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RESUMO- 
 

Nas cadelas, os tumores de mama representam em média 40% de todos os tumores, e 

sua carcinogênese é atribuída a interação complexa de fatores individuais da paciente. 

A enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) apresenta-se como um marcador potencial para o 

câncer de mama, uma vez que é expressa em resposta a processos inflamatórios, que 

frequentemente acompanham as neoplasias e alterando o seu prognóstico. A caspase-

3 é foco de estudos relacionados ao mecanismo da apoptose, tornando-se peça-chave 

no entendimento dos mecanismos de morte celular. O VEGF está envolvido na 

angiogênese e linfangiogênese, apresentando papel importante na progressão do 

câncer. O objetivo deste trabalho foi investigar a imunorreatividade da ciclooxigenase-2, 

do VEGF e da Caspase-3  nas neoplasias mamárias de cadelas, e correlacionar a 

expressão da COX-2 com o VEGF e com a Caspase-3, nesses tumores. Para a 

realização deste estudo foram selecionadas 60 amostras de tumores mamários de 

cadelas e 10 amostras de tecido mamário livre de malignidade que foram divididas em 

seis grupos compostos por 10 tumores de mesma classificação histológica cada grupo, 

e um grupo composto por 10 amostras de tecido mamário livre de malignidade. Os 

grupos foram denominados Adenomas, Carcinomas de prognóstico bom, Carcinomas 

de prognóstico ruim, Carcinomas primários metastáticos, Metástases pulmonares, 

Carcinomas inflamatórios e Controle. Os 7 grupos foram agrupados em micro-arranjo 

tecidual em lâmina de microscopia, e analisados através de imunoistoquímica pela 

técnica estreptavidina-biotina-peroxidase. A avaliação da intensidade de marcação foi 

obtida por densitometria com auxílio do programa ImageJ. A intensidade da marcação 

da Cox-2 foi maior nos casos de metástase pulmonar e fraca nos casos de adenoma. 

Na avaliação da marcação da Caspase-3, houve uma correlação significativa entre os 

grupos controle e carcinoma prognóstico ruim (p<0,001) Ainda, houve diferença 

significativa na intensidade de marcação da Caspase-3 entre os grupos controle e 

carcinoma primário metastático (P<0,05) e controle versus metástase pulmonar 

(p<0,05) Na avaliação da intensidade de marcação do VEGF houve uma correlação 

significativa do grupo adenoma versus carcinoma de prognóstico ruim (P<0,001), 
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adenoma versus metástase pulmonar (P<0,01), adenoma versus Carcinoma primário 

metastático (P<0,01) e adenoma versus carcinoma de prognóstico bom (P<0,01). O 

presente estudo conclui que a Cox-2 apresenta-se como bom marcador preditivo, a 

Caspase-3 apresenta-se como bom marcador prognóstico e o VEGF-A apresenta alta 

sensibilidade e baixa especificidade como um marcador tumoral nas neoplasias 

mamárias de cadelas, havendo forte correlação do VEGF com a Cox-2 nessa 

neoplasia. 

 

Palavras-chave: Cadela, Caspase-3, Cox-2, Neoplasia Mamária, VEGF.  
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ABSTRACT- 
 
In bitches, breast tumors represent an average of 40% from all tumors, and its 

carcinogenesis is attributed to a complex interaction of individual patient’s factors. The 

enzyme cyclooxygenase-2 (COX-2) is presented as a potential marker for breast cancer, 

since it is expressed in response to inflammation, which are often associated with 

neoplasms, changing its prognosis. Caspase-3 has been investigated as a key-protein 

associated with the mechanism of apoptosis, becoming a key part in understanding the 

mechanisms of cell death. VEGF is involved in angiogenesis and lymphangiogenesis, 

presenting important role in cancer progression. The objective of this study was to 

investigate the immunoreactivity of cyclooxygenase-2, VEGF and Caspase-3 in 

mammary neoplasms in bitches, and correlate the expression of COX-2 and VEGF and 

the Caspase-3 in these tumors. For this study we selected 60 samples of bitches´s 

mammary tumors and 10 samples of breast tissue malignancy´s free,  which were 

divided into six groups of 10 tumors of the same histological grade of each group and 

one group of 10 breast tissue samples malignancy´s free. The groups were called 

adenomas, carcinomas good prognosis, carcinomas with poor prognosis, metastatic 

primary carcinomas, lung metastases, inflammatory carcinomas and Control. The seven 

groups were grouped into tissue micro-array on a microscope slide, and analyzed by 

immunohistochemistry technique streptavidin-biotin-peroxidase. The evaluation of the 

intensity of staining was obtained by densitometry using the program ImageJ. The 

intensity of COX-2 labeling was higher in cases of pulmonary metastasis and poor in 

cases of adenoma. In the assessment of marking of Caspase-3, there was a significant 

correlation between the control and carcinoma with poor prognosis (p <0.001) 

Furthermore, there was significant difference in the intensity of marking the Caspase-3 

between the control and primary carcinoma metastatic (P < 0.05) and control versus 

lung metastases (p <0.05) in assessing the intensity staining of VEGF was a significant 

correlation of adenoma versus carcinoma group with poor prognosis (P <0.001), 

adenoma versus lung metastases (P <0 , 01), adenoma, primary versus metastatic 

carcinoma (P <0.01) versus adenoma and carcinoma of good prognosis (P <0.01). This 
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study concludes that Cox-2 is presented as a good predictive marker, the Caspase-3 is 

presented as a good prognostic marker and VEGF-A has high sensitivity and low 

specificity as a tumor marker in mammary neoplasms, which are highly correlation of 

VEGF with the Cox-2 in this neoplasm. 

 
Key-words: Bitch, Caspase-3, Cox-2 Mammary Neoplasia, VEGF   
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I. INTRODUÇÃO 
 

Os tumores de mama em cadelas apresentam comportamento epidemiológico, 

clínico, biológico e genético, semelhante ao da espécie humana (MISDORP, 2002), por 

isso, as neoplasias mamárias em cadelas têm sido propostas como modelo adequado 

para pesquisa e na área de oncologia comparada (CASSALI et al., 2011).  

A carcinogênese dos tumores de mama é determinada por uma interação 

complexa de fatores individuais da paciente como o perfil hormonal, estado nutricional e 

imunológico, com fatores relacionados ao tumor, como modulação da resposta 

inflamatória, aumento da proliferação celular, inibição da apoptose e modulação da 

angiogênese, alterando a resposta imunológica à agressão (ZUCCARI et al., 2008).  

A inibição da apoptose celular apresenta papel importante no crescimento 

tumoral e seu mecanismo é alvo de muita pesquisa. A caspase-3 é considerada a 

principal enzima envolvida na regulação da apoptose. Segundo um estudo conduzido 

por DEVARAJAN et al. (2002) a perda da função ou não expressão da caspase-3 é 

observada em linhagens de celulares de neoplasias mamárias de comportamento 

agressivo. Já a angiogênese favorece a disseminação tumoral à medida que vasos 

novos atuam como rotas para metástases à distância. Os principais marcadores 

envolvidos neste fenômeno são a cicloxigenase-2 (COX-2), expressa por diferentes 

tipos celulares, e que modula a resposta inflamatória e o microambiente tumoral, e o 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que se liga a receptores de membrana 

no endotélio de vasos sanguíneose linfáticos, modulando a angiogênese e a 

linfangiogênese (HICKLIN & ELLIS, 2005; SINGH et al. 2011). 
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II. REVISÃO DA LITERATURA 
II.1- NEOPLASIA MAMÁRIA 

 

O câncer de mama é o tumor mais freqüente nas fêmeas, principalmente em 

mulheres (INCA, 2012) e cadelas (MISDORP, 2002), e na espécie canina, representam 

aproximadamente 52% de todas as neoplasias, sendo que, no momento do diagnóstico 

metade delas já possui caráter maligno (DE NARDI, 2007).  

Sua etiologia é multifatorial, contudo, a participação de componentes genéticos, 

ambientais, nutricionais e principalmente hormonais (UVA et al., 2009; ANDRADE et al., 

2010), predispõe alterações celulares que darão origem à formação tumoral (SILVA et 

al., 2004). O risco de desenvolvimento do câncer de mama em cadelas aumenta 

significativamente com a idade, acometendo com maior frequência a faixa etária entre 

nove e onze anos, sendo baixa a ocorrência em cadelas com menos de cinco anos e 

rara quando inferior a dois anos (MISDORP, 2002). Outros fatores relacionados com a 

incidência destes tumores incluem o tratamento com progestágenos, a obesidade nos 

primeiros anos de vida e a dieta com comida caseira (ZUCCARI et al., 2008).  

Aparentemente não existe predisposição racial para o desenvolvimento de tumores 

mamários na espécie canina (DALECK et al., 1998; CAVALCANTI & CASSALI, 2006).  

Os tumores mamários apresentam-se frequentemente como nódulos únicos ou 

múltiplos, podendo ocorrer diferentes tipos histológicos em uma ou mais glândulas 

mamárias de forma sincrônica (CAVALCANTI  & CASSALI, 2006). Os tumores benignos 

apresentam-se geralmente como nódulos únicos ou múltiplos, bem circunscritos e 

firmes à palpação. Os tumores mamários malignos caracterizam-se por apresentarem 

diâmetro superior a 5 cm, podendo estar aderidos à musculatura adjacente, ou mesmo  

ulcerados (FERREIRA et al., 2009).  

A avaliação inicial da neoplasia mamária deve considerar a idade, o histórico 

reprodutivo, sinais clínicos como presença de massa mamária e aumento de volume em 

linfonodos regionais. Alguns sinais sistêmicos como dispnéia, tosse e claudicações 

também podem ocorrer devido à presença de metástases desses tumores 
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(JONHNSTON, 1993). Essas metástases podem ocorrer por via linfática ou venosa 

(QUEIROGA et al., 2005), acometendo principalmente linfonodos regionais, pulmões e 

menos frequentemente fígado, útero, vesícula urinária ou ossos (NOWAK et al., 2007).  

O diagnóstico definitivo do tumor baseia-se na análise histopatológica da biópsia, 

fornecendo informações importantes sobre a natureza, o tipo histológico, índice 

mitótico, êmbolos tumorais em vasos linfáticos e comprometimento de linfonodos 

adjacentes (CASSALI et al., 2011). A radiografia de tórax é um procedimento rotineiro 

na veterinária como auxílio no diagnóstico e a ultrassonografia abdominal é realizada 

quando há suspeita de possíveis metástases a distância (CAVALCANTI & CASSALI, 

2006).  

A remoção cirúrgica completa de tumores localizados sem metástases à 

distância é o tratamento que mais apresenta chances de cura, exceto nos casos de 

carcinomas inflamatórios que não tem indicação cirúrgica e apresentam piores 

prognósticos (CASSALI et al., 2011). 

O exame histopatológico é o método de eleição para identificar as características 

de uma neoplasia (CASSALI et al., 2011). A classificação dos tumores mamários em 

cadelas é realizada segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) descrita por 

MISDORP et al. (1999).   
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 II.2- ENZIMA CICLOOXIGENASE-2 (COX-2) 
 

A enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) apresenta-se como um marcador potencial 

para o câncer de mama, uma vez que é expressa em resposta a processos 

inflamatórios, que frequentemente acompanham as neoplasias e alteram o seu 

prognóstico (DE NARDI, 2007). A cicloxigenase-2 tem sido descrita por sua expressão 

aumentada em diversas neoplasias incluindo câncer de mama, além de estar envolvida 

nos passos críticos da carcinogênese (ROZICK, 2001; SINGH, 2002).         

Trata-se de um mediador da inflamação, expressado pelo epitélio glandular da 

mama em condições pré-malignas e malignas, onde atua como papel principal na 

progressão e metástase do câncer de mama (HOWE, 2007; SINGH-RANGER, 2008).  

As prostaglandinas (PG) são mediadores lipídicos de processos fisiológicos 

normais. A maioria das células tem a capacidade de sintetizá-las, sendo o primeiro 

passo a hidrólise de fosfolípides para produzir ácido araquidônico livre, pela ação 

catalisadora da fosfolipase A2. O próximo passo desta via metabólica depende da ação 

catalisadora da COX, que insere uma molécula de oxigênio no ácido araquidônico, 

produzindo a Prostaglandina G2, sendo que esta é rapidamente convertida em 

Prostaglandina H2, pela ação peroxidativa da COX. A Prostaglandina H2 é, então, 

convertida por isomerases tecido-específicas em outras Prostaglandinas (PGE2, PGD2, 

PGF2α, PGI2), assim como em tromboxano e prostaciclinas (FOSSILIEN, 2000). 

A expressão da cicloxigenase-2 é mediada por citocinas envolvidas no processo 

inflamatório como interleucina-1, fator de necrose tumoral, fatores de crescimento e 

oncogenes. Inúmeras pesquisas relacionam a atividade da COX-2 com o 

desenvolvimento e progressão tumoral em diversos tipos de câncer incluindo o câncer 

de mama. Ainda, a expressão da COX-2 é mais frequente e intensa nas células 

epiteliais dos tumores malignos, e sua super expressão induz instabilidade genômica, 

sugerindo uma ação potencial da COX-2 na carcinogênese mamária da cadela (DORÉ 

et al., 2003; DE NARDI, 2007), a semelhança do que tem sido observado em mulheres 

(ZUCCARI et al., 2008). 
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Segundo MILLANTA et al. (2006), a super expressão da cox-2 implicaria na 

ativação de mecanismos associados à promoção tumoral, angiogênese sustentada, 

inibição da apoptose, modulação da resposta imune, maior capacidade de invasão e 

metástase.  

Entretanto, o possível papel da COX-2 na linfangiogênese e nas metástases por 

via linfática é ainda pouco compreendido. Contudo há relatos que a COX-2 regula o 

VEGF-C e promove linfangiogenese em adenocarcinoma de pulmão em humano (SU et 

al.,2004). 

Outros estudos também demonstraram a capacidade da COX-2 em promover a 

progressão de um carcinoma ductal in situ para um carcinoma mamário invasivo (HU et 

al., 2009) e que o gene COX-2 faz parte do grupo de genes responsáveis pela 

metástase nos pulmões e cérebro (MINN et al., 2005), além da COX-2 ser altamente 

expressada em carcinomas mamários inflamatórios (LEREBOURS et al., 2008).   
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II.3- CYSTEINE ASPARTIC ACID PROTEASE (CASPASE-3) 
 

 A adequada regulação da aptoptose mostra-se importante para o 

desenvolvimento e manutenção dos tecidos normais (DEVERAUX et al., 2001; 

FISCHER, 2001; LUZ et al., 2009). Os distúrbios apoptóticos, considerados o primeiro 

evento em alguns tipos de câncer, permitem que células malignas tenham maior 

sobrevida, contribuindo para que ocorra a expansão neoplásica (DEVERAUX et al., 

2001; OHASHI et al., 2006).  

A família das caspases caracteriza-se como a principal via de regulação da 

morte celular programada. Diferentes tipos de caspases são expressos na maioria das 

células vivas, localizadas no citosol, na sua forma inativa (SCHWERDT et al., 2005). A 

morte celular programada pode ocorrer através de duas vias principais, a via extrínseca 

e a intrínseca (FISHER, 2001). Pela via extrínseca, ocorrerá a ativação de receptores 

de membrana transmitindo sinais para o interior da célula e ativando, inicialmente a 

caspase-8 ou caspase-10. A via intrínseca, ativada por estresse celular, é mediada pela 

liberação do citocromo c pela mitocôndria, levando a ativação da caspase-9. Essas 

duas vias levam a ativação das caspases efetoras, as caspases-3, 6 e 7 (LORO et al., 

2003).  

A caspase-3, considerada a mais prevalente nas células, caracteriza-se como 

responsável pela maioria dos efeitos apoptóticos, como a quebra de muitas proteínas 

importantes na manutenção da homeostasia celular. No entanto, recebe suporte de 

outras, como a caspase-6 e caspase-7. Juntas, referidas como as caspases de 

execução ou efetoras, possuem importante função no controle da morte celular 

programada (OHASHI et al., 2006). A marcação da caspase-3, em imuno-histoquímica, 

tem sido utilizada para identificar células em apoptose, revelando fácil aplicabilidade e 

alta sensibilidade (LORO et al., 2003). 

A caspase-3 vem sendo foco de estudos relacionados ao mecanismo da 

apoptose, tornando-se peça-chave no entendimento dos mecanismos de morte celular, 

uma vez que é ativada em resposta a vários estímulos, como os fármacos 

quimioterápicos, podendo sugerir que a marcação da caspase-3 possa ser usada no 
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controle da resposta aos tratamentos quimioterápicos quanto a possível resistência da 

droga (SUZUKI et al., 2002), e a diminuição da expressão possa indicar um mecanismo 

importante de sobrevivência celular em pacientes com câncer de mama (FURUKAWA 

et al., 2002). 

O envolvimento da caspase-3 na indução da apoptose é descrito em muitos 

trabalhos, e  a inibição da caspase-3 tem sido associada com a carcinogênese dos 

tumores de mama, sugerindo que a caspase-3 pode ser um biomarcador na prevenção 

e tratamento do câncer (DEVARAJAN et al., 2002). 

A utilização desses marcadores de apoptose é considerada muito importante 

para caracterizar biologicamente o tumor, pois este fenômeno possui um papel 

fundamental na carcinogênese (SUZUZI et al., 2002). 
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II.4- VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR  (VEGF) 
 

O VEGF é um mitógeno específico para as células endoteliais, produzido por 

vários tipos celulares, como queratinócitos, macrófagos, mastócitos e fibroblastos 

(FERRARA, 2004). O mesmo também é conhecido por aumentar a permeabilidade 

vascular e estar envolvido na ocorrência e progressão do processo inflamatório e 

reparação tecidual (DVORAK, 2002). O VEGF é 50.000 vezes mais potente do que a 

histamina na habilidade de aumentar a permeabilidade vascular (DVORAK, 2002; 

HICKLIN & ELLIS, 2005). 

Um aspecto relevante do VEGF é que o mesmo tem sua resposta altamente 

vinculada ao tipo de meio ambiente em que se encontra (POLVERINI, 2002). A tensão 

de oxigênio bem como fatores de crescimento e citocinas são reguladores importantes 

do VEGF (HICKLIN & ELLIS, 2005). Condições de hipóxia desempenham um papel 

importante na regulação da expressão de uma variedade de genes. A expressão do 

VEGF mRNA é induzida por exposição a baixa tensão de oxigênio. Esta condição 

desempenha a função de recrutar vasos sanguíneos para área de tecido isquêmico 

(FERRARA, 2002). Quando as condições de hipóxia predominam, como no caso de 

crescimento tumoral, a expressão de VEGF persiste, potencializando o processo de 

angiogênese e, consequentemente, a progressão tumoral (SHWEIKI et al., 2002).  

FERRARA (1999) suporta a hipótese de que o VEGF é o maior mediador da 

angiogênese e seus inibidores constituem uma das melhores alternativas de tratamento 

para a inibição do crescimento de tumores. 

 
II.4.1 – VEGF E SUAS ISOFORMAS 

 

O gene VEGF está organizado em oito exons separado por sete introns 

(VICENTI et al., 1996). A família VEGF é composta de sete glicoproteínas diméricas 

conhecidas como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e fator de 

crescimento placentário (PIGF) (HOUBEN et al., 2004).  
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O VEGF-A, comumente referenciado como VEGF foi o primeiro a ser identificado 

por DVORAK et al., (1995), como um fator de indução da permeabilidade vascular 

secretado pelas células tumorais, sendo também referenciado como fator de 

permeabilidade vascular. O splicing alternativo do mRNA de um único gene envolvendo 

oito exons codifica inúmeras formas proteicas de VEGF com subunidades polipetídicas 

contendo 121, 165, 189, 206 aminoácidos, respectivamente (HICKLIN & ELLIS, 2005).  

A isoforma molecular mais predominantemente produzida por uma variedade de 

células normais, bem como células alteradas é o VEGF 165 (FERRARA, 1999), 

enquanto o VEGF 121 e o VEGF 189 são detectados na maioria das células e tecidos 

que expressam o gene VEGF. Em contraste, o VEGF 206 é uma forma rara. Já o VEGF 

145 é encontrado em várias linhas celulares tumorais de órgãos reprodutores femininos 

(PARK et al., 1993). 

A matriz extracelular (MEC) das células que expressam o VEGF 189 ou VEGF 

206 auxilia o crescimento das células endoteliais. Em contraste, a proteína VEGF é 

bioquimicamente indetectável na MEC das células que expressam o VEGF 121 e VEGF 

165. Entretanto, a MEC derivada das células que expressam o VEGF 165, é capaz de 

estimular o crescimento das células endoteliais, mesmo em pequenas quantidades 

aderidas à matriz extracelular. A explicação para isso se deve ao fato de o VEGF 165 

ser mais potente que as demais isoformas (PARK et al., 1993).   

O VEGF 121 é uma proteína livremente difusível; em contrapartida, o VEGF 189 

e 206 são sequestrados na matriz extracelular e requerem a clivagem das proteases 

para a sua ativação (DVORAK, 2002). 

Concluindo, temos duas formas possíveis de tornar as proteínas do VEGF 

disponíveis para células endoteliais: pelo splicing alternativo gerando glicoproteínas 

difusíveis como o VEGF 165 e VEGF 121, ou pela ativação de proteases e clivagem 

das isoformas mais longas (FERRARA, 2002).    

O sistema linfático é uma importante rota para metástases na progressão do 

câncer, e a presença de tumor em linfonodos é considerado como fator prognóstico 

ruim em diversos tipos de câncer. Recentemente, a linfangiogenese associada à 

metástase, se tornou alvo de pesquisa depois da descoberta de dois promotores de 
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linfangiogene, o VEGF-C e VEGF-D, bem como seus receptores no endotélio linfático 

(STACKER, 2004).  

O VEGF-C promove a linfangiogênese tumoral através da disseminação de 

células neoplásicas para linfonodos em vários modelos de câncer animal. (SKOBE et 

al., 2001; SAHARINEN et al., 2004). Além disso, a elevação do VEGF-C aparenta ter 

correlação com metástases em linfonodo em numerosos tipos de câncer em humanos, 

incluindo câncer de mama (STACKER et al., 2002). 

 
II.4.2 – VEGF E SEUS RECEPTORES 
 

 Receptores do tipo tirosina-quinase para o VEGF foram identificados e se 

apresentam de três formas: VEGFR-1, VEGFR-2 e o receptor VEGFR-3 (FERRARA, et 

al., 2003; HOEBEN et al., 2004). VEGFR-1 e VEGFR-2 apresentam aproximadamente 

44% de homologia. O VEGF se liga aos seus receptores utilizando quase que 

exclusivamente interações hidrofóbicas (FERRARA, 2002). O VEGFR-1 e o VEGFR-2 

são expressos na superfície da maioria das células endoteliais vasculares, ao contrário 

do VEGFR-3 que se encontra restrito às células endoteliais linfáticas (FERRARA et al., 

2003).  

 Cada isoforma da família VEGF possui diferentes especificidades de adesão a 

cada um dos receptores mencionados, auxiliando a elucidar a função de cada um neste 

contexto (HICKLIN & ELLIS, 2005). O VEGF-A se liga a ambos receptores VEGFR-1 e 

VEGFR-2. Em contraste, PIGF e VEGF-B interagem somente com o receptor VEGFR-1. 

VEGF-E é seletivo ao VEGFR-2. VEGF-C e VEGF-D se ligam aos receptores VEGFR-2 

e ao VEGF-3. Este não reconhece o VEGF-A (FERRARA et al., 2003). 

 O VEGFR-2 é o receptor de maior importância no processo de angiogênese e 

aumento nos efeitos da permeabilidade do VEGF, estando o mesmo envolvido no 

processo de diferenciação, no processo de diferenciação das células endoteliais 

(NEUFELD et al., 1999; FERRARA, 1999), quimiotaxia e sobrevivência celular 

(FERRARA et al., 2003). O VEGFR-2 tem uma menor afinidade com o VEGF quando 

comparado ao VEGFR-1, porém uma maior atividade sinalizadora. O VEGFR-2 sofre 
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uma fosforilação da tirosina e media a mitogênese, a migração celular e a 

permeabilidade vascular em resposta ao VEGF, enquanto o VEGFR-1 apresenta fraca 

ou indetectável resposta (FERRARA et al., 2003). 

 O receptor VEGFR-3 está presente em todo o endotélio durante o processo de 

desenvolvimento, mas na fase adulta o mesmo restringe-se às células endoteliais. A 

expressão do VEGFR-3 é importante no início da formação dos vasos sanguíneos, 

tornando-se redundante tal função em vasos maduros (TAMELA et al., 2005). A 

ativação deste receptor estimula mitoses, migração, diferenciação e sobrevivência das 

células endoteliais linfáticas, mediando, desse modo, o processo de linfangiogênese 

(HOEBEN et al., 2004). 

 As células endoteliais bem como alguns tumores expressam co-receptores para 

VEGF não tirosina quinase: neuropilina-1 (Nrp-1) e neuropilina-2 (Nrp-2) (HICKLIN & 

ELLIS, 2005) os quais ligam-se seletivamente à isoforma VEGF-165 (NEUFELD et al., 

2002). Ambos estão envolvidos no processo imunológico e desenvolvimento neuronal, 

mas também assumem um papel importante no processo de angiogênese (TAMELA et 

al., 2005).  

 O Nrp-1 atua como co-receptor aumentando as interações VEGF-VEGFR-2, 

sendo sua expressão mais restrita as artérias, enquanto o Npr-2 restringe-se as veias 

(TAMELA et al., 2005). O VEGFR-2 liga-se ao VEGF-165 mais eficientemente em 

células que expressam Nrp-1 (NEUFELD et al., 1999). O Nrp-2 é também expresso em 

células endoteliais linfáticas. Mutações no Nrp-2 podem induzir anormalidades durante 

a formação de pequenos vasos linfáticos (TAMELA et al., 2005). Evidências recentes 

sugerem que o VEGF pode diretamente interagir com co-receptores Nrp sem a 

utilização dos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 (HICKLIN & ELLIS, 2005). 
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III. OBJETIVOS 
 
Os objetivos do presente trabalho foram: 

 

 Investigar a imunorreatividade da ciclooxigenase-2, do VEGF e da Caspase-3  

nas neoplasias mamárias de cadelas. 

 

 Correlacionar à expressão da COX-2 com o VEGF e com a Caspase-3 em cada 

grupo deste estudo.    

 

 Contribuir com o estudo da oncologia veterinária no entendimento da 

carcinogênese mamária.   
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IV. MATERIAL E MÉTODOS  

IV.1- ESCOLHA DOS TUMORES 

 

Para a realização deste estudo foram selecionados 60 amostras de tumores 

mamários de cadelas. Estas amostras foram divididas em seis grupos, composto por 10 

tumores em cada grupo, de acordo com a classificação histopatológica. 

Para a escolha dos adenomas (Grupo 1), carcinomas com prognóstico bom 

(Grupo 2) e carcinomas com prognóstico ruim (Grupo 3) além da classificação 

histológica foi considerada a evolução clínica do tumor na seleção dos casos. As outras 

30 amostras foram compostas por 10 casos de carcinoma primário metastático (Grupo 

4), 10 de metástase pulmonar (Grupo 5) e 10 de carcinoma inflamatório (Grupo 6).  

 

IV.1.1-ADENOMA, CARCINOMA COM PROGNÓSTICO BOM E CARCINOMA COM 

PROGNÓSTICO RUIM 

 

Os casos de adenoma (Grupo 1), carcinoma com prognóstico bom (Grupo 2) e 

carcinoma com prognóstico ruim (Grupo 3) foram selecionados a partir de pacientes 

atendidas pelo Serviço de Oncologia do Hospital Veterinário da Universidade Estadual 

Paulista campus Jaboticabal.  

Procurou-se estabelecer o estadiamento clínico das neoplasias por meio da 

mensuração do tamanho do(s) tumor(es) com auxílio de um paquímetro, procedeu-se 

também à avaliação dos linfonodos quanto ao tamanho, mobilidade e envolvimento por 

células neoplásicas, por meio do exame citológico. A avaliação radiográfica do tórax e a 



 27 

ultra-sonografica do abdome objetivaram pesquisar a presença ou não de metástases 

nestas cavidades. O estadiamento clínico das neoplasias mamárias foi realizado 

segundo o sistema TNM (Tumor/ Linfonodo/ Metástase) proposto pela OMS (OWEN, 

1980). 

Após a realização do estadiamento da doença planejou-se a execução do 

procedimento cirúrgico. A mastectomia foi realizada com amplas margens de 

segurança, ressecando-se sempre 2 a 3 cm de tecido normal perineoplásico. Outros 

princípios da cirurgia oncológica foram seguidos, como por exemplo, a remoção dos 

linfonodos satélites. 

Após a cirurgia adequada para cada caso específico efetuou-se a colheita das 

amostras contendo tecido neoplásico para a classificação da histogênese tumoral. Os 

fragmentos dos tumores foram fixados em solução de formol a 10%, tamponada com 

fosfato, pH 7,2. Após um período de fixação de aproximadamente oito horas, o material 

foi colocado em álcool 80, seguindo os procedimentos usuais para inclusão em 

parafina. Nos blocos obtidos realizaram-se cortes de cinco micrômetros de espessura, 

os quais foram corados pela Hematoxilina-eosina e utilizados para observação 

histológica, permitindo a confirmação do diagnóstico e classificação dos tumores, 

mediante os critérios estabelecidos por MISDORP et al. (1999). As 30 amostras foram 

então divididas em três grupos, de acordo com a classificação histopatológica e 

evolução clínica do tumor1. 

No período pós-operatório as pacientes foram avaliadas trimestralmente por 

exames físico e complementares, com o propósito de monitorar a evolução da afecção 



28

neoplásica (presença ou ausência de recidiva e/ou metástase; paciente vivo ou morto), 

procedimento este que teve continuidade até o mês de dezembro de 2006. 

 

IV.1.2- CARCINOMA PRIMÁRIO METASTÁTICO, METÁSTASE PULMONAR E 

CARCINOMA INFLAMATÓRIO 

 

Dez animais submetidos à necropsia pelo Serviço de Patologia Veterinária da 

Universidade Federal do Paraná foram contabilizados a este estudo. Em todos os casos 

os pacientes apresentavam metástases pulmonares de carcinoma mamário. 

Durante a necropsia teve-se o cuidado de colher fragmentos da neoplasia 

mamária (carcinoma primário metastático – Grupo 4) e das metástases pulmonares 

(metástase pulmonar – Grupo 5). Para estes pacientes, não existem informações em 

relação à evolução clínica do tumor, pois inúmeros animais chegaram mortos ao 

Hospital Veterinário em virtude da progressão do processo neoplásico.  

Além disto, utilizaram-se 10 casos de carcinoma inflamatório (Grupo 6) e 10 

amostras de tecido mamário livre de malignidade (Grupo 7 – controle) provenientes do 

arquivo do Serviço de Oncologia Veterinária da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias da UNESP, Campus de Botucatu.    

Os fragmentos de cada uma das amostras foram fixadas em formol 10%, 

recortados com o auxílio de micrótomo (5 m de espessura) e submetidos à coloração 

de Hematoxilina e Eosina. Após a confecção da lâmina, procedeu-se à avaliação 
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através da microscopia de luz, definindo-se assim o diagnóstico do tumor mamário, de 

acordo com a classificação proposta por MISDORP et al. (1999).  

 

IV.2- ESTUDO IMUNO-HISTOQUÍMICO  

 

Para a realização da técnica de imuno-histoquímica, os blocos de parafina foram 

cortados em micrótomo, com espessura de 3 m e distendidos em lâminas histológicas 

devidamente preparadas com Poly-L-Lysina (Sigma P8920) com o objetivo de promover 

maior aderência dos cortes às lâminas de vidro, evitando assim a perda do material 

durante o processamento.  

A técnica de imuno-histoquímica seguiu o protocolo do Laboratório de Imuno-

histoquímica do Serviço de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 

da UNESP, Campus de Botucatu, utilizando-se a técnica de estreptoavidina-biotina-

peroxidase (Anexos 1 e 2). Os anticorpos utilizados estão descritos na quadro 01.   
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Quadro 01 

- 

Relação dos anticorpos primários, clone e código, marca do anticorpo, 
recuperação antigênica e diluição utilizada nos cortes de neoplasias 
mamárias de cadelas atendidas no Hospital Veterinário da UFPR, câmpus 
de Curitiba, no período de janeiro de 2002 a dezembro de 2004. UNESP – 
Botucatu, SP, 2006. 

Anticorpo 1° Clone e 
código 

Marca do 
anticorpo 

 

Recuperação 
antigênica 

Diluição 

COX-2 

 

CX-294 

M3617 

Dako Citrato* em banho-

maria** 

1:50 

VEGF(A-20) sc-152 SantaCruz 

Biotechnology 

Citrato* em banho-

maria** 

1:50 

Caspase-3 

clivada 

Policlonal 

(Asp175) 

Neomarkers Citrato* em banho-

maria** 

1:100 

* Citrato: 10 milimolar, pH 6,0.  
** Banho-maria: solução pré-aquecida 96,5ºC. As lâminas foram incubadas durante 25 
minutos em banho-maria.   
 
 

O percentual de positividade para COX-2, VEGF e Caspase-3 foi obtido pela 

análise de células imunorreativas com o auxílio de um equipamento analisador de 

imagens Image J. 
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IV.3 – DENSITOMETRIA 

 

Após a obtenção da imagem através da câmera LAS EZ acoplada ao 

microscópio, estas foram submetidas à densitometria onde a marcação variou de 

acordo com a intensidade da luz captada pelo programa Image J. 

A imagem foi convertida em preto e branco e cinco campos de cada imagem 

foram analisados (Figura. 03-A). O valor da intensidade da marcação de cada campo 

corresponde à subtração do valor da intensidade máxima da luz pela média obtida da 

análise do programa (Figura. 03-B), pelo valor máximo de luz captada pelo programa 

equivalente a 255. 

 

Figura 03: Em A – Exemplo de fotomicrografia de preparação imuno-histoquímica 
convertida em preto e branco pelo programa Image J.  Notar a seleção do campo a ser 
analisado (seta vermelha). Em B – Mesma imagem sendo analisada pelo programa e 
gerando um valor correspondente a intensidade de marcação (seta vermelha). 
FAMERP – São José do Rio Preto, SP, 2011. 
 

A B 
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IV.4- ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os resultados foram submetidos ao programa GraphPad Prisma versão 4.0. A 

independência dos resultados (expressão para os anticorpos COX-2, Caspase-3 e 

VEGF) assim como a correlação das expressões COX-2 x Caspase-3; COX-2 x VEGF; 

Caspase-3 x VEGF foram analisados, utilizando-se o teste de Análise de Variância 

(ANOVA) seguido do post test Studant Newman keuls para a independência dos 

resultados e o teste de Pearson para as correlações. 
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V. RESULTADOS 
V.1- IMUNORREATIVIDADE PARA A COX-2 

 

A avaliação da intensidade de marcação da Cox-2 variou entre o número de 

células marcadas e a classificação histopatológica, havendo um aumento gradativo na 

sua expressão nos tumores malignos. O grupo metástase pulmonar foi o grupo que 

mais expressou COX-2 (Figura 02), seguido do carcinoma primário metastático. O 

grupo adenoma  apresentou a menor imunomarcação, seguido do grupo controle e do 

grupo carcinoma inflamatório (Quadro 02 A-B).  A imunorreatividade para a Cox-2 foi 

interiamente confinada ao componente epitelial das neoplasías, sendo que o mesmo foi 

visto no grupo controle (Figura 03). 

 

Quadro 02: Valores correspondentes a imunomarcação da COX-2 nos grupos de 
tumores e no grupo controle. Em A – observar a média e o erro padrão da intensidade 
de marcação da COX-2 em cada grupo. Em B -  observar os grupos que apresentaram 
diferenças significativas entre si.  

  Adenoma  

Carcinoma 
de 

prognóstico 
bom 

Carcinoma 
de 

prognóstico 
ruim 

Carcinoma 
primário 

metastático 

Metástase 
pulmonar 

Carcinoma 
inflamatório Controle 

Média  73,68 80,07 88,38 93,15 97,98 88,04 85,44 
Erro 

Padrão 2,818 4,032 2,314 2,852 1,805 3,002 2,412 

 
 

Adenoma vs. Metástase pulmonar p<0,001 
Adenoma vs. Carcinoma primário metastático p<0,001 
Adenoma vs. Carcinoma de prognóstico ruim p<0,01 

Adenoma vs. Carcinoma inflamatório p<0,01 
Adenoma vs. Controle  p<0,05 

Carcinoma de prognóstico bom vs. Metástase pulmonar p<0,01 
Carcinoma de prognóstico bom vs. Carcinoma primário 

metastático p<0,05 

Controle vs. Metástase pulmonar p<0,05 
 
 
 

A 

B 



 34 

Figura 02: Em A - Fotomicrografia de preparação imunoistoquímica de uma metástase 
pulmonar em cadela. Observar intensa marcação das células epitelias para a atividade 
da ciclooxigenase-2. Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B - Fotomicrografia de 
preparação imuno-histoquímica de um adenoma mamário em cadela. Observar fraca 
marcação no componente epitelial do tumor para atividade da ciclooxigenase-2 (seta 
vermelha). Contra-coloração: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 1000 vezes. UNESP – 
Botucatu, SP, 2011. 
 
 

Figura 03: Em A - Fotomicrografia de preparação imuno-histoquímica de carcinoma 
inflamatório em cadela, na qual se observa fraca marcação das células neoplásicas 
(seta vermelha), para atividade da ciclooxigenase-2. Em B - Fotomicrografia de 
preparação imuno-histoquímica de um carcinoma de progóstico ruim em cadela. 
Observar moderada marcação no componente epitelial do tumor (seta vermelha) para 
atividade da ciclooxigenase-2 (Aumento 400 vezes). Contra-coloração: Hematoxilina de 
Mayer. UNESP – Botucatu, SP, 2011. 
 

A B 

A B 

A B 
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V.2- IMUNORREATIVIDADE PARA A CASPASE-3 
 

A avaliação da intensidade de marcação da Caspase-3 variou entre o número de 

células marcadas e a classificação histopatológica, havendo uma moderada expressão 

em todos os grupos de tumores, sendo o grupo Adenoma o que mais expresssou a 

Caspase-3 seguido dos grupos Carcinoma de prognóstico ruim (Figura 04) e Carcinoma 

de prognóstico bom. O grupo que menos expressou foi o Controle (Figura 05)  (Quadro 

03 A-B).  

 
Quadro 03: Valores correspondentes a imunomarcação da Caspase-3 nos grupos de 
tumores e no grupo controle. Em A – observar a média e o erro padrão da intensidade 
de marcação da Caspase-3 em cada grupo. Em B - observar os grupos que 
apresentaram diferenças significativas entre si.  

  Adenoma  
Carcinoma de 
prognóstico 

bom 

Carcinoma de 
prognóstico 

ruim 

Carcinoma 
primário 

metastático 

Metástase 
pulmonar 

Carcinoma 
inflamatório Controle 

Média  63,82 62,52 63,43 57,55 56,74 59,52 47,39 
Erro 

Padrão 1,795 3,185 3,664 1,651 2,216 1,531 1,962 

 
 

Controle vs. Adenoma p<0,001 
Controle vs. Carcinoma de prognóstico 

ruim p<0,001 

Controle vs. Carcinoma de prognóstico 
bom p<0,01 

Controle vs. Carcinoma inflamatório p<0,01 
Controle vs. Carcinoma primário 

metastático p<0,05 

Controle vs. Metástase pulmonar p<0,05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 
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Figura 04: Em A - Fotomicrografia de preparação imunoistoquímica de um carcinoma 
de prognóstico ruim em cadela. Observar moderada marcação nuclear das células 
tumorais (seta vermelha) para a atividade da caspase-3. Aumento: 400 vezes. Em B - 
Fotomicrografia de preparação imuno-histoquímica de um carcinoma inflamatório em 
cadela. Observar fraca marcação nuclear das células tumorais (seta vermelha) para 
atividade da caspase-3. Contra-coloração: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 1000 
vezes. UNESP – Botucatu, SP, 2011. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 05: Em A - Fotomicrografia de preparação imuno-histoquímica de parênquima 
mamário (controle) em cadela. Observar fraca marcação nuclear das células tumorais 
(seta vermelha) para a atividade da caspase-3. Aumento: 1000 vezes. Contra-
coloração: Hematoxilina de Mayer. UNESP – Botucatu, SP, 2011.                                
 

 

A B 

A 

B A 
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V.3-IMUNORREATIVIDADE PARA VEGF 
 

A avaliação da intensidade de marcação da Cox-2 variou entre o número de 

células marcadas e a classificação histopatológica, havendo um aumento gradativo na 

sua expressão nos tumores malignos. O grupo Carcinoma de prognóstico ruim foi o 

grupo que mais expressou VEGF seguido do grupo Metástase pulmonar e Carcinoma 

primário metastático (Figura 07). O grupo Adenoma  apresentou a menor 

imunomarcação (Figura 06), seguido do grupo Controle e do grupo Carcinoma 

inflamatório (Figura 08). A imunorreatividade para o VEGF foi interiamente confinada ao 

componente epitelial das neoplasías e do grupo controle. As médias dos grupos e as 

diferenças significativas são descritas abaixo (Quadro 04 A-B) 
  
 
Quadro 04: Valores correspondentes a imunomarcação do VEGF nos grupos de 
tumores e no grupo controle. Em A – observar a média e o erro padrão da intensidade 
de marcação do VEGF em cada grupo. Em B -  observar os grupos que apresentaram 
diferenças significativas entre si.  

  Adenoma  

Carcinoma 
de 

prognóstico 
bom 

Carcinoma 
de 

prognóstico 
ruim 

Carcinoma 
primário 

metastático 

Metástase 
pulmonar 

Carcinoma 
inflamatório Controle 

Média  88,5 122,4 133.4  125.5  127.5  105.2 108.4 
Erro 

Padrão 12.92 1,276 4,254 4487 4,21 5.92 5,171 

 
 

Adenoma vs. Carcinoma de prognóstico ruim  p< 0,001 
Adenoma vs. Metástase pulmonar p< 0,01 

Adenoma vs. Carcinoma primário metastático p< 0,01 
Adenoma vs. Carcinoma de prognóstco bom  p< 0,01 

Carcinoma inflamatório vs. Carcinoma de prognóstico 
ruim  p< 0,05 

 

 

 

 

A 

B 
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Figura 06: Em A - Fotomicrografia de preparação imuno-histoquímica de um adenoma 
mamário em cadela. Observar intensa marcação das células epitelias (seta vermelha) 
para a atividade do VEGF. Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B - 
Fotomicrografia de preparação imuno-histoquímica de um carcinoma de prognóstico 
bom. Observar moderada marcação do componente epitelial do tumor (seta vermelha) 
para atividade do VEGF. Contra-coloração: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 400 
vezes. UNESP – Botucatu, SP, 2011. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 07: Em A - Fotomicrografia de preparação imuno-histoquímica de carcinoma de 
prognósico ruim em cadela. Observar intensa marcação das células epitelias (seta 
vermelha) para a atividade do VEGF. Aumento: 400 vezes. Contra-coloração: 
Hematoxilina de Mayer. UNESP – Botucatu, SP, 2011.  

A B 

A 
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Figura 08: Em A - Fotomicrografia de preparação imuno-histoquímica de um carcinoma 
primário metastático em cadela. Observar forte marcação para a atividade do VEGF das 
células epitelias nos vasos (seta vermelha) caracterizando embolos neoplásicos. 
Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B - Fotomicrografia de preparação imuno-
histoquímica de um carcinoma inflamatório. Observar moderada marcação do 
componente epitelial do tumor (seta vermelha) para atividade do VEGF. Contra-
coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento: 400 vezes. UNESP – Botucatu, SP, 2011. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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V.4 CORRELAÇÕES 
  
 A correlação da expressão da COX-2 com com a Caspase-3 e o VEGF variou de 

acordo com os grupos, apresentando no grupo adenoma,  correlação negativa com a 

expressão da Caspase-3 e positiva com a expressão do VEGF. No grupo Carcinoma de 

prognóstico bom a correlação da expressão da COX-2 foi negativa com a Caspase-3 e 

VEGF. No grupo Carcinoma de prognóstico ruim houve correlação positiva com a 

Caspase-3 e negativa com o VEGF. No grupo Carcinoma primário metastático foi 

observado correlação negativa da COX-2 com a Caspase-3 e positiva com o VEGF. Já 

no grupo Metástase pulmonar a correlação foi positiva na expressão dos dois 

anticorpos. A mesma correlação foi observada no grupo Carcinoma inflamatório. No 

grupo Controle foi observada uma correlação negativa da expressão da COX-2 com as 

expressões da Caspase-3 e VEGF (Quadro 05).  

 
Quadro 05 – Correlação da expressão da COX-2 com a Caspase-3 e o VEGF em cada 
grupo tumoral e no grupo controle.  
 

  Caspase-3 VEGF 
Adenoma (COX-2) r= -0,8740 r= 0,2611 

Carcinoma de prognóstico bom (COX-2) r= -0,3219 r= -0,7089 
Carcinoma de prognóstico ruim (COX-2) r= 0,6196 r= -0,6771 
Carcinoma primário metastático (COX-2) r= -0,3303 r= 0,3616 

Metástase pulmonar (COX-2) r= 0,1038 r = 0,3768 
Carcinoma inflamatório (COX-2) r= 0,5776 r= 0,4928 

Controle (COX-2) r= -0,9124 r= -0,4217 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 41 

VI – DISCUSSÃO 

O estudo dos tumores mamários em cadelas tem demonstrado um excelente 

modelo para pesquisa de novos marcadores tumorais prognósticos e preditivos tanto 

para esta espécie como para a espécie humana, devido à elevada similaridade do 

comportamento biológico que esta neoplasia apresenta em ambas as espécies 

(ZUCCARI et al., 2008; CASSALI et al., 2011). A utilização da técnica imuno-

histoquímica contribui para um diagnóstico e prognóstico mais preciso, 

complementando o diagnóstico histopatológico (ZUCCARI et al., 2008).  

A análise de imagens de preparações imuno-histoquímicas utilizando o software 

ImageJ, apresenta vantagens quando comparada a avaliação visual por um 

observador, pois permite uma melhor acurácia na obtenção dos valores 

correspondentes a imunomarcação (VREKOUSSIS et al., 2009). 

A expressão da COX-2 foi superior nos grupos correspondentes as neoplasias 

malignas quando comparado ao grupo de adenomas. Estes achados suportam os 

resultados obtidos por QUEIROGA et al. (2011) que associaram a alta expressão da 

COX-2 em tumores que apresentam um comportamento mais agressivo, com 

crescimento infiltrativo, alto pleomorfismo nuclear e alto índice mitótico. 

A expressão para COX-2 se restringiu ao componente epitelial das neoplasias. 

Nenhuma imunomarcação foi observada no componente mesenquimal corroborando os 

achados de De NARDI (2007).  

No grupo controle foi observado uma moderada imunomarcação da enzima 

COX-2. Podemos considerar que esta enzima também é expressa em condições 

fisiológicas por células não neoplásicas. Neste caso, as células do sistema imunológico 

atuam em seu microambiente, secretando citocinas com propriedades pró e anti 

inflamatórias responsáveis por manter a homeostasia celular (RIBATTI & CRIVELLATO, 

2009).  

 As alterações moleculares observadas em células neoplásicas de pacientes 

oncológicos relacionadas a apoptose celular fornecem informações importantes 

relacionadas ao comportamento tumoral. A Caspase-3, principal caspase envolvida 

neste fenômeno, apresentou níveis elevados em todos os grupos tumorais quando 
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comparada ao grupo controle, neste estudo. A este fato podemos atribuir que durante o 

crescimento tumoral, há um equilíbrio entre a proliferação e morte celular onde a 

apoptose está envolvida (PEREIRA et al., 2003). Em um estudo conduzido por 

PEREIRA et al. (2003) a presença de um alto índice apoptótico foi correlacionada com 

uma maior agressividade de neoplasias mamárias em cadelas, conferindo um pior 

prognóstico. 

 Em outro estudo conduzido por NAKOPOULOU et al. (2001) onde, através da 

imuno-histoquímica, a CASPASE-3 foi marcada em amostras de neoplasias mamárias, 

foi observado alta expressão deste marcador em câncer de mama quando comparado 

ao tecido mamário não neoplásico. Estes resultados do presente trabalho suportam os 

achados destes autores.    

O processo de angiogênese é um processo dinâmico extremamente complexo, 

regulado por diversos fatores pró e anti angiogênicos. O fator de crescimento endotelial 

vascular é o principal regulador deste processo (HICKLIN & ELLIS, 2005). No presente 

estudo, a imunomarcação do VEGF foi alta no grupo carcinoma de prognóstico bom, 

carcinoma de prognóstico ruim, carcinoma primário metastático e metástase pulmonar. 

No grupo adenoma foi observada uma expressão menor quando comparado aos outros 

grupos, apresentando uma diferença significativa (p<0,001) quando confrontada ao 

grupo carcinoma de prognóstico ruim.  O anticorpo utilizado neste experimento é capaz 

de marcar três isoformas do VEGF-A: VEGF-121, VEGF-165, e VEGF-189. Essas três 

isoformas são as principais formas moleculares produzidas por células e tecidos em 

condições fisiológicas. De acordo com HICKLIN & ELLIS (2005), o VEGF-A tem papel 

importante na embriogênese, na cicatrização de ferimentos, na ovulação, manutenção 

da gravidez e no controle da pressão arterial. Dessa forma, caracteriza-se um anticorpo 

de baixa especificidade na marcação da angiogênese tumoral. A este fato podemos 

explicar a expressão alta de VEGF no grupo controle.  

No presente estudo, o grupo carcinoma inflamatório apresentou baixa expressão 

de VEGF quando comparado aos demais grupos de tumores malignos. A este fato, 

podemos dizer que o anticorpo utilizado é capaz de marcar a variante VEGF-A. principal 

responsável pela angiogênese tumoral, contudo, o carcinoma inflamatório utiliza com 
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principal rota de disseminação tumoral e metástases à distância, a linfangiogênese. 

Segundo VERMEULEN et al. (2010) a variante responsável pela linfangiogênese é o 

VEGF-C. 

Em um estudo conduzido por QUEIROGA et al. (2011) a participação da COX-2 

na progressão das neoplasias mamárias de cadelas é descrita por estar expressa em 

tumores malignos e benignos, e sua super-expressão tem sido associada ao aumento 

na produção do VEGF e ao aumento na densidade da microvasculatura intra-tumoral. 

Os autores do presente estudo observaram uma correlação significativa entre a 

expressão de COX-2 e VEGF em neoplasias mamárias malignas em cadelas. Além 

disto, o VEGF tem sido proposto como um fator de sobrevivência, protegendo células 

neoplásicas da apoptose (BARR et al., 2008), e a COX-2 atua estimulando o gene bcl-

2, responsável pela produção de proteínas anti-apoptóticas. (GATELY & LI, 2004).  

As correlações observadas no presente trabalho suportam os resultados obtidos 

pelos estudos supra-citados a medida que foram observadas correlações positivas 

entre COX-2 e VEGF em todos os grupos deste experimento. 
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VII – CONCLUSÕES 

 
Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir: 
 
 

� A enzima ciclooxigenase-2 apresenta alta expressão nos tumores de mama e 

sua expressão é maior nos tumores de pior prognóstico; 

 

� A enzima Caspase-3 apresenta expressão significativa nos tumores mamários de 

cadelas e baixa expressão em tecido mamário livre de malignidade; 

 

� O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A) apresenta alta sensibilidade 

e baixa especificidade na imunomarcação das neoplasias mamárias de cadelas; 

 

� Existe forte correlação do VEGF com a Cox-2 nas neoplasias mamárias de 

cadelas. 
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IX- ANEXOS  
IX.1 - TÉCNICA DE IMUNO-HISTOQUÍMICA 
 

A técnica de imuno-histoquímica, conforme descrita na sequência, foi realizada 

de acordo com o protocolo do Laboratório de Imuno-histoquímica do Serviço de 

Patologia da FMVZ – UNESP – Botucatu, as soluções e reagentes utilizados estão 

descritos no anexo 2. 

 

1- Desparafinização: 

- 30 minutos no xilol, em temperatura ambiente; 

- 20 minutos no xilol, em temperatura ambiente. 

 

2- Hidratação dos cortes: 

- álcool absoluto I / II / III – 3 minutos em cada etapa; 

- álcool 95 – 3 minutos; 

- álcool 85 – 3 minutos; 

- Lavar  em água destilada (10 vezes). 

 

3- Recuperação Antigênica:  

- Conforme tabela 1 (página 17);  

- Deixar esfriar 20 minutos em temperatura ambiente; 

- Lavar  em água destilada (10 vezes). 

 

4- Bloqueio da peroxidase endógena: 

- Deixar durante 20 minutos em água oxigenada 10 volumes;  

- Lavar em água destilada (10 vezes) 

 

5- Lavar duas vezes, durante 5 minutos, em solução tampão de TRIS (Trizma base – 

Sigma – código T1503 - pH 7,4). 
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6- Incubação com BSA 5% (Albumina Sérica Bovina – Sigma – código A7906, diluída 

em solução de TRIS), durante uma hora, em temperatura ambiente. Contribuindo assim 

para diminuição das marcações inespecíficas (“fundo”).  

 

7- Incubação com o Anticorpo primário 

- Diluir o anticorpo primário em solução diluidora de onticorpos fornecida pelo 

fabricante; 

- Cobrir os cortes com o anticorpo, deixar as lâminas sempre em câmara úmida. 

Tempo: “overnight” (18hs a 4°C - geladeira); 

- Posteriormente, lavar com TRIS; 

- Remover o excesso de TRIS. 

 

8- Incubação com anticorpo secundário e peroxidase (Kit ABC – Avidina Biotina 

Peroxidase - Dako - código K0492) 

- Anticorpo secundário biotinilado (anti-camundongo e anti-coelho), diluído 

conforme informações do fabricante. Incubado por 30 minutos, a temperatura ambiente. 

- Lavar com solução TRIS. Tempo: 10 minutos; 

- Complexo avidina, biotina, peroxidase: preparada meia hora antes do uso, de 

acordo com informações do fabricante. Incubado por 30 minutos a temperatura 

ambiente. 

- Lavar em solução TRIS. Tempo: 10 minutos. 

 

9- Revelação com o substrato cromogênico (Diaminobenzidina – DAB, pronto para uso 

– Dako - código K34466)  

- Tempo de DAB: 5 minutos;  

- Passar em solução TRIS; 

- Lavar em água destilada (10 vezes).  

 

10- Contra-coloração com Hematoxilina de Mayer 

- Tempo: 3 minutos; 
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- Lavar em água corrente durante 10 minutos; 

- Lavar em água destilada (uma vez).   

 

11- Desidratação dos cortes e montagem das lâminas: 

- Passagem em álcool 85° e 95°; 

- Passagem em álcool absoluto I / II / III – 3 minutos em cada etapa; 

- Passagem em xilol I e II – 3 minutos em cada etapa;  

- Montar as lâminas com resina sintética (Permount – Fisher Scientific – SP 15-

500) e lamínulas. 
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IX.2- SOLUÇÕES UTILIZADAS NA TÉCNICA DE IMUNO-HISTOQUÍMICA 
 

Solução tampão utilizadas na recuperação antigênica 

Citrato 10 mM:  

- 1000 ml de água destilada  

- 1,921g de ácido cítrico monohidratado de peso molecular 192.13  

- pH 6,0 (ajustar em medidor com hidróxido de sódio hipersaturado) 

 

TRIS solução tampão:  

- 1000ml de água destilada  

- 6,0g Trizma base 

- 8,5g cloreto de sódio 

- pH em 7,4 (pode variar entre 7,4 a 7, 6),o pH é acertado com ácido clorídrico diluído 

em água destilada na proporção de 1:1. 

 

Solução de BSA a 5% 

 

Solução A 

- 10 ml de água deionizada 

- 500 mg de albumina bovina – Sigma – A – 7906 

 

Solução B 

- 10 ml de água deionizada 

- 500 mg de ázida sódica (NaN3) – Merck – 1.06688.0100 

 

Solução de BSA para uso (5%) 

- 59 ml de TRIS pH 7,4 

- 1,25ml solução A 

- 2,5ml solução B 
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