UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIA
CAMPUS DE JABOTICABAL

RELACAO DA CICLOOXIGENASE-2 COM O VEGF E A
CASPASE-3 NAS NEOPLASIAS MAMARIAS DE CADELAS

BRUNO ROQUE LIMA

JABOTICABAL - SP
2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIA
CAMPUS DE JABOTICABAL

RELACAO DA CICLOOXIGENASE-2 COM O VEGF E A
CASPASE-3 NAS NEOPLASIAS MAMARIAS DE CADELAS

BRUNO ROQUE LIMA

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus
Jaboticabal, para obtencéo do titulo de Mestre.
Orientador: Prof. Dr. Carlos Roberto Daleck
Co-orientador: Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi

JABOTICABAL - SP
2012



“Algumas vezes um pepino é somente um pepino”

Sigmund Freud



Dedico este trabalho a minha mée Vera,
por ter acreditado, incentivado e me apoiado sempre

na realizacdo deste sonho.



AGRADECIMENTOS:

Agradeco a Deus pela minha vida, familia e amigos. Sem estes, nada disso faria

sentido.

Agradeco a Nossa senhora Aparecida por ouvir minhas oragdes nos momentos de

angustia e medo.

Agradeco a minha familia. Mesmo longe vocés sempre estiveram perto nas horas que

realmente importavam.

Agradeco a Ellen pelo carinho, apoio e por todos os momentos felizes e tristes que vocé

compartilhou comigo.

Agradeco ao Professor Daleck por ter me aceito como orientado e pelos ensinamentos

ndo sO na area de oncologia mas também aos ensinamentos da vida.

Agradeco ao Professor Andrigo, pela ajuda incondicional na realizacdo deste trabalho.
Agradeco a Professora Reneé pela ajuda na realizacdo das preparacdes
imunoistoquimicas e pela a paciéncia em me ensinar e tirar todas minhas duvidas

relacionadas a técnica.

Agradeco a Professora Débora Zuccari por me receber em seu laboratério em Rio Preto

e por ter ajudado a enriquecer este trabalho.

Agradeco a Fapesp e ao CNPq pelo auxilio financeiro e pela bolsa de mestrado sem os

quais seria impossivel a realizacdo deste trabalho.



Agradeco a Unesp/Jaboticabal, seus professores, funcionarios e colaboradores pela

oportunidade de fazer parte dessa instituicdo ao longo desses dois anos.

Agradeco meus cachorros Skank, Marmota, Jhuana, Chaves, Shine e Anakin (in
memoriam) por sempre fazerem festa para mm mesmo quando estava cansado e sem

paciéncia para eles.

Faco homenagem ao amigo Marcos (in memoriam), sua coragem e determinagéo

servem e sempre servirdo como espelho em todos os momentos da minha vida.



LISTA DE ABREVIATURAS

ABP AVIDINA BIOTINA PEROXIDASE

CNPg CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECNOLOGICO

COX-2 CICLOOXIGENASE-2

DAB DIAMINOBENZIDINA

FAPESP FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
FCAV FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

OMS ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE

TNM TUMOR/ NODULO/ METASTASE

TRIS TRIZMA BASE

UNESP UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VEGF FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR

CASPASE-3 CYSTEINE ASPARTIC ACID PROTEASE

um MICROMETRO

mRNA RNA MENSAGEIRO

PIGF FATOR DE CRESCIMENTO PLACENTARIO

SPLICING PROCESSO QUEREMOVE OS INTRONS E JUNTA OS EXONS DURANTE
A TRANSCRICAO DO RNA

INTRONS SEGMENTOS DE DNA DE UM GENE QUE NAO CODIFICAM PROTEINA E
SAO RETIRADOSNO PROCESSO DE TRANSCRICAO

EXONS SEGMENTOS DE DNA DE UM GENE QUE CODIFICAM PROTEINAS APOS
A TRANSCRICAO

MEC MATRIX EXTRACELULAR

VEGFR RECEPTOR DE FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR

PG PROSTAGLANDINA

FMVZ FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

IMAGEJ SOFTWARE DE ANALISE DE IMAGENS

FAMERP FACULDADE DE MEDICINA DE RIO PRETO



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Figura 01: Exemplo de fotomicrografia de preparacdo imunoistoquimica
convertida em preto e branco pelo programa Image J. Em A - Notar a selecao do
campo a ser analisado (seta vermelha). Em B — Mesma imagem sendo analisada pelo
programa e gerando um valor correspondente a intensidade de marcacdo (seta
vermelha). FAMERP — S&o José do Rio Preto, SP, 2011...........ccoooiiiiiie, 18

FIGURA 2 - Em A - Fotomicrografia de prepara¢do imunoistoquimica de uma metastase
pulmonar em cadela. Observar intensa marcacdo das células epitelias para a atividade
da ciclooxigenase-2. Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B - Fotomicrografia de
preparacdo imunoistoquimica de um adenoma mamario cadela. Observar fraca
marcacdo no componente epitelial do tumor para atividade da ciclooxigenase-2 (seta
vermelha). Contra-coloracdo: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 1000 vezes. UNESP —
BOLUCALU, SP, 201 1..... et e et e e e e e e 21

FIGURA 3 - Em A - Fotomicrografia de preparacdo imunoistoquimica de carcinoma
inflamatério em cadela, na qual se observa fraca marcacdo das células neoplasicas
(seta vermelha), para atividade da ciclooxigenase-2. Em B - Fotomicrografia de
preparacdo imunoistoquimica de um carcinoma de progostico ruim em cadela. Observar
moderada marcacdo no componente epitelial do tumor (seta vermelha) para atividade
da ciclooxigenase-2 (Aumento 400 vezes). Contra-coloracdo: Hematoxilina de Mayer.
UNESP — Botucatu, SP, 201 1........uii it e e e e e e e e e e e eanan s 22

FIGURA 4 - Em A - Fotomicrografia de preparag¢édo imunoistoquimica de um carcinoma
de prognéstico ruim em cadela. Observar moderada marcacdo nuclear das células
tumorais (seta vermelha) para a atividade da caspase-3. Aumento: 400 vezes. Em B -
Fotomicrografia de preparacdo imunoistoquimica de um carcinoma inflamatério em

cadela. Observar fraca marcacdo nuclear das células tumorais (seta vermelha) para



atividade da caspase-3. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 1000
vezes. UNESP — Botucatu, SP, 201 1.......coiiiii et e e ens 24

FIGURA 5 - Em A - Fotomicrografia de preparacdo imunoistoquimica de parénquima
mamario (controle) em cadela. Observar fraca marcacdo nuclear das células tumorais
(seta vermelha) para a atividade da caspase-3. Aumento: 1000 vezes. Contra-
coloracdo: Hematoxilina de Mayer. UNESP — Botucatu, SP, 2011..........ccccoveeiiininennnnnns 25

FIGURA 6 - Em A - Fotomicrografia de preparacdo imunoistoquimica de um adenoma
mamario em cadela. Observar intensa marcacdo das células epitelias (seta vermelha)
para a atividade do VEGF. Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B -
Fotomicrografia de preparacdo imunoistoquimica de um carcinoma de prognéstico bom.
Observar moderada marcacao do componente epitelial do tumor (seta vermelha) para
atividade do VEGF. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 400 vezes.
UNESP — Botucatu, SP, 201 1......coouiiiiiieeei ettt e eeeeas 28

FIGURA 7 - Em A - Fotomicrografia de preparacdo imunoistoquimica de carcinoma de
prognésico ruim em cadela. Observar intensa marcacao das células epitelias (seta
vermelha) para a atividade do VEGF. Aumento: 400 vezes. Contra-coloracao:
Hematoxilina de Mayer. UNESP — Botucatu, SP, 2011...........ccoovvviiiiiinieieeeiiiicin e 28

FIGURA 8 - Em A - Fotomicrografia de preparacao imunoistoquimica de um carcinoma
primario metastatico em cadela. Observar forte marcagéo para a atividade do VEGF das
células epitelias nos vasos (seta vermelha) caracterizando embolos neoplasicos.
Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B - Fotomicrografia de preparacao
imunoistoquimica de um carcinoma inflamatério. Observar moderada marcacdo do
componente epitelial do tumor (seta vermelha) para atividade do VEGF. Contra-

coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento: 400 vezes. UNESP - Botucatu, SP,



RESUMO-

Nas cadelas, os tumores de mama representam em média 40% de todos os tumores, e
sua carcinogénese é atribuida a interacdo complexa de fatores individuais da paciente.
A enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) apresenta-se como um marcador potencial para o
cancer de mama, uma vez que é expressa em resposta a processos inflamatorios, que
frequentemente acompanham as neoplasias e alterando o seu prognéstico. A caspase-
3 é foco de estudos relacionados ao mecanismo da apoptose, tornando-se peca-chave
no entendimento dos mecanismos de morte celular. O VEGF esta envolvido na
angiogénese e linfangiogénese, apresentando papel importante na progressao do
cancer. O objetivo deste trabalho foi investigar a imunorreatividade da ciclooxigenase-2,
do VEGF e da Caspase-3 nas neoplasias mamarias de cadelas, e correlacionar a
expressdao da COX-2 com o VEGF e com a Caspase-3, nesses tumores. Para a
realizacdo deste estudo foram selecionadas 60 amostras de tumores mamarios de
cadelas e 10 amostras de tecido mamario livre de malignidade que foram divididas em
seis grupos compostos por 10 tumores de mesma classificacdo histologica cada grupo,
e um grupo composto por 10 amostras de tecido mamaéario livre de malignidade. Os
grupos foram denominados Adenomas, Carcinomas de progndéstico bom, Carcinomas
de prognodstico ruim, Carcinomas primarios metastaticos, Metastases pulmonares,
Carcinomas inflamatorios e Controle. Os 7 grupos foram agrupados em micro-arranjo
tecidual em Iamina de microscopia, e analisados através de imunoistoquimica pela
técnica estreptavidina-biotina-peroxidase. A avaliagdo da intensidade de marcagédo foi
obtida por densitometria com auxilio do programa ImageJ. A intensidade da marcacéo
da Cox-2 foi maior nos casos de metastase pulmonar e fraca nos casos de adenoma.
Na avaliacdo da marcacédo da Caspase-3, houve uma correlagao significativa entre os
grupos controle e carcinoma progndstico ruim (p<0,001) Ainda, houve diferenca
significativa na intensidade de marcacdo da Caspase-3 entre 0s grupos controle e
carcinoma primario metastatico (P<0,05) e controle versus metastase pulmonar
(p<0,05) Na avaliacdo da intensidade de marcacdo do VEGF houve uma correlacéo

significativa do grupo adenoma versus carcinoma de prognéstico ruim (P<0,001),
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adenoma versus metastase pulmonar (P<0,01), adenoma versus Carcinoma primario
metastatico (P<0,01) e adenoma versus carcinoma de prognéstico 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 prognéstico e o VEGF-A apresenta alta
sensibilidade e baixa especificidade como um marcador tumoral nas neoplasias
mamarias de cadelas, havendo forte correlacdo do VEGF com a Cox-2 nessa

neoplasia.

Palavras-chave: Cadela, Caspase-3, Cox-2, Neoplasia Mamaria, 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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l. INTRODUCAO

Os tumores de mama em cadelas apresentam comportamento epidemiolégico,
clinico, bioldgico e genético, semelhante ao da espécie humana (MISDORP, 2002), por
isso, as neoplasias mamarias em cadelas tém sido propostas como modelo adequado
para pesquisa e na area de oncologia comparada (CASSALI et al., 2011).

A carcinogénese dos tumores de mama € determinada por uma interacdo
complexa de fatores individuais da paciente como o perfil hormonal, estado nutricional e
imunolégico, com fatores relacionados ao tumor, como modulacdo da resposta
inflamatéria, aumento da proliferacdo celular, inibicdo da apoptose e modulagdo da
angiogénese, alterando a resposta imunoldgica a agressao (ZUCCARI et al., 2008).

A inibicdo da apoptose celular apresenta papel importante no crescimento
tumoral e seu mecanismo é alvo de muita pesquisa. A caspase-3 € considerada a
principal enzima envolvida na regulacdo da apoptose. Segundo um estudo conduzido
por DEVARAJAN et al. (2002) a perda da funcdo ou ndo expressdo da caspase-3 é
observada em linhagens de celulares de neoplasias mamarias de comportamento
agressivo. Ja a angiogénese favorece a disseminagdo tumoral a medida que vasos
novos atuam como rotas para metastases a distancia. Os principais marcadores
envolvidos neste fendbmeno séo a cicloxigenase-2 (COX-2), expressa por diferentes
tipos celulares, e que modula a resposta inflamatoria e o microambiente tumoral, e 0
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que se liga a receptores de membrana
no endotélio de vasos sanguineose linfaticos, modulando a angiogénese e a
linfangiogénese (HICKLIN & ELLIS, 2005; SINGH et al. 2011).
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ll. REVISAO DA LITERATURA
1.1- NEOPLASIA MAMARIA

O céancer de mama é o tumor mais frequente nas fémeas, 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 diagndstico
metade delas ja possui carater maligno (DE NARDI, 2007).

Sua etiologia € multifatorial, contudo, a participacdo de componentes genéticos,
ambientais, nutricionais e principalmente hormonais (UVA et al., 2009; ANDRADE et al.,
2010), predispde alteracdes celulares que dardo origem a formacgéo tumoral (SILVA et
al., 2004). O risco de desenvolvimento do cancer de mama em cadelas aumenta
significativamente com a idade, acometendo com maior frequéncia a faixa etaria entre
nove e onze anos, sendo baixa a ocorréncia em cadelas com menos de cinco anos e
rara quando inferior a dois anos (MISDORP, 2002). Outros fatores relacionados com a
incidéncia destes tumores incluem o tratamento com progestagenos, a obesidade nos
primeiros anos de vida e a dieta com comida caseira (ZUCCARI et al.,, 2008).
Aparentemente nao existe predisposicao racial para o desenvolvimento de tumores
mamarios na espécie canina (DALECK et al., 1998; CAVALCANTI & CASSALI, 2006).

Os tumores mamarios apresentam-se frequentemente como nédulos Unicos ou
multiplos, podendo ocorrer diferentes tipos histologicos em uma ou mais glandulas
mamarias de forma sincrénica (CAVALCANTI & CASSALI, 2006). Os tumores benignos
apresentam-se geralmente como nddulos Unicos ou multiplos, bem circunscritos e
firmes a palpacdo. Os tumores mamarios malignos caracterizam-se por apresentarem
diametro superior a 5 cm, podendo estar aderidos a musculatura adjacente, ou mesmo
ulcerados (FERREIRA et al., 2009).

A avaliacdo inicial da neoplasia mamaria deve considerar a idade, o historico
reprodutivo, sinais clinicos como presenca de massa mamaria e aumento de volume em
linfonodos regionais. Alguns sinais sistémicos como dispnéia, tosse e claudicacoes

~

também podem ocorrer devido a presenca de metastases desses tumores
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(JONHNSTON, 1993). Essas metastases podem ocorrer por via linfatica ou venosa
(QUEIROGA et al., 2005), acometendo principalmente linfonodos regionais, pulmdes e
menos frequentemente figado, Gtero, vesicula urinéria ou ossos (NOWAK et al., 2007).

O diagndstico definitivo do tumor baseia-se na analise histopatoldgica da biépsia,
fornecendo informag¢Bes importantes sobre a natureza, o tipo histolégico, indice
mitotico, émbolos tumorais em vasos linfaticos e comprometimento de linfonodos
adjacentes (CASSALI et al., 2011). A radiografia de torax € um procedimento rotineiro
na veterinaria como auxilio no diagnostico e a ultrassonografia abdominal é realizada
quando h& suspeita de possiveis metastases a distancia (CAVALCANTI & CASSALI,
2006).

A remocdo cirargica completa de tumores localizados sem metastases a
distancia é o tratamento que mais apresenta chances de cura, exceto nos casos de
carcinomas inflamatérios que nao tem indicacdo cirdrgica e apresentam piores
prognosticos (CASSALI et al., 2011).

O exame histopatolégico é o método de eleicdo para identificar as caracteristicas
de uma neoplasia (CASSALI et al., 2011). A classificagdo dos tumores mamarios em
cadelas é realizada segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) descrita por
MISDORP et al. (1999).
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I1.2- ENZIMA CICLOOXIGENASE-2 (COX-2)

A enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) apresenta-se como um marcador potencial
para 0 cancer de mama, uma vez que € expressa em resposta a processos
inflamatorios, que frequentemente acompanham as neoplasias e alteram o0 seu
prognostico (DE NARDI, 2007). A cicloxigenase-2 tem sido descrita por sua expressao
aumentada em diversas neoplasias incluindo cancer de mama, além de estar envolvida
nos passos criticos da carcinogénese (ROZICK, 2001; SINGH, 2002).

Trata-se de um mediador da inflamacéo, expressado pelo epitélio glandular da
mama em condi¢cdes pré-malignas e malignas, onde atua como papel principal na
progressao e metastase do cancer de mama (HOWE, 2007; SINGH-RANGER, 2008).

As prostaglandinas (PG) sdo mediadores lipidicos de processos fisiolégicos
normais. A maioria das células tem a capacidade de sintetiza-las, sendo o primeiro
passo a hidrélise de fosfolipides para produzir acido araquidénico livre, pela acéo
catalisadora da fosfolipase A2. O préximo passo desta via metabdlica depende da acéo
catalisadora da COX, que insere uma molécula de oxigénio no &cido araquiddnico,
produzindo a Prostaglandina G2, sendo que esta é rapidamente convertida em
Prostaglandina H2, pela acdo peroxidativa da COX. A Prostaglandina H2 é, entao,
convertida por isomerases tecido-especificas em outras Prostaglandinas (PGE2, PGD2,
PGF2a, PGI2), assim como em tromboxano e prostaciclinas (FOSSILIEN, 2000).

A expressao da cicloxigenase-2 € mediada por citocinas envolvidas no processo
inflamatorio como interleucina-1, fator de necrose tumoral, fatores de crescimento e
oncogenes. Inumeras pesquisas relacionam a atividade da COX-2 com o
desenvolvimento e progressao tumoral em diversos tipos de cancer incluindo o cancer
de mama. Ainda, a expressdo da COX-2 é mais frequente e intensa nas células
epiteliais dos tumores malignos, e sua super expressao induz instabilidade genémica,
sugerindo uma acéo potencial da COX-2 na carcinogénese mamaria da cadela (DORE
et al., 2003; DE NARDI, 2007), a semelhanca do que tem sido observado em mulheres
(ZUCCAR!I et al., 2008).
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Segundo MILLANTA et al. (2006), a super expressdo da cox-2 implicaria na
ativacdo de mecanismos associados a promocao tumoral, angiogénese sustentada,
inibicdo da apoptose, modulagéo da resposta imune, maior capacidade de invaséao e
metastase.

Entretanto, o possivel papel da COX-2 na linfangiogénese e nas metastases por
via linfatica é ainda pouco compreendido. Contudo ha relatos que a COX-2 regula o
VEGF-C e promove linfangiogenese em adenocarcinoma de pulmdo em humano (SU et
al.,2004).

Outros estudos também demonstraram a capacidade da COX-2 em promover a
progressao de um carcinoma ductal in situ para um carcinoma mamario invasivo (HU et
al.,, 2009) e que o gene COX-2 faz parte do grupo de genes responsaveis pela
metastase nos pulmdes e cérebro (MINN et al., 2005), além da COX-2 ser altamente

expressada em carcinomas mamarios inflamatoérios (LEREBOURS et al., 2008).
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[1.3- CYSTEINE ASPARTIC ACID PROTEASE (CASPASE-3)

A adequada regulagdo da aptoptose mostra-se importante para o
desenvolvimento e manutencdo dos tecidos normais (DEVERAUX et al., 2001;
FISCHER, 2001; LUZ et al., 2009). Os disturbios apoptéticos, considerados o primeiro
evento em alguns tipos de céancer, permitem que células malignas tenham maior
sobrevida, contribuindo para que ocorra a expansdo neoplasica (DEVERAUX et al.,
2001; OHASHI et al., 2006).

A familia das caspases caracteriza-se como a principal via de regulacdo da
morte celular programada. Diferentes tipos de caspases sdo expressos ha 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 extrinseca
e a intrinseca (FISHER, 2001). Pela via extrinseca, ocorrera a ativacado de receptores
de membrana transmitindo sinais para o interior da célula e ativando, inicialmente a
caspase-8 ou caspase-10. A via intrinseca, ativada por estresse celular, € mediada pela
liberagdo do citocromo c¢ pela mitocondria, levando a ativacdo da caspase-9. Essas
duas vias levam a ativacdo 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
responsavel pela maioria dos efeitos apoptoticos, como a quebra de muitas proteinas
importantes na manutencdo da homeostasia celular. No entanto, recebe suporte de
outras, como a caspase-6 e caspase-7. Juntas, referidas como as caspases de
execucdo ou efetoras, possuem importante funcdo no controle da morte celular
programada (OHASHI et al., 2006). A marcagéo da caspase-3, em imuno-histoquimica,
tem sido utilizada para identificar células em apoptose, revelando facil aplicabilidade e
alta sensibilidade (LORO et al., 2003).

A caspase-3 vem sendo foco de estudos relacionados ao mecanismo da
apoptose, tornando-se peca-chave no entendimento dos mecanismos de morte celular,
uma vez que € ativada em resposta a varios estimulos, como os farmacos

quimioterdpicos, podendo sugerir que a marcacdo da caspase-3 possa ser usada no
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controle da resposta aos tratamentos quimioterapicos quanto a possivel resisténcia da
droga (SUZUKI et al., 2002), e a diminuicdo da expressao possa indicar um mecanismo
importante de sobrevivéncia celular em pacientes com cancer de mama (FURUKAWA
et al., 2002).

O envolvimento da caspase-3 na inducdo da apoptose é descrito em muitos
trabalhos, e a inibicdo da caspase-3 tem sido associada com a carcinogénese dos
tumores de mama, sugerindo que a caspase-3 pode ser um biomarcador na prevencao
e tratamento do cancer (DEVARAJAN et al., 2002).

A utilizacdo desses marcadores de apoptose € considerada muito importante
para caracterizar biologicamente o tumor, pois este fendmeno possui um papel

fundamental na carcinogénese (SUZUZI et al., 2002).
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[1.4- VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF)

O VEGF é um mitégeno especifico para as células endoteliais, produzido por
varios tipos celulares, como queratindcitos, macrofagos, mastocitos e fibroblastos
(FERRARA, 2004). O mesmo também é conhecido por aumentar a permeabilidade
vascular e estar envolvido na ocorréncia e progressdo do processo inflamatério e
reparacdo 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 tensao
de oxigénio bem como fatores de crescimento e citocinas sao reguladores importantes
do VEGF (HICKLIN & ELLIS, 2005). Condi¢Bes de hipdxia desempenham um papel
importante na regulacdo da expressdo de uma variedade de genes. A expressdo do
VEGF mRNA ¢ induzida por exposicdo a baixa tensdo de oxigénio. Esta condi¢cdo
desempenha a funcdo de recrutar vasos sanguineos para area de tecido isquémico
(FERRARA, 2002). Quando as condi¢cdes de hipdxia predominam, como no caso de
crescimento tumoral, a expressdo de VEGF persiste, potencializando o processo de
angiogénese e, consequentemente, a progressao tumoral (SHWEIKI et al., 2002).

FERRARA (1999) suporta a hipétese de que o VEGF é o maior mediador da
angiogénese e seus inibidores constituem uma das melhores alternativas de tratamento

para a inibicdo do crescimento de tumores.

[1.4.1 - VEGF E SUAS ISOFORMAS

O gene VEGF esta organizado em oito exons separado por sete introns
(VICENTI et al., 1996). A familia VEGF € composta de sete glicoproteinas diméricas
conhecidas como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e fator de
crescimento placentario (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 indugdo da permeabilidade vascular
secretado pelas células tumorais, sendo também referenciado como fator de
permeabilidade vascular. O splicing alternativo do mRNA de um Unico gene envolvendo
oito exons codifica inUmeras formas proteicas de VEGF com subunidades polipetidicas
contendo 121, 165, 189, 206 aminoé&cidos, respectivamente (HICKLIN & ELLIS, 2005).

A isoforma molecular mais predominantemente produzida por uma variedade de
células normais, bem como células alteradas € o VEGF 165 (FERRARA, 1999),
enquanto o VEGF 121 e o VEGF 189 sado detectados na maioria das células e tecidos
gue expressam o gene VEGF. Em contraste, o VEGF 206 é uma forma rara. Ja o VEGF
145 é encontrado em varias linhas celulares tumorais de 6rgaos 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 proteina VEGF é
biogquimicamente indetectavel 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 a matriz extracelular. A explicacdo 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 proteina livremente difusivel, em contrapartida, o VEGF 189
e 206 sdo sequestrados na matriz extracelular e requerem a clivagem das proteases
para a sua ativacao (DVORAK, 2002).

Concluindo, temos duas formas possiveis de tornar as proteinas do VEGF
disponiveis para células endoteliais: pelo splicing alternativo gerando glicoproteinas
difusiveis como o VEGF 165 e VEGF 121, ou pela ativacdo de proteases e clivagem
das isoformas mais longas (FERRARA, 2002).

O sistema linfatico € uma importante rota para metastases na progressao do
cancer, e a presenca de tumor em linfonodos é considerado como fator progndstico
ruim em diversos tipos de cancer. Recentemente, a linfangiogenese associada a

metastase, 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 linfatico
(STACKER, 2004).

O VEGF-C promove a linfangiogénese tumoral através da disseminacdo de
células neoplasicas para linfonodos em varios modelos de cancer animal. (SKOBE et
al., 2001; SAHARINEN et al., 2004). Aléem disso, a elevacdo do VEGF-C aparenta ter
correlagdo com metastases em linfonodo em numerosos tipos de cancer em humanos,
incluindo cancer de mama (STACKER et al., 2002).

11.4.2 —= VEGF E SEUS RECEPTORES

Receptores do tipo tirosina-quinase para o VEGF foram identificados e se
apresentam de trés 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 interacdes hidrofébicas (FERRARA, 2002). O VEGFR-1 e o0 VEGFR-2
sdo expressos na superficie da maioria das células endoteliais vasculares, ao contrario
do VEGFR-3 que se encontra restrito as células endoteliais linfaticas (FERRARA et al.,
2003).

Cada isoforma da familia VEGF possui diferentes especificidades de adeséo a
cada um dos receptores mencionados, auxiliando a elucidar a funcéo 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 ndo reconhece o VEGF-A (FERRARA et al., 2003).

O VEGFR-2 é o receptor de maior importdncia no processo de angiogénese e
aumento nos efeitos da permeabilidade do VEGF, estando o mesmo envolvido no
processo de diferenciacdo, no processo de diferenciagdo das células endoteliais
(NEUFELD et al.,, 1999; FERRARA, 1999), quimiotaxia e sobrevivéncia 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 fosforilagdo da tirosina e media a mitogénese, a migracdo celular e a
permeabilidade vascular em resposta ao VEGF, enquanto o VEGFR-1 apresenta fraca
ou indetectavel resposta (FERRARA et al., 2003).

O receptor VEGFR-3 esta presente em todo o endotélio durante o processo de
desenvolvimento, mas na fase adulta 0 mesmo restringe-se as células endoteliais. A
expressdo do VEGFR-3 é importante no inicio da formacdo dos vasos sanguineos,
tornando-se redundante tal funcdo em vasos maduros (TAMELA et al.,, 2005). A
ativacao deste receptor estimula mitoses, migracéo, diferenciacdo e sobrevivéncia das
células endoteliais linfaticas, mediando, desse modo, o processo de linfangiogénese
(HOEBEN et al., 2004).

As células endoteliais bem como alguns tumores expressam co-receptores para
VEGF néo tirosina quinase: neuropilina-1 (Nrp-1) e neuropilina-2 (Nrp-2) (HICKLIN &
ELLIS, 2005) os quais ligam-se seletivamente a isoforma VEGF-165 (NEUFELD et al.,
2002). Ambos estdo envolvidos no processo imunoldgico e desenvolvimento neuronal,
mas também assumem um papel importante no processo de angiogénese (TAMELA et
al., 2005).

O Nrp-1 atua como co-receptor aumentando as interacdes VEGF-VEGFR-2,
sendo sua expressao 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 linfaticas. Mutagbes no Nrp-2 podem induzir anormalidades durante
a formacéo de pequenos vasos linfaticos (TAMELA et al., 2005). Evidéncias recentes
sugerem que o VEGF pode diretamente interagir com co-receptores Nrp sem a
utilizacéo dos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 (HICKLIN & ELLIS, 2005).
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[ll. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

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

nas neoplasias mamarias de cadelas.

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

grupo deste estudo.

e Contribuir com o0 estudo da oncologia veterinaria no entendimento da

carcinogénese mamaria.
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IV. MATERIAL E METODOS

IV.1- ESCOLHA DOS TUMORES

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados 60 amostras de tumores
mamarios de cadelas. Estas amostras foram divididas em seis grupos, composto por 10
tumores em cada grupo, de acordo com a classificacéo histopatologica.

Para a escolha dos adenomas (Grupo 1), carcinomas com prognéstico bom
(Grupo 2) e carcinomas com prognostico ruim (Grupo 3) além da classificacdo
histologica foi considerada a evolucao clinica do tumor na selecéo dos casos. As outras
30 amostras foram compostas por 10 casos de carcinoma primario metastéatico (Grupo

4), 10 de metastase pulmonar (Grupo 5) e 10 de carcinoma inflamatério (Grupo 6).

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

PROGNOSTICO RUIM

Os casos de adenoma (Grupo 1), carcinoma com prognéstico bom (Grupo 2) e
carcinoma com prognostico ruim (Grupo 3) foram selecionados a partir de pacientes
atendidas pelo Servico de Oncologia do Hospital Veterinario da Universidade Estadual
Paulista campus Jaboticabal.

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

mensuracdo do tamanho do(s) tumor(es) com auxilio de um paquimetro, procedeu-se
também a avaliacao dos linfonodos quanto ao tamanho, mobilidade e envolvimento por

células neoplasicas, por meio do exame citoldgico. A avaliacao radiogréafica do torax e a
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ultra-sonografica do abdome objetivaram pesquisar a presenca ou ndo de metastases
nestas cavidades. O estadiamento clinico das neoplasias mamarias foi realizado
segundo o sistema TNM (Tumor/ Linfonodo/ Metastase) proposto pela OMS (OWEN,
1980).

Apés a realizacdo do estadiamento da doenga planejou-se a execucdo do
procedimento cirargico. A mastectomia foi realizada com amplas margens de
seguranga, ressecando-se sempre 2 a 3 cm de tecido normal perineoplasico. Outros
principios da cirurgia oncolégica foram seguidos, como por exemplo, a remoc¢ado dos
linfonodos satélites.

Apés a cirurgia adequada para cada caso especifico efetuou-se a colheita das
amostras contendo tecido neoplasico para a classificagdo da histogénese tumoral. Os
fragmentos dos tumores foram fixados em solugdo de formol a 10%, tamponada com
fosfato, pH 7,2. Apds um periodo de fixacdo de aproximadamente oito horas, o material
foi colocado em alcool 80, seguindo os procedimentos usuais para inclusdo em
parafina. Nos blocos obtidos realizaram-se cortes de cinco micrometros de espessura,
os quais foram corados pela Hematoxilina-eosina e utilizados para observacao
histolégica, permitindo a confirmacdo do diagnéstico e classificacdo dos tumores,
mediante os critérios estabelecidos por MISDORP et al. (1999). As 30 amostras foram
entdo divididas em trés grupos, de acordo com a classificacdo histopatoldgica e
evolucéo clinica do tumorl.

No periodo pdés-operatorio as pacientes foram avaliadas trimestralmente por

exames fisico e complementares, com o propésito de monitorar a evolu¢édo da afec¢ao
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neoplasica (presenca ou auséncia de recidiva e/ou metastase; paciente vivo ou morto),

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

IV.1.2- CARCINOMA PRIMARIO METASTATICO, METASTASE PULMONAR E

CARCINOMA INFLAMATORIO

Dez animais submetidos a necropsia pelo Servico de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal do Parana foram contabilizados a este estudo. Em todos os casos
0S pacientes apresentavam metastases pulmonares de carcinoma mamario.

Durante a necropsia teve-se o cuidado de colher fragmentos da neoplasia
mamaria (carcinoma primario metastatico — Grupo 4) e das metastases pulmonares
(metastase pulmonar — Grupo 5). Para estes pacientes, ndo existem informacdes em
relacdo a evolugdo clinica do tumor, pois indmeros animais chegaram mortos ao
Hospital Veterinario em virtude da progresséo do processo neoplasico.

Além disto, utilizaram-se 10 casos de carcinoma inflamatério (Grupo 6) e 10
amostras de tecido mamario livre de malignidade (Grupo 7 — controle) provenientes do
arquivo do Servico de Oncologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP, Campus de Botucatu.

Os fragmentos de cada uma das amostras foram fixadas em formol 10%,
recortados com o auxilio de micrétomo (5um de espessura) e submetidos a coloragéo

de Hematoxilina e Eosina. Apos a confeccdo da lamina, procedeu-se a avaliacéo
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através da microscopia de luz, definindo-se assim o diagnéstico do tumor mamario, de

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

IV.2- ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Para a realizacao da técnica de imuno-histoquimica, os blocos de parafina foram
cortados em micrétomo, com espessura de 3um e distendidos em laminas histologicas
devidamente preparadas com Poly-L-Lysina (Sigma P8920) com o objetivo de promover
maior aderéncia dos cortes as laminas de vidro, evitando assim a perda do material
durante o processamento.

A técnica de imuno-histoquimica seguiu o protocolo do Laboratério de Imuno-
histoquimica do Servigco de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da UNESP, Campus de Botucatu, utilizando-se a técnica de estreptoavidina-biotina-

peroxidase (Anexos 1 e 2). Os anticorpos utilizados estdo descritos na quadro 01.
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Quadro 01 Relacdo dos anticorpos primarios, clone e cddigo, marca do anticorpo,
recuperacdo antigénica e diluicdo utilizada nos cortes de neoplasias

- mamarias de cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UFPR, campus
de Curitiba, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004. UNESP —
Botucatu, SP, 2006.

Anticorpo 1° Clonee Marca do Recuperacao Diluicéo
codigo anticorpo antigénica
COX-2 CX-294 Dako Citrato* em banho- 1:50
M3617 maria**
VEGF(A-20) sc-152 SantaCruz Citrato* em banho- 1:50
Biotechnology maria**
Caspase-3 Policlonal  Neomarkers Citrato* em banho- 1:100
clivada (Aspl75) maria**

* Citrato: 10 milimolar, pH 6,0.
** Banho-maria: solucéo pré-aquecida 96,5°C. As laminas foram incubadas durante 25
minutos em banho-maria.

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

analise de células imunorreativas com o auxilio de um equipamento analisador de

imagens Image J.
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IV.3 — DENSITOMETRIA

Apés a obtencdo da imagem através da camera LAS EZ acoplada ao
microscopio, estas foram submetidas a densitometria onde a marcagdo 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 marcacédo de cada campo
corresponde a subtracdo do valor da intensidade maxima da luz pela média obtida da
analise do programa (Figura. 03-B), pelo valor maximo de luz captada pelo programa

equivalente a 255.

A B

Figura 03: Em A — Exemplo de fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica
convertida em preto e branco pelo programa Image J. Notar a selecdo do campo a ser
analisado (seta vermelha). Em B — Mesma imagem sendo analisada pelo programa e
gerando um valor correspondente a intensidade de marcacdo (seta vermelha).
FAMERP — S&o José do Rio Preto, SP, 2011.
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IV.4- ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos ao programa GraphPad Prisma versdo 4.0. A
independéncia dos resultados (expressdo para os anticorpos COX-2, Caspase-3 e
VEGF) assim como a correlagdo das expressfes COX-2 x Caspase-3; COX-2 x VEGF;
Caspase-3 x VEGF foram analisados, utilizando-se o teste de Analise de Variancia
(ANOVA) seguido do post test Studant Newman keuls para a independéncia dos

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

A avaliacdo da intensidade de marcacdo da Cox-2 variou entre 0 numero de
células marcadas e a classificacao histopatoldgica, havendo um aumento gradativo na
sua expressdo nos tumores malignos. O grupo metastase pulmonar foi o grupo que
mais expressou COX-2 (Figura 02), seguido do carcinoma primario metastatico. O
grupo adenoma apresentou a menor imunomarcacgéo, seguido do grupo controle e do
grupo carcinoma inflamatorio (Quadro 02 A-B). A imunorreatividade para a Cox-2 foi
interiamente confinada ao componente epitelial das neoplasias, sendo que o0 mesmo foi

visto no grupo controle (Figura 03).

Quadro 02: Valores correspondentes a imunomarcacdo da COX-2 nos grupos de
tumores e no grupo controle. Em A — observar a média e o erro padrdo da intensidade
de marcacdo da COX-2 em cada grupo. Em B - observar os grupos que apresentaram
diferencas significativas entre si.

A Carcinoma Carcinoma Carcinoma ] _
Adenoma dg . dsa . rimario Metastase _Carcm0[n_a Controle
p
prognostico progn_ostlco metastatico pulmonar |inflamatdrio
bom ruim
Média 73,68 80,07 88,38 93,15 97,98 88,04 85,44
PE"‘Z 2,818 4,032 2,314 2,852 1,805 3,002 | 2,412
adrao
B Adenoma vs. Metastase pulmonar p<0,001
Adenoma vs. Carcinoma primario metastatico p<0,001
Adenoma vs. Carcinoma de prognadstico ruim p<0,01
Adenoma vs. Carcinoma inflamatério p<0,01
Adenoma vs. Controle p<0,05
Carcinoma de progndstico bom vs. Metastase pulmonar p<0,01
Carcinoma de prognostico qu vs. Carcinoma primario 0<0,05
metastatico '
Controle vs. Metastase pulmonar p<0,05
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/A B B

Figura 02: Em A - Fotomicrografia de preparagdo imunoistoquimica de uma metastase
pulmonar em cadela. Observar intensa marcagéo das células epitelias para a atividade
da ciclooxigenase-2. Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B - Fotomicrografia de
preparacdo imuno-histoquimica de um adenoma mamario em cadela. Observar fraca
marcacao no componente epitelial do tumor para atividade da ciclooxigenase-2 (seta
vermelha). Contra-coloragdo: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 1000 vezes. UNESP —
Botucatu, SP, 2011.

A B

Figura 03: Em A - Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica de carcinoma
inflamatério em cadela, na qual se observa fraca marcacdo das células neoplasicas
(seta vermelha), para atividade da ciclooxigenase-2. Em B - Fotomicrografia de
preparagdo imuno-histoquimica de um carcinoma de progéstico ruim em cadela.
Observar moderada marcacdo no componente epitelial do tumor (seta vermelha) para
atividade da ciclooxigenase-2 (Aumento 400 vezes). Contra-coloracdo: Hematoxilina de
Mayer. UNESP — Botucatu, SP, 2011.



V.2- IMUNORREATIVIDADE PARA A CASPASE-3
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A avaliagcdo da intensidade de marcacéo da Caspase-3 variou entre o nimero de

células marcadas e a classificacao histopatologica, havendo uma moderada expressao

em todos os grupos de tumores, sendo o grupo Adenoma 0 que mais expresssou a

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

de prognostico bom. O grupo que menos expressou foi o Controle (Figura 05) (Quadro
03 A-B).

Quadro 03: Valores correspondentes a imunomarcagédo da Caspase-3 nos grupos de
tumores e no grupo controle. Em A — observar a média e o erro padrao da intensidade
de marcacdo da Caspase-3 em cada grupo. Em B - observar os grupos que
apresentaram diferencas significativas entre si.

A Carcinoma de | Carcinoma de | Carcinoma . .
Y . L Metastase | Carcinoma
Adenoma | progndstico | prognéstico primario : .. | Controle
. » pulmonar | inflamatério
bom ruim metastatico
Média 63,82 62,52 63,43 57,55 56,74 59,52 47,39
Ermo | 4705 3,185 3,664 1,651 2,216 1,531 1,962
Padréo
B
Controle vs. Adenoma p<0,001
Controle vs. Carc:z?mma de progndéstico 0<0,001
Controle vs. Carc;)noorzwa de progndstico 0<0,01
Controle vs. Carcinoma inflamatorio p<0,01
Controle vs. Carcinoma primario p<0,05

metastatico

Controle vs. Met4stase pulmonar

p<0,05
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A B B

Figura 04: Em A - Fotomicrografia de prepara¢do imunoistoquimica de um carcinoma
de prognéstico ruim em cadela. Observar moderada marcacdo nuclear das células
tumorais (seta vermelha) para a atividade da caspase-3. Aumento: 400 vezes. Em B -
Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica de um carcinoma inflamatorio em
cadela. Observar fraca marcacdo nuclear das ceélulas tumorais (seta vermelha) para
atividade da caspase-3. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 1000

vezes. UNESP - Botucatu, SP, 2011.

A

Figura 05: Em A - Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica de parénquima
mamario (controle) em cadela. Observar fraca marcacdo nuclear das células tumorais
(seta vermelha) para a atividade da caspase-3. Aumento: 1000 vezes. Contra-
coloracdo: Hematoxilina de Mayer. UNESP - Botucatu, SP, 2011.
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V.3-IMUNORREATIVIDADE PARA VEGF

A avaliagdo da intensidade de marcac@o da Cox-2 variou entre o namero de
células marcadas e a classificacao histopatolégica, havendo um aumento gradativo na
sua expressdo nos tumores malignos. O grupo Carcinoma de progndstico ruim foi o
grupo que mais expressou VEGF seguido do grupo Metastase pulmonar e Carcinoma
primario metastatico (Figura 07). O grupo Adenoma apresentou a menor
imunomarcagcdo (Figura 06), seguido do grupo Controle e do grupo Carcinoma
inflamatério (Figura 08). A imunorreatividade para o VEGF foi interiamente confinada ao
componente epitelial das neoplasias e do grupo controle. As médias dos grupos e as

diferencas significativas sdo descritas abaixo (Quadro 04 A-B)

Quadro 04: Valores correspondentes a imunomarcagdo do VEGF nos grupos de
tumores e no grupo controle. Em A — observar a média e o erro padrao da intensidade
de marcacdo do VEGF em cada grupo. Em B - observar os grupos que apresentaram
diferencas significativas entre si.

A Carcinoma Carcinoma .
Carcinoma . .
de de . Metastase | Carcinoma
Adenoma . < primario , . .| Controle
prognostico | progndéstico metastatico pulmonar |inflamatério
bom ruim
Média 88,5 122,4 133.4 125.5 1275 105.2 108.4
Emo | 1292 1,276 4,254 4487 4,21 5.92 5,171
Padréo
B Adenoma vs. Carcinoma de prognéstico ruim p< 0,001
Adenoma vs. Metastase pulmonar p< 0,01
Adenoma vs. Carcinoma primario metastatico p< 0,01
Adenoma vs. Carcinoma de progndstco bom p< 0,01
Carcinoma inflamatério vrsu.iriarcmoma de prognostico p< 0,05
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A B

Figura 06: Em A - Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica de um adenoma
mamario em cadela. Observar intensa marcacao das células epitelias (seta vermelha)
para a atividade do VEGF. Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B -
Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica de um carcinoma de progndstico
bom. Observar moderada marcacdo do componente epitelial do tumor (seta vermelha)
para atividade do VEGF. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Mayer. Aumento: 400
vezes. UNESP — Botucatu, SP, 2011.

A

Figura 07: Em A - Fotomicrografia de preparacdo imuno-histoquimica de carcinoma de
prognosico ruim em cadela. Observar intensa marcacdo das células epitelias (seta
vermelha) para a atividade do VEGF. Aumento: 400 vezes. Contra-coloracao:
Hematoxilina de Mayer. UNESP — Botucatu, SP, 2011.
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Figura 08: Em A - Fotomicrografia de preparacéo imuno-histoquimica de um carcinoma
primario metastatico em cadela. Observar forte marcagéo para a atividade do VEGF das
células epitelias nos vasos (seta vermelha) caracterizando embolos neoplésicos.
Aumento: 400 vezes (seta vermelha). Em B - Fotomicrografia de preparacdo imuno-
histoquimica de um carcinoma inflamatério. Observar moderada marcacdo do
componente epitelial do tumor (seta vermelha) para atividade do VEGF. Contra-
coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento: 400 vezes. UNESP - Botucatu, SP, 2011.
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V.4 CORRELACOES

A correlacdo da expresséo da COX-2 com com a Caspase-3 e o VEGF variou de
acordo com 0s grupos, apresentando no grupo adenoma, correlagdo negativa com a
expressao da Caspase-3 e positiva com a expressao do VEGF. No grupo Carcinoma de
progndéstico bom a correlagdo da expressdo da COX-2 foi negativa com a Caspase-3 e
VEGF. No grupo Carcinoma de progndstico ruim houve correlacdo positiva com a
Caspase-3 e negativa com o VEGF. No grupo Carcinoma primario metastatico foi
observado correlacdo negativa da COX-2 com a Caspase-3 e positiva com o VEGF. Ja
no grupo Metéstase pulmonar a correlacdo foi positiva na expressdo dos dois
anticorpos. A mesma correlagédo foi observada no grupo Carcinoma inflamatério. No
grupo Controle foi observada uma correlacdo negativa da expressédo da COX-2 com as

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

Quadro 05 — Correlacéo da expressao 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 progndstico bom (COX-2) r=-0,3219 | r=-0,7089
Carcinoma de progndstico ruim (COX-2) r=0,6196 |r=-0,6771
Carcinoma primario metastéatico (COX-2) r=-0,3303 | r=0,3616
Metastase pulmonar (COX-2) r=0,1038 |r=0,3768
Carcinoma inflamatério (COX-2) r=0,5776 | r=0,4928
Controle (COX-2) r=-0,9124 | r=-0,4217
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VI — DISCUSSAO

O estudo dos tumores mamarios em cadelas tem demonstrado um excelente
modelo para pesquisa de novos marcadores tumorais prognosticos e preditivos tanto
para esta espécie como para a espécie humana, devido a elevada similaridade do
comportamento biolégico que esta neoplasia apresenta em ambas as espeécies
(ZUCCARI et al.,, 2008; CASSALI et al., 2011). A utilizacdo da técnica imuno-
histoquimica contribui para um diagndstico e prognostico mais preciso,
complementando o diagndstico histopatolégico (ZUCCARI et al., 2008).

A andlise de imagens de prepara¢fes imuno-histoquimicas utilizando o software
ImageJ, apresenta vantagens quando comparada a avaliacdo visual por um
observador, pois permite uma melhor acuracia na obtencdo dos valores
correspondentes a imunomarcacdo (VREKOUSSIS et al., 2009).

A expressdo 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 expresséo da
COX-2 em tumores que apresentam um comportamento mais agressivo, com
crescimento infiltrativo, alto pleomorfismo nuclear e alto indice mitético.

A expressao para COX-2 se restringiu ao componente epitelial das neoplasias.
Nenhuma imunomarcacéao foi observada no componente mesenquimal corroborando os
achados de De NARDI (2007).

No grupo controle foi observado uma moderada imunomarcagcdo da enzima
COX-2. Podemos considerar que esta enzima também €& expressa em condi¢des
fisiologicas por células ndo neoplasicas. Neste caso, as células do sistema imunolégico
atuam em seu microambiente, secretando citocinas com propriedades pr6 e anti
inflamatorias responsaveis por manter a homeostasia celular (RIBATTI & CRIVELLATO,
20009).

As alteracdes moleculares observadas em células neoplasicas de pacientes
oncologicos relacionadas a apoptose celular fornecem informagdes importantes
relacionadas ao comportamento tumoral. A Caspase-3, principal caspase envolvida

neste fendbmeno, apresentou niveis 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, ha um equilibrio entre a proliferacdo e morte celular onde a
apoptose esta envolvida (PEREIRA et al., 2003). Em um estudo conduzido por
PEREIRA et al. (2003) a presenca de um alto indice apoptético foi correlacionada com
uma maior agressividade de neoplasias mamarias em cadelas, conferindo um pior
prognastico.

Em outro estudo conduzido por NAKOPOULOU et al. (2001) onde, através da
imuno-histoquimica, a CASPASE-3 foi marcada em amostras de neoplasias mamarias,
foi observado alta expressdo deste marcador em cancer de mama quando comparado
ao tecido mamario ndo neoplasico. Estes resultados do presente trabalho suportam os
achados destes autores.

O processo de angiogénese é um processo dindmico extremamente complexo,
regulado por diversos fatores pré e anti angiogénicos. O fator de crescimento endotelial
vascular € o principal regulador deste processo (HICKLIN & ELLIS, 2005). No presente
estudo, a imunomarcacdo do VEGF foi alta no grupo carcinoma de progndéstico bom,
carcinoma de progndstico ruim, carcinoma primario metastatico e metastase pulmonar.
No grupo adenoma foi observada uma expressdo menor quando comparado aos outros
grupos, apresentando uma diferenga significativa (p<0,001) quando confrontada ao
grupo carcinoma de prognostico ruim. O anticorpo utilizado neste experimento € capaz
de marcar trés isoformas do VEGF-A: VEGF-121, VEGF-165, e VEGF-189. Essas trés
isoformas sdo as principais formas moleculares produzidas por células e tecidos em
condicOes fisioldgicas. De acordo com HICKLIN & ELLIS (2005), o VEGF-A tem papel
importante na embriogénese, na cicatrizagdo de ferimentos, na ovulagdo, manutencdo
da gravidez e no controle da pressao arterial. Dessa forma, caracteriza-se um anticorpo
de baixa especificidade na marcagdo da angiogénese tumoral. A este fato podemos
explicar a expressao alta de VEGF no grupo controle.

No presente estudo, o grupo carcinoma inflamatorio apresentou baixa expressao
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

responsavel pela angiogénese tumoral, contudo, o carcinoma inflamatorio utiliza com
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principal rota de disseminagdo tumoral e metastases a distancia, a linfangiogénese.
Segundo VERMEULEN et al. (2010) a variante responsavel pela linfangiogénese é o
VEGF-C.

Em um estudo conduzido por QUEIROGA et al. (2011) a participagdo da COX-2
na progressao das neoplasias mamarias de cadelas € descrita por estar expressa em
tumores malignos e benignos, e sua super-expressao tem sido associada ao aumento
na producdo do VEGF e ao aumento na densidade da microvasculatura intra-tumoral.
Os autores do presente estudo observaram uma correlacdo significativa entre a
expressdo de COX-2 e VEGF em neoplasias mamarias malignas em cadelas. Além
disto, o VEGF tem sido proposto como um fator de sobrevivéncia, protegendo células
neoplasicas da apoptose (BARR et al., 2008), e a COX-2 atua estimulando o gene bcl-
2, responsével pela producéo de proteinas anti-apoptoticas. (GATELY & LI, 2004).

As correlacbes observadas no presente trabalho suportam os resultados obtidos
pelos estudos supra-citados a medida que foram observadas correlacbes positivas

entre COX-2 e VEGF em todos os grupos deste experimento.
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VIl = CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir:

v' A enzima ciclooxigenase-2 apresenta alta expressao nos tumores de mama e

sua expressao é maior nos tumores de pior prognostico;

v" A enzima Caspase-3 apresenta expressao significativa nos tumores mamarios de

cadelas e baixa expressao em tecido mamario livre de malignidade;

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

e baixa especificidade na imunomarcacdo das neoplasias mamarias de cadelas;

v Existe forte correlacdo do VEGF com a Cox-2 nas neoplasias mamarias de
cadelas.
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IX- ANEXOS
IX.1 - TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica, conforme descrita na sequéncia, foi realizada
de acordo com o protocolo do Laboratério de Imuno-histoquimica do Servico de
Patologia da FMVZ — UNESP - Botucatu, as solucdes e reagentes utilizados estdo

descritos no anexo 2.

1- Desparafinizacao:
- 30 minutos no xilol, em temperatura ambiente;

- 20 minutos no xilol, em temperatura ambiente.

2- Hidratacao dos cortes:

- &lcool absoluto I / 11/ 1l = 3 minutos em cada etapa,;
- &lcool 95 — 3 minutos;

- alcool 85 — 3 minutos;

- Lavar em agua destilada (10 vezes).

3- Recuperacao Antigénica:
- Conforme tabela 1 (pagina 17);
- Deixar esfriar 20 minutos em temperatura ambiente;

- Lavar em &gua destilada (10 vezes).

4- Bloqueio da peroxidase enddgena:
- Deixar durante 20 minutos em agua oxigenada 10 volumes;

- Lavar em agua destilada (10 vezes)

5- Lavar duas vezes, durante 5 minutos, em solucéo tampéo de TRIS (Trizma base —
Sigma — codigo T1503 - pH 7,4).
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6- Incubagcdo com BSA 5% (Albumina Sérica Bovina — Sigma — cédigo A7906, diluida
em solugéo de TRIS), durante uma hora, em temperatura ambiente. Contribuindo assim

para diminui¢do das marcagdes inespecificas (“fundo”).

7- Incubacédo com o Anticorpo primario

- Diluir o anticorpo primario em solugdo diluidora de onticorpos fornecida pelo
fabricante;

- Cobrir os cortes com 0 anticorpo, deixar as laminas sempre em camara uUmida.
Tempo: “overnight” (18hs a 4°C - geladeira);

- Posteriormente, lavar com TRIS;

- Remover o excesso de TRIS.

8- Incubacdo com anticorpo secundéario e peroxidase (Kit ABC — Avidina Biotina
Peroxidase - Dako - cédigo K0492)

- Anticorpo secundério biotinilado (anti-camundongo e anti-coelho), diluido
conforme informacgdes do fabricante. Incubado por 30 minutos, a temperatura ambiente.
- Lavar com solucéo TRIS. Tempo: 10 minutos;

- Complexo avidina, biotina, peroxidase: preparada meia hora antes do uso, de
acordo com informa¢bes do fabricante. Incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente.

- Lavar em solucdo TRIS. Tempo: 10 minutos.

9- Revelacdo com o substrato cromogénico (Diaminobenzidina — DAB, pronto para uso
— Dako - cédigo K34466)

- Tempo de DAB: 5 minutos;

- Passar em solucéao TRIS;

- Lavar em 4gua destilada (10 vezes).

10- Contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer

- Tempo: 3 minutos;
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- Lavar em 4gua corrente durante 10 minutos;

- Lavar em agua destilada (uma vez).

11- Desidratacao dos cortes e montagem das laminas:

- Passagem em alcool 85° e 95°;

- Passagem em alcool absoluto I /11 / 1l — 3 minutos em cada etapa;

- Passagem em xilol | e Il = 3 minutos em cada etapa;

- Montar as laminas com resina sintética (Permount — Fisher Scientific — SP 15-

500) e laminulas.
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IX.2- SOLUCOES UTILIZADAS NA TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Solucéo tampao utilizadas na recuperacao antigénica

Citrato 10 mM:

- 1000 ml de agua destilada

- 1,9219g de &cido citrico monohidratado de peso molecular 192.13

- pH 6,0 (ajustar em medidor com hidroxido de sddio hipersaturado)

TRIS solucédo tampéao:

- 1000ml de agua destilada

- 6,0g Trizma base

- 8,59 cloreto de sédio

- pH em 7,4 (pode variar entre 7,4 a 7, 6),0 pH € acertado com &cido cloridrico diluido

em agua destilada na proporcéo de 1:1.

Solucéo de BSA a 5%

Solucéo A
- 10 ml de 4gua deionizada

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

Solucéo B
- 10 ml de agua deionizada
- 500 mg de azida sodica (NaN3) — Merck — 1.06688.0100

Solucéo de BSA para uso (5%)
-59mlde TRISpH7,4
- 1,25ml solugéo A

- 2,5ml solucéo B
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