdo da COX-2 e do VEGF em neoplasias
mamarias de cadelas tratadas e nado tratadas com o antinflamatério néo

estereoidal (AINES) firocoxibe.

Objetivos Especificos

e Avaliar a expressdao da COX-2 e do VEGF, por método imuno-
histoquimico, em 33 tecidos neoplasicos de cadelas diagnosticados
com diferentes tipos histopatoldgicos.

e Relacionar as expressfes da COX-2 e VEGF com as caracteristicas
clinico-patolégicas dos animais pertencentes ao estudo.

e Analisar a correlagcdo entre esses marcadores e a associacdo dos
mesmos com os fatores clinico-patologicos

e Avaliar os efeitos da administracdo oral do firocoxibe, durante 30 dias,
sobre o0s aspectos clinico-patolégicos das neoplasias mamarias
caninas, e sobre a expressdo COX-2 e VEGF nestes casos;

e Contribuir com dados a respeito da participacdo dos mediadores da
inflamacdo e expressdo do VEGF no comportamento biolégico das

neoplasias mamarias de cadelas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ANATOMIA E MORFOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA

A cadela apresenta, em média, cinco pares de glandulas mamarias. O
primeiro par de glandulas é denominado de toracica cranial, 0 segundo par é
conhecido como toracica caudal, o terceiro, abdominal cranial, o quarto,
abdominal caudal e o quinto par € denominado glandulas inguinais (figura 1)
(GONCALVES, 2008).

Toracica Caudal (2)
Torécica Cranial (1) ‘ Abdominal Cranial (3)

|l B } Abdomina Caudal (4) |,
S~ a & IAguinal (5)

Génglio Linfatico
Inguinal superficial

Figura 1. Cadeia mamaria e respectiva drenagem linfatica (Adaptado de Evans, 1993).

Fonte: Gongalves, 2008.

Estruturalmente, as glandulas mamarias sdo formadas por um composto
tubuloalveolar, formado pelo parénquima (alvéolos), estroma (tecido conectivo),
ductos, vasos e nervos (SLEECKX et al., 2011).

O composto tubuloalveolar é dividido em Iébulos, separados por septos
conjuntivos interlobulares, cujos ductos drenam para canais excretores mais
calibrosos (ductos lactiferos). Estes se transformam em seios lactiferos, que
sdo conduzidos para a superficie da teta, através da conduta papilar
(FILGUEIRA, 2003).
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Os alvéolos sdo compostos de um epitélio secretério simples cuboidal a
colunar, dependendo da atividade secretora da glandula. Esse epitélio esti
cercado por células mioepiteliais, as quais estdo cobertas pela membrana
basal. As células mioepiteliais sdo consideradas contrateis, e sob a influéncia
da ocitocina, auxiliam na liberagéo lactea (SLEECKX et al., 2011).

Segundo Sleeckx et al. (2011), os ductos menores sdo revestidos por
um epitélio cuboidal simples, enquanto que os ductos maiores possuem um
epitélio cuboidal a colunar bi-estratificado. Ja os ductos papilares sé&o
revestidos por um epitélio escamoso queratinizado. Além do tecido epitelial, os
fibroblastos e as células adiposas compbem e fazem a sustentacdo do tecido
mamario (ZUCCARI et al., 2001).

As glandulas mamarias necessitam de suprimento sanguineo e este é
feito através de artérias e veias. Embora haja variacdo na vascularizacéo,
usualmente, as glandulas toracicas recebem sangue através da artéria
epigéastrica superficial cranial, bem como através de ramos provenientes das
artérias toracica lateral e intercostal (SLEECKX et al., 2011).

A glandula abdominal cranial recebe aporte sanguineo através da artéria
epigastrica superficial cranial, enquanto que o sangue que é fornecido a
glandula abdominal caudal provém da artéria epigastrica superficial caudal. Ja
a irrigacdo das glandulas inguinais provém das artérias labial e iliaca
circunflexa profunda. Alguns vasos atravessam a linha média para a glandula
contralateral (GONCALVES, 2008).

A drenagem venosa das glandulas é bastante similar a irrigacdo arterial,
exceto pelo fato de que pequenas veias podem cruzar a linha média entre as
glandulas direita e esquerda, com mais frequéncia, e isso facilita o
deslocamento de células neoplasicas malignas para glandulas mamarias
adjacentes e contralaterais (SILVA, 2006).

O sangue venoso € drenado das glandulas toracicas através de ramos
provenientes da veia tordcica interna, veias epigastricas superficiais craniais
veias intercostais. As glandulas abdominais e inguinais drenam para a veia
epigastrica superficial caudal (SLEECKX et al., 2011).

Cada glandula mamaria contém pequenos vasos linfaticos e vasos
maiores, que em conjunto, drenam para os linfonodos. Vasos linfaticos de

glandulas ipsilateral e contralateral podem sofrer anastomose, ou seja, pode
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haver comunicacfes entre eles (SLEECKX et al., 2011). No entanto, o que
ocorre mais comumente € a drenagem para o linfonodo mais proximo
(FILGUEIRA, 2003).

A drenagem linfatica das glandulas toracica cranial e toracica caudal é
realizada pelo géanglio axilar. A drenagem das glandulas abdominal caudal e
inguinal é realizada pelo ganglio linfatico inguinal superficial (QUEIROGA,
2002). Ja a drenagem das glandulas abdominais craniais é feita tanto pelo
linfonodo axilar acessorio quanto pelo linfonodo inguinal superficial

(FILGUEIRA, 2003).

3.2 EPIDEMIOLOGIA E ETIOPATOGENIA DAS NEOPLASIAS MAMARIAS

Dentre as neoplasias que acometem as cadelas, as mamarias sao
aguelas de maior frequéncia, ocorrendo em 50 % de todos o0s casos
neoplasicos (GUIMARAES, 2013). Além de possuir alta incidéncia na espécie
canina, outro aspecto que salienta a importancia desta neoplasia € o fato de
gue aproximadamente 50% destas sao malignas (SLEECKX et al., 2011).

Nas cadelas, o desenvolvimento das neoplasias mamarias ocorre de
forma mais frequente nas mamas abdominais caudais e inguinais,
provavelmente pelo fato destas apresentarem maior quantidade de
parénquima, com maior atividade proliferativa (CARVALHO, 2006).

A etiologia das neoplasias mamarias caninas é bastante complexa,
tendo sido atribuida a diversos fatores (QUEIROGA, 2005), como etérios,
raciais, genéticos, nutricionais e endécrinos (DORE et al., 2003; RIVERA et al.,
2009; SLEECKX et al., 2011).

Como ocorre na maioria das neoplasias, a idade é um fator influente no
desenvolvimento das neoplasias mamarias (CARVALHO, 2006). Os riscos para
a ocorréncia desenvolvimento destas neoplasias aumentam com a idade do
animal, sendo que a partir dos 6 anos o animal encontra-se mais susceptivel. A
faixa etaria de maior acometimento é relatada entre 8 e 12 anos (OLIVEIRA,
2003a).

Alguns autores relatam que a predisposicdo racial ndo € evidente
(QUEIROGA, 2002; QUEIROGA, 2005), embora, de acordo com Sleeckx et al.,
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(2011), algumas racas como Poodles, Yorkshire Terriers, Dachshunds e as
varias ragas Spaniel tém um risco maior de desenvolvimento de neoplasia
mamadria. Os animais das racas Boxer e Beagle séo relatados como aqueles
que apresentam menor risco de desenvolverem esse tipo de neoplasia
(QUEIROGA, 2002).

No que concerne aos fatores genéticos, sabe-se que algumas alteragcbes
genéticas sdo necessarias para que uma célula normal possa ser transformada
em uma célula neoplasica. Nesse caso, alteracfes na estrutura e funcédo dos
genes ocorrem para que haja o desenvolvimento e progressdo da neoplasia
(PEREZ ALENZA et al., 2000).

Assim como nas neoplasias mamarias em humanos, alteracdes
genéticas moleculares foram observadas em animais, como a superexpressao
e mutacdo do gene p53 e superexpressao do gene c-erbB2 (FERREIRA et al.,
2009). Outro estudo indicou que ocorrem alteracBes genéticas relacionadas
com alguns oncogenes e genes supressores de tumor, como o BCRAL e
BCRA2 (RIVERA et al., 2009).

De acordo com esses pesquisadores, 0s quais avaliaram dez genes
descritos no cancer de mama em mulheres, os genes BCRA1 e BCRA2
possivelmente estdo associados ao desenvolvimento neopldsico em cées da
raca Springer Spaniel Inglés (FERREIRA et al., 2009).

Ainda que haja a evidéncia destas mutac6es em tecido neoplasico de
mama de cadelas, nem todos 0s casos apresentam uma mutacao genética em
comum, o que dificulta a compreensdao do comportamento biolégico destas
neoplasias (SLEECKX et al., 2011).

Outro fator de risco revelado por estudos epidemioldgicos € a
associacdo entre neoplasias mamarias e obesidade (PEREZ ALENZA et al.,
2000) (CARVALHO, 2006). A alimentagcdo baseada em dieta caseira,
normalmente apresentando elevados teores de gordura, foi associada com
maior ocorréncia de neoplasia mamaria em cadelas (DE NARDI et al., 2002).

Ao passo que um estudo realizado por Withrow (2007) demonstrou que
cadelas castradas e com baixo escore corporal apresentaram menor incidéncia
de neoplasia mamaria.

Os fatores enddcrinos ou hormonais sao 0s mais amplamente estudados

e tém um papel fundamental na carcinogénese mamaria (QUEIROGA et al.,
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2009). Dada a importancia destes fatores, eles serdo abordados de forma mais

detalhada, a seguir.

3.2.1 Etiologia Hormonal

A influéncia hormonal sobre neoplasias mamarias caninas tem sido
descrita ha varios anos. Tanto em tecido mamario neoplasico normal quanto
neoplasico ha a presenca de receptores de estrébgeno e progesterona
(THUROCZY et al., 2007; QUEIROGA et al., 2009; GUIMARAES, 2012).

O estrégeno induz a proliferacdo do epitélio ductal das glandulas
mamarias e a progesterona induz a proliferacdo do sistema alveolar, sendo
assim, acabam propiciando as condicfes necessarias para que as mutacées
genéticas ocorram (FILGUEIRA, 2003).

Como o ciclo estral da espécie canina é caracterizado por uma fase
longa sobre efeito da progesterona, que dura cerca de 60 a 100 dias ap6s o
inicio do estro, esse hormonio acaba exercendo um importante papel sobre as
glandulas mamaérias (FILGUEIRA, 2003).

Estudos demonstraram que a administracdo de hormonios esteroidais
aumenta a ocorréncia de neoplasias mamarias (FILGUEIRA, 2003;
QUARESMA, 2008). Cadelas que passam por exposicdo prolongada a
progesterona, seja esta exdgena ou enddgena, possuem maior proliferacao do
epitélio mamario (ZUCCARI et al., 2001; THUROCZY et al., 2007).

Estroégeno e progesterona atravessam a membrana celular por processo
passivo, ligando-se a receptores protéicos especificos presentes no citoplasma
da célula alvo da neoplasia. O complexo esterdide-receptor se move em
direcdo ao nucleo da célula e liga-se a cromatina, promovendo um aumento na
sintese de RNA mensageiro e ribossdmico e também da sintese protéica,
alterando assim a funcéo celular (FONSECA; DALECK, 2000). Ambos os
hormdnios agem nas células alvo durante os estadios iniciais da carcinogénese
mamaria (FERRI, 2003).

Geralmente, nos casos de neoplasias benignas, € comum se observar a
presenca de receptores tanto de estrogeno, quanto de progesterona, enquanto
gue em neoplasias malignas, normalmente observa-se auséncia de receptores

de estrogeno e presenca apenas de receptores de progesterona. Em casos de
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progressdo da doenca, as neoplasias malignas acabam perdendo sua
dependéncia hormonal, por apresentarem indiferenciacdo, tornando-se
negativa para ambos os receptores (MILLANTA et al., 2005; GUIMARAES,
2012).

A influéncia hormonal sobre a carcinogénese mamaria pode ser
minimizada mediante procedimento cirargico precoce de ovario-histerectomia
(OH). Quando este procedimento € realizado antes da manifestacdo do
primeiro estro, ha baixo risco de desenvolvimento da neoplasia mamaria, sendo
este de 0,5%. Em fémeas castradas apés o 1° estro, este risco aumenta para
8%:; e fémeas castradas ap0s o 2° estro tém esse risco aumentado para 26%.
(FONSECA,; DALECK, 2000).

A OH tém sido descrita como uma maneira de prevenir as variacoes
hormonais que acontecem durante o ciclo estral das cadelas e que influenciam
no desenvolvimento das neoplasias mamarias. No entanto, tem sido
demonstrado que a OH realizada no momento da retirada cirdrgica da
neoplasia ndo tem efeito protetor sobre o surgimento de novas neoplasias ou
ocorréncia de metastases (FONSECA; DALECK, 2000).

Ainda no que diz respeito a influéncia hormonal sobre as neoplasias
mamarias em cadelas, o papel da prolactina também tem sido investigado
(QUEIROGA et al., 2005). Sabe-se que esse hormdnio apresenta diversas
funcdes bioldgicas, como regulacdo da atividade secretéria e participacdo no
desenvolvimento, e diferenciagdo da glandula maméria (MICHEL, 2012).

Estudos tém demonstrado que, além da hipdfise, outros tecidos,
incluindo o tecido 6sseo e glandulas mamarias, também atuam como
produtores da prolactina, que por sua vez, exerce um papel autécrino e/ou
paracrino, podendo atuar como fator de crescimento, neurotransmissor ou
imunorregulador (QUEIROGA, 2005; MICHEL, 2012).

Além disso, a prolactina estimula o crescimento do tumor mamario
devido & sensibilizacdo celular aos efeitos do estrogeno, promovendo um
aumento no numero de receptores desse horménio (FONSECA; DALECK,
2000).

Os efeitos da prolactina sdo mediados pelos seus receptores. Esses
receptores foram encontrados em 70 a 100% das neoplasias mamarias e em
90 a 100% dos tecidos mamarios normais (MICHEL, 2012). Resultado



22

divergente foi obtido por (FERREIRA et al., 2008), os quais indicaram que a
expressdo desses receptores € maior em neoplasias malignas, quando
comparadas ao tecido normal.

De forma semelhante, um estudo desenvolvido por Queiroga et al.
(2005) também demonstrou que cadelas com neoplasias mamarias possuem
niveis mais elevados de prolactina do que aquelas saudaveis.

De acordo com Zuccari (2001) e Oliveira (2003), cadelas que
apresentam pseudociese recorrente, possuem niveis mais altos de prolactina, o
que predispde a formacéo das neoplasias.

De outra forma, a distens@o dos acinos devido ao acumulo de secre¢éo
pode acabar gerando hipoxia celular, levando a formacéo de radicais livres,
gue também contribuem com a carcinogénese (FERRI, 2003). No entanto, um
estudo desenvolvido por Misdorp (2002) afirma que a pseudociese nao tem
relacdo alguma com o desenvolvimento de neoplasias mamarias.

O hormdnio de crescimento (GH) também desempenha papel importante
na etiologia da neoplasia mamaria. O GH é produzido pela glandula pituitaria e
atua como um fator de crescimento na glandula mamaria, contribuindo para a
proliferacdo e diferenciagdo da mesma durante a fase lutea do ciclo estral e
durante o periodo de gestacdo. Como em qualquer outro estimulo proliferativo
sobre o tecido mamario, ha maior suscetibilidade de ocorrer o processo de
carcinogénese, sobre uma célula que possui mutacdo (GUIMARAES, 2012).

Para que ocorra o estimulo do epitélio mamario, o GH age através da
inducéo de fatores de crescimento semelhantes a insulina 1 e 2 (IGF-I e IGF-I1),
sendo que quando ocorre a administracdo de progestagenos, os niveis desses
fatores aumentam na corrente sanguinea (GUIMARAES, 2012).

Ja foi demonstrada a expressdo de GH e do seu receptor no tecido
mamario normal e neoplasico, sendo que a expressdo € maior no tecido
neoplasico (GUIMARAES, 2012).

3.3 INFLUENCIA DA INFLAMACAO SOBRE AS NEOPLASIAS MAMARIAS

Estudos epidemiolégicos, experimentais e clinicos tém demonstrado

associacdo entre inflamacdo cronica e o desenvolvimento de neoplasias
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(MURDOCH et al., 2008). Segundo Raica et al. (2009), o infiltrado de células
inflamatdrias, composto por linfécitos, neutrofilos, macréfagos e mastocitos,
ativam vias de sinalizacao intercelulares, mediadas por moléculas da superficie
de adeséo, citocinas e seus receptores, que agem em conjunto, favorecendo o
processo do desenvolvimento neoplasico e metastase.

Dentre os mediadores inflamatérios que agem favorecendo o céancer,
destacam-se as enzimas ciclooxigenases (COX), que sdo responsaveis pela
ciclooxigenacdo e peroxidacdo do acido araquidonico, proveniente da
membrana celular, levando a formacéo de prostaglandinas (JARK et al., 2011;
(GUIMARAES et al., 2014).

Duas formas de COX tém sido identificadas, COX-1 e COX-2. As duas
sdo semelhantes quanto a sua estrutura protéica, mas sédo produzidas por
genes diferentes e apresentam diferentes funcdes (QUEIROGA et al., 2007). A
COX-1 é normalmente expressa em muitos tecidos e tem papel importante nas
funcdes fisioldgicas normais, como atuacdo na funcdo renal, participacdo no
controle de agregacao plaquetaria e acao sobre a reproducdo (MOHAMMED et
al., 2004; MILLANTA et al., 2006). A COX-2 ndo é comumente encontrada em
células de tecidos normais, mas pode ser induzida por alguns fatores, como
mediadores inflamatorios, fatores de crescimento e hormoénios, além de
oncogenes e promotores de tumor (QUEIROGA et al., 2007; CLEMENTE et al.,
2013).

A superexpressdo de COX-2 leva a producdo de concentracdes
elevadas de prostaglandinas, especialmente a prostaglandina E2 (PGE2).
Acredita-se que essa prostaglandina aumente a resisténcia das células
neoplasicas a apoptose (MOHAMMED et al., 2004). Consequentemente, a
maior sobrevida das células neoplasicas favorece o acumulo de mutacdes
genéticas sucessivas, contribuindo para a progressao da neoplasia (KANAOKA
et al., 2007).

Além disto, a superexpressdo da COX-2, e a produgdo de
prostaglandinas, levam a supresséo na producao de linfécitos B e T, diminuicédo
na producdo de linfocinas, diminuicdo na formacgédo de células Natural Killers
(NK), inibic&do da liberag&o de interleucinas, levando a sintese de células T n&o
responsivas. Toda essa falha no sistema imunologico favorece o
desenvolvimento tumoral (KANAOKA et al., 2007).
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Outro mecanismo pelo qual a inflamacdo atua no desenvolvimento
tumoral é a partir do estimulo & angiogénse, que € o crescimento de novos
vasos sanguineos, a partir de vasos preexistentes. Essa capacidade é um
mecanismo fundamental para o desenvolvimento tumoral, visto que contribui
para o fornecimento de nutrientes e oxigénio para as ceélulas neoplasicas e &
também uma importante via para disseminacdo das células durante o processo
de metéstase (JARK et al., 2011).

A angiogénese € controlada por sinais positivos e negativos veiculados
por receptores na superficie das células endoteliais, que se ligam aos fatores
solaveis, integrinas, moléculas de adesao e proteases da matriz extracelular. A
capacidade para induzir a angiogénese parece ser adquirida através de um
desequilibrio  vascular, regulamentado por sinais angiogénicos e
antiangiogénicos (HANAHAN et al., 2000).

Nem todas as neoplasias sdo consideradas angiogénicas desde o inicio
da sua evolugcdo. Sugere-se que as ceélulas neoplasicas e inflamatorias
adquirem capacidade para secretar fatores angiogénicos no microambiente
neoplasico. Segundo Raica et al. (2009), as células neoplasicas estimulam a
proliferacdo e migracéo de células endoteliais do hospedeiro, fazendo com que
se forme uma rede irregular de vasos. As células inflamatérias regulam as
funcdes das células endoteliais e estimulam a liberacdo de citocina e fatores de
crescimento que promovem a angiogénese. Essas células agem em conjunto
com células neoplasicas, células do estroma e células endoteliais (SLEECKX,
VAN BRANTEGEM, FRANSEN, et al., 2013).

A avaliacdo da angiogénese mediante o uso de marcadores tem sido
tema de grande interesse tanto na medicina humana, quanto na veterinaria
(SLEECKX, VAN BRANTEGEM, FRANSEN, et al., 2013). Um dos métodos
utilizados para quantificar a densidade de microvasos (DMV) presentes na
regido intratumoral é a avaliacdo da expressado do antigeno CD31, que é uma
glicoproteina presente na membrana e encontra-se nas jun¢des intercelulares
das células endoteliais e na superficie de plaquetas e leucdcitos (LAVALLE et
al., 2009; QUEIROGA et al., 2011; SLEECKX, VAN BRANTEGEM, VAN DEN
EYNDEN, et al., 2013).

Analisando a expressédo de COX-2 e CD31, em 46 casos de carcinoma

mamario canino, Lavalle et al. (2009) verificaram a imunorreatividade em 100%
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dos casos, para ambos os marcadores. Foi observada maior expressado da
COX-2 no grupo histologico correspondente ao carcinoma ductal em
comparacao ao grupo metaplasico, sendo que no primeiro grupo 0s animais
apresentaram menor sobrevida. Para a marcacdo do CD31, ndao houve
associacdo com o grupo histolégico. Em anélise de correlacdo entre estes dois
marcadores, houve correlagdo positiva entre a expressdo da COX-2 e a
marcagao por CD3, mas n&do houve correlagdo entre estes marcadores e o
grupo histolégico.

Outro marcador utilizado como parametro para a avaliacdo da
angiogénese € o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). Este fator
age na proliferacéo e migracéo de células endoteliais (TSOLI et al., 2002), além
de impedir a regressdo dos vasos recém-formados e aumentar a
permeabilidade microvascular (QUEIROGA et al., 2011).

O VEGF exerce a sua funcdo nas células endoteliais através da ligacao
com dois receptores de alta afinidade, o Flt-1, ou receptor 1 do VEGF, e o
KDR, ou receptor 2 do VEGF. A alta expressdo do VEGF nas células
neoplasicas estimula o aumento desses receptores nas células, embora outros
fatores, como hipOxia e presenca de citocina, também possam ocasionar esse
aumento (MILLANTA et al., 2006).

A expressdo de VEGF tem sido associada com um maior risco de
metastases e pior progndstico em varias neoplasias humanas, incluindo cancer
de mama (SANTOS et al.,, 2010). Queiroga et al. (2011) relataram que a
expressédo da COX-2 e do VEGF constituem-se como importantes mediadores
da angiogénese, em neoplasias mamarias caninas, e que ha associacdo da
alta expressao destes marcadores com neoplasmas malignos.

De acordo com Queiroga (2005), verificou-se que existe correlagao entre
as caracteristicas da neoplasia e os niveis de COX-2, assim sendo, neoplasias
de grande tamanho, apresentando ulceracdo, aderidas a pele e com tipos
histol6égicos mais agressivos, possivelmente apresentardo maior indice de
expressao dessa enzima.

Diante destas evidéncias, alguns autores sugerem que as expressodes de
COX-2 e VEGF sejam utilizadas como fatores de progndstico para neoplasias
mamarias caninas (LAVALLE et al., 2009; CASSALI, Geovanni D. et al., 2011;
QUEIROGA et al., 2011).
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Entretanto, nem todos os autores verificaram resultados similares.
Millanta et al. (2006a) demonstraram que o aumento da expressao do VEGF
ndo se correlaciona com variaveis clinico-patoloégicas ou com o prognadstico.

Estes resultados revelam a necessidade de mais estudos sobre o tema.

3.4 AVALIACAO CLINICO-PATOLOGICA

Estima-se que aproximadamente 60% das neoplasias localizam-se nas
glandulas inguinais, devido ao maior volume destas glandulas e por possuirem

maior concentracdo de receptores hormonais (CARVALHO, 2006;

GONGCALVES, 2008).

De acordo com um trabalho realizado por Oliveira Filho et al. (2010),
onde foram analisadas 85 cadelas com histérico de neoplasia mamaéria, as
neoplasias compreendidas nas glandulas toracicas corresponderam a 5,9%
dos casos, enquanto que nas glandulas inguinais esse indice foi de 51,8%.

Ressalta-se que um mesmo individuo pode apresentar mais de uma
neoplasia. Neste sentido, estima-se que cerca de 60% das cadelas tém
neoplasia em mais de uma mama (OLIVEIRA FILHO et al., 2010).

Héa grande variacdo no tamanho das neoplasias, que podem apresentar-

se na forma de pequenos nédulos com 0,5 cm de diametro, até tumores com

mais de 10 cm. A maioria dos tumores benignos € pequeno, com menos de 3

cm, bem circunscrito e firme a palpa¢éo. Ja os tumores malignos normalmente
tém tamanho superior a 5 cm, estdo aderidos aos planos profundos e podem
apresentar ulceracdo cutanea (GONCALVES, 2008). Alguns animais
apresentam sinais evidentes de inflamacdo, como é o caso do carcinoma
inflamatorio.

E muito importante que seja feita avaliacdo clinico-patolégica dos
pacientes, de forma individualizada, pois a partir dessa avaliacdo, pode-se
predizer o comportamento e a evolucédo clinica das neoplasias mamarias e,
desta maneira, utilizar corretos procedimentos terapéuticos para cada caso e

de forma eficaz (CASSALI et al., 2010).
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3.4.1 Avaliacao Histopatoldgica

A analise histopatologica € uma ferramenta valiosa para prever o
comportamento biolégico das neoplasias mamarias e tem como objetivo avaliar
a arquitetura das mesmas. Também constitui-se como um exame essencial
para determinar a presenca de metastases, que em neoplasias mamarias
caninas ocorrem mais frequentemente em linfonodos, pulmées, figado e baco
(GUIMARAES, 2012). O tipo histolégico apresenta uma correlacéo significativa
com a agressividade da neoplasia (CASSALI, Geovanni D. etal., 2011).

Este exame possibilita a classificacdo das neoplasias em benignas ou
malignas (CASSALI, Geovanni D. et al., 2011). Como critérios de malignidade
considera-se a alta celularidade com baixo grau de coesdo, pleomorfismo
celular, anisocitose e anisocariose, figuras de mitose, tipicas ou atipicas,
nucléolos evidentes e diferentes padrées de cromatina, que pode se apresentar
de forma densa ou frouxa (CARVALHO, 2006).

Sao também avaliadas informacdes adicionais, tais como, a presencga ou
auséncia de necrose tumoral, modo de crescimento do tumor (expansivo ou
infiltrativo) e a caracterizacdo de infiltrados celulares inflamatérios (tipo do
infiltrado e grau de infiltracdo) (GAMA et al., 2008).

A partir destas informacbBes, € possivel determinar a classificacdo
histopatoldgica das neoplasias mamarias caninas. Os métodos de classificacéo
variam consideravelmente. Como forma de padronizacéo, foi recomendada a
utilizacdo da classificacdo desenvolvida por Misdorp et al. (1999), modificada
por Cassali et al. (2011), de acordo com o Consenso para Diagndstico,

Prognéstico e Tratamento de tumores mamarios caninos (figura 2).
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Figura 2. Classificacé@o Histologica das Neoplasias Mamarias Caninas

Fonte: CASSALI et al., 2011.
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3.4.2 Avaliacéo Imunohistoquimica

O método de imuno-histoquimica constitui-se como um exame
complementar que pode ser utilizado para o auxilio no diagnéstico das
neoplasias mamarias caninas, bem como para predizer o prognostico destes
casos (QUEIROGA, 2002).

Os anticorpos comumente empregados na técnica de imuno-
histoquimica para a avaliacdo das neoplasias mamarias sdo 0s receptores
hormonais (receptores de estrogeno e receptores de progesterona), que
associam-se com o grau de diferenciacdo da neoplasia; os marcadores de
proliferacdo celular (Ki67 e PCNA), os quais determinam o indice de
proliferacdo das células neoplasicas; a expressdo de COX-2; e os marcadores
de angiogénese (CD31 e VEGF) (CASSALI et al., 2010).

As informacdes acerca da expressao destes marcadores em neoplasias
mamarias caninas e a sua associacdo com 0 prognéstico foram descritas

anteriormente

3.5 MODALIDADES DE TERAPIA

A excisdo cirargica é o tratamento de eleicdo para as neoplasias
mamarias caninas, com excecdo dos carcinomas inflamatérios. As opcdes de
técnica cirirgicas compreendem: nodulectomia, mamectomia, mastectomia em
bloco e mastectomia total uni ou bilateral (figura 3).

A escolha da técnica cirtrgica mais adequada depende do numero de
tumores e da sua localizacdo na cadeia mamaria, das caracteristicas clinicas
da neoplasia (tamanho, aderéncia, ulceracédo) e do estado clinico do paciente
(QUEIROGA, 2002) (CIRILLO, 2008).

Quando varias glandulas de uma mesma cadeia mamaria sao
acometidas, deve-se optar pela mastectomia radical, devido a complexidade da
drenagem linfatica. Caso seja necessario realizar mastectomia total bilateral,
esta deve ser feita em dois tempos operatorios, com intervalo de 3 a 4 meses,
para que haja correta cicatrizacéo, evitando assim complicacdes pos-cirurgicas
(QUEIROGA, 2002).
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Figura 3. VariacGes nas opcdes de resseccéo cirlrgica. A- Mastectomia total. B- Mastectomia
em bloco. C- Mastectomia unilateral.
Fonte: SLATTER (1998).

E necessario que o procedimento cirdrgico seja feito com ampla margem
de seguranca, 2 cm em torno do tumor, para que haja o controle local deste,
garantindo assim uma maior sobrevida para os animais acometidos (GREEN et
al., 2009). Da mesma maneira, a remocao dos linfonodos regionais deve ser

realizada, caso haja acometimento dos mesmos (TUOHY et al., 2009)

3.5.1 Quimioterapia

7

A quimioterapia é indicada como tratamento adjuvante da doenca
sistémica ou metastatica, e ndo deve ser utilizada como terapia Unica, e sim
associada a cirurgia. Esta terapia objetiva evitar recidiva local, o aparecimento
de metéstases e eliminar célula neoplasica residual, que possa existir apds a
excisao cirurgica do tumor (CIRILLO, 2008).

As drogas quimioterapicas de escolha para o tratamento das neoplasias
mamarias sdo a doxorrubicina, a ciclofosfamida e o 5-Fluorouracil (NELSON et.
al., 2006). De acordo com Queiroga et al. (2002), os quimioterapicos tém
demonstrado eficacia como terapia adjuvante, mas nao ha estudos clinicos que
indiguem qual a melhor droga, ou o melhor protocolo terapéutico, para os
diferentes tipos de neoplasias mamarias.

Considerando a heterogeneidade das apresentacfes histopatologicas,

esta quimiossensibilidade é dificil de ser caracterizada. Além disto, em casos
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de metastases, estas podem apresentar caracteristicas distintas do tumor
primario, reagir de forma diferente a quimioterapia (CIRILLO, 2008).

Outro ponto a ser considerado sobre a terapia quimioterdpica € a
toxicidade decorrente de seu uso. Os quimioterapicos ndo atuam somente
sobre as células neoplasicas, agindo sobre qualquer células em intensa
atividade proliferativa, como o epitélio das vilosidades intestinais, células da
medula o6ssea e epitélio dos foliculos pilosos. Por este motivo, a
mielossupressao, sinais gastrointestinais e alopecia sao efeitos colateriais
comumente observados em animais submetidos a esse tipo de tratamento
(NELSON et al., 2006).

3.6 USO DE INIBIDORES DA COX-2 NO TRATAMENTO DAS NEOPLASIAS
MAMARIAS

Os anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINESs) sdo amplamente utilizados
na pratica da medicina veterinaria, devido a sua acdo anti-inflamatoria,
analgésica e antipirética (STEAGALL et al., 2007a).

O principal mecanismo de acdo dos AINEs € a inibicao da expressdo
das enzimas COX, em membranas celulares, podendo ser de forma né&o
especifica ou especifica (STEAGALL et al.,, 2007b). Exemplos de AINEs néo
especificos sdo aspirina, indometacina, fenilbutazona, cetoprofeno,
meclofenamato, meloxicam, carprofeno; e os inibidores especificos da COX-2
séo valdecoxibe, rofecoxibe, lumaricoxibe, etoricoxibe, firocoxibe (JARK et al.,
2011).

A relacdo do uso de inibidores da COX-2 e sua expressao foi relatado
em um estudo feito por Tsjuii et al. (1997), no qual observou-se que a
expressdo de COX-2 em células de cancer de c6lon em humanos era elevada
e gue essa alteracdo pode ser revertida através do uso de inibidores da COX.

Em estudo semelhante, desenvolvido por Mohammed et al. (2012),
verificou-se que houve diminuicdo de 40-50% do risco de desenvolvimento de
cancer de colon e reto em pessoas que usavam regularmente antiinflamatérios
nao-esteroidais.

Na medicina humana tem sido descrito que neoplasias mamarias em
mulheres apresentam elevados niveis de COX-2 (DENKERT et al., 2003). Em
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semelhanca a essas neoplasias, a presenca da enzima COX-2 em neoplasias
mamarias caninas tem sido descrita por diversos autores (DORE, et al., 2003;
HELLER et al., 2005; QUEIROGA et al., 2005), sendo que ha relatos de que a
expressdo dessa enzima € maior em neoplasias malignas (QUEIROGA et al.,
2005; MILLANTA et al., 2006).

Em neoplasias mamarias caninas, o uso de inibidores da COX-2 tem
sido proposto como terapia preventiva ou adjuvante (CASSALI, Geovanni D. et
al., 2011; DE NARDI et al.,, 2011; LAVALLE et al.,, 2012; XU et al., 2014).
Devido a sua elevada seletividade para a COX-2, acredita-se que o efeito
antitumoral destes € mais potente do que os AINEs tradicionais e, além disso,
estes proporcionam menos efeitos colaterais ao paciente (DE NARDI et al.,
2011).

De acordo com Knudsen et al. (2013), a primeira evidéncia dos efeitos
anti-neoplasicos dos inibidores da COX-2 foi relatada por Knapp et al. (1992),
0S quais avaliaram o efeito do piroxicam em 62 cées portadores de neoplasias,
sendo que, em neoplasias de 8 animais foi observada remisséo parcial.

Souza, et al. (2009), fizeram uso do inibidor da COX-2, piroxicam, em
sete cadelas diagnosticadas com carcinoma inflamatério. Os animais tratados
apresentaram melhora da resposta clinica da neoplasia, com diminuicdo do
eritema, edema e dor, e também aumentando a sobrevida, em comparacdo ao
grupo tratado com doxorrubicina. Mesmo apresentando resposta clinica,
65,72% das amostras neoplasicas apresentaram imunorreatividade para a
expressao da COX-2, apos o uso de inibidores desta enzima.

Lavalle et al. (2012) desenvolveram um estudo no qual avaliaram a
sobrevida de cadelas portadoras de neoplasias mamarias, que foram
submetidas a quatro diferentes tipos de (G1) exciséo cirurgica; (G2) excisao
cirrgica + carboplatina; (G3) excisdo cirdrgica + carboplatina + piroxicam; e
(G4) excisao cirurgica + carboplatina + firocoxibe. Os grupos que receberam
carboplatina, associada ou ndo aos AINES, apresentaram taxa de sobrevida
maior quando comparada aos animais que s6 passaram pelo procedimento
cirurgico.

O firocoxibe € um potente AINE desenvolvido especificamente para uso
veterinario, apresentando de 350 a 430 vezes maior seletividade para COX-2.

As concentracdes plasmaticas de firocoxibe, em animais seguindo o protocolo
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terapéutico apropriado, sado capazes de inibir a COX-2 causando pouco
impacto sobre a atividade da enzima COX-1 (STEAGALL et al., 2007a).

Em experimento com cédes saudaveis, Steagall et al. (2007) constataram
gue a administracao oral de 5,3 mg/kg de firocoxib ndo acarretou em alteracdes
no hemograma, bioquimica sérica, agregacdo plaquetaria e tempo de
coagulacdo. Também ndo promoveu aparecimento de lesGes gastricas ou
sangue oculto fecal, demonstrando ser uma dose sem efeitos colaterais.

Diante das caracteristicas de seletividade do firocoxibe, seu uso para o
tratamento de neoplasias mamarias caninas deve ser avaliado, tanto para
determinar com precisdao as melhores doses e as melhores formas de
administracdo (DE NARDI et al., 2011), quanto para que sejam avaliados os
efeitos deste tratamento sobre a expressdo das enzimas COX-2 no tecido

tumoral.



34

4. METODOLOGIA

a. Aspectos Eticos

Esse estudo esteve de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Santa Cruz (CEUA — UESC), aprovado com o
protocolo n° 010/13.

O consentimento de participacdo dos animais foi conferido por seus
proprietarios, que apos serem informados sobre a natureza da pesquisa,

procederam com a assinatura do Termo de Ciéncia e Autorizacao.

b. Delineamento Experimental

Compuseram este estudo amostras de tecido neoplasico mamario de
cadelas, provenientes de dois grupos de tratamento: Grupo 1: cadelas tratadas
com firocoxibe! e Grupo 2: cadelas n&do tratadas com firocoxibe, conforme

descrito a seguir:

Grupo 1

Foram selecionadas cadelas atendidas no Ambulatério Clinico de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario da UESC — llhéus, durante o periodo
de Agosto a Novembro de 2013, que possuiam alteracdes clinico-patoldgicas
compativeis com neoplasia mamaria.

A principio, 30 cadelas foram selecionadas. No entanto, apds a
realizacdo de exames complementares, foram excluidas aquelas que
apresentaram algum tipo de doenca concomitante, e também aquelas que
apresentavam evidéncia de metastases, mediante exames complementares.
Dessa forma, o Grupo 1 consistiu de 14 (quatorze) animais.

Foram coletados dados acerca da identificacdo e histérico do paciente,
tais como raca, idade, peso, inicio das lesdes, regularidade e intervalo de ciclo
estral, estado reprodutivo (castradas ou nao), uso de progestagenos

exogenos, manifestacdo de pseudociese e lesGes tumorais anteriores.
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Procedeu-se também com a realizacdo do exame fisico, sendo avaliada
a condicao sistémica do animal e especifica da neoplasia. Neste sentido, fez-se
0 mapeamento da localizacdo da neoplasia na cadeia maméria; avaliacdo da
consisténcia; presenca ou auséncia de aderéncia a musculatura; presenca ou
auséncia de ulceracdo e secrecdo; avaliacdo de linfonodos regionais e

mensuracao dos diametros tumorais, com auxilio de paquimetro (figura 4).

Figura 4. Mensuragéo de neoplasia mamaria.

Fonte: Arquivo pessoal.

Apdés a mensuracdo, o maior diametro foi considerado como referéncia
para o tamanho do tumor, sendo este parametro categorizado em trés niveis:
T1(<3cm); T2 (3a5cm)e T3 (>5cm) (QUEIROGA et al., 2011).

Realizaram-se ainda exames complementares, como hemograma, perfil
bioquimico para dosagem de ureia, creatinina, alanina amino transferase (ALT)
e aspartato amino transferase (AST), radiografia toracica em duas proje¢oes
(lateral esquerda e ventro-dorsal) e ultrassonografia de mama e abdominal,
para investigacdo de possiveis metastases.

Os exames de hemograma foram realizados com o auxilio do
equipamento Abbreviated Blood Counter Vet (ABC Vet) e a realizacdo dos
exames bioquimicos foi feita utilizando o equipamento BioPlus 2.000 bio f
semi-automatico e kits da marca Doles, disponiveis no Laboratério Clinico do
Hospital Veterinario da UESC.
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Procedeu-se com os exames radiograficos utilizando o equipamento
Unidade Radioldgica Transportavel Modelo Med 300mA/125Kv e as
revelacdes foram feitas em tanque de revelagdo Triplex Inox 13x40x13L. Os
exames ultrassonograficos foram feitos utilizando o equipamento Ultra Vision
Flip Vet.

N&o havendo altera¢des clinicas que inviabilizassem a permanéncia das
cadelas no experimento, as mesmas iniciaram a terapia com firocoxibe (5
mg/kg, a cada 24 horas, por via oral), durante 30 dias. Durante este periodo, 0s
animais foram monitorados em trés momentos: inicio do tratamento (1° dia),
quinze dias apds o inicio da medicacdo (15° dia) e término do tratamento (30°
dia). As avaliacdes consistiam em exame fisico, com medi¢do das neoplasias,
e coleta sanguinea, para realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos,
conforme descrito acima.

Apbs esse periodo, os pacientes foram encaminhados a cirurgia, sendo
realizada a mastectomia parcial ou total da cadeia mamaria. Quando
necessario, realizou-se também a remocéao de linfonodos regionais.

Em situacdes em que ambas as cadeias mamarias, direita e esquerda,
eram acometidas, no primeiro procedimento cirargico, executou-se a
mastectomia do lado que apresentava nddulos com maior dimensdo. Nos
casos em que havia mais de um nddulo localizado em um lado da cadeia
mamaria, todos eram removidos, coletados e processados de forma individual.
Nesta condicdo, um mesmo animal apresentou mais de uma amostra de
fragmento neoplasico para a analise.

Amostras dos materiais excisados foram coletadas e mantidas em
formalina tamponada 10%, durante 48 horas. ApGs esse periodo, as amostras
foram seccionadas em 4mm, inclusas em parafina e armazenadas em blocos

para a desidratacdo, para posteriores analises.

Grupo 2

Os casos do grupo 2 foram provenientes de um estudo retrospectivo
utilizando blocos de parafina contendo amostras de neoplasias mamarias,
selecionados do arquivo do Setor de Patologia Animal da UESC.

Em semelhanca aos dados registrados para os animais do Grupo 1,

foram obtidas dos prontuérios as informacdes pertinentes ao histérico, exame
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fisico e exames complementares. Foram selecionados apenas animais cujo
histérico e terapia prescrita ndo constava o relato do uso de AINES, no periodo
que antecedeu a coleta do fragmento neoplasico. Segundo este critério,
amostras pertencentes a doze animais foram selecionados, com quatorze

amostras de tecido neoplasico mamario.

c. Processamento de material e analise por H&E

Foi realizado o processamento histopatologico de rotina para coloragcao
por hematoxilina e eosina (HE), das amostras de ambos os grupos, segundo 0s
critérios estabelecidos por Luna, (1968). Os fragmentos foram analisados
utilizando microscépio O6ptico (40x) e a classificacdo histopatoldégica das
neoplasias foi feita por dois observadores, baseando-se nos critérios propostos
pelo Consenso para Diagnéstico, Progndstico e Tratamento de Neoplasia
Mamaria Canina, de acordo com Cassali et al. (2011).

Em uma etapa subsequente a classificagdo, como forma de viabilizar a
analise dos dados, os tipos histopatolégicos foram agrupados em: Carcinoma
in situ (CIS); Carcinoma simples (carcinoma tubular, carcinoma tubular,

carcinoma tubulo-papilar); Carcinoma em tumor misto; e Carcinossarcoma.

d. Processamento e andlise de Imunohistoquimica

Para deteccdo dos marcadores COX-2 e VEGF, realizou-se a técnica de
imunohistoquimica, pelo método estreptavidina-biotina-peroxidase (ABC),
utilizando um sistema de deteccdo comercial (tabela 1).

Tabela 1. Relacdo dos anticorpos primarios, clone, marca do anticorpo e

diluicdo utilizada nos cortes de neoplasias mamarias de cadelas.

ANTICORPO CLONE MARCA DILUICAO

VEGF VG1 DAKO 1:100

COX-2 CX-294 DAKO 1:100
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O processamento foi realizado no Laboratorio de Oncologia Experimental
e Comparada do servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), USP — SP, utilizando o protocolo determinado
pelo laboratério (ANEXO 1).

As amostras foram seccionadas em cortes de 4,0 ym de espessura e
montadas em laminas de vidro devidamente preparadas, para que o material
ficasse bem aderido a lamina, evitando assim, perda de material durante o
processamento.

Os cortes foram submetidos a desparafinizacdo e reidratacdo e o
blogueio da peroxidase enddgena foi feito com solugdo de &gua oxigenada
30% em metanol por 60 minutos. A recuperacdo antigénica para todos 0s
anticorpos primarios foi realizada com tampdo EDTA pH 9,0 em panela de
pressdo, durante 5 minutos.

Foram utilizados como controle positivo, tecido renal de cao, que
expressa a COX-2 na macula densa e nas células intersticiais; e que expressa
o VEGF em podadcitos, tubulos distais e coletores.

Os cortes utilizados como controle negativo foram escolhidos
aleatoriamente dentre os blocos pertencentes aos animais do Grupo 1. Nestes
cortes, o anticorpo primario foi substituido por tampéo fosfato salino (PBS) com
pH=7,4.

Resumidamente, para 0 processamento da técnica da
Imunohistoquimica, as amostras foram incubadas com anticorpos especificos
para COX-2 e VEGF, sendo estes, anticorpos primarios diluidos em BSA (1%
+ NaN3 0,1%), permanecendo durante a noite, em temperatura de 4°C.
Passado esse periodo, as amostras foram lavadas e incubadas durante 45 min
com um anticorpo secundario, no caso, o LSAB.

Para que a imunorreatividade pudesse ser visualizada, foi utilizado o
cromoégeno diaminobenzidine (DAB), o qual confere as células imunorreativas,
coloragdo marrom, e, posteriormente, as laminas foram contrastadas com
hematoxilina, que confere coloracdo roxa as células negativas.

Para avaliacdo das amostras, utilizou-se microscopio optico (Olympus
DP 71), nas objetivas 20x e 40x, com auxilio do programa de analise de

imagens Image Pro-express 6.0. As analises foram feitas apos a localizagéo
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dos focos de cada lesao e foram atribuidas escalas de marcacao para cada um
dos anticorpos utilizados.

A expressdo da COX-2 foi identificada através da coloracdo castanha
expressa na membrana ou no citoplasma de células epiteliais. A classificacédo
foi feita segundo os critérios estabelecidos por Lavalle, et al., (2009), baseada
em um escore imuno-histoquimico, que considera a distribuicdo (percentual de
células marcadas) e a intensidade de marcagdo das mesmas.

Para a avaliacdo do percentual de distribuicdo de imunorreatividade,
foram percorridos todos os campos da lamina que apresentavam evidéncia de
alteracdo neoplasica em ampliacdo (20x). O resultado foi expresso em escore,
variando de 0 a 4, em que O significa 0%, 1 significa <10% de células
marcadas, 2 corresponde a 10-30% de marcacao, 3 para 31-60% e 4 para >
61% de células marcadas.

Os valores para a intensidade da coloracdo variam de 0-3, em que O
significa nenhuma intensidade (-), 1 é equivalente a intensidade fraca (+), 2
corresponde a intensidade moderada (++) e 3 equivale a intensidade forte
(+++). A pontuacao final foi obtida multiplicando o percentual de distribuicdo de
imunorreatividade e da intensidade de marcacéo, com variacdo de 0 a 12.

A expressdo do VEGF foi caracterizada pela presenca de coloragéo
citoplasmatica castanha das células epiteliais. O numero de células
imunorreativas foi avaliado semi-quantitativamente de acordo com o método
descrito por Santos et al.,, (2010), utilizando também o escore imuno-
histoquimico, levando em consideracéo o percentual de células positivas e sua
intensidade de marcacéo.

A avaliacdo da intensidade foi dada através das pontuacdes: 0 equivale
a nenhuma intensidade; 1 — fraca; 2 — moderada; 3 — forte. Ja a distribuicao
das células positivas ocorre da seguinte maneira: 1 equivale a <25% de
células positivas; 2 — 25-50%; 3- 50-75% e 4- >75% de células positivas. O
score foi obtido através da multiplicagdo dos valores de distribuicdo e
intensidade de marcacéo.

Apos se obter o score final, as variaveis foram categorizadas em score

baixo (0 a 5) ou score alto (6 a 12), de acordo com Lavalle et al., 2009.

e. Andlise Estatistica
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A variagcdo de distribuicdo de imunorreatividade e intensidade para
expressdo da COX-2 e VEGF entre os grupos foi analisada utilizando-se o
teste de Mann-Whitney, estudando as variaveis categoricas. Para a analise de
correlacdo entre estes marcadores foi utilizado o teste de Spearman. O teste
de Kruskal-Wallis foi empregado para avaliar a associacdo da COX-2 e VEGF
com as variaveis clinico-patoldgicas.

Em todas as comparacdes estatisticas, um valor de P <0,05 foi
considerado significativo. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-
se o programa GraphPad Prism (GraphPad Prism version 6.00 for Windows).
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5. RESULTADOS
5.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Considerando a faixa etaria de todos os animais selecionados nesse
estudo, observou-se a ocorréncia de neoplasia mamaria em cadelas entre seis
a 15 anos de idade. A média de idade dos animais componente do grupo 1 foi
de 10 anos, e nos animais do grupo 2 foi de 9 anos.

Com relagdo a raca, 36% dos animais do grupo 1 eram sem raca
definida (SRD), seguidos pelos cées das racas Poodle (14,3%), Boxer (14,3%),
Fox Paulistinha (14,3%) e Rottweiler (14,3%). Referente ao grupo 2, os
animais da raca Poodle e SRD foram maioria, correspondendo a 30,7% cada,
seguidos pela da raca Rottweiler (15,4%). As racas Pinscher, Akita e Pastor
Alemé&o foram equivalentes a 8% dos casos.

No histérico dos animais pertencente ao grupo 1, foi possivel constatar
que 42,9% dos animais apresentaram irregularidade no ciclo estral, 28,6%
possuiam histérico de pseudociese, 21,4% haviam relatado uso de
progestagenos exdgenos e 92,8% nao eram castrados. Para as cadelas
componentes do grupo 2, estas informacdes ndo constavam no prontuario,
nado sendo possivel analisa-las.

Em relacdo as caracteristicas da neoplasia, o tempo decorrido entre o
aparecimento da lesdo e o encaminhamento ao atendimento veterinario variou
de 1 a 18 meses, no grupo 1 (média de 9,5 meses), e de 2 a 24 meses, no
grupo 2 (média de 8,1 meses). A localizacao das neoplasias foi predominante
nas mamas abdominais, seguidas das mamas inguinais, tanto nos animais do
grupo 1 quanto nos do grupo 2 (figura 5). O aspecto macroscépico das lesdes
foi variavel, havendo ulceracéo cutanea em 14,3 % dos casos dos animais do
grupo 1, e em 20 % dos animais do grupo 2. O tamanho das lesGes variou
entre 0,5 cm a 10 cm (grupo 1) e 1,5 cm a 17 cm (grupo 2).



42

4.76% TOR cau
23.81% ABD cra
28.57% ABD cau
42.86% ING

7.14% TOR cra

21.43% TOR cau
21.43% ABD cra
28.57% ABD cau
21.43% ING

gooo
DEOND

Grupo 1 Grupo 2

Figura 5. Localizacdo das neoplasias na cadeia mamaria das cadelas tratadas com firocoxibe

(grupo 1) e das cadelas ndo tratadas com firocoxibe (grupo 2).

Em relacdo a resposta clinica dos animais tratados com firocoxibe, em
28,57% foi constatada reducdo do didmetro tumoral, apés 30 dias de
tratamento, em porcentagens que variaram entre 5,1 a 40%, em relacdo ao
parametro inicial. Em 66,66% dos casos a reducao foi inferior a 5%, e em um
caso (4,76%), houve aumento de 10 % do diametro tumoral, em relacdo ao
inicio do tratamento (tabela 2). N&o foi identificada diferenca significativa entre
os valores iniciais e finais dos diametros.

Nenhum dos proprietarios relatou alteracdes clinicas, em decorréncia do
uso do firocoxibe. Em analise dos resultados dos hemogramas e exames
bioguimicos seriados, observou-se que sete (50%) animais apresentaram
valores de ureia sérica um pouco acima do preconizado por Kaneko et al. 1997.
No entanto, trés cadelas (21,4 %) apresentaram valores altos de ureia apenas
no dia 0, trés cadelas (21,4 %) apresentaram valores acima da referéncia
apenas no dia 15 e/ou 30 e uma cadela apresentou valores altos em momentos
antes e apdés o uso do firocoxibe. Nos demais exames hematologicos e
bioquimicos (Creatinina, ALT e AST), ndo foram observadas alteracdes, em

relacdo aos parametros de normalidade para a espécie.
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Tabela 2. Mensuracao do maior diametro tumoral (cm), no decorrer da terapia
com firocoxibe (5 mg/kg/24 horas, durante 30 dias), em cadelas com neoplasia

mamaria.

Les3o DIAMETRO (cm)
1 dia 15 dias 30 dias
1 10 9 7
2 1 1 1
3 3 3 3
4 5,1 5 4,8
5 3 3 3
6 1 1 1
7 10 10 9,8
8 5,1 5 5
9 0,5 0,5 0,5
10 2,5 2,5 2,5
11 1,5 1,5 1,4
12 8,5 8,1 7,9
13 5 5 5,5
14 2 1,8 1,2
15 1 1 1
16 2 2 2
17 1 1 1
18 5,5 5,4 5,3
19 2 2 2
20 5 4,9 4,9
21 8 7 5

5.2 ANALISE DESCRITIVA DAS AMOSTRAS

Nesse estudo, foram avaliadas 33 amostras de neoplasias mamarias,
sendo um tumor benigno e 32 tumores malignos, de acordo com o diagnostico
histopatolégico. Houve predominio do tipo carcinoma tubular (22%) (figura 6a),
seguido por carcinoma tubular com areas papilares (figura 6b), carcinoma
papilar (figura 6c), carcinoma em tumor misto (figura 6d) e carcinoma ductal in

situ, com a ocorréncia de 9,5% cada.



Figura 6. Amostras histopatolégicas de fragmentos neoplasicos retirados de cadelas com neoplasias mamarias. (a) Carcinoma
tubular. HE. 20x. (b) Carcinoma tubular com areas papilares. HE. 20x. (c) Carcinoma papilar. HE. 20x. (d). Carcinoma em tumor
misto. HE. 20x.

5.3 EXPRESSAO DA COX-2 EM TUMORES MAMARIOS CANINOS

Observou-se que houve expressdo da COX-2, em ambos 0S grupos
(tabela 3 e 4). A imunorreatividade para a COX-2 foi observada,
predominantemente, no citoplasma das células epiteliais, de forma difusa ou
focal (figura 7 e 8). No entanto, em alguns casos, observou-se também
marcacgao nuclear e marcagédo em células mioepiteliais (figura 7 e 9).
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Tabela 3. Avaliacdo da expressédo da COX-2 e VEGF em tumores mamarios caninos dos

animais pertencentes ao grupo tratado com firocoxibe (Grupo 1).

. COX-2 VEGF
AMOSTRA DIAGNOSTICO
GRAU INTENSIDADE ESCORE GRAU INTENSIDADE ESCORE
1 Carcinoma ductal in situ 4 3 12 4 2 8
2 CT com areas papilares 4 2 8 4 2 8
3 CT com éreas papilares 3 2 6 4 2 8
4 Carcinoma em tumor misto 4 1 4 0 0 0
5 CDIS em tumor misto 0 0 0 0 0 0
6 CLIS ¢/ microinvaséo 0 0 0 0 0 0
7 CP néo invasivo 0 0 0 0 0 0
8 CLIS c/ areas de microinvasao 4 1 4 0 0 0
9 Carcinoma tubular 1 2 2 2 1 2
10 Carcinoma ductal in situ 3 2 6 3 3 6
11 Carcinoma ductal in situ 3 2 6 0 0 0
12 Carcinoma em tumor misto 3 2 6 3 3 9
13 Carcinoma tubular 3 2 6 0 0 0
14 Carcinoma tubular 4 2 8 4 2 8
15 CDIS c/microinvasao 4 2 8 4 2 8
16 Carcinoma tubular 0 0 0 4 1 4
17 Carcinoma tubular 3 3 9 4 1 8
18 Carcinoma tubular 3 2 6 0 0 0
19 Carcinoma tubular 3 2 6 0 0 0
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Tabela 4. Avaliacdo da expressdo da COX-2 e VEGF em tumores mamarios caninos dos
animais pertencentes ao grupo néo tratado com firocoxibe (Grupo 2).

AMOSTRA DIAGNOSTICO COX-2 VEGE
Grau Intensidade Escore Grau Intensidade Escore
1 Tumor misto benigno 4 2 8 3 2 6
2 CT com areas papilares 0 0 0 2 1 2
3 CP c/ &reas tubulares e microp. 0 0 0 2 1 2
4 CP invasor c/ areas micropapilares 0 0 0 2 2 4
5 CIS em TM c/ &reas de microinvasao 0 0 0 0 0 0
6 Carcinoma papilar 0 0 0 0 0 0
7 CP com areas tubulares 0 0 0 0 0 0
8 Carcinoma papilar 0 0 0 2 2 4
9 Carcinoma papilar in situ 0 0 0 2 1 2
10 TMB com areas de carcinoma in situ 3 2 6 3 2 6
11 Carcinoma em tumor misto 3 1 3 2 1 2
12 Carcinoma papilar 3 1 3 3 1 3
13 CDIS em tumor misto 3 2 6 3 1 3
14 Carcinoma papilar 3 2 6 3 2 6
15 Carcinossarcoma c/ presenca de emb.linf 3 1 3 0 0 0

Figura 7. Carcinoma tubular com areas micropapilares. Imunorreatividade para COX-2. Notar a
marcacao citoplasmatica forte (coloracdo castanha) (seta vermelha) e nuclear (seta azul), de

forma multifocal (40x).
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Figura 8. Carcinoma papilar. Imunorreatividade para COX-2. Notar marcacdo difusa em

citoplasma de células epiteliais. (40x).

Figura 9. Carcinoma papilar. Imunorreatividade para COX-2. Notar marcacdo moderada em

células mioepiteliais presentes no estroma. (40x).

No que diz respeito a expressdo da COX-2, nas amostras do grupo 1,
78,9 % foram consideradas positivas, e nas amostras do grupo 2, 46,6%
apresentaram a expressdo. Considerando-se os critérios de agrupamento em
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baixa imunorreatividade (0 a 5) e alta imunorreatividade (6 a 12), no grupo 1,
36,8 % das amostras foram agrupadas em baixa imunorreatividade e 63,1%
alta reatividade. Nas amostras do grupo 2, 73,3% foram agrupadas em baixa
imunorreatividade e 26,7% em alta reatividade.

Houve diferenca significativa (p=0,019) da meédia dos escores de
marcacgado da COX-2 entre o grupo tratado com firocoxibe e o grupo néo tratado
com firocoxibe, com maior expresséo nas amostras do grupo 1 (figura 10).

101

P value = 0.01910

Média de Escore COX-2
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Figura 10. Média da expresséo da COX-2 em neoplasias mamarias caninas, comparando-se

0s animais tratados (grupo 1) e ndo tratados com firocoxibe (grupo 2).

Com o intuito de verificar se, nos animais do grupo tratado firocoxibe,
havia associacdo entre as varidveis resposta de reducdo do tumor (ndo
reducéo/reducdo) e a imunorreatividade da COX-2 (baixa reatividade/alta
reatividade) procedeu-se com o teste Exato de Fisher, ndo sendo evidenciada

associacao significativa entre estas variaveis (p=0,60) (figura 11).

B Nzao Reducao
I Reducio

n de Amostras

N&o COX-2 COX-2
Expressédo da COX-2

Figura 11. Relacdo entre a reatividade da COX-2 e a reducdo do didmetro da neoplasia

mamaria canina, em pacientes do grupo 1, que fizeram uso do firocoxibe, por 30 dias.
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Em nenhum dos grupos, foi observada associacao significativa entre a
média dos escores de COX-2 e a variavel grupo histologico, grupo 1
(p=0,1699) e grupo 2 (p=0,3778); ou em relacdo a varidvel tamanho do tumor,
grupo 1 (p=0,7195) e grupo 2 (p=0,2641).

5.4 EXPRESSAO DO VEGF EM TUMORES MAMARIOS CANINOS

No que concerne ao VEGF, a imunorreatividade foi observada no
citoplasma das células neoplasicas (figura 12 e 13), de forma focal e difusa.
Alguns casos nao apresentavam marcacdo de forma homogénea em todo o
material histolodgico. Em tais casos, foi avaliada a marcacdo predominante.

A maioria das amostras pertencentes aos animais do grupo 1 (53%),
apresentou imunorreatividade para a expressao dessa enzima. Nas amostras
provenientes do Grupo 2, 74% foram consideradas positivas para a expressao
do VEGF (tabela 3 e 4). Considerando-se os critérios de agrupamento em
baixa imunorreatividade (0 a 5) e alta imunorreatividade (6 a 12), nas amostras
do grupo 1, 57,89% foram agrupadas em baixa imunorreatividade e 42,1% em
alta reatividade. Em relacdo as amostras do grupo 2, 80 % foram agrupadas

em baixa imunorreatividade e 20% em alta imunorreatividade.

L)

Figura 12. Carcinossarcoma. Baixa imunorreatividade para VEGF. Notar marcacéo

citoplasmatica fraca e de forma focal (40x).
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Figura 13. Carcinoma papilar invasor. Imunorreatividade para VEGF. Notar marcacgao

citoplasmatica moderada e difusa em células epiteliais (40x).

N&o houve diferenca significativa da média dos escores de marcacédo da
VEGF entre o grupo tratado com firocoxibe e o grupo ndo tratado com
firocoxibe (p=0,69) (figura 14). E também n&o houve associacdo entre a média
dos escores de VEGF e a variavel grupo histoldgico, ou a variavel tamanho do
tumor, seja no grupo 1 ou no grupo 2.

P value = 0.6946

Média de Escore VEGF
N
L

Figura 14. Média da expressao do VEGF em neoplasias mamarias caninas, comparando-se 0s

animais tratados (grupo 1) e nao tratados com firocoxibe (grupo 2).
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5.5 CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DA COX-2 E DO VEGF

Avaliando-se a correlagdo entre a imunorreatividade da COX-2 e do
VEGF, observou-se correlagdo positiva entre estas variaveis, tanto para as

amostras do grupol quanto para aquelas do grupo 2 (Figura 15).
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Figura 15. Andlise de correlacdo entre a expressdo da COX-2 e do VEGF, em neoplasias
mamarias de cadelas tratadas com firocoxibe (grupo 1) e das cadelas ndo tratadas com

firocoxibe (grupo 2).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, 96,96% (32/33) das amostras de neoplasia
mamadria foram classificadas como malignas. Esta ocorréncia € superior as
relatadas em outros estudos, que citam um indice de 50% (SLEECKX et al.,
2011). Um dos fatores que poderiam estar associados a esta maior ocorréncia
€ o tempo decorrido entre o aparecimento da lesdo e o encaminhamento ao
atendimento médico veterinario, que na maioria dos casos foi superior ha oito
meses. A média de idade dos animais foi de 9,5 anos.

Propbe-se que neoplasias mamarias caninas benignas sofram
transformacdo em malignas, no decorrer do tempo (SORENMO et al., 2009).
Dentre as argumentacdes apresentadas, os autores referem que neoplasias
malignas possuem maior tamanho que as benignas, 4,7 vs 2,1 cm, e que 0S
animais sdo mais idosos, 9,5 vs 8,5 anos.

Observamos neste estudo, tumores com didmetros variaveis, com média
de 4,78 cm. Mas, em diversas amostras de neoplasias malignas, os nddulos
eram inferiores a 3 cm didmetro. No Unico caso de neoplasia benigna, o tumor
possuia diametro de 10 cm. De acordo com Ferrera et al. (2009), o tamanho da
neoplasia pode ser considerado um fator prognostico independente na
neoplasia mamaria em cadelas. Além disso, esses autores relatam que a
maioria das lesbes acima de cinco cm tende a ser malignas, apresentam alto
indice de proliferacdo e maior agressividade quando comparadas as lesdes
menores.

A ocorréncia das neoplasias foi maior em mamas abdominais e
inguinais, corroborando com os dados descritos por Carvalho (2006), o qual
afirma que 65% a 75% das neoplasias ocorre nas glandulas mamaérias
abdominal caudal e inguinal, provavelmente por possuirem maior volume de
tecido glandular.

Com relacdo a imunoexpressdo da COX-2, houve imunorreatividade
deste marcador na maioria das amostras, entretanto, diversas amostras
obtiveram marcacdo negativa ou baixa imunorreatividade, a despeito do
predominio de neoplasias malignas.

Os dados da literatura sobre o percentual de amostras de neoplasia

mamaria canina que expressam COX-2 sao divergentes, variando de 54%
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(DORE et al., 2003); 56% (HELLER et al., 2005); 76,2% (QUEIROGA et al.,
2011); e 100% (MILLANTA et al., 2006; LAVALLE et al., 2009), em tumores
malignos. J& para neoplasias benignas, o percentual relatado é de 7,1%
(QUEIROGA et al., 2011) e 24% (DORE et al., 2003).

Neste estudo, a amostra de neoplasia benigna, classificada como tumor
misto benigno, apresentou alta imunorreatividade para COX-2 (escore 8). Ainda
que uma amostra ndo possibilite a andlise comparativa com as neoplasias
malignas, este indice foi superior a média dos escores das demais amostras.

NoO que concerne a associacao entre a classificacdo histopatolégica e a
expressdo da COX-2, como forma de viabilizar a andlise, optou-se pela
distribuicdo dos tipos histopatolégicos em grupos, a saber Carcinoma in situ
(CIS); Carcinoma simples (carcinoma tubular, carcinoma tubular, carcinoma
tubulo-papilar); Carcinoma em tumor misto; e Carcinossarcoma. N&o foi
observada associacdo entre a expressao da COX-2 com 0S Qrupos
histopatolégicos, seja no grupo dos animais tratados com firocoxibe, seja no
grupo dos nédo tratados. Resultado semelhante foi obtido por Ribeiro et al.,
(2009), os quais ndo observaram diferenca da expressdo da COX-2
comparando-se 0s grupos carcinoma evoluindo em tumor misto benigno
(CATMB) e outros carcinomas (CA), sendo o ultimo grupo constituido pelos
subtipos tubular, papilar e sélido.

Alguns estudos evidenciaram maior expressdo da COX-2 em neoplasias
com classificacdes histopatoldgicas consideradas mais agressivas (LAVALLE
et al., 2009; QUEIROGA et al., 2010). Um estudo desenvolvido por Heller et al.
(2005) constatou que os carcinomas anaplasicos possuem maior expressao de
COX-2, quando comparados aos adenocarcinomas.

Em relagdo a expressdo do VEGF, os resultados foram similares
aqueles encontrados para a COX-2, em relacdo ao percentual de expressao
deste marcador nas amostras avaliadas, e a ndo evidéncia de associa¢cdo com
0s tipos histopatologicos. Estes resultados estdo de acordo com outros autores
que relataram que a expressdo do VEGF n&o demonstrou associagcdo com o
tipo histopatologico de neoplasias mamarias caninas (SANTOS et al., 2013).

Entretanto, divergem de Queiroga et al. (2011), que demonstraram haver
associacdo significativa do VEGF com o tipo histopatolégico do tumor

(p=0,005). Os autores descreveram que maioria dos adenomas foi negativa
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para a expressao do VEGF, enquanto que os tumores mistos benignos foram
positivos para este marcador. E também dos dados obtidos por Restucci et al.
(2002), que relataram haver diferenca significativa de acordo com o tipo
histopatolégico do tumor.

As divergéncias encontradas entre o0s resultados podem estar
relacionadas com as técnicas empregadas para avaliacdo da expressdo tanto
da COX-2 quanto do VEGF. A exemplo, no estudo desenvolvido por Restucci
et al., (2002), para a avaliacdo da expressao do VEGF utilizou-se a contagem
do numero de células positivas entre 1000 células neoplasicas dentro de 20
campos selecionados. J& no nosso estudo, conforme descricdo na
metodologia, foi feita avaliagdo de toda a lamina, ndo delimitando o numero de
campos e estimando o percentual de células marcadas presentes em cada
campo de ampliacéo (20x).

Outro ponto a ser considerado é a diferenca entre a distribuicdo das
amostras de acordo com os tipos histopatolégicos, que varia conforme os
critérios de selecdo e casuistica de cada estudo. E também, deve-se pontuar
que existem diferentes critérios adotados pelos autores para realizar as
classificacdes histopatologicas das amostras. Estes fatores acarretam em
dados que ndo possuem homogeneidade para comparacédo, 0 que salienta a
importancia de que sejam adotados critérios para a padronizacdo das
informacdes acerca das neoplasias mamarias caninas (CASSALI, Geovanni D.
et al., 2011)

No que diz respeito a correlacdo entre enzimas COX-2 e VEGF, neste
estudo observou-se correlacdo positiva entre esses marcadores, tanto nas
amostras do grupo tratado como nas amostras do grupo nao tratado com
firocoxibe. De acordo com Queiroga et al. (2012), mediante a expressédo da
COX-2, ocorre um estimulo das metaloproteinases, aumentando assim a
capacidade de invasao devido a ativacdo do gene bcl-2. Essa ativagdo faz com
haja a liberagéo de vérios fatores angiogénicos, inclusive o VEGF.

Resultados semelhantes foram descritos por outros autores que também
demonstraram correlacdo positiva entre a expressédo de COX-2 e de VEGF, em
neoplasia mamaria canina (MILLANTA et al., 2006; QUEIROGA et al., 2011).
Queiroga et al. (2001) observaram que existe correlagdo positiva entre a

expressao da COX-2 e VEGF em tumores mamarios malignos. Em seu estudo,
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das 31 amostras neoplasicas que expressaram COX-2, 31 também foram
positivas com relagéo ao VEGF (p= 0,008).

Tendo em vista o potencial terapéutico relacionado ao uso dos inibidores
da COX-2 em casos neoplasicos, no presente estudo foram avaliados os
efeitos decorrentes do uso de um inibidor seletivo de COX-2, firocoxibe,
durante 30 dias, em cadelas portadoras de neoplasia mamaria canina. Apés o
término do tratamento, foi constatada reducéo do diametro tumoral, em 28,57%
dos casos, embora nao tenha sido detectada variacdo significativa desta
reducao.

Nas condi¢des deste experimento, o uso do firocoxibe n&o acarretou em
sinais de toxicidade, seja pelos exames clinicos, hematologicos ou
bioquimicos. Os resultados de ureia, creatinina, ALT e AST obtidos neste
trabalho, de forma geral, encontram-se dentro dos valores referenciais para a
espécie. As pequenas variacdes observadas nos valores de ureia estdo mais
associadas as alterac¢des individuais do que aos efeitos colaterais do firocoxibe,
haja vista que a maioria precedia o uso do medicamento, e que ndao houve a
elevacdo concomitante dos niveis de creatina séricos.

Tais achados sdo condizentes com os relatos de que a administracédo
oral de 5,3 mg/kg de firocoxibe, durante 29 dias para cédes saudaveis, nédo
acarretou em alteracbes no hemograma, bioquimica sérica, agregacao
plaquetéria, tempo de coagulacdo e também ndo promoveu aparecimento de
lesbes gastricas ou sangue oculto fecal nestes animais (STEAGALL et al.,
2007a).

Embora tenha havido evidéncias clinicas da resposta ao uso do
firocoxibe, um resultado que deve ser destacado no presente estudo € o fato de
que houve diferenca significativa (p=0,019) da média dos escores de
expressao da COX-2 entre o grupo tratado com firocoxibe (grupo 1) e o grupo
nao tratado com firocoxibe (grupo 2), com maior expressao nas amostras do
grupo 1. Este resultado foi ratificado pelo fato de ndo ter havido associacdo
significativa entre a reducdo dos tumores e a expressdo da COX-2 nestas
amostras.

N&o ha estudos prévios que tenham utilizado a mesma metodologia que
a do presente trabalho, para que seja tecida a comparagdao dos dados. Um

estudo similar, foi realizado em sete cadelas diagnosticadas com carcinoma
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inflamatorio, e que fizeram uso do inibidor da COX-2, piroxicam. Os animais
tratados apresentaram melhora da resposta clinica da neoplasia, com
diminuicdo do eritema, edema e dor, e também demonstraram aumento da
sobrevida, em comparacdo ao grupo tratado com doxorrubicina. Apesar desta
resposta, 65,72% das amostras neoplasicas apresentaram imunorreatividade
para a expressdo da COX-2, ap06s o uso do piroxicam (SOUZA et al., 2009).

Lavalle et al. (2012) desenvolveram estudo avaliando a sobrevida de
cadelas portadoras de neoplasias mamarias, submetidas a quatro protocolos
de tratamento: (G1) excisdo cirurgica; (G2) excisdo cirurgica + carboplatina;
(G3) excisao cirurgica + carboplatina + piroxicam; e (G4) excisao cirargica +
carboplatina + firocoxibe. Os grupos que receberam carboplatina, associada ou
nao aos AINES, apresentaram taxa de sobrevida maior quando comparada aos
animais que sO passaram pelo procedimento cirargico, ndo havendo diferenca
significativa de sobrevida entre os trés grupos.

Os resultados obtidos por este estudo corroboram com a argumentacgéo
gue ainda ndo ha evidéncias suficientes de que a expressdo da COX-2 possa
ser Gtil para predizer sobre a resposta da neoplasia ao uso de inibidores da
COX-2. Uma hipétese a ser considerada € a de que a expressao da COX-2,
detectada pelo método de imuno-histoquimica, pode nao refletir a real atividade
enzimatica da COX-2, e os consequentes niveis de PGE2 tumorais (DORE,
2011).

A despeito deste fato, a melhora clinica observada nos animais reforca a
indicagdo do uso de inibidores da COX-2, como terapia preventiva ou
adjuvante, em casos neoplasias mamarias caninas (CASSALI, Geovanni D. et
al.,, 2011; DE NARDI et al., 2011; LAVALLE et al., 2012; XU et al., 2014). Faz-
se necessaria a realizacdo de estudos envolvendo um maior nimero de
animais, para que haja melhor compreensdo dos eventos observados no
presente estudo, bem como para a investigacdo de marcadores que possuam
melhor eficiéncia para predizer sobre a resposta a terapia com inibidores da
COX-2.
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7. CONCLUSAO

As neoplasias mamarias caninas tem sido alvo de estudo de diversos
pesquisadores devido as suas peculiares caracteristicas clinicas e biologicas.

As avaliagbes desenvolvidas no presente trabalho tiveram como objetivo
aprofundar o conhecimento acerca de fatores clinicopatolégicos que
influenciam no comportamento bioldgico dessas neoplasias.

Estudos descritos em medicina humana e veterinaria relatam que a
COX-2 é expressa em diversos tipos de neoplasias, sobretudo em neoplasias
mamarias. Em nosso estudo pudemos perceber que houve uma variedade com
relagdo ao tipo histolégico das neoplasias e através da técnica de
Imunohistoquimica, revelou-se que a maioria dos tipos histolégicos apresentou
expressdo para a COX-2 e o VEGF, sugerindo que as enzimas analisadas
podem exercer influéncia sobre a patogenia desse tipo de neoplasia.

Foi demonstrada uma associacdo entre os dois marcadores, dessa
forma, estudos s&do necessarios para confirmar o papel da expresséo
combinada das duas enzimas como um fator progndstico.

Na medicina veterinaria, muitos estudos sugerem a utilizacdo de AINEs
como terapia adjuvante para o tratamento da neoplasia mamaria. No entanto,
ndo ha estudos clinicos que comprovem essa eficacia. Tendo em vista que
nosso estudo foi o primeiro a fazer uso do firocoxibe como terapia prévia a
indicagdo cirurgica, nossos resultados possibilitaram avaliar o efeito desse
medicamento sobre a neoplasia.

Com base em nossos resultados podemos admitir que o uso do
firocoxibe mostrou-se eficaz, tendo em vista que se observou reducao
macroscopica do tumor em 28,5% dos animais avaliados, apesar de néo ter
havido diferenca estatistica.

No entanto, no que se refere a expressdo da COX-2 nas neoplasias,
demonstrou-se que o uso do firocoxibe néo reduziu a expressao dessa enzima
nas amostras analisadas. A determinacdo dos niveis de COX-2 na neoplasia
pode ndo ser um bom indicador para a resposta ao tratamento com AINEs.

Dessa forma, sugere-se que novos estudos sejam desenvolvidos a fim de se
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avaliar a eficacia dos inibidores da COX-2 no tratamento das neoplasias

mamarias caninas.
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ANEXO |

Protocolo da técnica de Imuno-histoquimica desenvolvida através do método
LSAB.

Método LSAB

12 DIA

. Desparafinizacao

Solugao Tempo Temperatura
Xilol | 15 min. ambiente
Xilol 11 15 min. ambiente
Xilol+Alcool 10 min. ambiente
Alcool Absoluto 05 min. ambiente
Alcool Absoluto 05 min. ambiente
Alcool 95% 05 min. ambiente
Alcool 70% 05 min. ambiente
PBS 05 min. ambiente

e Fazer o bloqueio da peroxidase em solugao de H,0, diluido em metanol, durante
1h (20ml H,0, 30% + 80 ml de agua destilada)

e Desmascaramento em Tampao Citrato 1X (pH 6,0)(quando o material for fixado
em formol), durante 20 minutos no forno microondas.
e 3 lavagens em PBS 1X (500ul de tween 20), por 5 minutos cada.

e Bloqueio de reagdes inespecificas com solugao de leite desnatado 3%, diluido em
PBS 1X, durante 30 minutos (temperatura ambiente)

e Incubacdo das laminas com o Anticorpo primario diluido em PBS) 1X (1:100,
variando para cada tipo de anticorpo) overnight, em camera umida. Utilizar 100-
200uL/lamina.

VEGF Clone VG1 (DAKO) Ref. M7273 - 1: 100
COX 2 — (Dako) 1:100
22 dia

e 3 lavagens em PBS 1X (500ul de tween 20), por 5 minutos cada.



e Incubagdo com Anticorpo secundario Biotinilado (amarelo), durante 45 minutos,

em camera Umida e temperatura ambiente.

e 3 lavagens em PBS 1X (500ul de tween 20), por 5 minutos cada.

e Incubagdo com o complexo Estreptavidina-Peroxidase (vermelho), durante 45
minutos, em cdmera Umida e temperatura ambiente.

e 3 lavagens em PBS 1X (500ul de tween 20), por 5 minutos cada.

e Revelagdo com Diaminobenzidina (1 gota DAB + 1ml diluente), observando a

coloragdo. Utilizar 100 uL/laminas e fazé-las individualmente.

e 3 lavagens em PBS 1X (500ul de tween 20), por 5 minutos cada.
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e Contra coloragdao com Hematoxilina por 3 min. (verificar a hematoxilina) e lavagem

em agua corrente .

e Colocar 4gua amoniacal (0,5%) rapidamente e lavar em agua corrente por 5

minutos.

e Diafanizagao

Solugao Tempo Temperatura
Alcool 70% 5 min. Ambiente
Alcool 95% 5 min. Ambiente

Alcool Absoluto 5 min. Ambiente
Alcool Absoluto 5 min. ambiente
Xilol+Alcool 10 min. ambiente
Xilol | 10 min. ambiente

Xilol 1 10 min. ambiente

e montagem com laminula e permount

Receita Tampao Citrato

Solugdo 10X
e Citrato de Sédio (Synth) - 29.4g

Diluir em 1 Litro de dgua destilada
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PH 6,0

e Acido Citrico - 21,014g
Diluir em 1 litro de PBS

Conservar na geladeira as duas solugdes.
Quando for usar para fazer o desmascaramento em Tampao Citrato:

Pegar 80ml da Solucdo Citrato de Sédio e 20ml da Solucdo Acido Citrico e completar
para 1 litro com dgua destilada.

Receita PBS 10X

Solugdo : (Deixar na geladeira)

Fosfato de Sddio Bibasico Anidro (Synth) - 10,61g
Sédio fosfato monobdsico monoidrato (Merck) - 3,89g
Cloreto de Sdédio (Synth) — 8,5g

Agua destilada — 1 litro

PH 7,0

Quando for usar: Pegar 100ml da solucdo e completar com 4gua destilada para 1 litro.

Receita: Tris/Edta — Para um 1 litro
1,21g —Tris

0,37g - Edta



