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RESUMO

ELSTON, F. Avaliacdo clinica e imunoistoquimica de tumores mamarios
em cadelas submetidas a tratamento com inibidor da cicloxigenase-2
(firocoxibe). Botucatu, 2012. 57p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

Tumores mamarios expressam a enzima cicloxigenase (Cox-2), que caracteriza
um processo inflamatorio intenso e pode também demonstrar a presenca de
alteracbes paraneoplasicas. Este trabalho teve por objetivo estudar a
expressao de Cox-2 em tumores mamarios de cadelas e avaliar o efeito do
anti-inflamatorio firocoxibe sobre a mesma. Os animais selecionados foram
divididos em dois grupos: controle (9 animais) e tratado (10 animais). As
cadelas foram avaliadas por exame clinico, bioguimica sérica, tamanho,
volume, localizacdo e avaliacdo TNM dos tumores e avaliacdo da qualidade de
vida. O grupo tratado recebeu o firocoxibe na dosagem de 5mg/kg ao dia por
sete dias e apos este periodo todos os animais foram novamente avaliados e
submetidos a mastectomia. As amostras obtidas nos dois momentos foram
avaliadas por exame histolégico e imunoistoquimica para expressao de Cox-2.
Os resultados mostraram que, embora ndo tenha havido diferenca no tamanho
do maior noédulo ou na expressdao de COX -2 entre 0s grupos apdés o
tratamento, o aumento na expressdo de COX-2 observado no grupo controle
nao foi verificado no grupo tratado e que 0s animais que receberam o
tratamento por 7 dias apresentaram diminuicdo dos niveis de proteinas séricas
totais (p=0.00588) e aumento dos niveis séricos de uréia (p=0.01388). Estes
resultados sugerem que o uso do firocoxibe como coadjuvante no tratamento
de cadelas com neoplasia maméria submetidas & mastectomia pode ser
benéfico para deter a evolucdo da doenca, embora seja indicado o
acompanhamento dos animais para garantir que ndo haja sangramento
gastrintestinal e que a saude seja preservada.

Palavras chave: Oncologia, mama, firocoxibe, caes.



ABSTRACT

ELSTON, F. Clinical and immunohistochemical evaluation of mammary tumors
in female dogs undergoing treatment with inhibitors of cyclooxygenase-2
(firocoxib). Botucatu, 2012. 57p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

Breast tumors express the enzyme cycloxygenase (COX-2), characterizing an
inflammatory process and also demonstrate the presence of paraneoplastic
alterations. This experiment aimed to study the expression of Cox-2 in
mammary tumors of dogs and to evaluate the effect of anti-inflammatory
firocoxib on it. The selected animals were divided into two groups: control (9
animals) and treated (10 animals). The animals were evaluated by clinical
examination, serum biochemistry, size, volume, location and TNM evaluation of
tumors and assessment of quality of life. The treatment group received firocoxib
at dosage of 5mg/kg daily for seven days and after this period all animals were
re-evaluated and submitted to mastectomy. The samples obtained at both
moments were evaluated by histology and immunohistochemistry for the
expression of Cox-2. The results showed that, although there was no difference
in size of the largest tumor or in the expression of COX-2 between the groups
after treatment, increased expression of COX-2 seen in the control group was
not observed in the treated group and that those animals that received firocoxib
for 7 days showed decreased levels of total serum protein (p = 0.00588) and
increased serum levels of urea (p = 0.01388). These results suggest that the
use of firocoxib as adjuvant therapy for dogs with breast cancer submitted to
mastectomy can be beneficial to halt the progression of the disease, although
monitoring of animals is indicated to ensure there is no gastrointestinal bleeding
and health is preserved.

Keywords: Oncology, breast, firocoxib, dogs.



INTRODUCAO

Os tumores de mama sao as mais comuns das neoplasias
caninas (WITHROW, 2007; MORRIS, 2010) totalizando cerca da metade dos
tumores diagnosticados em cadelas. S&o raros em animais jovens,
acometendo animais com idade média entre nove e 11 anos (NELSON e
COUTO, 2001; FOSSUM, 2002; GALERA et al.,, 2002; MORRISON, 2002;
OLIVEIRA et al., 2003; CAVALCANTI e CASSALI, 2006).

Por sua vez, o cancer de mama € o tipo de neoplasia mais
frequente entre as mulheres e representa aproximadamente 15% do total de
mortes por cancer na espécie humana no Brasil (CASSALI, 2000). Segundo o
Ministério da Saude, 50,7% de todas as neoplasias femininas causadoras de
Obito s@o carcinomas de mama (1° Lugar), seguido pelo cancer de colo de
atero 19,2% do total dos novos casos de cancer em mulheres no Brasil. A
mortalidade pelo cancer de mama compreende cerca de 2,3% de todas as
causas de mortes femininas e estima-se que sua incidéncia seja de 46
mulheres a cada 100.000 (ENCONTRO INTERNACIONAL SOBRE
RASTREAMENTO DE CANCER DE MAMA, 2009).

Segundo Cassali (2000), os tumores mamarios espontaneos
caninos apresentam muitas semelhancas com os da espécie humana e séo
passiveis de serem utilizados como modelo experimental para estudos
comparativos com a espécie. Assim sendo, podemos inferir que a identificacao
de ferramentas que possam auxiliar no prognéstico dos tumores mamarios
possibilitara a escolha de tratamentos mais adequados para o controle da
doenca, possivelmente beneficiando a ambas as espécies.

Os tumores de mama interferem na qualidade de vida dos
pacientes, manifestando alteracfes clinicas que podem ser causadas pelos
efeitos diretos do crescimento do tumor sobre os tecidos adjacentes ou, ainda,
alteracdes hematologicas, endocrinas ou mesmo metabdlicas correlacionadas
aos tumores. Essas alteragbes sdo frequentemente nomeadas de sindromes
paraneoplasicas, (VALADAO, 2007).

As sindromes paraneoplasicas sdo responsaveis diretas por um

decréscimo progressivo da qualidade de vida dos animais acometidos de



tumores. Expressam-se sob forma de inapeténcia, caquexia, prostracdo e
muitas vezes dor, provavelmente relacionados também com a reacéo
inflamatodria local e sistémica ao desenvolvimento tumoral, sendo que o
componente inflamatorio local, quando presente no esfregaco, pode, inclusive,
revelar-se um fator negativo para o diagnostico preciso das neoplasias
mamadrias (ZUCCARI et al., 2001).

Estudos imunoistoquimicos tém revelado a expressao das
enzimas cicloxigenases (Cox) em diversos tecidos. Tais enzimas s&o
responsaveis pela sintese de prostaglandinas, e possuem varias isoformas. A
Cox-1 tem sido relatada em quase todos os tecidos de forma fisioldgica,
enquanto Cox-2 se expressa geralmente induzida por algum processo
patolégico nos tecidos (PESTILI DE ALMEIDA et al.,, 2001), tais como
carcinomas mamarios (De NARDI et al., 2005; QUEIROGA et al., 2010),
carcinomas intestinais (LAVALLE et al., 2009) e carcinomas espinocelulares de
caes (PESTILI DE ALMEIDA et al., 2001).

O primeiro estudo relacionando COX-2 a neoplasias mamarias em
cadelas foi realizado por Doré et al.,, (2003), os quais nhdo encontraram
expressao desta enzima em mamas normais e observaram sua expressao
aumentada nos adenomas e adenocarcinomas mamarios. Segundo Lavalle et
al. (2009), existe uma correlacao entre uma grande expressao de COX-2 com o
aumento da capacidade proliferativa das células neoplasicas, diminuicdo da
apoptose e formacao de novos vasos, indicando um pior prognéstico (RIBEIRO
et al., 2009).

Esforcos tém sido despendidos para se estabelecer técnicas de
tratamento e progndstico desta importante neoplasia canina, enfatizando-se a
ja classica utilizacdo do Sistema de Estadiamento Clinico dos Tumores,
conhecido como TNM modificado por Owen (1980), que avalia o tamanho e
grau de comprometimento de linfonodos e a possivel presenca de metastases,
estabelecendo a extenséo e gravidade da doenca (CAVALCANTI e CASSALI,
2006). Da mesma forma, a imunoistoquimica tem sido indicada como
promissora ferramenta preditiva (MORRIS, 2010) sendo a expressdo da
cicloxigenase-2 (COX-2) apresentada como marcador progndstico (RIBEIRO et
al., 2009).



Embora a classificacdo TNM seja preditiva quanto a sobrevida do
paciente, existe a necessidade de uma avaliacdo mais especifica quanto ao
reflexo de tais tumores na qualidade de vida do individuo. Para tal fim, pode-se
utilizar a escala de desempenho de Karnofsky (EDK), que avalia as habilidades
funcionais do individuo no momento do exame (VALADAO, 2007).

A avaliacdo repetida do animal pela EDK num determinado
periodo de tempo correlacionada com os resultados do estadiamento do tumor,
permite obter um resultado palpavel sobre a avaliacdo da qualidade de vida em

relacdo a evolucéo da doenca e/ou as terapias efetuadas (VALADAO, 2007).



REVISAO DA LITERATURA

Aspectos epidemioldgicos do tumor de mama

A glandula mamaria é a localizacdo anatébmica mais comum para
desenvolvimento de tumores nas cadelas (MORRISON, 2002; MARTINS et al.,
2003; NOVOSAD, 2003) e sua ocorréncia, segundo Rassnick (2005), s6 é
menor quando comparada ao tumores de pele, totalizando cerca da metade
dos tumores diagnosticados na espécie. A sua ocorréncia € rara em animais
jovens, acometendo principalmente animais com idade média entre 9 e 11 anos
(NELSON e COUTO, 2001; GALERA et al, 2002; FOSSUM, 2002;
MORRISON, 2002; OLIVEIRA et al., 2003; CAVALCANTI e CASSALI, 2006;
HATORE et al.,, 2011; GOMIDE et al.,, 2012). Um estudo de GALERA et al.
(2002), mostra, ainda, que a maior incidéncia € observada em caes de raca
nao definida, seguida dos caes das racas Pinscher e Cocker Spaniel.

MORRISON (2002) afirma que a idade ao 1° cio, a idade a 12
gestacdo, o numero de filhotes, a ocorréncia de ciclos estrais anormais ou
histérico de pseudogestacdo ndo demonstraram associagdo com o0
aparecimento destes tumores. Porém, outros autores afirmaram que o uso de
progestagenos e a ocorréncia de pseudogestacfes estdo associados ao
aparecimento precoce de neoplasias mamarias em cadelas (OLIVEIRA et al.,
2003).

Os tumores mamarios podem ocorrer em qualquer regido da
cadeia maméaria (NELSON e COUTO 2001), porém sdo mais comumente
localizados nas glandulas inguinais (WALDRON, 2001; FOSSUM, 2002;
GALERA et al., 2002). Segundo Gomide et al. (2012), mais frequentemente a
cadeia mamaria esquerda (43,6%) foi afetada quando comparada com a direita
(37,9%) ou com o acometimento bilateral (18,42%). Para Oliveira et al. (2003),
a ocorréncia nas mamas caudais é maior, representando 51,8% contra
somente 5,9% nas mamas craniais e 36,5% em mamas caudais e craniais.
Estes autores observaram, ainda, que 55,3% dos animais apresentam
crescimentos em ambas as cadeias (direita e esquerda) e que 77,6%

apresentam tumores multiplos.



Macroscopicamente, 0s tumores de mama séo representados em
sua maioria por massas firmes e nodulares, as quais podem ser sésseis ou
pedunculadas, solidas ou cisticas, ulceradas ou recobertas de pele e pelos,
podendo seu tamanho variar de milimetros até alguns centimetros de diametro
(NELSON e COUTO 2001; FOSSUM 2002; MISDORP, 2002). Sao
frequentemente multiplas (NELSON e COUTO, 2001; WALDRON, 2001;
FOSSUM 2002; MISDORP, 2002), sendo importante a palpacdo de todas as
glandulas e linfonodos regionais a procura de nédulos (WALDRON, 2001).

Aspectos biolégicos dos tumores de mama

Considerados incomuns em caes machos (NELSON e COUTO,
2001; FOSSUM, 2002), os tumores malignos de mama sao muito comuns em
cadelas, sendo representados principalmente pelos carcinomas em 50%
(FOSSUM, 2002; RASSNICK, 2005; CAVALCANTI e CASSALI, 2006) a 70-
75% dos casos (OLIVEIRA et al., 2003; STRATMANN et al., 2008).

A ocorréncia de outras formas histologicas € de 4% para o0s
sarcomas, 4% para o0s carcinomas inflamatorios e 42% para o0s
adenocarcinomas (MORRISON, 2002). De forma similar, Fossum (2002)
estabelece que a maior parte dos tumores mamarios malignos séo carcinomas
(carcinomas sélidos, adenocarcinomas tubulares, adenocarcinomas papilares e
carcinomas anaplasicos), sarcomas (menos de 5%) e carcinossarcomas
(também chamados de tumores mistos malignos), sendo que a incidéncia de
metastase € mais alta nos sarcomas do que nos carcinomas.

Daleck et al. (1998) encontraram em procedimentos de
mastectomia regional e de mastectomia em bloco uma frequéncia de
carcinoma mamario de 52,17% e de tumores mistos de 17,39%. Hatore et al.
(2011) encontraram 76,19% de carcinoma nos tumores mamarios pelo exame
citolégico com aspirado por agulha fina. De forma semelhante, Gomide et al.
(2012) estabelecem que 75% dos tumores apresentaram-se como malignos,
sendo adenocarcinoma e tumor misto maligno os mais comuns. Porém, em
2001, Nelson e Couto afirmavam que os tumores benignos podiam representar

até 50% dos casos das neoplasias mamarias na espécie canina.



Aspectos clinicos dos tumores de mama

Em geral, os proprietarios percebem os nodulos varios meses
antes de procurarem ajuda profissional veterinaria (NELSON e COUTO, 2001;
FOSSUM, 2002). Sabe-se que os tumores malignos tém um consideravel
poder metastético e que seu tipo histologico e o grau de invasédo celular sdo
relevantes na sobrevida do animal (MORRISON, 2002; RASSNICK, 2005).
Segundo Morrison (2002), o tempo de sobrevida de cadelas com carcinoma
invasivo (11,8 semanas) foi menos da metade em relacdo ao tempo de
sobrevida das cadelas com carcinomas nao invasivos (29 semanas). Para 0s
demais tipos histoldgicos, o tempo médio de sobrevida foi de 24,6 semanas
para o adenocarcinoma tubular, 6,5 semanas para o carcinoma solido e 15,8
semanas para o carcinoma anaplasico.

Em relacdo as metastases, de acordo com Fossum (2002), as
células tumorais se disseminam pelos vasos linfaticos e sanguineos para
linfonodos regionais e pulmdes. A presenca de metastase pulmonar determina
um prognostico desfavoravel (NELSON e COUTO, 2001). Menos
frequentemente, as metastases podem acometer as glandulas adrenais, rins,
coracao, figado, ossos, cérebro e a pele. Stratmann et al. (2008) ressaltam
que, ao contrario do que acontece nas mulheres, as metastases 6sseas sao
pouco comuns em cédes. Por serem similares aos nédulos de outras neoplasias,
Morrison (2002) sugere a pesquisa sistematica de metastases em linfonodos e
nos pulmdes. Ocorrem metastases toracicas em 25 a 50% das cadelas com
tumores mamarios malignos; por conta disso, todos 0s animais que
apresentem neoplasias mamarias devem ter o torax radiografado (NELSON e
COUTO, 2001; WALDRON, 2001; FOSSUM, 2002). A ultrassonografia
abdominal também pode ajudar a detectar metastases (FOSSUM, 2002).

Morrison (2002) observou que 58% de cadelas submetidas a
mastectomia regional para extragdo de tumores mamarios desenvolveram nova
lesdo na mesma cadeia e apenas 3% na cadeia contralateral, com grande
correlacédo entre os tumores quando o primeiro diagndéstico tenha sido maligno.

O estadiamento clinico da doenca avaliando-se as caracteristicas

do tumor e suas consequéncias no animal permite a obtencdo de informagdes



prognosticas, diagnosticas e terapéuticas (CAVALCANTI e CASSALI, 2006),
possibilitando uma comparacédo entre a analise histopatologica e a observacao
clinica dos diversos estadios da doenca (SOBIN e FLEMING, 1997).

O sistema TNM, que avalia o tumor, os linfonodos e a presenca
de metastases, permite a divisdo dos casos clinicos em grupos caracterizados
de acordo com a extensao da doenca. Os parametros foram estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude para uso em mulheres (SORENMO, 2003),
sendo posteriormente adaptada por Owen (1980), para utilizagdo em cées
(CASSALI et al., 2011).

O tamanho do tumor primario tem grande correlacdo com o
progndstico de evolugdo, com a reincidéncia da doenga e com a sobrevida do
animal. Tumores menores que trés cm mostraram taxa de recidiva proxima a
35% apobs dois anos, comparado a 80% em cadelas com tumores maiores
(NELSON e COUTO, 2001; MORRISON, 2002; SORENMO,2003). Além disto,
Ferreira et al. (2009) observaram que cadelas que apresentavam lesfes
maiores que cinco cm, apresentavam maior incidéncia de tumores malignos,
com rapida progresséo da doenca e menor expectativa de vida.

A avaliacdo dos linfonodos regionais para verificacdo de provavel
acometimento metastatico é muito importante para a determinacdo do
prognéstico (CASSALI et al., 2011). Sorenmo (2003) observou que animais que
tinham sinais de metastase em linfonodos regionais apresentaram uma
sobrevida muito menor quando comparados aqueles que tinham linfonodos
isentos de células tumorais.

A Escala de Desempenho Karnofsky (EDK) foi criada pelo médico
americano Dr. David A. Karnofsky em 1949 como um método qualitativo
caracterizando o impacto da doenca sobre o paciente, medindo o seu desfecho
nas habilidades funcionais e qualidade de vida antes e depois de alguma
intervencdo (Valaddo, 2007). Estudos demonstram a confiabilidade e
reprodutibilidade do método, mesmo sendo esta uma avaliacdo subjetiva
(VALADAO, 2007). A escala varia de 0 a 100, onde 100 representa vitalidade
excelente e zero o 6bito do paciente.

O local do tumor primario, bem como a localizagdo, numero e

extensdo das metastases estdo associados ao declinio da qualidade de vida e
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consequente queda no valor da EDK. Sendo assim, talvez possamos
correlacionar de alguma forma o Sistema TNM e a EDK com o intuito de
melhorar a avaliacdo da qualidade de vida e expectativa de prognéstico.

Contudo, a gradagéo da EDK original € especifica para humanos,
impedindo uma transposicéo linear para os animais. Couto (1998) propds uma
adaptacado da escala usada em humanos para caes, simplificando e invertendo
a escala, de modo que, numa escala de 0 a 4, “0” corresponde aos animais
considerados higidos e “4” correspondem aqueles em obito.

Apesar da proposta de Couto (1998) ser mais simplificada, os
intervalos sdo muito acentuados, impedindo a qualificacdo de alteracdes mais
sutis do comprometimento das atividades do animal. Sendo assim, Valadao,
em 2007, resgatou a proposta de Karnofsky para humanos, adaptando-a para
realidade de cdes acometidos por tumor venéreo transmissivel, conseguindo
bons resultados e alta reprodutibilidade (Quadro 1).

De acordo com a literatura consultada, torna-se claro que o
diagndstico precoce e a implementacdo urgente de tratamento sdo necessarios
para prevencdo do crescimento tumoral e a ocorréncia de metastases
(MARTINS et al., 2003; NOVOSAD, 2003) e que o estadiamento clinico e o
tipo e gradacdo histolégica dos tumores sdo de grande valor no
estabelecimento de um diagndéstico e prognostico clinico (CAVALCANTI e
CASSALL, 2006).

Diagnostico

A biopsia citologica com agulha fina pode ser considerada néo
confiavel, uma vez que os tumores mamarios sao extremamente heterogéneos
no seu aspecto histologico, ndo se prestando para realizacdo de prognostico
(MORRISON, 2002; NELSON e COUTO, 2001). A observacdo de ceélulas
inflamatorias no exame citolégico é frequente e, neste exame, falsos
diagnésticos de tumores benignos sdo comuns quando comparados ao
diagnéstico histopatolégico das massas retiradas cirurgicamente (WALDRON,
2001).

A confirmagédo diagnostica é recomendada mediante biopsia
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excisional, visto que com o exame histopatolégico pode-se estabelecer um
progndéstico que progride em gravidade conforme sejam encontradas células
neoplasicas estendendo-se desde o epitélio do ducto para além do limite deste,
invadindo vasos sanguineos e linfaticos (NELSON e COUTO, 2001). Com o
exame histopatologico pode-se, ainda, realizar os diagndsticos diferenciais
desejados em relacdo a hipertrofia mamaria, mastite, tumores cutaneos ou
mesmo corpos estranhos (FOSSUM, 2002).Apesar destas observacoes, alguns
autores acreditam haver certa eficiéncia nas puncdes biopsias por agulha fina
no diagnostico dos tumores de mama (DALECK et al., 1998; ZUCCARI et al.,
2001).

Martins et al. (2003) afirmam que exames imunoistoquimicos em
tumores mamarios de cdes acusam expressao irregular de tenascina e
expressdo difusa de fibronectina, sendo este resultado semelhante ao
encontrado em tumores mamarios humanos. Segundo este autor, os resultados
contribuem para um melhor progndstico das neoplasias mamarias e suas
respectivas metastases, porém nao explicitam a relacdo entre a expressao de
fibronectina e tenascina com um melhor ou pior progndéstico. Outros autores,
por sua vez, observaram que mais de 50% dos tumores de glandula mamaria
apresentaram sobre-expressao de COX-2 e, desta forma, sugeriram que as
drogas inibidoras desta enzima possam ser Gteis em uma terapia multimodal
(RASSNICK, 2005).

Tratamento dos tumores de mama em cadelas

De acordo com a literatura, a metade dos casos de tumores
mamarios em cadelas podem ser bem controlados apenas com terapia local
(excisdo cirurgica) (RASSNICK, 2005). As opcdes de tratamento variam de
acordo com o estadiamento tumoral e podem incluir procedimento cirdrgico,
radioterapia, quimioterapia ou a combina¢bes destas (NOVOSAD, 2003). A
excisdo cirdrgica permite um diagndstico histoldgico, podendo ser curativa,
melhorar a qualidade de vida do animal ou modificar a progressdo da doenca
(FOSSUM, 2002). Para Waldron (2001), é essencial a realizacédo de tratamento
agressivo devido ao seu grande potencial de malignidade e de gerar
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metastases. A auséncia de tratamento de qualquer tumor mamario nao é
recomendada, excluindo-se as situagbes em que outras doencas
concomitantes possam impedir o diagndstico ou tratamento. O procedimento
cirargico pode ser nodulectomia, mastectomia regional ou radical, dependendo
do numero e tamanho dos nddulos. No entanto, existem controvérsias quanto a
indicacdo de cada uma destas técnicas (NELSON e COUTO, 2001).

A extirpagdo cirdrgica adequada, com margens cirurgicas livres de
células tumorais, resulta em excelentes chances de controle local da doenca.
Pacientes com a doenca ja avancada, que tenham invasdo tumoral em regiao
vascular ou linfatica, bem como metastases em linfonodos regionais, podem

beneficiar-se de um tratamento quimioterapico adjuvante (NOVOSAD, 2003).

Cicloxigenases

Prostaglandinas sdo eicosanoides, compostos enddégenos que
exercem importante agdo homeostética em praticamente em todas as células
do organismo. Dentre seus efeitos biologicos, destacam-se seus efeitos na
reproducdo, no controle da presséo e do fluxo sanguineo, na funcao renal, na
formacdo de trombos, nos processos inflamatérios, no controle da musculatura
lisa, na atividade neuronal e alguns processos patoldgicos, como as Ulceras
gastricas. As prostaglandinas exercem seus efeitos por meio da ligacdo a
receptores especificos localizados nas membranas e que desencadeiam suas
respostas pela ativacdo de proteinas regulatérias acopladas ao nucleotideo
guanina (PALERMO, 2002; BATIOUNI, 2010).

Estimulos fisiolégicos, patoldégicos e farmacoldgicos (injaria)
determinam a degradacdo de complexos fosfolipidicos constituintes das
membranas celulares pela fosfolipase A,, acarretando a sintese de &cido
araquidénico (o mais importante precursor das prostaglandinas, por origina-las
em maior quantidade em praticamente todos os tecidos dos mamiferos). Numa
segunda etapa, a atuacao de enzimas denominadas cicloxigenases sobre o
acido araquidénico determina a formagdo de um endoperoxido ciclico instavel
(PGGy), produto intermediario que € convertido em PGH, e que, por acao de

enzimas denominadas prostaglandina-sintetases, dado origem as diversas
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prostaglandinas (PGl,, PGD,, PGE,;, PGF;) e a outros 2 compostos de
relevancia biolégica: o tromboxano A, (TXA;) e as prostaciclinas (PGly,)
(PALERMO, 2002; BATIOUNI, 2010).

As cicloxigenases existem em trés isoformas: COX-1, COX-2 e
COX-3, sendo as duas primeiras de importancia clinica. A COX-1 esta
relacionada a respostas fisiologicas dos tecidos como citoprotecdo do
estbmago, agregacdo plaquetaria, controle vascular e manutencdo do fluxo
renal (BRUNE e HINZ, 2004; HILARIO et al., 2006). Esta isoforma esta
presente em quase todos os tecidos (vasos sanguineos, plaguetas, estdbmago,
intestino e rins), sendo considerada uma enzima constitutiva (HILARIO et al.,
2006). Diferentemente, a COX-2 é considerada responsavel primaria pela
sintese de prostandides envolvidos na resposta inflamatoéria aguda e crénica e
estd presente nos focos inflamatorios. Denominada de enzima indutiva
(HILARIO et al.,, 2006), é expressa por células tais como macréfagos,
monacitos e sinoviocitos (BRUNE e HINZ, 2004).

Recentemente demonstrou-se que ambas as isoformas (COX-1 e
COX-2) estdo envolvidas tanto em eventos fisiolégicos quanto patoldgicos,
sendo ambas necessérias para a citoprotecdo gastrica e contribuindo para o
funcionamento normal dos rins, por meio da regulacdo do fluxo renal e do tbnus
vascular (GRANGEIRO et al., 2008). Além disto, Tran-Thanh et al. (2010)
observaram uma correlacédo positiva entre a expressdo de COX-2 e o Fator de
Crescimento Vascular (VEGF) e, Millanta et al. (2006) correlacionaram a COX-
2 com o Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER-2).

LAVALLE et al., (2009) ressaltam, ainda, que a prostaglandina E;
(PGE,), produto catalitico da COX-2, altera os mecanismos da apoptose,
diminuindo sua inducéo nos tecidos.

Outro estudo demonstrou por exames imunoistoquimicos que nao
ha expressdo de COX-2 em glandulas mamarias sadias, porém ha baixa
expressao nos adenomas e grande expressao nos adenocarcinomas, o0 que
reforca a possivel associacéo direta entre malignidade do tumor e a expressao
de COX-2 (HALF et al., 2002).
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Neoplasias X Cicloxigenases

Como ¢é uma importante enzima na biossintese de
prostaglandinas, a COX-2 é expressa em varios tumores em humanos e
animais, inclusive em canceres mamarios. Estudos in vitro demonstraram que
células de tumores mamarios caninos apresentam grande expressdo de COX-
2, acarretando em elevada sintese de PGE, e contribuindo, assim, para o
processo de tumorigénese (BRUNELLE et al., 2006). Outros autores relatam
100% de imunorreatividade de carcinomas mamarios caninos para COX-2,
correlacionada com a superexpressao do fator de crescimento epidérmico
humano HER-2 (MILLANTA et al., 2006). No entanto, Costa et al. (2011)
acreditam nado haver relacdo entre a expressdo de COX-2 e a evolucdo

tumoral.

Alguns trabalhos indicam que a expressdo de COX-2 em
neoplasias mamarias corresponde a uma menor expectativa de vida, ou seja,
um pior progndstico e que animais com baixa densidade vascular e com baixa
expressdo de COX-2 apresentam sobrevivéncia significativamente mais
prolongada (MILLANTA et al., 2006; LAVALLE et al., 2009). Outros autores
relatam um decréscimo da expressao das prostaglandinas frente a inibicdo das
COX-2 em estudos in vitro em culturas celulares (BRUNELLE et al., 2006).

Sabe-se, ainda, que com a maior expressdao de COX-2 ocorre
uma diminuicdo da apoptose, promovendo o desenvolvimento tumoral e a
angiogénese local. Isso é bem investigado em canceres humanos graves
(LAVALLE et al., 2009), particularmente carcinomas ductais com maior volume
e alta taxa proliferativa (ROBERTSON et al., 2007). Essa enzima é encontrada
abundantemente em 40% dos carcinomas mamarios (HOWE et al., 2005) e
correlaciona-se positivamente com o aumento da angiogénese, crescimento
tumoral e capacidade de metastase linfonodal (LAVALLE et al., 2009, COSTA et
al., 2011).

A partir dessas observagdes, sugere-se que o tratamento com
drogas inibidoras das COX-2 (anti-inflamatorios n&o esteroidais) possa ser uma

boa estratégia para prevencdo e tratamento das neoplasias mamarias em
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cadelas (HALF et al., 2002; MILLANTA et al., 2006; LAVALLE et al., 2009).
Costa et al. (2011) n&o observaram relacéo significativa entre a

expressdo de COX-2 e idade ou grau do tumor mamario, mas sugerem ainda

que tal expressao parece ser um evento tardio na progresséo tumoral, ndo se

relacionando com a tumorigénese.

Inibidores das cicloxigenases

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo medicamentos
frequentemente prescritos ao redor do mundo. S&o inibidores das
cicloxigenases (COX), seletivos ou ndo. Os nao seletivos sdo os AINEs
denominados de tradicionais ou convencionais, que apresentam mais efeitos
adversos (pois inibem tanto COX-1, quanto COX-2), principalmente gastricos.
Por isso, foram desenvolvidos AINEs seletivos para inibicio da COX-2 os
chamados COXIBEs. Destes, os mais testados na medicina sado celecoxibe,
valdecoxibe, rofecoxibe, enterocoxibe e lumiracoxibe (BATIOUNI, 2010). Os
estudos indicam que a inibicdo seletiva da COX-2 possa apresentar acédo anti-
inflamatoria semelhante a dos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), sem
ocasionar efeitos colaterais gastrintestinais.

Os inibidores seletivos de COX-2 exercem importantes efeitos
cardiovasculares adversos, como o0 aumento de risco de infarto do miocérdio,
acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal e
hipertensédo arterial. Estes riscos sdo maiores em pacientes humanos com
histérico de doencas correlacionadas (BATIOUNI, 2010). Esses farmacos
possuem eficacia analgésica e anti-inflamatéria, porém com tolerabilidade
superior. A inibicdo especifica de COX-2 bloqueia a producéo renal e sistémica
da prostaglandina PGl,, diminuindo a excrecao de sodio, acarretando edema e
elevacdo da pressdo sanguinea. Além disso, a sua inibicdo altera o equilibrio
entre o tromboxano A; (TXA;), derivado das plaquetas, e a prostaglandina
(PGIl,) derivada do endotélio, aumentando o risco de tromboses e infartos,
devendo-se ter uma avaliacdo criteriosa na escolha da terapia entre os AINEs e
0s COXIBEs (GRANGEIRO, et al., 2008).

HALF et al. (2002) relatam que a superexpressdao do gene
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responsavel pela COX-2 em ratos transgénicos foi suficiente para a inducao da
tumorigénese. Doré et al. (2003) ressaltam, ainda, que a inducdo de COX-2 em
tumores mamarios humanos determinou a reducéo nos niveis de proteinas pro-
apoptoticas (Bax e Bcl-xl) e um aumento nas proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2).

Um estudo realizado em camundongos transgénicos Her-2/neu
com carcinoma ductal in situ, ndo demonstrou prevencao ou controle do
crescimento tumoral, bem como de metéstases, em animais tratados com
Celecoxibe. No entanto, o farmaco teve como efeito a diminuicdo na expressao
do fator de crescimento vascular (VEGF), apontado como principal fator
angiogénico das neoplasias mamarias (TRAN-THANH et al., 2010).

Em contrapartida, em estudo semelhante realizado por Basu et al.
(2004) com o mesma farmaco (celecoxibe), também em camundongos
transgénicos, observou-se reducdo significativa no peso do tumor mamario
associado a apoptose e diminuicdo da proliferacéo celular in vivo. A diminuicao
da proliferacdo celular esta correlacionada com a diminuicdo da ativacao da
proteina quinase B/Akt, cujo aumento leva a maior sobrevivéncia celular, com
expressdo aumentada da proteina pro-apoptética Bax e diminuicdo da
expressao da proteina anti-apoptotica Bcl-2.

Em experimento com cades saudaveis, Steagall et al. (2007)
constataram que a administracdo oral de 5,3 mg/kg de firocoxibe né&o
apresentou alteracbes no hemograma, bioquimica sérica, agregacao
plaquetéria, tempo de coagulacdo e tampouco promoveu aparecimento de
lesbes gastricas (avaliacdo endoscépica) ou sangue oculto fecal,
demonstrando ser uma dose sem efeitos colaterais.

Entretanto, a administracdo do mesmo farmaco por noventa dias
para cées idosos (idade superior a sete anos) acarretou em alguns efeitos
colaterais, tais como: diarreia, vomitos, fezes escuras e anorexia discreta
(JOUBERT, 2009).
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OBJETIVOS

Pela alta frequéncia dos carcinomas mamarios em caes, pelas
semelhancas existentes entre o tumor mamario canino e humano, pela
expressao exagerada de Cox-2 nestas neoplasias em ambas as espécies, e
por sua relacdo com seu comportamento biologico, este trabalho tem por
objetivos:

A Estudar prospectivamente a expressao de Cox-2 em carcinomas
mamarios de cadelas;

A Avaliar o efeito do firocoxibe sobre a expressdo de Cox-2 nos tumores
mamarios em cadelas;

A Avaliar os efeitos do uso do firocoxibe nos parametros clinicos e
laboratoriais em cadelas com tumor de mama.

A Verificar o efeito do procedimento da bidpsia incisional sobre os
parametros clinicos e laboratoriais das cadelas, bem como os resultados

histopatologicos comparados com a biopsia  excisional.
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MATERIAIS E METODOS

Local
O presente trabalho foi realizado no Centro Veterinario do curso

de Medicina Veterinaria da Universidade PUC Minas Campus Pocos de
Caldas-MG.

Animais

O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UNESP Botucatu sob protocolo n°150/2011.

Foram selecionadas 19 fémeas caninas, adultas com diagndstico
de neoplasia mamaria atendidas. Os animais foram triados pelo atendimento
ambulatorial da universidade durante o periodo de setembro de 2011 a agosto
de 2012 e pertenciam as seguintes racas: Poodle (6), sem raca definida (6),
Teckel (2), Pinscher (1), Boxer (1), Rotweiller (1), Pitbull (1) e Maltés (1).
Apresentando peso médio de 10,05 Kg variando de 3,5 a 31Kg.

Os proprietarios foram esclarecidos sobre o protocolo proposto no
presente estudo e assinaram o termo de livre consentimento esclarecido antes
da realizacéo dos procedimentos.

Para que fossem considerados aptos para a inclusdo no

experimento, 0s animais deveriam cumprir 0S seguintes requisitos:

A Apresentar pelo menos um ndédulo mamario;

A Gozar de saude suficiente para se submeter a procedimentos
anestésicos;

A Possuir autorizacdo por escrito do proprietario para participar do
estudo.

A Na&o apresentar doenga concomitante;

A N&o ter feito uso prévio recente de antibioticos e/ou anti-

inflamatorios e/ou drogas antineoplasicas.
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Avaliacéao clinica

Todos os animais tiveram os nodulos dos tumores mamarios
mensurados com paquimetro, mapeados quanto a localizacdo dos
crescimentos, ao antimero e mama acometida (mamas inguinais, abdominais
caudais e craniais, toracicas caudais e craniais) bem como avaliacdo de
possivel envolvimento dos linfonodos regionais palpaveis.

Utilizou-se ainda como um método qualitativo caracterizando o
impacto da doenca sobre o paciente, a Escala de Desempenho Karnofsky
adaptada para caninos por Valaddo (2007) de acordo com o descrito em
Quadro 1.

Realizaram-se exames radiograficos de torax, com exposicao
latero-lateral e ventro-dorsal com o intuito de pesquisar presenca de possiveis

metastases pulmonares.
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QUADRO 1. EDK adaptada para caninos (VALADAO, 2007).

EDK Descricéo clinica
100 Vitalidade excelente, canino sem nenhuma evidéncia de doenca.
90 Vitalidade muito boa, presenca de afeccdo em um Orgao ou sistema.
80 Vitalidade boa, mais de um érgao ou sistema apresentando afec¢ao.
70 Vitalidade satisfatdria; acometimento mais severo de um 6érgéo ou
sistema.
60 Vitalidade regular, ligeira inapeténcia.
50 Vitalidade irregular, inapeténcia significativa, comprometimento
acentuado de 6rgaos e sistemas.
40 Vitalidade baixa; canino ainda se mantém em estacao, porém nao
responde ao tratamento sintomatico.
30 Vitalidade muito baixa; permanece pouco tempo em estacao,
necessita de nutricdo parenteral, precisando ainda ser contido.
Vitalidade extremamente baixa, canino permanece em decubito, se
20 levantando apenas para urinar e defecar e durante nutricdo
parenteral ndo necessita ser contido.
10 Auséncia de vitalidade, permanente decubito.
0 Falecido.
Grupos

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, sendo

0 controle com nove animais e o grupo tratado com 10 animais.

No primeiro dia experimental (D0O), os animais de ambos o0s
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grupos foram avaliados e submetidos a colheita de sangue para exames
laboratoriais e colheita de biopsia incisional dos tumores. No periodo de 7 dias
(DO a D7) a partir deste primeiro momento, os animais do grupo controle n&o
foram submetidos a nenhum tratamento e o0s animais do grupo tratado
receberam 5mg/Kg/dia de Firocoxibe (Previcox®) SID, por via oral.

Ao final deste periodo de sete dias (D7), os animais de ambos o0s
grupos retornaram para a realizacdo da cirurgia, colheita de sangue e colheita
da bidpsia excisional. A opcao entre mastectomia em bloco ou radical foi feita

de acordo com o estadiamento clinico.

Estadiamento clinico

Utilizou-se para fins de estadiamento clinico o sistema TNM
modificado de Owen (1980), o qual baseia-se no tamanho do tumor primario
(T), envolvimento de linfonodos (N) e existéncia de metastases distantes (M),

conforme Quadro 2.

QUADRO 2. Estadiamento clinico (TNM) de carcinomas mamarios segundo
Owen (1980)

Tumor primario (T) Linfonodo Regional (N) Metastase (M)
TO — sem evidéncia de | NO — sem metéstase MO — sem metastases a
tumor primario linfonodal regional distancia

(inguinal ou axilar)

T1 - Tamanho < 3cm N1 — linfonodo ipsilateral | M1 — metastase a

a: nao aderido comprometido distancia, incluindo
b: aderido a pele a: nao aderido linfonodos distantes.
c: aderido ao musculo | b: aderido

T2 —tamanho 3 a5 cm | N2 — Comprometimento
a: nao aderido linfonodal bilateral

b: aderido a pele a: nao aderido

c: aderido ao musculo | b: aderido

T3 — Tamanho > 5cm
a: nao aderido

b: aderido a pele

c: aderido ao musculo

T4 — tumor de qualquer
tamanho (carcinoma
inflamatorio)




22

Protocolo anestésico

O protocolo utilizado para anestesia geral foi idéntico para todos
0os animais. Para fins de bidpsia incisional, utilizou-se o protocolo padrao
anestésico utilizando-se como medicacdo pré-anestésica a acepromazina
0,1mg/Kg e a meperidina 2,0mg/Kg, por via intramuscular. Para a anestesia
propriamente dita utilizou-se infusdo de propofol a 5mg/Kg intravenoso e
redosagens em bolus quando o animal apresentava sinais de superficializacao,
tais como taquicardia e presenca de reflexo palpebral.

O procedimento anestésico para a mastectomia seguiu 0 mesmo
protocolo pré-anestésico seguido de inducédo anestésica com propofol 5mg/Kg
intravenoso. Apos a inducdo, foi feita intubacéo orotraqueal e manutencdo com
a utilizacdo de anestesia inalatéria com mistura gasosa de oxigénio a 100% e

isofluorano ao efeito.

Protocolo cirargico

ApO6s medicacgdo pré-anestésica, 0os animais foram tricotomizados
e tiveram seus nédulos maméarios contados, mensurados e o método cirargico
escolhido de acordo com a recomendacédo de Daleck et al. (1998), conforme o
Quadro 3. No caso de varias mamas estarem afetadas, foi retirada toda a
cadeia mamaria envolvida. Quando a cadeia contralateral estava afetada , foi

marcado outro procedimento apds 30 dias.
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QUADRO 3. Recomendacédo do protocolo cirargico conforme Daleck et al.
(1998).

MAMA AFETADA PROCEDIMENTO
Tor4cica cranial Retirada da mama afetada
Toracica caudal Mastectomia regional toracica
Abdominal cranial Retirada de toda cadeia mamaria
Abdominal caudal Mastectomia regional inguino-abdominal
Inguinal Retirada da mama afetada

Processamento das amostras

Os fragmentos retirados a bisturi com excisdo em cunha durante a
bidpsia incisional foram imediatamente fixados em solucédo de formalina neutra
tamponada a 10 % e encaminhados ao laboratorio de histopatologia para
processamento, segundo as técnicas rotineiras para inclusdo em parafina e
coloracao pela hematoxilina-eosina.

Os fragmentos de biopsia excisional foram colhidos com
espessura de, no maximo, 1,0cm, ap6s o término do procedimento cirdrgico
para mastectomia e foram igualmente fixados e processados para fins

histopatoldgicos.

Imunoistoquimica

O método de imunoistoquimica empregado foi pelo polimero
horseradish peroxidase (HRP) e 3,3’ diaminobenzidine tetrachloride (DAB).
Resumidamente, os cortes de tecido foram distendidos em laminas carregadas
e permaneceram em estufa 57 °C por 24 horas e posteriormente foram
desparafinados com xilol e reidratados em alcool etilico em concentracdes
decrescentes. Na sequéncia, foi realizada a recuperacdo antigénica pelo calor,
utilizando solucdo de Citrato de sodio pH 6,0 em panela de presséo (Pascal®;

Dako, Carpinteria, CA, USA) por 30 segundo a aproximadamente 128°C. Apos
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essa etapa, os cortes ficaram por 20 minutos na bancada para diminuir a
temperatura e posteriormente foram lavados em agua deionizada. As laminas
foram incubadas em dois banhos de peréxido de hidrogénio 3% (10V) durante
10 minutos em cada etapa, para o bloqueio da peroxidase enddgena e entdo
lavadas em &gua deionizada por cinco minutos. Os cortes foram submetidos ao
bloqueio de proteinas inespecificas com leite em p6 desnatado a 3%, com
incubacédo por uma hora.

Os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti-COX2
(CX-294, Dako, Carpinteria, CA, USA) na diluicao de 1:50 e, entdo, incubados
a 4°C overnight (18 horas). Depois os cortes foram novamente lavados em
solucdo tampédo de TRIS. Em seguidas as laminas foram incubadas com
polimero Advance (Dako, Carpinteria, CA, USA) e posteriormente lavadas com
TRIS trés vezes. A coloracdo foi obtida utilizando-se 3,3’ diaminobenzidine
tetrachloride (Dako, Carpinteria, USA). Os cortes foram contracorados com
hematoxilina Harrys e desidratados em concentracdes crescentes de alcool e
xilol. Em seguida, as laminas foram montadas com resina e laminula.
Carcinomas sabidamente positivos para COX-2 foram empregados como
controle positivo. Para controle negativo as amostras receberam tratamento

com o Universal Negative Control Mouse (Dako, Carpinteria, USA).

Classificacao das amostras

As amostras de neoplasias mamarias foram histologicamente
classificadas sob microscopia Optica de luz, segundo o Consensus para
Diagnostico, Progndstico e Tratamento para Tumores Mamarios Caninos
(Cassali et al., 2011) e agrupadas para fins estatisticos em: Carcinoma em
tumor misto (1); Carcinoma (2) e, Tumor misto benigno (3).

As laminas de imunoistoquimica foram avaliadas sob microscopia
Optica de luz e graduadas em: sem expressao de COX2 (0), baixa expresséo
(1), moderada expresséao (2) e intensa expressao (3).
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Andélises laboratoriais

Em ambos os momentos experimentais (DO e D7) foram colhidas
amostras de sangue via punc¢do venosa jugular, em frascos estéreis com e sem
EDTA, para realizacdo de hemograma e exames bioguimicos seéricos (ureia,
creatinina, AST, ALT e proteina plasmatica total). Tais amostras foram
remetidas, imediatamente apds o procedimento cirdrgico, ao laboratério de
andlises clinicas, onde foram processadas pelos métodos rotineiros nos

laboratorios da PUC campus Pocos de Caldas.

Andlise Estatistica

Para comparacédo dos parametros volume do maior nédulo (VMN),
expressdo de COX-2 (COX2) e niveis séricos de uréia (UR), creatinina (CRE),
AST, ALT e proteinas totais (PT) entre os grupos nos dois momentos
experimentais foi feita analise de variancia (ANOVA) e, nos casos em que foi
verificada diferenca significativa, as médias foram submetidas ao teste de
Tukey para avaliar a interacéo entre os fatores.

O teste t de Student para amostras pareadas foi utilizado para
comparacao, em média, do efeito do momento experimental (DO e D7) sobre os
parametros avaliados em cada grupo.

As proporgdes de cada tipo de classificagdo dos tumores nos dois
momentos experimentais em cada grupo foram comparadas pelo teste de
McNeimar para amostras pareadas.

Para todas as andlises estatisticas foi adotado o nivel de 5% de

significancia.
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RESULTADOS
As Tabelas 1 e 2 apresentam a distribuicdo dos animais quanto
ao numero de noédulos e a distribuicdo anatbmica dos nodulos,

respectivamente.

TABELA 1. Numero de nédulos mamarios nas cadelas estudadas.

NUmero de N6dulos NUmero de animais %
1 4 21,05
2 2 10,53
3 6 31,58
4 3 15,79
5 1 5,26
>5 3 15,79
Total 19 100

TABELA 2. Distribuicdo anatdmica dos nédulos mamarios nas cadelas
estudadas.

Localizagdo dos Nodulos Numero de Animais %
Somente inguinais 4 21,05
Somente abdominais 3 15,78
Somente toracicos 2 10.52
Inguinais e toracicas 4 21,05
Inguinais e abdominais 4 21,05
Abdominais e toracicas 2 10,52
Todos 0s grupos mamarios 4 21,05

Total 19 100

Quanto a classificacdo EDK, observou-se que todos os animais
em ambos os grupos foram avaliados com EDK 90, tanto antes como apos o

tratamento cirdrgico, independentemente da utilizacdo ou ndo de Firocoxibe.
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Os valores encontrados nas avaliagbes dos tumores - volume do
maior nédulo, classificacdo do tumor segundo Cassali et al. (2011), expressao
de COX-2 - e nas avaliacOes laboratoriais das amostras de soro sanguineo -
uréia, creatinina, AST, ALT, proteinas totais - estdo apresentados nas Tabelas 3
e 4 respectivamente para 0s grupos controle e tratado.

Nos parametros laboratoriais estudados, os valores encontrados
estavam dentro dos valores normais para a espéecie, mesmo nos casos em que
houve variagéo.

Os resultados da analise estatistica dos dados obtidos nas
avaliacdes dos tumores (volume do maior nddulo e expressao de COX-2) e nas
avaliacdes laboratoriais das amostras de soro sanguineo - uréia, creatinina,
AST, ALT, proteinas totais - estdo apresentados na Tabela 5.

Os resultados mostram que os niveis de ALT foram diferentes
entre 0s grupos no momento inicial do experimento (p=0,019) e que houve
reducdo significativa no grupo controle entre os dois momentos de avaliacéo
(p=0,033). No grupo tratado nao foi verificada variacdo neste parametro.

O resultado do teste t mostrou que houve reducdo altamente
significativa nos niveis séricos de proteinas totais entre os dois momentos de
avaliacao no grupo tratado (p=0,006). Essa reducéo nao foi verificada no grupo
controle.

Os niveis séricos de uréia também foram significativamente
afetados pelo tratamento, apresentando aumento no segundo momento de
avaliacdo no grupo tratado (p=0,014), sem alteracdo significativa no grupo
controle.

O teste t mostrou que a expressdo de COX-2 teve um
crescimento significativo entre os dois momentos de avaliagdo no grupo
controle (p = 0,035), o que néo foi verificado no grupo tratado.

Nos demais parametros estudados — volume do maior ndédulo,
creatinina e AST - ndo foram observadas diferencas significativas entre os

grupos ou entre os momentos de avaliacao.
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Com relagéo a classificagdo dos tumores, embora néo tenha sido
demonstrada diferenca significativa na proporcdo dos tipos de classificacdo
entre os momentos de avaliacdo, o teste de McNeimar sugeriu uma tendéncia
(p=0,08) de aumento no tipo 1 nas amostras da segunda colheita. A avaliacao
histopatologica das amostras mostrou sinais claros de malignidade na maioria
dos fragmentos retirados por bidpsia excisional, independentemente do
tamanho do tumor primario ou do grupo experimental (Figura 1), o que néo foi
verificado no primeiro momento de avaliacdo, quando as amostras foram
colhidas por biopsia incisional. Esta comparagéo entre as propor¢des de cada

tipo de tumor nos dois momentos de avaliagdo esta representada na Figura 2.

FIGURA 1. Representacao grafica da proporcdo média de tumores malignos de

acordo com o tamanho do maior nédulo
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FIGURA 2. Representacdo grafica da comparacao entre as propor¢cdes médias
de cada tipo de tumor nos dois momentos de avaliagéo.
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DISCUSSAO

A literatura a respeito dos tumores mamarios em cadelas relata
maioria de tumores malignos, embora a taxa varie entre os relatos. Oliveira et
al. (2003), avaliando 152 resultados morfologicos de neoplasias mamarias em
cadelas, encontraram 150 casos de tumores malignos. Em outros trabalhos,
porém, a taxa de tumores malignos em cadelas foi menor, em torno de 75%
(HATORE et al., 2011; GOMIDE et al., 2012). No presente estudo, a avaliacédo
histopatolégica evidenciou maioria de tumores malignos (89,47%).

A idade média dos animais utilizados neste estudo (8,95 anos) foi
de acordo com a idade das cadelas acometidas por tumores mamarios em
muitos relatos encontrados na literatura (NELSON e COUTO, 2001; FOSSUM,
2002; GALERA et al.,, 2002; MORRISON, 2002; OLIVEIRA et al., 2003;
CAVALCANTI e CASSALI, 2006; GOMIDE et al., 2012).

Em relacdo ao numero e tamanho dos ndédulos mamarios,
observou-se uma alta frequéncia de lesbes mdltiplas e de variado tamanho,
como descrito por Cassali et al. (2011) no consenso sobre tumores mamarios e
também concordando com a maioria dos autores (NELSON e COUTO, 2001,
FOSSUM, 2002; MISDORP, 2002). Estas caracteristicas morfolégicas indicam
como opcao terapéutica a mastectomia radical, de acordo com as orientacdes
de Fossum (2002).

Diversos relatos da literatura (WALDRON, 2001; FOSSUM, 2002;
GALERA et al.,, 2002; OLIVEIRA et al., 2003) indicam maior incidéncia de
tumores nas mamas caudais (abdominais e inguinais), o que também foi
verificado neste trabalho.

No presente trabalho, ndo foram identificados sinais de metastase
pulmonar, pelo exame radiografico, em qualquer dos animais estudados. Por
outro lado, nos animais que apresentaram alteracdo macroscopica dos
linfonodos regionais, foram diagnosticadas lesbes malignas nas mamas.
Segundo Sorenmo (2003), animais com sinais de metastase em linfonodos
regionais tém uma sobrevida menor em relagdo aqueles isentos de lesdo, o

que leva a indicagdo de acompanhamento mais estreito desses animais ap0s o
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tratamento cirdrgico.

Os tumores de classificacdo T3 segundo TNM (maiores que 5 cm)
observados no presente trabalho foram diagnosticados como malignos,
confirmando a tendéncia descrita por Ferreira et al., (2009). Contudo, ndo se
encontrou nos dados avaliados uma correlagcdo entre o tamanho do tumor e
grau de malignidade do mesmo. Tumores T1 e T2 também apresentaram
resultados de malignidade, motivando uma intervencao rapida e radical para o
tratamento e aumento da sobrevida do animal (NELSON e COUTO, 2001,
FOSSUM, 2002).

O resultado da classificacdo dos tumores apresentou diferencas
entre os dois momentos experimentais, de modo que alguns tumores
previamente diagnosticados como benignos no primeiro exame por bidpsia
incisional tiveram classificacdo de carcinoma ou tumor misto maligno ao
segundo exame por biopsia excisional. Relatos semelhantes foram
apresentados em trabalhos que compararam a bidpsia aspirativa com agulha
fina e a biopsia excisional no momento da mastectomia (DALECK et al., 1998;
ZUCCARI et al., 2001), embora estes autores afirmem ser confiavel o
diagndstico inicial como fator prognéstico. Contudo, Cassali et al. (2011)
afirmam que ha grande heterogeneidade no aspecto histolégico dos tumores
de mama, ndo sendo confidvel o diagndstico por biopsia por agulha fina
(MORRISON, 2002; NELSON e COUTO, 2001; WALDRON, 2001).

O fato da biopsia incisional ndo poder ser realizada em camadas
mais profundas, além do fragmento ser normalmente pequeno, incorre no risco
de se obter uma amostra ndo representativa do tumor. A diferenca entre alguns
resultados obtidos entre a primeira e segunda colheita sugere que a bidpsia
excisional tem maior confiabilidade do que a biépsia incisional e, portanto, que
a incisional ndo deve ser utilizada para estabelecer um prognéstico para o
animal. A indicacdo, portanto, € que se realize o tratamento considerando-se
sempre a hipotese do tumor ser maligno (FOSSUM, 2002, WALDRON, 2001) e
que se estabeleca um diagnostico definitivo apos a mastectomia e avaliagcao do
material obtido neste procedimento (CASSALI et al., 2011).

O fato dos animais deste experimento terem passado por triagem,
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com o objetivo de excluir aqueles com doencas concomitantes ou tratamentos
prévios resultou na selecdo de animais considerados saudaveis quanto a
avaliacdo de qualidade de vida pela Escala de Desempenho Karnofsk (EDK)
modificado por Valaddo (2007). Todos os animais avaliados apresentaram-se
no estagio EDK 90 e nao foi verificada diferenca entre os grupos ou ao longo
do experimento, ao contrario do relato de Valaddo (2007), que observou
melhora na qualidade de vida de animais portadores de Tumor Venéreo
Transmissivel apds o tratamento e remisséo da doenca. Entretanto, foi possivel
observar, ainda, que os animais ndo apresentaram decréscimo da qualidade de
vida, quer pela realizacdo da bidpsia incisional, quer pela administracdo do
firocoxibe nas doses recomendadas.

Todos os resultados dos parametros laboratoriais obtidos no
presente trabalho se apresentaram dentro da faixa de normalidade para
espécie, segundo os padrdes de Kaneko et al. (1997), em concordancia com 0s
resultados descritos por Steagall et al. (2007). Contudo, alguns dos parametros
bioguimicos sofreram alteracfes significativas durante o experimento.

A enzima alanina transaminase (ALT), que indica lesdo dos
hepatocitos (DUNN, 2001; ANDRADE, 2002), diminuiu significativamente nos
animais do grupo controle no segundo momento de avaliacdo (p=0,33). Os
valores do primeiro momento de avaliagdo no grupo controle foram também
significativamente maiores que aqueles encontrados no grupo tratado neste
mesmo momento (p=0,019). Possivelmente este resultado seja devido a alguns
animais terem apresentado valor discrepante na primeira coleta, ainda que
dentro dos limites de normalidade para a espécie. Como a meia vida desta
enzima € de apenas poucas horas ap6s alguma lesdo hepatica (ANDRADE,
2002), n&o se pode caracterizar uma continuidade da leséo.

Os niveis séricos de uréia no grupo tratado foram, em média,
maiores no segundo momento de avaliagdo, em contradicdo aos resultados
obtidos por Steagall et al. (2007), que avaliaram caes saudaveis tratados com
firocoxibe e ndo encontraram tal alteracdo. Entretanto, um estudo recente de
BATIOUNI (2010) relata que os inibidores especificos de COX-2 inibem a

producdo renal e sistémica da prostaglandina PGI-2, diminuindo assim a
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excrecdo de sodio, o que pode levar a uma injuria renal aguda (GRANGEIRO,
et al., 2008). No presente trabalho, entretanto, ndo é possivel afirmar que o uso
do firocoxibe tenha provocado injaria renal aguda, ja que os valores de
creatinina ndo se elevaram e os de uréia, ainda que tenham aumentado
significativamente apds o tratamento, se mantiveram dentro da normalidade.

Dunn (2001) relata a possibilidade do aumento dos niveis séricos
de uréia estar associado a perdas de sangue gastrintestinais. Este fato foi
confirmado por Barbosa et al. (2010) em ratos tratados com diclofenaco por 14
dias, mas néo foi observado ap6s o uso de meloxicam e firocoxibe por 7 dias.
Sangramentos gastrintestinais ndo foram observados ou relatados no presente
trabalho. Assim, é necesséario que o possivel efeito do firocoxibe no trato
gastrintestinal e na funcdo renal sejam mais bem avaliados em experimentos
especificos com maior nimero de animais e com o uso do medicamento por
um periodo mais longo.

Os niveis de proteina plasmatica total diminuiram
significativamente entre os dois momentos no grupo tratado (p=0,006), embora
tenham permanecido dentro dos parametros normais. Barbosa et al. (2010) ndo
encontraram diferenca nos niveis de proteina plasmatica em ratos tratados com
meloxicam e firocoxibe. No mesmo trabalho, os autores relatam que, com o uso
de diclofenaco, ocorreu uma diminuicdo dos niveis de proteinas séricas,
provavelmente devida também a perdas por hemorragias gastrintestinais.
Segundo Dunn (2001), a diminuicdo de proteinas séricas por causas nhao
hepaticas podem ocorrer em nefropatias e enteropatias perdedoras de
proteinas. Hemorragias digestivas ocorreram em cédes com idade superior
estudados por Joubert, em 2009, quando tratados com firocoxibe por periodo
de 90 dias.

Estes resultados dos niveis de uréia e proteinas totais sugerem
que, embora néo tenha sido confirmado com alteracdes clinicas, € possivel que
0 uso do firocoxibe por 7 dias tenha causado algum grau de perda sanguinea,
ainda que subclinica, nos animais utilizados neste experimento e, por isso,
indica-se que o0s animais tratados com esse medicamento sejam monitorados

criteriosamente, com avaliagdo da presenca de sangue oculto nas fezes,
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durante e ap0s o tratamento.

Embora alguns animais tenham apresentado alteracdes
importantes no tamanho dos tumores, ndo houve alteracfes significativas no
volume do maior nédulo, contrariando a afirmacao de Half et al. (2002); Millanta
et al. (2006); Lavalle et al. (2009) e Ribeiro et al. (2009). E, embora ndo tenham
sido verificadas diferencas significativas entre os dois grupos, os valores
encontrados no volume do maior nédulo sugerem uma tendéncia a aumento do
volume dos tumores, mesmo nos animais tratados com Firocoxibe, ao contrario
do que foi relatado por Basu et al. (2004), que ao estudar ratos transgénicos
tratados com celocoxibe, evidenciou uma diminuicdo no peso médio dos
tumores apos o tratamento.

Um experimento de Ribeiro et al. (2009), avaliando 30 cadelas
com tumores mamarios, mostrou uma correlacao positiva entre a malignidade
do tumor e a expressao de COX-2, tanto em tumores mistos malignos como em
carcinomas. No presente trabalho, entretanto, essa correlacdo nao foi
verificada, em concordancia com os resultados apresentados por Costa et al.
(2012).

O fato de o grupo controle ter apresentado um significativo
aumento da expressdo da COX-2 apoés o intervalo de 7 dias desde a bidpsia
incisional, pode indicar uma resposta inflamatéria fisiologica normal em
decorréncia da agresséo tecidual, mas pode também significar uma progressao
da doenca, como descreve Ribeiro et al. (2009). No grupo tratado, entretanto,
esse aumento na expressdo de COX-2 apOs a bidpsia incisional néo foi
observado, o que demonstra que houve efeito do firocoxibe, evitando tal
aumento no grupo tratado.

Alguns trabalhos sugerem que deva haver uma diminuicdo da
expressdo de COX-2 nos animais tratados com anti-inflamatérios (DUNN,
2001; ANDRADE, 2002; GRANGEIRO et al.,, 2008; RIBEIRO et al., 2009;
BATIOUNI, 2010), associada a diminuicdo da neovascularizacdo e aumento na
apoptose tumoral. Embora a diminuicdo da expressdo de COX-2 no grupo
tratado néo tenha se confirmado nos animais tratados no presente trabalho,

possivelmente em decorréncia do pequeno nimero de animais, o fato de ter
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havido aumento apenas nos animais do grupo controle pode indicar que o
tratamento com firocoxibe possivelmente limite a evolucdo dos tumores de

mama, conforme o relato recente de Tran-Thanh et al. (2010).
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CONCLUSOES

Nas condicbes em que foi realizado o presente trabalho, é

possivel concluir que:

A A biopsia incisional ndo é confiavel para o estabelecimento de um
diagnéstico prévio do tumor de mama em cadelas;

A Os tumores mamarios em cadelas expressam a enzima
cicloxigenase (COX-2), independentemente de sua classificagao
histopatolégica e de seu tamanho;

A A realizacdo de bidpsia incisional prévia ndo provoca alteracdes
clinicas ou nos parametros bioquimicos;

A O uso do firocoxibe por 7 dias provoca alteragbes sutis, embora
significativas, nos niveis de uréia sérica e proteinas plasmaticas totais;

A O uso do firocoxibe por 7 dias consegue deter o aumento da

expresséo da enzima COX-2 em tumores de mama de cadelas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho mostrou que o uso do firocoxibe pode ser benéfico
como coadjuvante no tratamento de tumores de mama em cadelas, podendo
contribuir para retardar a progressdo da doenca. Entretanto, como ainda n&o
ha estudos suficientes que garantam a seguranca de Seu USO por tempo
prolongado em cadelas de idade avancada, como as que sdo geralmente
acometidas por tumores de mama, acreditamos que, caso se opte por uso mais
prolongado do farmaco, deva-se monitorar a fungéo renal, por meio de urinalise
e dosagem dos compostos nitrogenados séricos e presenca de lesdo no trato

gastrointestinal.
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Avaliacdo clinica e imunoistoquimica de tumores mamarios em cadelas
submetidas a tratamento com inibidor da cicloxigenase-2 (firocoxibe).

(Clinical and immunohistochemical evaluation of mammary tumors
in female dogs undergoing treatment with inhibitors of cyclooxygenase-2
(firocoxib).)

Resumo: Tumores mamarios expressam a enzima cicloxigenase (Cox-2), que
caracteriza um processo inflamatorio intenso e pode também demonstrar a
presenca de alteracdes paraneoplasicas. Este trabalho teve por objetivo
estudar a expressdo de Cox-2 em tumores mamarios de cadelas e avaliar o
efeito do anti-inflamatorio firocoxibe sobre a mesma. Os animais selecionados
foram divididos em dois grupos: controle (9 animais) e tratado (10 animais). As
cadelas foram avaliadas por exame clinico, bioquimica sérica, tamanho,
volume, localizacdo e avaliacdo TNM dos tumores e avaliacdo da qualidade de
vida. O grupo tratado recebeu o firocoxibe na dosagem de 5mg/kg ao dia por
sete dias e apos este periodo todos os animais foram novamente avaliados e
submetidos a mastectomia. As amostras obtidas nos dois momentos foram
avaliadas por exame histoldgico e imunoistoquimica para expressao de Cox-2.
Os resultados mostraram que, embora ndo tenha havido diferenca no tamanho
do maior noédulo ou na expressdo de COX -2 entre 0s grupos apdés o
tratamento, o aumento na expressdo de COX-2 observado no grupo controle
nao foi verificado no grupo tratado e que 0s animais que receberam o
tratamento por 7 dias apresentaram diminuicdo dos niveis de proteinas séricas
totais (p=0.00588) e aumento dos niveis séricos de uréia (p=0.01388). Estes
resultados sugerem que o uso do firocoxibe como coadjuvante no tratamento
de cadelas com neoplasia maméria submetidas & mastectomia pode ser
benéfico para deter a evolucdo da doenca, embora seja indicado o
acompanhamento dos animais para garantir que nao haja sangramento
gastrintestinal e que a salde seja preservada.

Palavras chave: Oncologia, mama, cicloxigenase, firocoxibe, cées.

Abstract: Breast tumors express the enzyme cycloxygenase (COX-2),
characterizing an inflammatory process and also demonstrate the presence of
paraneoplastic alterations. This experiment aimed to study the expression of
Cox-2 in mammary tumors of dogs and to evaluate the effect of anti-
inflammatory firocoxib on it. The selected animals were divided into two groups:
control (9 animals) and treated (10 animals). The animals were evaluated by
clinical examination, serum biochemistry, size, volume, location and TNM
evaluation of tumors and assessment of quality of life. The treatment group
received firocoxib at dosage of 5mg/kg daily for seven days and after this period
all animals were re-evaluated and submitted to mastectomy. The samples
obtained at both moments were evaluated by histology and
immunohistochemistry for the expression of Cox-2. The results showed that,
although there was no difference in size of the largest tumor or in the
expression of COX-2 between the groups after treatment, increased expression
of COX-2 seen in the control group was not observed in the treated group and
that those animals that received firocoxib for 7 days showed decreased levels of
total serum protein (p = 0.00588) and increased serum levels of urea (p =
0.01388). These results suggest that the use of firocoxib as adjuvant therapy for
dogs with breast cancer submitted to mastectomy can be beneficial to halt the



48

progression of the disease, although monitoring of animals is indicated to
ensure there is no gastrointestinal bleeding and health is preserved.

Keywords: Oncology, breast, cycloxygenase, firocoxib, dogs.

Introdugdo: Os tumores de mama s&o as mais comuns das neoplasias
caninas, totalizando cerca da metade dos tumores diagnosticados em cadelas.
Sao raros em animais jovens, acometendo animais com idade média entre 9 e
11 anos (MORRIS, 2010; WITHROW, 2007). Segundo CASSALI (2000), os
tumores mamarios espontaneos caninos apresentam muitas semelhancas com
0os da espécie humana e sdo passiveis de serem utilizados como modelo
experimental para estudos comparativos com a espécie humana. Assim sendo,
podemos inferir que a identificacdo de ferramentas que possam auxiliar no
progndéstico dos tumores mamarios possibilitard a escolha de tratamentos mais
adequados para o controle da doenca, possivelmente beneficiando a ambas as
espécies.

Estudos imunoistoquimicos tém revelado a expressdo das enzimas
cicloxigenases (Cox) em diversos tecidos. Tais enzimas séo responsaveis pela
sintese de prostaglandinas, e possuem varias isoformas. A Cox-1 tem sido
relatada em quase todos os tecidos de forma fisiologica, enquanto Cox-2 se
expressa geralmente induzida por algum processo patolégico nos tecidos
(PESTILI DE ALMEIDA et al.,, 2001), tais como carcinomas mamarios
(QUEIROGA et al., 2010; De NARDI et al., 2005),carcinomas intestinais
(LAVALLE et al., 2009) e carcinomas espinocelulares de caes (PESTILI DE
ALMEIDA et al., 2001).

O primeiro estudo relacionando COX-2 a neoplasias mamarias em
cadelas foi realizado por DORE et al., (2003), os quais ndo encontraram
expressao desta enzima em mamas normais e observaram sua expressao
aumentada nos adenomas e adenocarcinomas mamarios. Segundo LAVALLE
et al. (2009), existe uma correlagdo entre uma grande expressdo de COX-2
com o aumento da capacidade proliferativa das células neoplasicas, diminuicao
da apoptose e formacdo de novos vasos, indicando um pior prognostico
(RIBEIRO et al., 2009). Outros autores, por sua vez, observaram que mais de
50% dos tumores de glandula mamaria apresentaram sobre-expressao de
COX-2 e, desta forma, sugeriram que as drogas inibidoras desta enzima
possam ser Uteis em uma terapia multimodal (RASSNICK, 2005).

De acordo com LAVALLE et al.,, (2009), a prostaglandina E, (PGE),),
produto catalitico da COX-2, altera os mecanismos da apoptose, diminuindo
sua indugdo nos tecidos. Outro estudo demonstrou por exame
imunoistoquimico que ndo ha expressdo de COX-2 em glandulas mamarias
sadias, porém ha baixa expressdo nos adenomas e grande expressdo nos
adenocarcinomas, o que reforca a possivel associacdo direta entre malignidade
do tumor e a expressdo de COX-2 (HALF et al., 2002), embora alguns autores
acreditem ndo haver relacéo entre a expressdo de COX-2 e a evolucao tumoral
(COSTAet al., 2011).

Alguns trabalhos indicam que a expressdo de COX-2 em neoplasias
mamarias corresponde a uma menor expectativa de vida, ou seja, um pior
prognéstico e que animais com baixa densidade vascular e com baixa
expressdo de COX-2 apresentam sobrevivéncia significativamente mais
prolongada (MILLANTA et al., 2006; LAVALLE et al., 2009). Outros autores
relatam um decréscimo da expressao das prostaglandinas frente a inibicdo das
COX-2 em estudos in vitro em culturas celulares (BRUNELLE et al., 2006).
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A partir dessas observacfes, sugere-se que o tratamento com drogas
inibidoras das COX-2 (anti-inflamatorios ndo esteroidais) possa ser uma boa
estratégia para prevencao e tratamento das neoplasias mamarias em cadelas
(MILLANTA et al., 2006; HALF et al., 2002; LAVALLE et al., 2009).

Os inibidores seletivos de COX-2 (Coxibes) exercem importantes efeitos
cardiovasculares adversos, como o aumento de risco de infarto do miocérdio,
acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal e
hipertensdo arterial. Estes riscos sdo maiores em pacientes humanos com
historico de doencas correlacionadas (BATIOUNI, 2010). Esses farmacos
possuem eficacia analgésica e anti-inflamatéria, porém com tolerabilidade
superior. A inibicdo especifica de COX-2 bloqueia a producéo renal e sistémica
da prostaglandina PGl,, diminuindo a excrecao de sodio, acarretando edema e
elevacdo da pressdo sanguinea. Além disso, a sua inibicado altera o equilibrio
entre o tromboxano A; (TXA;), derivado das plaquetas, e a prostaglandina
(PGl,) derivada do endotélio, aumentando o risco de tromboses e infartos,
devendo-se ter uma avaliacdo criteriosa na escolha da terapia entre os anti-
inflamatorios ndo esteroidais (Aines) e os Coxibes (GRANGEIRO, et al., 2008).

Um estudo realizado em camundongos transgénicos Her-2/neu com
carcinoma ductal in situ, ndo demonstrou prevencdo ou controle do
crescimento tumoral, bem como de metastases, em animais tratados com
Celecoxibe. No entanto, a droga teve como efeito a diminuicdo na expresséo
do fator de crescimento vascular (VEGF), apontado como principal fator
angiogénico das neoplasias mamarias (TRAN-THANH et al., 2010).

Em contrapartida, em estudo semelhante realizado por Basu et al.
(2004) com a mesma droga (celecoxibe), também em camundongos
transgénicos, observou-se reducdo significativa no peso do tumor mamario
associado a apoptose e diminuicao da proliferacdo celular in vivo. A diminuicéo
da proliferacdo celular esta correlacionada com a diminuicdo da ativacdo da
proteina quinase B/Akt, cujo aumento leva a maior sobrevivéncia celular, com
expressdo aumentada da proteina pro-apoptotica Bax e diminuicdo da
expressao da proteina anti-apoptotica Bcl-2.

Em experimento com cdes saudaveis, STEAGALL et al. (2007)
constataram que a administracdo oral de 5,3 mg/kg de firocoxibe né&o
apresentou alteracbes no hemograma, bioquimica sérica, agregacao
plaguetaria, tempo de coagulacdo e tampouco promoveu aparecimento de
lesbes gastricas (avaliacdo endoscoOpica) ou sangue oculto fecal,
demonstrando ser uma dose sem efeitos colaterais.

Entretanto, a administracdo do mesmo farmaco por noventa dias para
cées idosos (idade superior a 7 anos) acarretou em alguns efeitos colaterais,
tais como: diarreia, vomitos, fezes escuras e anorexia discreta (JOUBERT,
2009).

Com base no exposto, este trabalho tem por objetivos estudar a
expressdo de Cox-2 em carcinomas mamarios ductais de cadelas, avaliar o
efeito do firocoxibe sobre a expressdo de Cox-2 nos tumores mamarios em
cadelas e avaliar os efeitos do uso do firocoxibe nos parametros clinicos e
laboratoriais em cadelas com tumor de mama.

Material e Métodos: Foram selecionadas 19 fémeas caninas com diagndstico
de neoplasia mamaria atendidas no Centro Veterinario do curso de Medicina
Veterinaria da Universidade PUC Minas campus Pocos de Caldas. Os animais
foram triados pelo atendimento ambulatorial da universidade durante o periodo
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de setembro de 2011 a agosto de 2012 e foram incluidos no trabalho apenas
0S animais sem doengas concomitantes ou uso prévio recente de
medicamentos.

Todos o0s animais tiveram o0s nodulos dos tumores mamarios
mensurados com paquimetro, mapeados quanto a localizacdo dos
crescimentos, ao antimero e mama acometida (mamas inguinais, abdominais
caudais e craniais, toracicas caudais e craniais) bem como avaliacdo de
possivel envolvimento dos linfonodos regionais palpéaveis.

Realizaram-se exames radiograficos de térax, com exposicao latero-
lateral e ventro-dorsal com o intuito de pesquisar presenca de possiveis
metastases pulmonares.

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo o controle com 09
animais e o grupo tratado com 10 animais.

No primeiro dia experimental (D0), os animais de ambos 0Ss grupos
foram avaliados e submetidos a colheita de sangue para exames laboratoriais e
colheita de biopsia incisional dos tumores. No periodo de 7 dias (DO a D6) a
partir deste primeiro momento, os animais do grupo controle ndo foram
submetidos a nenhum tratamento e os animais do grupo tratado receberam
5mg/Kg/dia de Firocoxibe (Previcox®) SID, por via oral.

Ao final deste periodo de 07 dias (D7), os animais de ambos 0s grupos
retornaram para a realizagcdo da cirurgia, colheita de sangue e colheita da
bidpsia excisional. A opcdo entre mastectomia em bloco ou radical foi feita de
acordo com o estadiamento clinico, segundo Owens (1980).

Para a colheita das amostras por bidpsia incisional, os animais foram
anestesiados com acepromazina 0,1mg/Kg e a meperidina 2,0mg/Kg, por via
intramuscular, seguida de infusdo de propofol a 5mg/Kg IV e redosagens em
bolus quando o animal apresentava sinais de superficializacdo. Para os
procedimentos de mastectomia, os animais receberam o mesmo protocolo pré-
anestésico, seguido de inducdo anestésica com propofol 5mg/Kg IV e
manutencdo com anestesia inalatéria com mistura gasosa de O, puro e
isofluorano ao efeito.

Os fragmentos obtidos por biopsia incisional e excisional foram
imediatamente fixados em solugédo de formalina neutra tamponada a 10 % e
encaminhados ao laboratério de histopatologia para processamento, segundo
as técnicas rotineiras para inclusdo em parafina e coloragcdo pela hematoxilina-
eosina.

O método de imunoistoquimica empregado foi pelo polimero horseradish
peroxidase (HRP) e 3,3’ diaminobenzidine tetrachloride (DAB). Os cortes
devidamente preparados foram incubados com o anticorpo primério anti-COX2
(CX-294, Dako, Carpinteria, CA, USA) na diluicio de 1:50 e foram
contracorados com hematoxilina Harrys. Carcinomas sabidamente positivos
para COX-2 foram empregados como controle positivo. Para controle negativo
as amostras receberam tratamento com o Universal Negative Control Mouse
(Dako, Carpinteria, USA).

As amostras de neoplasias mamarias foram histologicamente
classificadas sob microscopia Optica de luz, segundo o Consensus para
Diagnostico, Prognostico e Tratamento para Tumores Mamarios Caninos
(CASSALI et al., 2011) e agrupadas para fins estatisticos em: Carcinoma em
tumor misto (1); Carcinoma (2) e, Tumor misto benigno (3).

As laminas de imunoistoquimica foram avaliadas sob microscopia Optica
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de luz e graduadas em: sem expressdo de COX2 (-), baixa expressédo (+),
moderada expressao (++) e intensa expressao (+++).

Em ambos os momentos experimentais (DO e D7) foram colhidas
amostras de sangue via pun¢ao venosa, em frascos estéreis com e sem EDTA,
para realizacdo de hemograma e exames bioquimicos séricos (ureia,
creatinina, AST, ALT e proteina plasmatica total). Tais amostras foram
remetidas, imediatamente apds o procedimento cirargico, ao laboratorio de
andlises clinicas, onde foram processadas pelos métodos rotineiros.

Para comparacdo dos parametros volume do maior nddulo (VMN),

expressao de COX-2 (COX2) e niveis séricos de uréia (UR), creatinina (CRE),
AST, ALT e proteinas totais (PT) entre os grupos nos dois momentos
experimentais foi feita analise de variancia (ANOVA) e, nos casos em que foi
verificada diferenca significativa, as médias foram submetidas ao teste de
Tukey para avaliar a interacdo entre os fatores. O teste t de Student para
amostras pareadas foi utilizado para comparacdo, em média, do efeito do
momento experimental (DO e D7) sobre os parametros avaliados em cada
grupo. As proporcdes de cada tipo de classificagdo dos tumores nos dois
momentos experimentais em cada grupo foram comparadas pelo teste de
McNeimar para amostras pareadas. Para todas as analises estatisticas foi
adotado o nivel de 5% de significancia.
Resultados: Os resultados da andlise estatistica dos dados obtidos nas
avaliacdes dos tumores (volume do maior nddulo e expressao de COX-2) e nas
avaliacOes laboratoriais das amostras de soro sanguineo - uréia, creatinina,
AST, ALT, proteinas totais - estdo apresentados na Tabela 1.

Todos os resultados dos parametros laboratoriais obtidos no presente
trabalho se apresentaram dentro da faixa de normalidade para espécie,
segundo os padroes de KANEKO et al. (1997), em concordancia com o0s
resultados descritos por STEAGALL et al. (2007). Contudo, alguns dos
parametros bioquimicos sofreram alteracfes significativas durante o
experimento.

A enzima alanina transaminase (ALT), que indica lesdo dos hepatécitos
(DUNN, 2001; ANDRADE, 2002), diminuiu significativamente nos animais do
grupo controle no segundo momento de avaliacdo (p=0,33). Os valores do
primeiro momento de avaliacdo no grupo controle foram também
significativamente maiores que aqueles encontrados no grupo tratado neste
mesmo momento (p=0,019). Possivelmente este resultado seja devido a alguns
animais terem apresentado valor discrepante na primeira coleta, ainda que
dentro dos limites de normalidade para a espécie. Como a meia vida desta
enzima € de apenas poucas horas ap6s alguma lesdo hepatica (ANDRADE,
2002), ndo se pode caracterizar uma continuidade da leséao.

Os niveis séricos de uréia no grupo tratado foram, em média, maiores no
segundo momento de avaliacdo, em contradicdo aos resultados obtidos por
STEAGALL et al. (2007), que avaliaram caes saudaveis tratados com firocoxibe
e ndo encontraram tal alteragc&o. Entretanto, um estudo recente de BATIOUNI
(2010) relata que os inibidores especificos de COX-2 inibem a producgéo renal e
sistémica da prostaglandina PGI-2, diminuindo assim a excre¢do de sodio, o
que pode levar a uma injuria renal aguda (GRANGEIRO, et al., 2008). No
presente trabalho, entretanto, ndo é possivel afirmar que o uso do firocoxibe
tenha provocado injuria renal aguda, ja que os valores de creatinina nao se
elevaram e os de uréia, ainda que tenham aumentado significativamente apés
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o tratamento, se mantiveram dentro da normalidade.

Dunn (2001) relata a possibilidade do aumento dos niveis séricos de
uréia estar associado a perdas de sangue gastrintestinais. Este fato foi
confirmado por Barbosa et al. (2010) em ratos tratados com diclofenaco por 14
dias, mas néo foi observado apds o uso de meloxicam e firocoxibe por 7 dias.
Sangramentos gastrintestinais ndo foram observados ou relatados no presente
trabalho. Assim, é necesséario que o possivel efeito do firocoxibe no trato
gastrintestinal e na funcéo renal sejam mais bem avaliados em experimentos
especificos com maior nUmero de animais e com o uso do medicamento por
um periodo mais longo.

Os niveis de proteina plasmética total diminuiram significativamente
entre os dois momentos no grupo tratado (p=0,006), embora tenham
permanecido dentro dos parametros normais. Barbosa et al. (2010) né&o
encontraram diferenca nos niveis de proteina plasmatica em ratos tratados com
meloxicam e firocoxibe. No mesmo trabalho, os autores relatam que, com o uso
de diclofenaco, ocorreu uma diminuicdo dos niveis de proteinas séricas,
provavelmente devida também a perdas por hemorragias gastrintestinais.
Segundo Dunn (2001), a diminuicdo de proteinas séricas por causas nhao
hepéaticas podem ocorrer em nefropatias e enteropatias perdedoras de
proteinas. Hemorragias digestivas ocorreram em cédes com idade superior
estudados por Joubert, em 2009, quando tratados com firocoxibe por periodo
de 90 dias.

Estes resultados dos niveis de uréia e proteinas totais sugerem que,
embora nao tenha sido confirmado com alteracdes clinicas, € possivel que o
uso do firocoxibe por 7 dias tenha causado algum grau de perda sanguinea,
ainda que subclinica, nos animais utilizados neste experimento e, por isso,
indica-se que os animais tratados com esse medicamento sejam monitorados
criteriosamente, com avaliacdo da presenca de sangue oculto nas fezes,
durante e ap0s o tratamento.

Embora alguns animais tenham apresentado altera¢cdes importantes no
tamanho dos tumores, ndo houve altera¢des significativas no volume do maior
ndédulo, contrariando a afirmacao de Half et al. (2002); MILLANTA et al. (2006);
LAVALLE et al. (2009) e RIBEIRO et al. (2009). E, embora ndo tenham sido
verificadas diferencas significativas entre os dois grupos, os valores
encontrados no volume do maior nédulo sugerem uma tendéncia a aumento do
volume dos tumores, mesmo nos animais tratados com Firocoxibe, ao contrario
do que foi relatado por Basu et al. (2004), que ao estudar ratos transgénicos
tratados com celocoxibe, evidenciou uma diminuicdo no peso médio dos
tumores apos o tratamento.

Um experimento de RIBEIRO et al. (2009), avaliando 30 cadelas com
tumores mamarios, mostrou uma correlacdo positiva entre a malignidade do
tumor e a expressdo de COX-2, tanto em tumores mistos malignos como em
carcinomas. No presente trabalho, entretanto, essa correlagdo néo foi
verificada, em concordancia com os resultados apresentados por Costa et al.
(2012).

O fato do grupo controle ter apresentado um significativo aumento da
expressdo da COX-2 apoés o intervalo de 7 dias desde a bidpsia incisional,
pode indicar uma resposta inflamatéria fisiolégica normal em decorréncia da
agressao tecidual, mas pode também significar uma progressdo da doenca,
como descreve RIBEIRO et al. (2009). No grupo tratado, entretanto, esse
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aumento na expressao de COX-2 apos a bidpsia incisional néo foi observado, o
gue demonstra que houve efeito do firocoxibe, evitando tal aumento no grupo
tratado.

Alguns trabalhos sugerem que deva haver uma diminuicdo da expressao
de COX-2 nos animais tratados com anti-inflamatérios (DUNN, 2001;
ANDRADE, 2002; GRANGEIRO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009; BATIOUNI,
2010), associada a diminuicdo da neovascularizagcdo e aumento na apoptose
tumoral. Embora a diminuicdo da expressédo de COX-2 no grupo tratado nao
tenha se confirmado nos animais tratados no presente trabalho, possivelmente
em decorréncia do pequeno numero de animais, o fato de ter havido aumento
apenas nos animais do grupo controle pode indicar que o tratamento com
firocoxibe possivelmente limite a evolucdo dos tumores de mama, conforme o
relato recente de TRAN-THANH et al. (2010).

Este trabalho mostrou que o uso do firocoxibe pode ser benéfico como
coadjuvante no tratamento de tumores de mama em cadelas, podendo
contribuir para frear a progressdo da doenca. Entretanto, como ainda ndo ha
estudos suficientes que garantam a seguranca de seu uso por tempo
prolongado em cadelas de idade avancada, como as que sdo geralmente
acometidas por tumores de mama, acreditamos que, caso se opte por uso mais
prolongado da droga, deva-se monitorar a funcao renal, por meio de urindlise e
dosagem dos compostos nitrogenados sericos.

Referéncias:

ANDRADE, S.F. Antinflamatérios. In: Manual de Terapéutica Veterinaria.
22 Ed. Sao Paulo: Roca, 2002. p:89-113.

BARBOSA, C.M.; SAKATE, M.; CAMPLESI, A.C.; VAILATI, F; MORAES, L.F,;
TAKAHIRA, R.K. Avaliacbes Hematologicas e Bioquimicas do Uso de
Diclofenaco de Sdédio,Meloxicam e Firocoxibe em Ratos. Braz. J. Vet. Anim.
Sci., v.47, n.2, p. 118-126, 2010.

BASU, G.D.; PATHANGEY, L.B.; TINDER, T.L.; LAGIOIA, M.; GENDLER, S.J,;
MUKHERJEE, P. Cyclooxygenase-2 Inhibitor Induces Apoptosis in Breast
Cancer Cells in an In vivo Model of Spontaneous Metastatic Breast Cancer,
Mol. Cancer. Res., v.2, n.11, p.632-642. 2004.

BATIOUNI, M. Anti-inflamatérios n&do esteroides: Efeitos cardiovasculares,
cérebro-vasculares e renais. Arq. Bras. Cardiol., v.94, n.4. 2010.

BRUNELLE, M et al. Cyclooxygenase-2 Expression in Normal and Neoplastic
Canine Mammary Cell Lines. Veterinary Pathology, v.43, p.656-666, 2006.
CASSALI, G.D.; LAVALLE, G.E.; DE NARDI, AB.; FERREIRA, E.,;
BERTAGNOLLI, A.C.; LIMA, A.E.S.; ALESSI, A.C.; DALECK, C.R.; SALGADO,
B.S.; FERNANDES, C.G. et al. Consensus for the Diagnosis, Prognosis and
Treatment of Canine Mammary Tumors. Brazilian Journal of Veterinary
Pathology, v. 4, p. 153-180, 2011.

CASSALI, G.D., Estudo morfologico, imuno-histoquimico e citométrico de
tumores mamarios da cadela — Aspectos comparativos com neoplasias da
mama humana. 2000. 80f. Tese (Doutorado) - Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

COSTA, C.; SOARES, R.; REIS-FILHO, J.S.; LEITAO, D.; AMENDOEIRA, 1.;
SCHMITT, F.C. Cyclo-oxygenase 2 Expression is Associated with Angiogenesis
and Lymph Node Metastasis in Human Breast Cancer. Journal of Clinical
Pathology, v.55,p.429-434, 2002.

DE NARDI, A.B.;.DALECK, C.R.; SOUZA, C. H. M; AMORIM, R. L.; RODASKI,


http://lattes.cnpq.br/0293649713745730

54

S.; CALDERON, C.; TORRES, R. Cyclooxygenase -2 Expression in Mammary
Tumors in Dogs and its Correlation to Histologic and Biologic Behavior.
Veterinary and Comparative Oncology, v.3 (1), p.56-57, 2005.

DORE, M., LANTHIER, I., SIROIS, J. Cyclooxigenases-2 Expression in Canine
Mammary Tumors. Veterinary Pathology, v. 40, p. 207-212, 2003.

DUNN, J.K. Doencas do Trato Alimentar; Doencas do Sistema Urinario.
In: Tratado de Medicina de Pequenos Animais. 12 Ed. Sao Paulo: Roca,
2001. p. 367-443; 607-689.

GRANGEIRO, N.M.G.C.; CHAVES, H.VA.; SILVA, A.R.; GRACA, J.R.V.; LIMA,
V.; BEZERRA, M.M. Enzimas Ciclooxigenases 1 e 2 : Inflamacdo e Gastro-
Cardio Protecéo. Pesquisa Médica, v. 2, n.3, p.13-20, 2008.

HALF, E.; TANG, X.M.; GWYN, K.; SAHIN, A.; WATHEN, K.; SINICROPE, F.A.
OWEN, L. TNM classification of tumors in domestic animals. World Health
Organization, p.46-47, 1980.

PESTILI DE ALMEIDA, E.; PICHE, C.; SIROIS, J.; DORE, M. Expression of
cyclooxygenase-2 in naturally occurring squamous cell carcinomas in dogs. J.
Histochemistry and Cytochemistry, 49, 867-875., 2001.

QUEIROGA, FL.; PIRES, I; LOBO, L.; LOPES, C.S. The role of Cox-2
expression in the prognosis of dogs with malignant mammary tumours. Res.
Vet. Sci., v.88, p. 441-445, 2010.

RASSNICK, K.C. How | Treat Canine Mammary Gland Tumors. In: THE
NORTH AMERICAN VETERINARY CONFERENCE, 2005. Proceedings...
NAVC: Orlando, 2005. p.666-667.

RIBEIRO, L.G.R.; DAMASCENO, K.A.; COSTA NETO, J.M.; D'ASSIS,
M.J.M.H.; COSTA, A.T., SILVA, N.S.; AGUIAR, P.H.P.; CASSALI, G.D,;
ESTRELA-LIMA, A. Expressdo da Cox-2 nos Carcinomas Mamarios de
Cadelas. Veterinaria em Foco. v.6, n°2, p134-140, 2009.

STEAGALL, P.V.; MANTOVANI, FB.; FERREIRA, TH.; SALCEDO, E.S;
MOUTINHO, F.Q.; LUNA, S.P. Evaluation of the effects of oral firocoxib in
healthy dogs. J. Vet. Pharmacol. Therapy, v. 30, p. 218-223, 2007.
TRAN-THANH, D.; BUTTARS, S.; WEN, Y., WILSON, C.; DONE, S.J.
Cyclooygenase-2 Inhibition for the Prophylaxis and Treatment of Preinvasive
Breast Cancer in a Her-2/Neu Mouse Model. Cancer Prevention Research, v.3,
n.2, p. 202-211, 2010.

WITHROW, S.J.; VAIL, D.M. Tumors of the skin and subcutaneous tissues. In:
Withrow & MacEwen’s Small Animal Clinical Oncology. 4ed. 2007. Missouri:
Saunders; 2007. p. 401-475.Cyclooxigenase-2 Expression in Human Breast
Cancers and Adjacent Ductal Carcinoma in situ. Cancer Research,v. 62, p.
1676-1681, 2002.

JOUBERT, K.E. The effects of firocoxib (Previcox) in geriatric dogs over a
period of 90 days. J. S. Afr. Vet. Ass. v. 80 (3), p.179-184. 2009.

KANEKO, J.J.; HARVEY, J.W.; BRUSS, M.L. Clinical Biochemistry of Domestic
Animals. 52 ed. 1997. London: Academic Press. 932 p.

LAVALLE, G.E.; BERTAGNOLLI, A.C.; TAVARES, W.L.; CASSALI, G.D. Cox-2
Expression in Canine Mammary Carcinomas: Correlation with Angiogenesis
and Overall Survival. Veterinary prognosis of dogs with malignant mammary
tumours. Res. Vet. Sci., v.88, p. 441-445, 2010.

RASSNICK, K.C. How | Treat Canine Mammary Gland Tumors. In: THE
NORTH AMERICAN VETERINARY CONFERENCE, 2005. Proceedings...
NAVC: Orlando, 2005. p.666-667.



95

RIBEIRO, L.G.R.; DAMASCENO, K.A.; COSTA NETO, J.M.; D'ASSIS,
M.J.M.H.; COSTA, AT, SILVA, N.S.; AGUIAR, PH.P.; CASSALI, G.D,;
ESTRELA-LIMA, A. Expressdo da Cox-2 nos Carcinomas Mamarios de
Cadelas. Veterinaria em Foco. v.6, n°2, p134-140, 2009.

STEAGALL, P.V.;, MANTOVANI, FB.; FERREIRA, TH.; SALCEDO, E.S;
MOUTINHO, F.Q.; LUNA, S.P. Evaluation of the effects of oral firocoxib in
healthy dogs. J. Vet. Pharmacol. Therapy, v. 30, p. 218-223, 2007.
TRAN-THANH, D.; BUTTARS, S.; WEN, Y.; WILSON, C.; DONE, S.J.
Cyclooygenase-2 Inhibition for the Prophylaxis and Treatment of Preinvasive
Breast Cancer in a Her-2/Neu Mouse Model. Cancer Prevention Research, v.3,
n.2, p. 202-211, 2010.

WITHROW, S.J.; VAIL, D.M. Tumors of the skin and subcutaneous tissues. In:
Withrow & MacEwen’s Small Animal Clinical Oncology. 4ed. 2007. Missouri:
Saunders; 2007. p. 401-475.Pathology, v.46, p. 1275-1280, 2009.

MILLANTA, F.; CITI, S.; DELLA SANTA, D.; PORCIANI, M.; POLI, A. COX-2
Expression in Canine and Feline Invasive Mammary Carcinomas: Correlation
with Clinicopathological Features and Prognostic Molecular Markers. Breast
Cancer Research and Treatment, v. 98, p.115-120, 2006.

OWEN, L. TNM classification of tumors in domestic animals. World Health
Organization, p.46-47, 1980.

PESTILI DE ALMEIDA, E.; PICHE, C.; SIROIS, J.; DORE, M. Expression of
cyclooxygenase-2 in naturally occurring squamous cell carcinomas in dogs. J.
Histochemistry and Cytochemistry, 49, 867-875., 2001.

QUEIROGA, FL.; PIRES, I; LOBO, L.; LOPES, C.S. The role of Cox-2
expression in the prognosis of dogs with malignant mammary tumours. Res.
Vet. Sci., v.88, p. 441-445, 2010.

RASSNICK, K.C. How | Treat Canine Mammary Gland Tumors. In: THE
NORTH AMERICAN VETERINARY CONFERENCE, 2005. Proceedings...
NAVC: Orlando, 2005. p.666-667.

RIBEIRO, L.G.R.; DAMASCENO, K.A.; COSTA NETO, J.M.; D'ASSIS,
M.J.M.H.; COSTA, AT, SILVA, N.S.; AGUIAR, PH.P.; CASSALI, G.D,;
ESTRELA-LIMA, A. Expressdo da Cox-2 nos Carcinomas Mamarios de
Cadelas. Veterinaria em Foco. v.6, n°2, p134-140, 2009.

STEAGALL, P.V.; MANTOVANI, F.B.; FERREIRA, T.H.; SALCEDO, E.S;
MOUTINHO, F.Q.; LUNA, S.P. Evaluation of the effects of oral firocoxib in
healthy dogs. J. Vet. Pharmacol. Therapy, v. 30, p. 218-223, 2007.
TRAN-THANH, D.; BUTTARS, S.; WEN, Y.; WILSON, C.; DONE, S.J.
Cyclooygenase-2 Inhibition for the Prophylaxis and Treatment of Preinvasive
Breast Cancer in a Her-2/Neu Mouse Model. Cancer Prevention Research, v.3,
n.2, p. 202-211, 2010.

WITHROW, S.J.; VAIL, D.M. Tumors of the skin and subcutaneous tissues. In:
Withrow & MacEwen’s Small Animal Clinical Oncology. 4ed. 2007. Missouri:
Saunders; 2007. p. 401-475.



56

TABELA 1. Médias e desvio padrdo (DP) dos parametros volume do maior
nédulo (VMN), expressdo de COX-2 (COX2) e niveis séricos de uréia (UR),
creatinina (CRE), AST, ALT e proteinas totais (PT) nas cadelas estudadas nos
grupos controle e tratado nos dois momentos experimentais (DO e D7).

VMN COX2 UR CRE AST ALT PT
Grupo
(cm) 03 (mg/dL)  (mg/dL) (UIL) (UIL) (g/dL)

DO Dr DO Dr DO Dr DO Dr DO Dr DO D7 DO D7

Control Media 27.5 ,g c0 067 111 44224044 09 095 1355134426.4422.22 687 6.69

e 4
(n=9) a b Aa b
27. 284 1ni1 024 0.30 3.16 105
DP 53 9 05 0.78 4 4.75 5 g7 371 67 9.66 3 128 151

Tratad Meda 12. 4,0 10 07 346 468 095 103 155 172 161 203 672 592

0 51
(n=10) a0 ° * 0
pp 12017 067 095 10 192 052 051 643 27 779 952 123 102

Para cada parametro avaliado, médias seguidas de letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os momentos de
avaliacdo no mesmo grupo.

Para cada parametro avaliado, médias seguidas de letras mailsculas
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre 0s grupos no mesmo
momento de avaliacéo.
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