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AVALIACAO DA IMUNOMARCACAO de COX-2 EM CARCINOMAS INTESTINAIS
CANINOS

RESUMO

Devido ao aumento da expectativa de vida dos animais de estimacdo, o aparecimento de
neoplasias tem se tornado uma importante afeccdo na Medicina Veterinaria. As neoplasias
gastrointestinais de cdes sdo pouco diagnosticadas e sua etiologia é desconhecida. As
localizagbes mais frequentes s@o o jejuno, colon e reto. Objetivou-se avaliar a Cox-2 por
meio de imunohistoquimica e a intensidade de PAS positivo has amostras de intestinos de
cdes saudaveis (GS) e com neoplasia (GN). As neoplasias foram classificadas por analise
histopatoldgica. As diferencas foram significativas quando P<0.05 (testes ndo paramétricos).
Nas amostras neoplasicas observou-se imunodetec¢do acentuada de COX-2, quando
comparadas aos caes saudaveis, com diferencas significativas entre os grupos. O mesmo
ocorreu para a intensidade de PAS, onde se observou diminuicdo do numero de células
caliciformes e aumento na producdo de muco nas amostras neoplasicas, enquanto nas
amostras saudaveis observou-se marcacdo intensa nas células caliciformes. Com isso
pode-se concluir que a COX esta envolvida na capacidade do tumor evadir as defesas do
sistema imunoldgico. Apesar da relagdo entre o processo inflamatério, mais especificamente
o papel das prostaglandinas, e o desenvolvimento e propagacgéo tumoral ser bastante claro,
ainda muito se tém a ser esclarecido.

Palavras-chave: Céaes, Células Caliciformes, Intestino, Neoplasias, PAS.



EVALUATION of COX-2 IMMUNOSTAINING |IN CANINE INTESTINAL
CARCINOMAS

ABSTRACT

Due to the increase in the life expectancy of the pets, the appearance of neoplasias
has become an important affection in the Veterinary Medicine. Gastrointestinal
neoplasms of dogs are poorly diagnosed and their etiology is unknown. The most
frequent locations are jejunum, colon and rectum. The objective of this study was to
evaluate Cox-2 by means of immunohistochemistry and the positive PAS intensity in
intestinal samples from healthy dogs (GS) and neoplasia (GN). The neoplasms were
classified by histopathological analysis. The differences were significant when P
<0.05 (non-parametric tests). In the neoplastic samples, marked COX-2
immunodetection was observed when compared to healthy dogs, with significant
differences between groups. The same was observed for PAS intensity, where a
decrease in the number of goblet cells and an increase in the mucus production were
observed in the neoplastic samples, while in the healthy samples intense marking
was observed in the goblet cells. With this we can conclude that COX is involved in
the ability of the tumor to evade the defenses of the immune system. Although the
relationship between the inflammatory process, more specifically the role of
prostaglandins, and tumor development and propagation is very clear, much remains
to be elucidated.

Keywords: Dogs, Caliciforms Cel’s, Intestine, Neoplasm, PAS.



1.INTRODUCAO

Atualmente, as neoplasias sdo as principais causas de Obito em cées e
gatos (BARROS et al., 2017). Sdo caracterizadas como processo complexo
decorrente do desequilibrio entre o crescimento e a divisdo celular, resultando no
acumulo de inUmeras mutagdes genéticas que provocam alteragdes no ciclo celular
normal (DALECK et al., 2016). E uma doenca heterogénea que esta relacionada a
diversos eventos como os envolvidos no crescimento, diferenciacdo e proliferacao
celular, invasdo e desenvolvimento de metastases (BECKMANN et al.,, 1997;
HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A manifestacdo clinica dos processos neoplasicos pode ser bastante
variavel. E provavel que a alta prevaléncia de processos malignos nas espécies
canina e felina, estejam associadas a maior longevidade desses animais, 0
crescente aumento populacional (BARROS et al., 2017) e a exposicao a agentes
cancerigenos (ROZA et al., 2008).

Em cdaes, o sistema gastrointestinal pode ser acometido por neoplasias de
varias origens, como o0s epiteliais, mesenquimais e de células redondas. Os
segmentos intestinais como jejuno, colon e reto foram identificados como os mais
afetados, sendo os adenocarcinomas, leiomiossarcomas e linfomas as neoplasias
mais observadas (GOMES et al., 2014).

Inclui-se entre os fatores ambientais variedades de agentes mutagénicos,
possivelmente carcindgenos, que estao presentes nos alimentos, no ar, na agua e
no solo (DALECK et al., 2016). Supbe-se também que algumas substancias possam
atuar como agentes carcindégenos, por exemplo, algumas micotoxinas provenientes
de alimentos contaminados e que sd&o encontradas principalmente em queijos,
carnes, leite e ovos (NETTO et al., 1999).

Estudos demonstram associagao entre a dieta rica em carne vermelha e
obesidade entre cdes com até um ano de idade e o risco de desenvolvimento de
neoplasias mamarias, periodo em que os efeitos hormonais séo prejudiciais a este
tecido. Obesidade e uso excessivo de pesticidas sdo fatores de risco para o

desenvolvimento de carcinomas de células transicionais (DAGLI, 2015). Outros



estudos apontam a interferéncia de outros fatores como: algumas plantas toxicas,
como por exemplo o tanino, proveniente de samambaias, a da incidéncia de
radiacdo gama, hidrocarbonetos policiclicos com origem na combustdo de
compostos organicos a altas temperaturas, compostos nitrogenados, herbicidas e

aminas aromaticas presentes em graos, vegetais e frutas (NETTO et al., 1999).

Outros fatores que vém sendo estudados, como a expressao de COX-2
(Cicloxigenase-2) e a presenca de células caliciformes nos tecidos. Existem alguns
mecanismos que associam a ac¢ao da COX-2 ao cancer, entre eles podemos listar a
promocdo da angiogénese, a proliferacdo celular, a inibicAo da apoptose e o
aumento da expressao de Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2), além da diminui¢cdo da adesao
celular, o que confere maior capacidade de invasdo, metastase e lise das
membranas basais (MILANTA et al., 2006). Quanto as células caliciformes, estudos
apontam que as mesmas sao responsaveis pela producdo do muco que lubrifica
todo o intestino e alteracdes nessa producdo pode comprometer o funcionamento do
orgdo, e essas alteracdes podem estar relacionadas a processos inflamatérios

locais.

Claramente, s@o0 necessarias pesquisas adicionais a respeito desses
imunomarcadores. Nao se sabe ainda se a COX-2 esta presente apenas nos tecidos
neoplasicos estimulando e favorecendo o seu crescimento ou se ela seria um bom
alvo para o tratamento, visando minimizar os efeitos deletérios do cancer. Nem
mesmo, se a diminuicdo de células caliciformes nos tecidos neoplasicos, esta

intimamente ligado a alteracdes causadas pela neoplasia.

Com isso objetivou-se com este estudo avaliar a imunodetect¢cdo de COX-2
em carcinomas intestinais caninos e estabelecer relagéo entre a presenca de COX-2
e 0 progndstico da neoplasia. Avaliar a presenca de células caliciformes por PAS

(Periodic Acidific Schiff) em intestinos saudaveis e neoplasicos.



2.REVISAO DA LITERATURA

O epitélio colico representa a mais perfeita barreira funcional do corpo
humano, o que também se evidencia nos animais. Uma Unica camada de células
justapostas, aderidas umas as outras e a membrana basal, separa o interior da luz
intestinal, com grande concentracdo bacteriana, das camadas internas estéreis que
formam a parede intestinal. Essa barreira funcional é composta por diversas linhas
de defesa representadas, principalmente, pela camada de muco que recobre a
superficie epitelial, as membranas apicais e basolaterais das células, o complexo
sistema de junc¢des intercelulares e a membrana basal (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017).

O intestino grosso é constituido por: ceco, célon, reto e anus. A camada
mucosa nao tem pregas, exceto em sua porcao distal (reto), nem vilosidades. As
criptas intestinais sdo longas e caracterizadas pela presenca acentuada de células
caliciformes, as quais sdo responsaveis pela producdo de muco e lubrificacdo do
tubo digestorio, além de pequeno numero de células enteroenddcrinas (DYCE;
SACK; WENSING, 2010).

O muco que recobre o epitélio intestinal, secretado por células caliciformes
presentes nas glandulas de todo tubo digestivo, forma a primeira linha de defesa da
mucosa colica. As células caliciformes variam em numero ao longo dos diferentes
segmentos do intestino grosso, aumentando a medida que se progride em direcdo
aos segmentos mais caudais onde ocupam, praticamente, toda a extensdo das
glandulas (MELLO et al., 2012).

Alteracbes na populacdo de células caliciformes ao comparar-se 0s
diferentes segmentos célicos, encontram-se relacionados as distintas funcdes
fisiologicas exercidas pela mucosa de cada porcao intestinal. No célon, a camada de
muco além da funcéo lubrificante, que facilita a progressdo do conteudo fecal,
confere protecdo quimica contra agressdo ocasionada por antigenos, toxinas e
enzimas digestivas existentes no interior da luz. O muco possui, ainda, propriedades
bactericidas, pois reduz a populagédo bacteriana em contato direto com a superficie
epitelial, dificultando a translocacao para o meio interno (HALL; GERMAN, 2005).



Anormalidades na secrecdo, composicao e padrdo de distribuicdo das
mucinas nas criptas intestinais vém sendo demonstradas em diversas doencas
inflamatorias que acometem o célon. Ha duvidas se essas alteracdes encontram-se
relacionadas as modificagbes na populacdo de células caliciformes ou maior
capacidade de producdo de muco pelas células do epitélio cronicamente inflamado
(GERMAN; HALL, 2003)

O numero de células caliciformes, indiretamente, reflete a capacidade de
secrecdo de muco e a atividade das glandulas colbnicas, cuja funcédo é produzir e
secretar mucinas ao longo de todo o trato gastrointestinal (KELI et al., 1997). E
possivel avaliar a presenca dessas células, por meio da marcacao histoquimica de
Periodic Acidific Schiff (PAS) (ELSTON; ELLIS, 1998).

Segundo Hanahan e Weinberg (2011), existem diversas alteracbes na
fisiologia celular do sistema gastrointestinal, que podem culminar no
desenvolvimento de neoplasias, como; densidade da apoptose, potencial replicativo
ilimitado das células epiteliais, insensiblidade a inibicdo de fatores de crescimento,
angiogénese continua, mecanismos de invasdo e metastase celular, auto-suficiéncia
de fatores de crescimento e mecanismos inflamatérios promotores de crescimento

tumoral.

As neoplasias benignas geralmente tém crescimento lento, com evolucédo de
semanas ou mesmo anos, sdo bem circunscritas, ndo dolorosas, moveis e com
reacdo inflamatoria minima. Ja as neoplasias malignas tendem a apresentar
crescimento rapido, a presenca de lesfes ulceradas é frequente e podem infiltrar-se
nos tecidos vizinhos bem como sofrer metastases a distancia (BREARLY, 2003). As
localizagbes mais frequentes para o0 aparecimento de neoplasias em cées séo as
glandulas mamarias, seguidos de neoplasias cutaneas, tecidos hematopoiéticos
(incluindo tecido linfoide), aparelho urogenital, sistema enddécrino, aparelho
digestorio (DOBSON e MORRIS, 2007).

As neoplasias intestinais podem ser divididas em trés grupos, de acordo com
sua origem celular, sendo elas de origem mesenquimal, de células redondas e de

células epiteliais. Dentre as neoplasias intestinais de origem mesenquimal, os



leiomiomas e os leiomiossarcomas, sao 0s mais observados, sendo comumente
localizados em intestino grosso. Das neoplasias de células redondas, os linfomas
Sado 0s principais representantes desse grupo e apresentam-se com maior

frequéncia no intestino delgado e célon (DALECK et al., 2016).

Com relacdo as neoplasias de origem epitelial, os adenocarcinomas
intestinais sdo neoplasias que se originam das células das criptas e podem formar
lesGes nodulares Unicas ou multiplas, em forma de placa, com ou sem superficie
ulcerada, podendo ou n&o haver comprometimento mural, que pode culminar em
estenose e consequente fibrose da parede e diminuicdo do Iimem intestinal
(LEANDRO, 2010). Esta neoplasia pode ser classificada como infiltrativa nos casos
onde a area espessada e estendtica obstrui o lamen intestinal; ulcerativa, quando
possui Ulcera profunda, fiborosada e com bordas elevadas; proliferativas, nas quais
massas lobuladas se expandem intraluminalmente, ou mucinoso, quando ha
expansao transmural para o0 mesentério com acumulo variavel de mucina (FOSSUM,;
CHERRYL, 2014).

Os adenocarcinomas intestinais geralmente desenvolvem-se como massas
solitarias e com rapida propensdo a metastase para linfonodos regionais (BILEK;

HIRT, 2007). Eles podem ser classificados como :

e Tipo acinar: nas estruturas glandulares surge material amorfo eosinofilico e

ocorre infiltracdo da mucosa, da submucosa e da camada muscular.

e Tipo solido indiferenciado: infiltracdo da mucosa e parede intestinal com
células epiteliais anaplasicas e células neoplasicas que apresentam citoplasma

basofilico e grandes nucleos vesiculares com nucléolos evidentes

e Tipo mucinoso: proliferacdo de células epiteliais anaplasicas, com
citoplasma eosinofilico palido, criptas acinares ou irregulares. Também sédo

observados grandes espacos extracelulares com muco no estroma



e Tipo papilar: alto indice mitético com proliferacdo papilar para o limen
intestinal. As criptas encontram-se hiperplasicas e o tumor tem um aspecto de
invasdo local (BABA; CATOI, 2007).

Sao classicamente encontrados em cdes mais velhos, onde o0s sinais
clinicos tornam-se inespecificos e podem variar de acordo com a localizagdo da
lesdo.Nos casos em que as formacdes situam-se no intestino delgado, o animal
pode apresentar anorexia, émese, dores abdominais, perda de peso, melena e
diarreia. Ja em casos nos quais 0S tumores acometem o intestino grosso,
ocasionalmente os sinais clinicos sédo diarreia, tenesmo, hematoquesia, disquesia e
em alguns casos, prolapso retal. Os processos obstrutivos sdo comuns nesses
casos, podendo ser um dos principais motivos pelos quais 0s pacientes sao levados
ao atendimento clinico (BILEK; HIRT, 2007).

As neoplasias intestinais podem cursar com alteracdes hematoldgicas
significativas, como anemia discreta ou moderada, resultante muitas vezes da perda
de sangue. Pode haver leucocitose, caracterizada por neutrofilia e linfopenia, como
sindrome paraneoplasica pela producdo de fator estimulador de colénias de
granulécitos e macréfagos a partir das células tumorais, hipoalbuminemia,
hipoglicemia e/ou atividades séricas de enzimas hepaticas elevadas (DALECK;
RODASKI, 2008).

A realizacdo da anamnese e exame fisico detalhado podem auxiliar o clinico
na suspeita da presenca de neoplasias abdominais. O inquérito deve incluir
perguntas acerca da evolugcdo ao longo do tempo, bem como o aparecimento de
sinais clinicos, tipo de alimentacéo e resposta a protocolos terapéuticos anteriores.
Os linfonodos também devem ser examinados, considerando o seu tamanho, forma,
textura e mobilidade. Se estes apresentarem aumento de tamanho, irregularidade da
superficie, endurecimento e/ou falta de mobilidade podem ser sugestivos de
envolvimento neoplasico. Contudo, linfadenopatia moderada pode estar associada
apenas a hiperplasia reativa e nao necessariamente a presenca de focos
metastaticos os quais sdo facilmente diferenciados por exames citolégicos e
histopatolégicos (WITHROW, 2013).



Os carcinomas no colon ascendente ou descendente sdo mais dificeis de
diagnosticar quando comparado as neoplasias retais. Imagens radiograficas podem
evidenciar massas, presenca de liquido livre ou gas abdominal e deslocamento de
visceras. Imagens contrastadas podem delinear regibes de irregularidade da
mucosa, estreitamento luminal e infiltracdo intraluminal, alem de espessamento ou
nodularidade. Radiografias toracicas devem ser realizadas, para avaliacdo de focos
metastaticos intratoracicos (KEALLY; McALLISTER, 2005).

As imagens ultrassonogréficas podem evidenciar massas ou formacdes,
associadas ou ndo a obstrucdo de transito, avaliar o espessamento da parede
intestinal, a aparéncia e simetria das varias camadas da parede, o namero de
contracbes peristalticas, o padrdo do conteldo intestinal e principalmente a
localizac&o e extensao da lesdo (NYLAND; MATTOON, 2000).

As técnicas endoscopicas sao Uteis na localizacao de formacdes no colén e
no reto, além de ser método eficaz para coleta de bidopsias da mucosa intestinal
(DALECK et al.; 2016). A colonoscopia tende a ser mais sensivel para encontrar
tumores do célon e permitira o diagnéstico definitivo (FORREST, 2007). Bidpsias
realizadas por meio de endoscopias, laparoscopias, colonoscopias, proctoscopias
sdo, muitas vezes, 0s principais pilares do diagnéstico definitivo, pois € possivel
obter fragmentos pequenos e superficiais, porém deve-se considerar a possibilidade
de algumas lesdes estarem situadas nas camadas intestinais mais profundas, o que
pode ser limitante para determinar o grau de infiltracdo na parede intestinal
(FORREST; LIPTAK, 2007).

A laparotomia exploratéria € uma das técnicas mais eficazes para se realizar
biépsias de diferentes segmentos intestinais, pois e possivel retirar todas as
camadas do intestino, facilitando o diagnéstico, bem como determinar o grau de
infiltragdo na parede intestinal (FOSSU; CHERYL, 2014). Além disso, este
procedimento nos garante a obtencdo de amostras sob viséo direta e em quantidade
adequada para exames histopatoldgicos, imunohistoquimicos e moleculares
(DALECK; RODASKI, 2008).



A laparotomia exploratdria ainda auxilia principalmente na identificagdo do
comprometimento ou ndo de outras visceras, permitindo a realizacdo de andlise
histopatoldgica e, com isso, o correto estadiamento do paciente, além de também
ser a abordagem terapéutica para a remocao de obstru¢cdes ou constricbes de
segmentos intestinais. O diagnostico diferencial das neoplasias intestinais inclui
obstrucdes por corpos estranhos, colites ulcerativas, enterites parasitarias, virais,

alérgicas ou enteropatias (DALECK et al., 2016).

O tratamento de pacientes com carcinomas intestinais comumente inclui a
resseccdo cirdrgica do segmento intestinal comprometido. As técnicas de
enterectomia e enteroanastomose intestinal devem ser praticadas sempre que
possivel, com margens de seguranca adequadas (DALECK; RODASKI, 2008). Cura
cirurgica de lesbes malignas € possivel, mas a metastase regional € comum. Em
humanos, j4 foi relatado que se o paciente ndo apresentar complicacdes, a
resseccdo do tumor pode atenuar o quadro clinico do paciente por meses
(WITHROW, 2013).

A quimioterapia adjuvante ap0s a resseccao cirirgica de tumores néao
totalmente ressecados, ou até como tratamento paliativo, nos casos de doenca
disseminada € indicada, embora ainda ndo exista comprovacdo de protocolos
eficazes em cées, sendo empregados os mesmos de seres humanos (DALECK et
al., 2016).

Métodos de terapia tradicionais como cirurgia e quimioterapia, podem ser
somados a outras terapias, como: eletroterapia, terapia fotodinamica, radioterapia,
braquiterapia, terapias dirigidas ao alvo e metronébmica (FOSSUM; CHERRYL,
2014).

Ainda no contexto do tratamento, alguns estudos correlacionam o uso de
alguns medicamentos para o controle das neoplasias, dentre eles o uso crénico de
anti-inflamatoérios nao estereoidais (AINE’s) (MURO et al., 2008). Isso ocorre devido
ao fato da reacao inflamatoria ser procedimento normal inerente ao organismo sadio,
qgue visa expulsar agentes invasores ou perturbadores da homeostasia, a fim de

resolver transtornos por eles causados. Entretanto, apesar de normalmente ser um



processo benéfico, a resposta inflamatéria pode tomar rumos incontrolaveis,
trazendo transtornos severos que podem culminar com a perda da funcéo do 6rgéo
ou tecido afetado (RAMOS et al., 2010).

A cicloxigenase (COX) sinbnimo de prostaglandina H sintetase € uma
enzima bifuncional, catalizadora de cicloxigenacdo e peroxidagcdo do acido
aracdoénico derivado das membranas celulares. Essas duas isoenzimas (isoformas)
sdo responsaveis pela sintese de prostaglandinas. A prostaglandina 1 (COX 1) é
uma enzima constituitiva, geralmente expressa nos tecidos. As prostaglandinas,
prostacilcinas e tromboxano sintetizados por esta enzima sao responsaveis pelas
funcdes fisioldgicas normais, como citoprotecdo, vasodilatacdo e agregacdo
plaquetaria (MEADE et al., 1994).

A prostaglandina sintetase 2, também conhecida como Cicloxigenase 2(COX
2) € uma enzima, que € induzida e sintetizada por macrofagos e células que
participam da resposta inflamatéria apds serem estimuladas por citocinas e outros
mediadores inflamatérios, como interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral
(TNF), fatores de crescimento, principalmente o epidermal (EGF) e o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), endotoxinas bacterianas, ou ainda por estimulos
hormonais ou neoplasicos (MILANTA et al., 2006; DUMUSC et al., 2014). E sabido
gue as enzimas cicloxigenases catalisam a formacao de prostaglandinas a partir do
acido araquidénico. A COX-2 é uma enzima induzida e expressada por células que
participam do processo inflamatério, além de tecidos neoplasicos e por outras
condicoes patoldgicas (GASPARINI et al., 2003).

Alguns estudos revelaram que a COX 2 apresenta importante papel na
oncogénese, crescimento tumoral e angiogénese. Porém, o mecanismo de acdo na
carcinogénese ainda ndo esta totalmente elucidado (DE NARDI, 2008). Sabe-se que
a COX-2 influencia na ativacdo de metaloproteinases que possibilitam o rompimento
das membranas basais pela lise de colageno e acédo de gelatinases, aléem disso
modula a angiogénese pelo estimulo da producdo de VEGF (Vascular Endothelial
Grouth Factor) (AMORIM, 2008).



Os experimentos de Kutchera et al. (1996) para determinar 0 mecanismo
envolvido a partir destas observacgdes, encontraram em humanos e animais elevada
expressao para a COX-2 nos tumores de célon e reto, enquanto que areas normais
de mucosa intestinal possuiam baixas ou nenhuma expressao para a COX-2. Estas
descobertas lideram a hipétese de que a COX-2 pode estar envolvida na
determinacao do crescimento e progressao do cancer de colon.

A COX 2 possui papel vital na regulacdo da angiogénese associada com a
proliferacéo das células neoplésicas (TSUJII et al., 1998; QUEIROGA et al., 2005). O
aumento na expressao desta enzima COX-2 esta relacionado a producéo do fator de
crescimento endotelial, determinando a habilidade para estimular o desenvolvimento
de células endoteliais e promover a angiogénese. A maioria dos tumores sélidos
necessita de novos vasos sanguineos para obter os nutrientes necessarios para
garantir seu crescimento e sobrevivéncia. O surgimento deste novo aporte
sanguineo (angiogénese) é também importante para a ocorréncia de metastases
(WANG; DUBOIS, 2004; KNOTTENBELT et al., 2006). A partir disto, os inibidores
para a COX-2 podem bloquear o crescimento dos vasos sanguineos relacionados
com o desenvolvimento tumoral (WOLFESBERGER et al., 2006).

Inibidores de COX-2 seletivos, tém mostrado atrasar significativamente a
incidéncia de tumores mamarios em camundongos transgénicos (MILANTA et al.,
2006), reduzindo o crescimento e o desenvolvimento de tumores, melhorando o
progndstico e o tempo de sobrevida do paciente (SUBBARAMAIAH; DANNENBERG,
2003).

Desta forma, os inibidores da cicloxigenase-2, ou coxibes (anti-inflamatorios
nao esteroides (AINES), ttm como alvo a COX-2, enzima responsavel pela producéo
de mediadores da inflamacéo e do processo nociceptivo, como as prostaglandinas.
A seletividade para esta enzima minimiza 0s riscos e os efeitos adversos dos
restantes AINEs. Observacdes pioneiras demonstraram concentracdes superiores
intratumorais de prostaglandinas em relagdo ao tecido normal circundante, o que se
correlaciona com o fato de estas desempenharem papel promotor no processo de

carcinogénese. Assim, 0s coxibes tém sido vistos como potencial agente



antineoplasico que advém dos seus efeitos anti-inflamatorios, antiproliferativo e pro-
apoptotico, antimetastatico, de inibicdo da angiogénese e de imunomodulagéo
(SIMMONS et al., 2004). Alguns estudos visam instituir a administracdo de
medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroides como por exemplo: meloxican,
nimesulida, piroxican, ibuprofeno, diacereina, celecoxibe, buscando aliviar os
sintomas causados pelos carcinomas intestinais, aumentando assim a expectativa
prognéstica (MILANTA et al., 2006).

Diante disso, a expressao da imunodetecc¢do da proteina COX-2 pela técnica
de imonuhistoquimica se torna fator de grande importancia, pois a COX-1 é
expressa constitutivamente nos tecidos, enquanto a COX-2 é usualmente ausente
ou expressa em quantidades muito pequenas em tecidos normais (MILANTA et al.,
2006). O aumento da imunomarcacdo da COX-2 pode ser observada em uma
variedade de tumores, incluindo os intestinais, pulmonares, gastricos, mamarios,
uterinos, prostaticos e vesicais. Durante a carcinogénese, o aumento da expressao
da COX-2 pode resultar em grande variedade de intera¢gdes celulares (FOSSLIEN,

2000; TURINI; DUBOQIS, 2002).

Desse modo, a imunodeteccdo da COX-2 pode ser importante tanto para
auxiliar na caracterizacdo da neoplasia, e podera auxiliar em uma nova abordagem

terapéutica para os animais que apresentem carcinomas intestinais.



3. OBJETIVOS

v Determinar a marcacao de células caliciformes por PAS
(Periodic Acidific Schif), em intestinos saudaveis e neoplasicos.

v Determinar a marcacdo de COX-2 em intestinos
saudaveis e neoplésicos

v Estabelecer relacdo entre a presenca de COX-2 e o
progndstico da neoplasia.

v Estabelecer relacdo entre a presenca de células

calificiformes e a neoplasia.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" - UNESP - Campus de
Jaboticabal - SP. Executado de acordo com as normas exigidas pelo CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). Protocolo n°
12.420/2016.

4.2 Grupos Experimentais

Neste estudo foram incluidos seis cdes com diagndéstico histopatologico de
Adenocarcinoma intestinal (Grupo N - Neoplasico), atendidos no Servico de
Oncologia Veterinaria do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Jaboticabal.

Outras 10 amostras de intestinos saudaveis (Grupo S - Saudavel), foram
obtidas de pacientes higidos submetidos a cirurgias eletivas (ovariohisterectomia e
orquiectomia), com prévia autorizacdo do proprietario, apds assinatura do Termo de
Esclarecimento Livre e Esclarecido. Todos esses pacientes apresentavam exames

hematoldgicos dentro dos valores normais para a espécie.

4.3 Coleta das amostras

As seis amostras do grupo neoplasico (GN) foram coletadas durante o
procedimento cirdrgico para resseccao da neoplasia. Todas as amostras do
presente estudo foram obtidas por meio de laparotomia exploratoria de acordo com
as técnicas habituais. As seis amostras do grupo neoplasico (GN) foram coletadas
durante o procedimento cirargico para ressec¢do da neoplasia. As amostras do
grupo saudavel (GS) foram obtidas durante o procedimento de ovariohisterectomia e
orquiectomia eletiva em animais sadios. Para tanto, em cada animal, foi coletada
amostra da regido do célon, atingindo todas as camadas do 6rgdo, segundo o
protocolo instituido por DALECK; RODASKI (2008). Em seguida, este defeito foi



suturado com fio de nylon 3-0, posteriormente realizou-se a omentopexia no local da
sutura, seguindo os procedimentos utilizados por FOSSUM; CHERYL (2014).

As amostras do grupo neoplasico (GN) foram encaminhadas para analise
histopatolégica e classificacdo do tipo de neoplasia segundo Santos e Alessi (2016)
e Meuten (2017). Todas as amostras foram fixadas em solucdo tamponada de
formol a 10% e processadas no Laboratorio de Patologia Experimental da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

4.4 AvaliacGes Histopatoldgicas
4.4.1 Grupo Neoplasico (GN)

Apos diagnostico de carcinoma intestinal, obtido por meio de andlise
histopatolégica, as amostras coletadas foram analisadas pela técnica de
imunohistoquimica para se avaliar a imunomarcacao proteica de COX-2, e analise

histoquimica para se avaliar a marcacao de PAS (Periodic Acidific Schiff).
4.4.2 Grupo Saudavel (GS)

As amostras dos animais do grupo saudavel, foram coletadas por meio de
cirurgia eletiva de ovariohisterectomia e laparotomia exploratéria e em seguida
passaram por analise histoquimica de PAS para se avaliar a expressao de células
caliciformes nos tecidos e andlise imunohistoquimica para se avaliar a expressao
proteica de COX-2.

4.5 Analise Histopatoldgica e Histoquimica

Foram colhidos fragmentos de neoplasia intestinal (grupo neoplasico), para
analise em microscopia de luz. Os fragmentos foram fixados em soluc&o de formol a
10%, tamponado com fosfatos 0,15 Molar de pH 7,2. Apdés 24 horas de fixacéo
foram desidratados em solu¢cdes de concentracdo crescente de alcool, diafanizados
em xilol e incluidos em parafina de acordo com a técnica histologica de rotina. Os

cortes foram feitos na espessura de 5um e corados com hematoxilina e eosina, para



classificacdo neoplasica e pela coloracdo de acido periddico de Schiff (PAS) para

deteccdo de células caliciformes e da quantidade de mucina.

Estas amostras foram avaliadas de acordo com a classificacdo neoplasica
segundo Santos e Alessi (2016) e Meuten (2017). Para a deteccdo da média de
células caliciformes, avaliou-se 100 glandulas por amostra por animal e divididas em
trés regides, glandulas néo dilatadas (GND), glandulas cisticas (GC) e estroma peri-
glandular (E). Correlacionando estes resultados com as caracteristicas histoldgicas
do coélon normal e com alterac6es patoldgicas, descrito na literatura (PIVA et al.;
2011). Esses achados foram associados com os achados histopatologicos e tempo

de sobrevida

4.6. Analise Imunohistoquimica

O protocolo utilizado para a imunomarcacdo do anticorpo COX-2 foi:
desparafinizacdo dos cortes de intestino (saudavel e neoplasico) em estufa a 60°C /
1 hora e 20 minutos em xilol. Apds essa etapa, as amostras foram hidratadas em
solucdes decrescentes de alcool, até um banho em agua destilada. Posteriormente
fez-se a recuperagdo antigénica com Camara de pressdo Pascal (Dako) com
solucéo tampdao de citrato de sddio 10 mM, pH 6,0. Para o bloqueio da peroxidase
endogena utilizou-se uma solucdo a 8% (92 mL de alcool metilico e 8 mL de
peréxido de hidrogénio 30 volumes) por 20 minutos, a temperatura ambiente, em
camara escura e protegidos da luz. Apés fez-se o bloqueio das reacdes
inespecificas (Protein Block, Dakocytomation, c6d. X0909) por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida os cortes foram incubados com o anticorpo
primario anti COX2 Mouse monoclonal Marc, BIOCARE, cod. CM164C — na dilui¢cdo
de 1:500 por 2 horas em temperatura ambiente. Apds, os cortes foram incubados
com polimero ligado a peroxidase (Kit Advance HRP®, Dako Cytomation, codigo
K406889-2). Entre cada um dos passos descritos fez-se banhos em agua destilada e
em solucdo tampao Tris HCI, pH 7,4. Para a visibilizacdo da reacao utilizou-se o
cromogeno DAB (3,3-diaminobenzidina — Dakocytomation, cod. K3468-1). A contra-
coloracdo foi feita com Hematoxilina de Harris e a montagem das laminas com
Entellan (Merck).



O controle negativo foi realizado com o diluente de anticorpo
(Dakocytomation, codigo S302283-2), em substituicAo ao anticorpo primério. O
controle positivo foi realizado, segundo sugerido pelo fabricante do anticorpo.

Para a determinacdo do numero de células imunomarcadas avaliou-se 100
glandulas por amostra histologica por animal (Nikon Eclipse E200) na objetiva de
40x, a qual apresenta area de 0,19625 mm?. Nestas areas avaliou-se as
imunomarcacdes nas regides das glandulas nao dilatadas (GND), nas glandulas
cisticas (GC) e no estroma. A partir dos valores obtidos nestas amostras, fez-se
média do numero de células imunomarcadas por fragmento em cada animal, sendo

essas médias avaliadas em cada grupo de cdes (neoplasico e saudavel).

4.7 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste estatistico ndo paramétrico de
Friedman, considerando-se as médias das imunomarcacdes de COX2 e de células
caliciformes por PAS, nos fragmentos de neoplasia (cdes neoplasicos) e controle
(cdes saudaveis) e as diferencas entre as variaveis pelo Teste de Comparagao
Multipla de Dunn. Para a avaliagdo de cada variavel entre os grupos, realizou-se o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para as correlacdes entre as variaveis por
grupo, realizou-se o Coeficiente de Correlacdo de Spearman. Para todas as analises
considerou-se diferencas significativas quando P<0,05, utilizando o programa
Graphpad Prism (versao 5.00, 2007).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Pacientes

As Tabelas 1 (GN) e 2 (GS) descrevem 0s pacientes pertencentes aos

grupos experimentais deste estudo.

Tabela 1. Pacientes pertencentes ao Grupo Neoplasico (GN), com diagnostico
histopatolégico de neoplasia intestinal. Jaboticabal, 2017.

RACA IDADE GENERO NEOPLASIA

Boxer 8 anos Fémea Adenocarcinoma acinar

Poodle 10 anos Fémea Adenocarcinoma acinar
Labrador 8 anos Macho Adenocarcinoma acinar
Daschund 10 anos Fémea Adenocarcinoma mucinoso
Labrador 8 anos Macho Adenocarcinoma papilifero

Beagle 7 anos Fémea Adenocarcinoma papilifero

Tabela 2. Pacientes pertencentes ao Grupo Saudavel (GS). Jaboticabal, 2017.

RACA IDADE GENERO PROCEDIMENTO ELETIVO
Yorkshire 3 anos Macho Orquiectomia

SRD 5 anos Fémea Ovariohisterectomia
SRD 2 anos Fémea Ovariohisterectomia
Maltés 8 anos Fémea Ovariohisterectomia
SRD 6 meses Fémea Ovariohisterectomia
SRD 1 ano Fémea Ovariohisterectomia
Pastor Alemao 2 anos Fémea Ovariohisterectomia
SRD 7 anos Fémea Ovariohisterectomia
SRD 5 anos Fémea Ovariohisterectomia

SRD: sem raga definida

Os resultados deste estudo serdo apresentados sob forma de imagens

(Figura 1 e 2) e suas representacdes estatisticas (Figuras 3 e 4).

Os pacientes do Grupo Neoplasico (GN) incluidos no presente estudo eram
cdes com média de idade de sete a dez anos, assemelhando-se ao reportado na
literatura, que considera animais com idade entre seis e nove anos 0s mais afetados
por neoplasias intestinais (SELTING, 2013). Quanto as racas, as amostras do GN
eram bastante heterogéneas, sendo que trés cdes eram de pequeno porte (50%),
diferindo assim do que relata SELTING (2013); e CESAR et al. (2012), que afirmam



gue os caes mais acometidos sdo os das racas grandes, principalmente Collies,
Pastores Alemaes, Rottweillers e Boxers. Com relacdo ao género, houve numero

idéntico de machos (n=3) em relacéo as fémeas (n=3).

O trato gastrointestinal canino é um local em potencial para o aparecimento
de varios tumores primarios, que podem surgir no estroma intestinal, nas células
redondas, no sistema neuroenddcrino, e/ou células epiteliais das criptas intestinais,
podendo afetar qualquer segmento do intestino grosso (HEAD et al., 2002; GOMES
et al., 2014). Ainda assim, as neoplasias intestinais sdo incomuns em caes,
representando apenas 1% dos tumores nesta espécie (SOBRAL et al., 2008).
Enquanto na espécie humana, atualmente 500.000 pessoas morrem no mundo em
consequéncia dessa mesma doenca. Desta forma, descobertas atuais e futuras

podem ser Uteis para se definir protocolos terapéuticos.

O presente estudo discorda de alguns autores, pois a neoplasia mais
observada foi Adenocarcinoma em 100% das amostras analisadas. No que
concerne as neoplasias, o linfoma intestinal, segundo RICHTER (2008), é a
neoplasia mais diagnosticada no cdo e no gato e a mais comum no trato
gastrointestinal. Os linfomas s&o os tumores intestinais mais comuns, seguidos por

adenocarcinomas, que correspondem a 0,18 a 0,3% dos casos (HEAD et al., 2002).

No presente estudo, 50% das amostras obtidas tratavam-se de
Adenocarcinoma Acinar, 37,5 % Adenocarcinoma Papilifero e 12,5%
Adenocarcinoma Mucinoso. Sabe-se que os adenocarcinomas sao divididos em

quatro subgrupos dependendo da localizagdo e comportamento do tumor;

Observou-se claramente a marcacao histoquimica de PAS de forma
acentuada nas células caliciformes nas amostras do grupo saudavel (GS) e
diminuicdo das células caliciformes além de aumento na regido tumoral das

glandulas cisticas nas amostras neoplasicas do grupo neoplasico (GN) (Figura 1).
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Figural. Fotomicrografia das amostras de intestino. (A) Nota-se em animais saudaveis, a presenca
acentuada de células caliciformes (seta) presente no epitélio glandular, Objetiva 40x. (B)
Observa-se em animais doentes predominio de conteddo positivo ao PAS no interior das
glandulas cisticas (*) e de forma discreta a moderada nas células caliciformes do eptélio
glandular (seta), Objetiva 20x. Acido periédico de Schiff (PAS).



Pode-se evidenciar que a marcagao de COX-2 aparece bem discreta nas
amostras do grupo saudavel (GS), contrapondo o resultado encontrado nas

espécimes tumorais, onde a expressado de COX-2 mostrou a expressédo do marcador
(Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografia das amostras de intestino. (A) Nota-se em animais saudaveis (GS) a
imunomarcacao granular intracitoplasmética do anticorpo anti-COX2 de forma focal e discreta no
eptélio glandular (seta). (B) Observa-se em animais doentes (GN) a imunomarcagcdo de
membrana celular e citoplasmatica de forma acentuada e difusa no epitélio glandular (seta fina),
nas areas cisticas da neoplasia (seta grossa) e no infiltrado inflamatério mononuclear em regiéo
de estroma tumoral (asterisco), Objetiva 40x.

Margulis et al. (2007), obtiveram resultados semelhantes, pois relataram que
a imunomarcacao de COX-2 foi praticamente nula em tecido normal em humanos. A
imunorreatividade da COX-2 nos espécimes tumorais foi crescente de acordo com o
grau de malignidade do tumor, corroborando os achados de diversos autores em
diferentes neoplasias tanto em humanos como em animais, que propdéem que esta
enzima seja responsavel pelo desenvolvimento e progresséao tumoral (TSUJII et al.,
1998; CAO e PRESCOTT, 2002; DORE et al., 2003; DE NARDI et al.,; HELLER et
al.,; SHEEHAN et al., 2005; MIYASHITA et al., 2006; TAKATORI et al., 2007). KLIMP
et al. (2001) e CERVELLO et al. (2005) também observaram imunorreatividade de



COX-2 em neoplasias ovarianas e carcinomas hepatocelulares, respectivamente,
porém ndo evidenciaram correlacdo entre a imunomarcacdo e a malignidade da

neoplasia.

Os resultados obtidos por meio da imunomarcacéo de COX-2 neste estudo
mostram a diferenca entre a marcagdo nos grupos. O grupo neoplasico teve
marcacdo superior ao grupo saudavel, com diferenca significativa (p<0,05).
Correlacionando esses resultados com a literatura estudada (HELLER et al., 2005).
Os dados foram analisados pelo teste estatistico ndo paramétrico de Friedman,
considerando-se as médias das imunomarcacfes de COX2 e de células caliciformes
por PAS, nos fragmentos de neoplasias (cdes doentes) e controle (cdes saudaveis)
e as diferencas entre as variaveis pelo Teste de Comparacdo Mdultipla de Dunn,

onde o grupo controle apresentou resultados p <0,0001 (Figura 3)
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Figura 3. Média das variaveis observadas nos animais saudaveis (A) e doentes (B).
Notar a diferenca significativa entre as variaveis em cada grupo Testes ndo paramétricos de
Friedman e de Dunn.

PAS=Acido Periédico de Schiff; COX-2 GND = glandula n&o dilatada; COX-2 GC = glandulas cisticas; COX-2 E = estroma
PAS e COX 2 GC apresentaram ***p=0,0002. PAS e COX2 E ***p=0,0002.



De acordo com Eberhart et al. (1994), a COX-2 esta associada ao
crescimento celular e acdo de oncogenes. Esses autores demonstraram a presenga
de COX-2 no tecido neoplasico (cancer de colon) e sua auséncia em tecido normal
(intestino). A alta expressdo de COX-2 nas neoplasias tem sido associada a
mecanismos de promocao tumoral, devido a inducdo da angiogénese, inibicdo da
apoptose, aumento da capacidade de invasdo e metédstase, modulacdo da
inflamacédo e da resposta imune (TSUJII et al., 1998; CAO; PRESCOTT, 2002,
WANG; DUBOIS, 2004). Assim como em nosso estudo a comparacdo entre
imunomarcacdes de COX-2 nas diferentes areas avaliadas (GND, GC e E) entre 0s
grupos (GN e GS), mostraram-se diferencas significativas em todas as areas, onde
0s caes neoplasicos apresentam mais imunodeteccbes de COX-2 quando

comparados a caes saudaveis (Figura 4).
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Figura 4. Imunomarcacao de células positivas para COX-2 em GND (A), Imunomarcacao de células
positivas para COX-2 em GC (B) e Imunomarcacao de células positivas para COX-2 em E (C). Notar
a diferenca significativa entre os grupos para cada variavel. Testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney.

PAS=Acido Periédico de Schiff; COX-2 GND = glandula n&o dilatada;
COX-2 GC = glandulas cisticas; COX-2 E = estroma periglandular



Em caes, além do uso convencional como anti-inflamatério, analgésico e
antitérmico (GAYNOR, 2008; SUM e WARD, 2009) os inibidores de COX-2 sao
opcao de tratamento para diferentes tumores em céaes, particularmente os que
apresentam aumento da expressao desta enzima, como carcinoma de células
escamosas (ALMEIDA et al., 2001), carcinoma de células transicionais
(DYDENSBORG et al., 2006) e alguns tipos de tumores de mama (DE NARDI et al.,
2005; MILANTA et al., 2006). Apesar de toda investigacao ja realizada, continua a
nao haver consenso quanto ao uso estabelecido desta classe farmacolégica como

agentes anticancerigenos.



6. CONCLUSAO
O presente estudo, na maneira a qual fora realizado, nos permite concluir:

v" Nos tecidos intestinais saudaveis existe maior nimero de células
caliciformes e menor expressao de COX-2;

v Nas neoplasias intestinais de cdes ha menor ndmero de células
caliciformes, e intensa expressao de COX-2.

v Com esses achados, sugere-se que a Cox-2 estimula o processo
inflamatério e neovascular, favorecendo assim o0 crescimento
tumoral.

v' Estudos futuros sdo necessarios para este marcador, visando

minimizar os efeitos deletérios do cancer.
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