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RESUMO

O mastocitoma canino (MCT) € uma neoplasia maligna de grande importancia na
clinica oncolégica devido ao seu comportamento bioldégico agressivo e alta
freqiéncia. A COX-2 e a PGE2 tém sido associadas a promog¢ao e progressao
tumoral e seus principais mecanismos envolvem estimulos da angiogénese
tumoral e a inibicdo da morte celular programada. O VEGF é um potente indutor
da angiogénese e a caspase-3 tem um importante papel na via efetora da
apoptose. Compreender 0 mecanismo pela qual a COX-2 pode estimular a
progressdo tumoral no mastocitoma, permite ampliar o conhecimento do
comportamento biolégico desta neoplasia e direcionar tratamentos mais eficazes.
O presente trabalho fez um estudo retrospectivo em 24 casos de mastocitoma
canino (MCT). As neoplasias foram classificadas de acordo com Patnaik et al.
(1984) e a expressdo da COX-2, PGE2, VEGF e caspase-3 foram avaliadas
usando a técnica de imunoistoquimica. A expressao da COX-2 foi correlacionada
a expressao do VEGF, PGE2 e caspase-3 nos diferentes graus histopatolégicos.
A imunomarcacdo da caspase-3 foi menor nos tumores indiferenciados
comparados com os bem diferenciados. Comparando os dados da expressao da
COX-2 com os demais marcadores foi observado a correlagdo positiva entre
COX-2 e PGE2, COX-2 e VEGF nas graduacdes Il e Ill. A correlacdo entre COX-

2 e caspase-3 foi somente detectada no grau Il

Palavras-chave: COX-2, PGE2, VEGF, caspase-3, mastocitoma.
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ABSTRACT

The canine mast cell tumor (MCT) is a malignant neoplasia with great importance
on the clinical practice due to its aggressive behavior and high frequency. The
COX-2 and the PGE2 have been associated to the tumor initiation, promotion and
progression, and its main mechanisms involve the stimuli of tumor angiogenesis
and the inhibition of apoptosis. The VEGF is a powerful inductor of angiogenesis
and the caspase-3 is responsible for most part of the apoptotic effects. The
understanding of the mechanism by which the COX-2 stimulates the tumor
progression in the mast tumor cells provides an extension through the biological
behavior of this neoplasia and leads to a better and effective treatment. The
present work was a retrospective study in 24 cases of MCT. The neoplasias were
classified according to Patnaik et al. (1984) and the expression of COX-2, PGE2,
VEGF and caspase-3 were evaluated using the immunohistochemistry technique.
The expression of COX-2 was correlated to the expression of VEGF, PGE2 and
caspase-3 in the different histopathologic grades. Caspase-3 immunolabeling was
lower in the undifferentiated tumors compared to the more differentiated ones.
Comparing the COX-2 expression data to the other markers it was observed a
positive correlation between COX-2 and PGE2, COX-2 and VEGF in grade Il and
[ll. Correlation between COX-2 and caspase-3 was detected only on grade Ill.
Keywords: COX-2, PGE2, VEGF, caspase-3, mast cell tumor.
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IMUNOMARCACAO DE COX 2, PGE-2, VEGF E CASPASE 3 EM
MASTOCITOMAS CUTANEOS CANINOS.

1. INTRODUCAO

O mastocitoma canino (MCT) € a neoplasia maligna, de grande
importancia na pratica clinica, devido ao seu comportamento biolégico
agressivo e frequentes recidivas ap0s cirurgias. Originada de mastocitos, esta
neoplasia apresenta alta freqiiéncia e corresponde a de 11 a 27% dos tumores
malignos da pele do c&o. Os caes acometidos por mastocitomas
indiferenciados costumam apresentar alta mortalidade (LONDON e SEGUIM,
2003; THAMM e VAIL, 2007).

Apesar dos estudos atualmente desenvolvidos sobre mastocitoma,
novos tratamentos ainda sdo necessarios; para iSso € importante obter
informacdes sobre o comportamento biologico dessa neoplasia e dados que
complementem a terapia ja utilizada, resultando, portanto, no aumento da
qualidade de vida e da sobrevida desses animais (SAKAI et al., 2002).

Maior compreensdo da biologia molecular dos tumores € necessaria
para o desenvolvimento de novos meétodos de diagndéstico, progndstico e
abordagens terapéuticas (EIBL et al.,2003).

A Cicloxigenase (COX), sinbnimo para prostaglandina H sintetase, &
uma enzima bifuncional que catalisa a ciclo-oxigenacdo e peroxidacdo do
acido araquidoénico, derivado da membrana celular para a conversdao em
prostaglandinas (PGs) (DUBOIS et al., 1998; EIBL et al.,2003).

A cicloxigenase-2 (COX-2) é uma enzima indetectavel na maioria dos
tecidos, mas pode ser induzida por sinais pro-inflamatorios, além de estar
relacionada a eventos fisiologicos do desenvolvimento celular e processos
cicatriciais (BAKHLE, 2001).

O desenvolvimento tumoral tem sido considerado uma consequiéncia
das multiplas acbes da superexpressdo de COX-2 e suas propriedades de
iniciacdo, promocao e progressao tumoral que, atuam nas células neoplasicas
através da potencializacdo dos danos de DNA por radicais livres, inibicdo da

apoptose, rompimento das barreiras teciduais, diminuicdo da adesao celular,
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aumento da capacidade de invasdo, promocdo da angiogénese, metastase,
modulacao da inflamacéao e diminuicdo da resposta imune (TSUJII e DUBOIS,
1995; LIU e ROSE, 1996; TSUJII et al., 1997; MURATA et al., 1999; SOUZA et
al., 2000; KUKARNI et al., 2001; ; ZHA et al., 2001; BOL et al., 2002; CAO e
PRESCOTT, 2002; DONG et al.,, 2003; WANG e DUBOIS, 2004; HAYES,
2007).

Estudos avaliando a expressdo de COX-2 em neoplasias caninas
permitiram observar que tumores com menor diferenciacdo histopatolégica ou
com comportamento bioldégico mais agressivo apresentaram uma expressao
de COX-2 maior que tumores mais diferenciados ou de melhor progndstico.
Esses dados vém corroborar a hipétese da acdo da COX-2 na progressao
tumoral e no desencadeamento de um pior progndstico para o paciente (DORE
et al., 2003; MOHAMED et al., 2004; CALDERON, 2005; HELLER et al., 2005;
BERSSANO, 2006; DE NARDI et al., 2007).

A PGE2 é um dos metabdlitos do acido araquidbnico produzido pelas
COX-1 e COX-2 (MASFERRER et al., 2000), e muitos estudos tém
demonstrado grande interesse na descoberta de uma possivel ligacéo entre a
COX-2 e a PGE2, no mecanismo do desenvolvimento e progressao do cancer
(LUPULESCU et al., 1996; ARA et al., 1996).

Relatos na literatura oncolégica identificando a expressédo da COX-2 e a
resposta ao uso com inibidores da COX (COXIBs) em processos neoplasicos
tém gerado resultados encorajadores e significantes efeitos em reduzir ou inibir
a incidéncia e a progressao de tumores em modelos animais e no tratamento
de pacientes com cancer (KAWAMORI et al.,, 1998; KHAN et al., 2000;
WILLIAMS et al., 2000; KHAN et al., 2001; MOHAMMED et al., 2001; KNAPP
et al., 2000; HENRY, 2003; KELLY et al., 2003). Essa proposta oferece uma
base cientifica para uma bem sucedida prevencdo do cancer e uma real
perspectiva do uso de drogas no tratamento da doenca diagnosticada, sem o0s
efeitos colaterais freqientemente associados com a quimioterapia
convencional (BAKHLE, 2001).

Dentre 0os mecanismos da COX-2, a diminuicAo da morte celular
programada em células neoplasicas tem se destacado como uma das
principais atuacdes na progressao tumoral. A inibicdo da apoptose prolonga o

tempo de vida de células anormais, permitindo assim maior tempo para a
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acumulacdo de multiplas mutacdes genéticas que resultam em transformacdes
fenotipicas e promoc¢do do crescimento celular (BOL et al., 2002; CAO e
PRESCOTT, 2002; KALTHOFF, 2003; EIBL et al., 2003; HONG-PING et al.,
2005).

O conhecimento sobre as complexas vias da apoptose auxiliou no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, devido a sua correlagao
com o sucesso da terapia antineoplasicos, além de seu importante papel na
patogénese tumoral e comportamento biolégico das neoplasias (KALTHOFF,
2003).

Um dos mecanismos propostos para a acdo da COX-2 na inibicao da
apoptose € o aumento na concentracdo intracelular de acido araquidénico, que
levaria a ativacdo da caspase-3 e a transicdo da permeabilidade mitocondrial,
modulando a morte celular programada (CAO e PRESCOTT, 2002).

A caspase-3, em particular, tem um papel crucial na via efetora da
apoptose. Estudar sua presenca nas neoplasias tem grande importancia no
controle da recorréncia tumoral, desenvolvimento e tratamento de eleicao
(MAO et al., 2008).

Como a falha na apoptose € um evento de grande importancia na
progressdo e resisténcia a terapia citotoxica dos antineoplasicos e principal
mecanismo dos COXIBs, avan¢gos na compreensao dos eventos moleculares
da apoptose demonstram que o uso dos inibidores seletivos para COX-2
ativam as caspases pela via intrinseca, através da liberacdo do citocromo C
proveniente da mitocondria celular (SUN et al., 2002; LIU et al., 2005;
FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2006; TESEI et al., 2007).

Um dos mecanismos que tém sido sugeridos para explicar como o
aumento de COX-2 e seus metabdlitos (PGs) podem contribuir na
carcinogénese é pelo estimulo da angiogénese tumoral e, recentemente, 0s
estudos tém se direcionado a um mecanismo que liga a superexpressao da
COX-2 ao aumento dos fatores de crescimento vascular (HAYES, 2007).

Apesar de muitos fatores angiogénicos causarem angiogénese tumoral,
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é o mais estudado, pois ele
induz a proliferacdo, diferenciacdo e migracdo das células endoteliais,
aumenta a permeabilidade capilar e prolonga o tempo de vida das

neovascularizacdes, produz também colagenases que facilita para a célula
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neoplasica o adentramento na circulacdo sanguinea pela perda da coeséo
celular (MOSCATELLI et al., 1981; RANIERI at al., 2001; ADDISON et al.,
2005).

O aumento da sintese de VEGF é considerado uma das primeiras
influéncias para a angiogénese, contribuindo assim para o desenvolvimento de
caracteristicas malignas, como crescimento acelerado e metastases (DE
JONG et al., 1998).

O uso de inibidores da angiogénese tumoral € atualmente um grande
alvo na terapia contra o cancer. Mais de 150 componentes antiangiogénicos
tém sido desenvolvidos, sendo a maioria associada ao VEGF e seus
receptores, portanto determinar a expressao do VEGF nas neoplasias pode
ser extremamente (til como fator prognostico ou orientacdo terapéutica
(PANAYIOTIS et al., 2005).

Na pratica oncolégica, o estudo que aumente a compreensdo dos
mecanismos no mastocitoma canino da COX-2, PGE2, caspase-3 e VEGF,
além de suas interacOes, trara melhores orientacdes na busca de um

tratamento mais adequado como estratégia preventiva e terapéutica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mastocitoma Canino

O mastocitoma canino (MCT) € a neoplasia maligna, de grande
importancia na pratica clinica. Originada de mastécitos, essa neoplasia
apresenta alta frequéncia e corresponde a de 11 a 27% dos tumores malignos
da pele do cdo (THAMM e VAIL, 2007).

O MCT ocorre mais frequentemente em caes com média de 8,5 a 9,5
anos. Racas braquiocefalicas, como cées da raca boxer, costumam apresentar
predisposicdo a desenvolver essa neoplasia. Ndo é relatada nenhuma
predisposicao sexual (BOSTOCK et al., 1989; O'KEEFE, 1990; FOX, 1998;
TORTELLY et al., 2000).

Em cades, o mastocitoma pode ocorrer em todo o corpo, na forma de
nddulo solitario ou multiplo. Quando cutdneo, essa neoplasia se apresenta
com maior freqiéncia nos membros pélvicos (24,6%), no abdémen (17,2%),
térax (14,7%), membros toracicos (13,6%) e cabeca (9,8%), entretanto ele
pode se desenvolver na forma primaria em visceras, como baco, figado e rins
(O'KEEFE, 1990; FOX, 1998; TORTELLY et al., 2000).

Macroscopicamente variavel e de dificil distingdo de outros tumores de
pele, 0 mastocitoma costuma se apresentar como uma massa pequena
(aproximadamente 3,0 cm), firme, bem circunscrita, que pode ser eritematosa,
alopécica e ulcerada, menos comumente pode se apresentar como uma
massa pouco definida, macia e, algumas vezes, ndo aderida, podendo ser
confundido com abscesso ou lipoma (FOX, 1998) .

Os sinais clinicos observados refletem a extensdo do envolvimento
sistémico e a presenga ou auséncia das sindromes paraneoplasicas atribuidas
a degranulacdo dos mastdcitos devido a presenca de potentes mediadores
quimicos intracelulares como, histamina, heparina e fator quimiotatico para
eosinofilos e prostaglandinas. A histamina pode estimular os receptores
gastricos H2, resultando em uma excessiva secrecao acida e hipermotilidade,
podendo levar & formacao de Ulceras gastricas e duodenais. Clinicamente o

animal pode apresentar sinais de anorexia, vomito, diarréia, melena e anemia
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(O'KEEFE, 1990; TARDY et al., 1992; FOX, 1998; TORTELLY et al., 2000;
FAN et al., 2001).

O diagndstico preciso € importante para escolha apropriada do
tratamento e determinacdo do prognostico. Para que o diagnéstico seja
eficiente, € necessario que se faca uma boa anamnese, exame clinico, exame
citolégico e exame histopatolégico da massa, assim como exames por
imagem, nos casos de suspeita de neoplasias viscerais (TARDY et al., 1992;
ROGERS, 1996; TAKAHASHI et al., 1997; RECH et al., 2004).

O mastocitoma é uma neoplasia que deve ser sempre considerada uma
neoplasia maligna e de alto potencial metastatico, por isso existe a
necessidade de estudos que auxiliem na compreensao de seu comportamento
biologico e tratamentos mais direcionados e eficazes (BOSTOCK et al., 1989;
SIMOES et al., 1994; ABADIE et al., 1999; LEIBMAN et al., 2000; SAKAI et al.,
2002; LONDON e SEGUIN, 2003).

A graduacdo histopatologica ainda parece ser o fator mais importante
no auxilio da determinacdo do progndstico. Essa técnica tem sido muito
utilizada também por sua facilidade ao ser realizada na lamina utilizada para o
diagnéstico (LONDON e SEGUIN, 2003).

Desde 1973, Bostock, baseado em Hottendorf e Nielsen (1967),
desenvolveu uma graduacdao histopatolégica para o mastocitoma e realizou um
estudo, comparando a sobrevida (30 semanas) com a graduacdo em 114
animais que desenvolveram o0 mastocitoma e que realizaram tratamento com
remocao cirurgica. A graduacédo descrita por Bostock é dividida em grau |, Il e
lll, onde o grau | € a neoplasia menos diferenciada e o grau Ill a mais
diferenciada, os critérios utilizados foram numero de figuras de mitose, grau de
pleomorfismo celular, evidenciacdo dos granulos citoplasmaticos e a diferenca
entre o raio do nucleo e o didmetro celular total. Nao foi utilizada a correlacéo
entre a presenca de eosindfilos nos diferentes graus.

Em 1984, Patnaik et al., considerando as variagcdes histopatoldgicas e 0
comportamento biolégico do mastocitoma, criaram um escore e propuseram
sua adocdo, correlacionando-a a sobrevida observada por 1500 dias. Os
mastocitomas foram classificados em grau | ou bem diferenciados, grau Il ou
moderadamente diferenciados e grau Il ou anaplasicos / indiferenciados. Os

critérios utilizados para diferenciar os niveis de malignidade incluem: extenséo
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do acometimento da pele, celularidade e morfologia celular, indice mitético e
reacao estromal.

Provavelmente, devido a um maior periodo de acompanhamento da
sobrevida dos animais (1500 dias) e a facilidade da n&o necessidade de
mensuracao do raio nuclear para determinar a graduacdo do mastocitoma, a
graduagcdo histopatologica segundo Patnaik et al. (1984) tornou-se a
graduacdo mais usada para o mastocitoma canino (O'KEEFE , 1990; TARDY
et al., 1992; ROGERS, 1993; SIMOES et al., 1994; ROGERS, 1996; ABADIE
etal., 1999; TORTELLY et al., 2000; FAN e LORIMIER, 2005).

Northup et al. (2005) demonstraram uma diferenca significativa entre
patologistas na graduacdo histopatolégica do mastocitoma, utilizando o
sistema proposto por Patnaik et al. (1984). Apesar de a graduacdo apresentar
valor preditivo quanto ao tempo de sobrevida nos tumores bem diferenciados e
nos pouco diferenciados, os tumores de grau intermediario (grau Il)
apresentam dificuldades de avaliacdo (TORTELLY et al., 2000; KIUPEL et al.,
2004).

Alguns autores, com o0 objetivo de complementar essa graduacéo,
iniciaram estudos correlacionando diferentes técnicas a graduacéo
histopatoldgica e alguns a correlacionaram a sobrevida desses animais. Dentre
eles a contagem de figuras de mitoses, AQNOR, avaliacédo da expressao de Ki-
67, PCNA, p53, c-Kit, metaloproteinases, além de estudos comparando a
aneuploidia ou diploidia dos tumores com a graduacdo e o estadiamento
clinico da doenca (AYL et al., 1992; SIMOES et al., 1994; ABADIE et al., 1999;
JAFFE et al., 2000).

2.2. Cicloxigenase e Prostaglandina E2

A Cicloxigenase (COX), sinbnimo para prostaglandina H sintetase, é
uma enzima bifuncional que catalisa a ciclo-oxigenacdo e peroxidacdo do
acido araquidénico derivado da membrana celular para a conversdo em
prostaglandinas (PGs) (DUBOIS et al., 1998; HAYES, 2007).

As PGs tém grande importancia, porque desempenham importantes

papéis nos processos fisioloégicos normais e regulacdo da homeostase em
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diversos tecidos do organismo, dentre eles a resposta inflamatodria,
citoprotecdo gastrointestinal, hemostasia e hemodinamica renal (MOHAMMED
et al., 2001; MERIC, 2006).

Nas ultimas duas décadas, numerosos estudos clinicos, experimentais
e epidemiologicos com as células tumorais humanas tém ligado a presenca da
cicloxigenase (COX) e um de seus metabdlitos, a prostaglandina E2 (PGE2),
com o desenvolvimento e a progressao do tumoral (EARNEST et al., 1992;
FOLKMAN et al., 1997; BEAM et al., 2003).

A hipétese da acdo entre a COX e o desenvolvimento das neoplasias
surgiu a partir da observacdo da regressdo das neoplasias de pacientes com
cancer de coélon que, por apresentar dor, faziam uso crénico de drogas
antiinflamatérias ndo esteroidais (DAINES). Essa observacao clinica, contudo,
nao apresentava base cientifica que explicasse esse acontecimento. Novas
hipoteses foram entdo avaliadas e a atividade da COX, sua correlacdo com
crescimento celular e acdo de oncogenes foram testadas (OSHIMA et al.,
1996; BAKHLE, 2001; HAYES, 2007).

Um resultado crucial para essa hipétese foi estabelecido por
EBERHART et al. (1994), que mostraram a presenca da COX-2 no tecido
neoplasico (cancer de célon) e sua auséncia em tecido normal (intestino). A
COX-1 estava expressa em ambos igualmente.

Atualmente o desenvolvimento tumoral tem sido considerado uma
consequéncia das multiplas acdes da superexpressdo de COX-2 e suas
propriedades de iniciacdo, promocdo e progressdo tumoral, que atuam nas
células neoplasicas por meio da potencializacdo dos danos de DNA por
radicais livres, inibicdo da apoptose, rompimento das barreiras teciduais,
diminuicdo da adesao celular, aumento da capacidade de invasdo, promoc¢ao
da angiogénese, metastase, modulacdo da inflamacdo e diminuicdo da
resposta imune (TSUJII e DUBOIS, 1995; LIU e ROSE, 1996; TSUJII et al.,
1997; MURATA et al., 1999; SOUZA et al., 2000; KUKARNI et al., 2001; ; ZHA
et al., 2001; BOL et al., 2002; CAO e PRESCOTT, 2002; DONG et al., 2003;
WANG e DUBOIS, 2004; HAYES, 2007).

Estudos avaliando a expressdao de COX-2 em neoplasias caninas
permitiram observar que tumores com menor diferenciacdo histopatolégica ou

com comportamento bioldégico mais agressivo apresentaram uma expressao
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de COX-2 maior que tumores mais diferenciados ou de melhor progndstico.
Esses dados vém corroborar a hipétese da acdo da COX-2 na progressao
tumoral e no desencadeamento de um pior progndstico para o paciente (DORE
et al., 2003; MOHAMED et al., 2004; CALDERON, 2005; HELLER et al., 2005;
BERSSANO, 2006; DE NARDI 2007).

Apesar de a COX-2 aumentar a sensibilidade a inducdo de
carcindgenos suficientemente para induzir a carcinogénese em certos tipos de
tecidos, alguns autores relatam que ela ndo é responsavel pela iniciacao do
processo neoplasico (CAO e PRESCOTT, 2002; WANG e DUBOIS, 2004).

A PGE2 é um dos metabdlitos do acido araquidénico, produzido pelas
COX-1 e COX-2 (MASFERRER et al, 2000), e muitos estudos tém
demonstrado grande interesse na descoberta de uma possivel ligacéo entre a
COX e a PGE2, no mecanismo do desenvolvimento e progressdo do cancer
(LUPULESCU et al., 1996; ARA et al., 1996).

O mecanismo pelo qual a PGE2 e outros metabdlitos do acido
araquidénico atuam na iniciagdo, promoc¢ao e progressao tumoral também nao
esta totalmente elucidado (WANG e DUBOIS, 2004).

Cao e Prescott (2002) descrevem que a PGE2 tem atuacdo em eventos
gue promovem O crescimento tumoral e a correlacionam ao fator de
crescimento epidermal (EGF).

Outros autores tém relatado que o aumento da PGE2 possui um papel
importante no sistema imune, pois regula a resposta dos linfécitos T e ativacao
da maturacdo dos linfécitos B. Em neoplasias, as células tumorais podem
liberar macréfagos derivados de PGE2, que inibem linfocinas regulatérias do
sistema imune, a proliferacdo de linfécitos B e T, e atividade citotoxica dos
linfécitos T killers, favorecendo portanto o crescimento tumoral (ROCCA et al.,
1999; SOUZA et al., 2000; HAYES, 2007).

A literatura descreve ainda que, no cancer de mama, a PGE2 foi
associada a inducdo da angiogénese desde o0s estagios iniciais do
desenvolvimento neoplasico, e 0 uso de drogas antiinflamatérias ndo seletivas
inibiu a PGE2 e a angiogénese, contribuindo para demonstrar o papel da
PGEZ2 na angiogénese tumoral (WANG e DUBOIS, 2004).
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Souza et al. (2000) citam que a morte celular programada pode também
estar associada a acdo da PGEZ2, induzindo a expressdo de bcl-2 e pela
elevacao dos niveis de AMP ciclico, que podem suprimir a apoptose.

Estudos com inibidores da COX (COXIBs) e PGE2 tém gerado
resultados encorajadores e significantes efeitos em reduzir ou inibir a
incidéncia e a progressao de tumores em modelos animais e no tratamento de
pacientes com cancer (KNAPP et al., 2000; MERIC et al., 2006).

Essa proposta oferece uma base cientifica para uma bem sucedida
prevencdo do cancer e uma real perspectiva do uso de drogas no tratamento
da doenca diagnosticada, sem os efeitos colaterais freqientemente
associados com a quimioterapia convencional (BAKHLE, 2001).

Hayes (2007) descreve a importancia de ampliar os estudos sobre a
COX-2 em humanos e, nos animais, sugere a necessidade de um maior
namero de estudos que avaliem a expressdo da COX-2 nos tumores, bem
como sua correlacdo entre interacdo medicamentosa dos inibidores
especificos e sobrevida desses animais.

Estudo anteriormente realizado por este grupo detectou a presenca da
COX-2 pela técnica de imunoistoquimica, usando anticorpo policlonal nos
mastocitomas cutdneos caninos e correlacionou ao indice de proliferacao
celular. Os tumores com maior proliferacdo celular também foram os com
menor diferenciacéo celular e maior expressao de COX-2. Outro achado foi a
forte marcacdo de COX-2 em mastocitos neoplasicos presentes em vasos
linfaticos (émbolo neoplésico), isso demonstra a presenca da expressao de
COX-2 em células neoplasicas com maior agressividade e potencial
metastatico, uma vez que estas estao realizando estagios mais avancados do

desenvolvimento neoplasico, as metastases.

2.3. Apoptose e a COX-2

A manutencdo do ndmero de células num tecido € feita pelo controle
dos mecanismos de proliferacdo e da apoptose. Nos processos neoplasicos

ocorre um desequilibrio nesses mecanismos, desencadeando proliferacao
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celular descontrolada e reducdo na capacidade de as células neoplasicas
sofrerem apoptose (OKADA e MAK, 2004; MAO et al., 2008).

O conhecimento sobre a apoptose € muito importante para entender a
biologia das neoplasias, além de trazer novas abordagens para o tratamento
das doencas (MAO et al., 2008).

Na pratica oncolégica, a importancia da identificagdo de células
apoptéticas em tumores se d& pela sua correlacdo com o sucesso do
tratamento, devido a involucdo do tumor apdés a administracdo de
quimioterapicos, avaliando-se o aumento do numero de células que entraram
em apoptose (CARSON e RIBEIRO, 1993; BROWN e WOUNTERS, 1999;
SCHIMITT e LOWE, 1999; SCHWERDT et al.,2005; LUZ et al., 2006).

A inibicdo da apoptose prolonga o tempo de vida de células anormais,
permitindo assim maior tempo para a acumulacdo de mudltiplas mutacoes
genéticas, que resultam em transformacBes fenotipicas e promocédo do
crescimento celular (KALTHOFF, 2003; EIBL et al., 2003).

Estudos tém mostrado que, apesar da grande variacdo no indice
apoptotico nos diferentes tipos de neoplasia, a apoptose € geralmente maior
no cancer, o que é um achado desejavel. E bem estabelecido que a maioria
dos quimioterdpicos elimina células neoplasicas por apoptose, deixando a
sugestdo de que a resisténcia a quimioterapia € atribuida a inativacdo dos
mecanismos da apoptose nas células tumorais (BROWN e WOUTERS, 1999).

O conhecimento sobre as complexas vias da apoptose auxiliou no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, devido a sua correlacao
com seu importante papel na patogénese tumoral e no comportamento
biolégico das neoplasias (KALTHOFF, 2003).

A caspase-3 em particular tem um papel crucial na via efetora da
apoptose. Estudar sua presenca nas neoplasias tem grande importancia no
controle da recorréncia tumoral, desenvolvimento e tratamento de eleicao
(KALTHOFF, 2003; MAO et al., 2008).

A familia das caspases (Cystein-dependent aspartate-especific
protease) caracteriza-se como a principal via de regulacdo da morte celular
programada (DEGTEREV et al., 2003; BUTKINAREE, et al., 2008).

As caspases sdo expressas na maioria das células vivas e séo

localizadas no citosol como proenzimas na sua forma inativa (ZIMMERMANN
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e GREEN, 2001; GARRIDO e KROEMER, 2004; LAUNA et al., 2005; HAIL et
al., 2006).

As caspases clivam seus alvos nos residuos de acido aspartico, e como
mecanismo de protecdo contra ativacdo inadvertida, essas enzimas s&o
sintetizadas na forma de precursores inativos (zimogénios), necessitando de
clivagem para iniciar sua ativacdo (CORY et al., 1999; OKADA e MAK, 2004,
MAO et al., 2008).

Dentre os mecanismos de acdo da COX-2, a diminuicdo da morte
celular programada em células neoplasicas tem se destacado como uma das
principais atuacdes na progressao tumoral, porém sua compreensao ainda néao
é totalmente clara (VANE et al., 1998; SUBBARAMAIAH et al., 1999; WANG e
DUBOIS, 2004).

Em humanos, células neoplasicas tratadas com PGE2, mantém a
hipotese de que a expressdo de COX-2 pode promover o crescimento tumoral
em parte por resisténcia a apoptose (BOL et al., 2002; CAO e PRESCOTT,
2002).

Como a falha na apoptose € um evento de grande importancia na
progressao e resisténcia a terapia citotoxica dos antineoplasicos e principal
mecanismo dos COXIBs , avanc¢os na compreensdo dos eventos moleculares
da apoptose demonstram que o uso dos inibidores seletivos para COX-2
ativam as caspases pela via intrinseca, através da liberacdo do citocromo C
proveniente da mitocéndria celular (SUN et al.,, 2002; LIU et al., 2005;
FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2006; TESEI et al., 2007).

Fernandez-Martinez et al. (2006) descrevem que a inibicdo das
caspases 3, 8 e 9 pode ocorrer em células hepaticas humanas que expressam
COX-2.

2.4. Angiogénese e a COX-2

A angiogénese € um processo de formagao de novos vasos sanguineos
a partir de vasos ja existentes, que ocorre em varias situacdes, como durante o
desenvolvimento e crescimento fetal, processos inflamatorios, reparacdo de

feridas e processos neoplasicos. E regulada pelo equilibrio entre promotores
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(angiogénicos) e inibidores (angiostaticos). De acordo com a expressao
dessas moléculas, da-se ou ndo a formacao de novos vasos (GARGETT et al.,
2001; ADDISON et al.,2005).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
fibroblastico (TGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
angiopoetina 1 sdo os fatores angiogénicos mais importantes (COSTA et al.,
2002).

O VEGF, também chamado de fator de permeabilidade vascular, devido
a sua habilidade em aumentar a permeabilidade dos vasos, € um potente
indutor de angiogénese, pois estimula a migracdo e proliferacdo de células
endoteliais vasculares (LEUNG et al., 1989; LUI et al., 1995; FERRARA, 1996;
COSTA et al.,, 2002) e é produzido por células neoplasicas, macrofagos,
plasmacitos, algumas vezes por linfocitos (BALSARI et al., 1999).

A angiogénese € muito importante no processo biolégico das
neoplasias. Ela € crucial para o crescimento de um tumor primario, pois a
maioria dos tumores soélidos necessita de novos vasos sanguineos para prover
0S nutrientes necessarios para garantir seu crescimento e sobrevivéncia. A
provisdo desse novo aporte sanguineo tem papel fundamental no
desenvolvimento das metastases (MEYERS e WATSON, 2003; NIJSTEN et
al., 2004; WANG e DUBOIS, 2004; PANAYIOTIS et al., 2005).

Em condicbes neoplasicas, os fatores pré-angiogénicos superam oS
anti-angiogénicos, garantindo a angiogénese patoldgica. O processo de
neovascularizagao tumoral segue as seguintes etapas: producao de fatores de
crescimento pré-angiogénicos, ativacdo das células endoteliais, degradacédo da
matriz extracelular, migracdo e proliferacdo das células endoteliais, adeséo
celular, reorganizacdo da matriz extracelular e inicio do fluxo sanguineo
(CHUN e THAM, 2007).

Apesar de muitos fatores angiogénicos causarem angiogénese tumoral,
o VEGF é o mais estudado, pois ele induz a proliferacéo, diferenciacao e
migracdo das células endoteliais, aumenta a permeabilidade capilar e prolonga
0 tempo de vida das neovasculariza¢fes, diminuindo a apoptose pela indugao
de Bcl2, além de produzir colagenase e outras enzimas que facilitam a célula
neoplasica perder a coesdo celular e adentrar na circulacdo sanguinea
(MOSCATELLI et al., 1981; RANIERI at al., 2001; ADDISON et al., 2005).
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Os niveis de expressdo do VEGF em tumores primarios podem refletir
as caracteristicas bioldgicas dos tumores em termos de agressividade e com
isso contribuir com informag6es para o prognoéstico (RANIERI et al., 2001,
PARADISO et al., 2001; RANIERI et al., 2003; ADDISON et al., 2005).

O aumento da sintese de VEGF é considerado uma das primeiras
influéncias para a angiogénese, contribuindo assim para o desenvolvimento de
caracteristicas malignas, como crescimento acelerado e metastases (DE
JONG et al., 1998).

A literatura descreve que, em humanos, as neoplasias indiferenciadas,
ou com classificacdo histopatoldgica correspondente a indiferenciacéo, podem
apresentar altos niveis séricos de VEGF e algumas vezes sdo associadas ao
estagio tumoral, demonstrando pior prognéstico (ACHEN et al., 1998; ADAMS
et al., 2000; PANAYIOSTIS et al., 2005; LETCHOUMY et al., 2005).

O uso de inibidores da angiogénese tumoral € atualmente um grande
alvo na terapia contra o cancer. Mais de 150 componentes antiangiogénicos
tém sido desenvolvidos, sendo a maioria associada ao VEGF e seus
receptores, portanto determinar a expressdao do VEGF nas neoplasias pode
ser extremamente (til como fator progndstico ou orientacdo terapéutica
(PANAYIOTIS et al., 2005).

Muitos mecanismos tém sido sugeridos para explicar como o aumento
de COX-2 e seus metabdlitos (as prostaglandinas) podem contribuir na
carcinogénese. Recentemente os estudos tém se direcionado a favor de um
mecanismo que liga a super expressédo da COX-2 ao aumento dos fatores de
crescimento vascular e angiogénese tumoral (HAYES, 2007).

Em 2000, Khan e colaboradores descreveram a auséncia de deteccéo
da expressdo da COX-2 nos vasos ou na vascularizacdo tumoral em tumores
de vasos, porém observaram a inibicdo dessas prostaglandinas pelas drogas
antiinflamatoérias e diminuicdo da massa tumoral. J& outros autores verificaram
uma intima relacdo entre VEGF, COX-2 e as prostaglandinas, como PGE2, e
correlacdo positiva entre a expressdo de VEGF e COX-2, com a densidade
microvascular e angiogénese (CIANCHI et al., 2001; GALLO et al., 2001).

A PGE2, como um importante mediador inflamatério, foi o maior indutor

da potente isoforma proangiogénica VEGF-A em mastoécitos, de humanos. A
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PGE2 induziu VEGF-A em culturas de mastocitos como relatado por Abdel-
Majid et al. (2004).

Os mecanismos pelos quais a PGE2 estimula o VEGF ainda continuam
indefinidos, no entanto Eibl et al. (2003) sugerem que o acido araquidbnico é
convertido em PGE2 através da acdo especifica da COX-2, o que aumenta 0s
niveis de VEGF, de forma autdcrina e paracrina, estimulando a migragdo de
células endoteliais.

O crescimento tumoral foi marcadamente atenuado em células de
carcinoma pulmonar de Lewis implantadas em um camundongo geneticamente
deficiente de COX-2. Mais ainda, a diminuicdo na densidade vascular foi
observada no crescimento do tumor nesse camundongo deficiente de COX-2,
sugerindo que COX-2 poderia regular a densidade vascular intratumoral
(ALMEIDA et al., 2001).

O uso de drogas antiinflamatérias inibidoras especificas para COX-2,
em camundongos com células tumorais positivas para COX-2, diminuiu a
angiogénese e o crescimento tumoral, entretanto nas células negativas para
COX-2 nao foi observado nenhum efeito no volume ou no indice de
angiogénese. Outra observacdo foi quanto aos fibroblastos desses
camundongos. Esses, quando negativos para COX-2, apresentavam reducao
na capacidade de produzir o fator angiogénico VEGF. Esses dados reforcam a
idéia do envolvimento da expressdo de COX-2 e a proposta de uma terapia
antiangiogénica bloqueando COX-2 (PRESCOTT, 2000; WILLIAMS et al.,
2000).

Com base em diversos estudos conclui-se que a COX-2 modula a
angiogénese pela producdo de fatores angiogénicos, como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), que determina a habilidade em
estimular o crescimento de células endoteliais e promover angiogénese.
(MASFERRER et al., 1999; BAKHLE, 2001; CHIANCHI et al., 2001; MEYERS
e WATSON, 2003; NIJSTEN et al., 2004; WANG e DUBOIS, 2004).
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista a alta frequiéncia do mastocitoma canino, a importancia
da graduacdo histopatoldgica e sua correlacdo com o prognostico, 0s objetivos

deste trabalho sao:

eAvaliar a expressao da cicloxigenase-2 nos mastocitomas caninos,
pela imunomarcacdo com o anticorpo primario anti-COX-2 e correlaciona-la

com a graduacdao histopatoldgica;

eAvaliar o indice apoptoético nos mastocitomas caninos, pela
imunomarcacdo com o0 anticorpo primario anti-caspase-3 clivada, e

correlaciona-lo com a graduacao histopatologica;

e Correlacionar o indice apoptético com o percentual de positividade de

COX-2 nos mastocitomas caninos nos diferentes graus histopatolégicos;

e Avaliar a expressdo da PGE2 nos mastocitomas caninos, pela
imunomarcacdo com o anticorpo primario anti-PGE2 e correlaciona-lo com a

graduacéo histopatologica;
e Avaliar a expressdo do VEGF nos mastocitomas caninos, pela
imunomarcacdo com o anticorpo primario anti-VEGF e correlaciona-lo com a

graduacéo histopatologica;

e Correlacionar a imunomarcagéo da COX-2 com a imunomarcagao da

PGE2 e do VEGF nos diferentes graus histopatologicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecdo das amostras e analise
histopatolégica

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados casos com
diagnostico de mastocitoma cutdneo canino, registrados nos livros
histopatolégicos (pecas cirurgicas) e do Laboratério de Patologia Veterinaria
(LAPAVET), referentes aos anos de 2004 a 2007, do arquivo do Servigo de
Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
UNESP, Botucatu. Na selecdo dos casos nao houve predilecdo de raca, sexo
ou idade.

Os dados referentes a raga, sexo e idade dos animais foram anotados e
os blocos de parafina separados.

Dos casos selecionados, foram confeccionadas novas laminas em
microtomo, com espessura de 3um e posteriormente submetidas a
imunomarcacado com c-Kit (CD117), a fim de se confirmar o diagnostico de
mastocitoma. Outros cortes foram corados por Hematoxilina e Eosina (HE) e
Azul de Toluidina (AT), de acordo com Luna et al., (1968), com o intuito de
estabelecer a graduacdo histopatolégica. Somente 0s casos com marcagao
positiva para c-Kit foram selecionados.

A graduacdo histopatolégica foi realizada por trés patologistas da
FMVZ- UNESP, Botucatu, todos com residéncia em Patologia Veterinaria, dois
com mestrado e o outro com doutorado, todos na area de concentracdo em
Patologia Veterinaria. A leitura foi realizada isoladamente, baseando-se na
classificagao proposta por Patnaik et al. (1984).

A graduacdo final foi estabelecida quando dois observadores

concordavam.

4.2. Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica realizada baseou-se em Hsu et al.
(1981), com adaptacdo de acordo com o protocolo do Laboratorio de
Imunoistoquimica do Servi¢o de Patologia da FMVZ — UNESP — Botucatu.

31



Celmira Calderén Tese de Doutorado

Os blocos de parafina foram novamente cortados em micr6tomo com
espessura de trés um, distendidos em laminas histoldégicas devidamente
preparadas com cola liquida a base de organosilano (A3648 - Sigma) e
transferidas para cubas de vidro vertical. Posteriormente eram estocadas em
estufa com temperatura entre 55 e 58°C por 24 horas, a fim de realizar-se a
técnica de imunoistoquimica.

Apoés esse procedimento, as laminas foram submetidas aos processos
de desparafinizagao e hidratagao.

Para o anticorpo primario anti-caspase-3, a recuperagao antigénica foi
feita com solugcdo de citrato 10mM, pH6,0 pré-aquecida a 96°C em banho-
maria. Apos a solucdo atingir essa temperatura, as laminas foram colocadas
na solucao por 30 minutos, posteriormente retiradas e mantidas a temperatura
ambiente para resfriamento.

Para o anticorpo anti-PGE2 e anti-COX-2, foram utilizadas solucoes
tampéo de Citrato 10mM, pH 6,0 em forno microondas por 15 minutos (trés
ciclos de cinco minutos em poténcia maxima). Para o anticorpo anti-VEGF, a
recuperacdo antigénica foi feita com solucao pré-aquecida de Tris-EDTA pH
9,0 em banho-maria a 96 °C, por 30 minutos. Posteriormente foram colocadas
em temperatura ambiente para resfriamento.

O bloqueio da peroxidase endégena consistiu em imergir as laminas em
uma solucdo de agua oxigenada 3% por 20 minutos.

Em camara umida, as laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios (Tabela 1), que foram previamente diluidos com o diluente para
anticorpos com propriedades redutoras de fundo (DakoCytomation céd.
S3022), em camara Umida por 18 horas (“over-night”), a temperatura de 4°C.

Como sistema de amplificacdo utilizou-se o Envision Dual Link (Dako
cod. K4065) por uma hora, a temperatura ambiente.

Como controle negativo, substituiram-se o0s anticorpos primarios
policlonais por imunoglobulina de coelho (Dako cod. X0903), para as reagdes
com PGE2 e caspase-3, e foi utilizada imunoglobulina de camundongo (Dako
cod. N1698) no lugar dos anticorpos primarios monoclonais (VEGF e COX-2),

nas mesmas condi¢cdes das laminas com anticorpo primario.
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Utilizou-se a solucdo cromoégena de DAB liquido (Dako cod. K34466),
de acordo com as indicagOes do fabricante e as laminas foram contra coradas

com Hematoxilina de Mayer.

TABELA 1: Relacdo dos anticorpos primarios utilizados, tipo de marcacao,
clone, marca e diluicbes padronizadas, utilizadas nos cortes
histopatolégicos dos casos de mastocitoma cutdneo canino, no
periodo de 2004 a 2007. FMVZ - UNESP - Botucatu, SP.

Anticorpo 1° Tipo de Clone Marca Diluicdo
marcagao Padronizada
CASPASE-3  Citoplasmatica Asp 175 Cell Signing 1:50
Clivada
COX-2 Citoplasmatica CX-294 DakoCytomation 1:50
PGE2 Citoplasmética  PG31 Oxford 1:200
Biomedical
Research
VEGF Citoplasmatica VG1 Dako M7273 1:25
4.3. Avaliacdo da marcacéo

Para evitar a escolha de um Unico campo e possivelmente predispor a
uma quantificacdo superestimada ou subestimada da imunomarcacao positiva,
decidiu-se avaliar a expressao dos anticorpos primarios empregados (caspase-
3, COX-2, PGE2 e VEGF) em todo o corte histopatolégico, sendo assim,
instituiu-se um escore (Tabela 2), que se relacionava ao percentual de células
marcadas (PCM) em toda a lamina (Figura 1). Esse procedimento foi adaptado
de De Nardi, 2007.
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TABELA 2:Escore (PCM) atribuido a lamina referente ao percentual de células
neoplasicas marcadas em todo o corte histopatolégico, nos casos de
mastocitoma cutaneo canino (Forma adaptada de De Nardi, 2007).

Percentual de células marcadas Escore
(PCM)

< 5%
5-25%
26 — 50%
51 -75%

> 75%

A W N P O

FIGURA 1:Método para avaliar o percentual de imunomarcacéo das células
neoplasicas em todo o corte histopatol6gico, nos mastocitomas
caninos do periodo de 2004 a 2007. FMVZ - UNESP - Botucatu,
SP (Forma adaptada de De Nardi, 2007).

Para VEGF e PGE2, o meétodo utilizado foi exclusivamente a
determinacao do escore baseado no PCM, descrito anteriormente.

Para a caspase-3 e COX-2, além de determinar o PCM, optou-se por
também realizar a contagem das células com imunomarcacéao positiva.

O indice apoptético e o percentual de positividade para COX-2 foram
obtidos apds escolha de um campo representativo da marcagéo positiva para
caspase-3 e COX-2, respectivamente.

A contagem das células neoplasicas foi realizada em um campo de
maior aumento, onde o numero de células neoplasicas deveria ser igual ou

superior a 100. Casos onde o numero de células do campo eleito como
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representativo era inferior a 100, um novo campo era escolhido e todas as
células eram contadas e somadas a contagem do campo anterior.
Independente da obtencdo de numeros superiores a 100, todo campo seguinte
era sempre contado.

A contagem iniciava com células com marcacao citoplasmética positiva
(identificados pela coloracdo acastanhada) e finalizada com demais células
neoplasicas negativas, até totalizar a contagem de todo o campo. Obtinha-se
assim um percentual de positividade para caspase-3 (indice apoptético) e
COX-2.

As imagens foram obtidas com auxilio do programa de andlise de
imagens QWIN (V 3.0 Leica), que permite a captura de imagens pela camera
digital Leica DFC, acoplada a um microscopio Optico (Leica DMR).

Os escores (PCM) de marcacdo para cada anticorpo (PGE2, VEGF,
COX-2 e caspase-3) e o0 percentual de positividade da COX-2 e caspase-3
(indice apoptotico) foram agrupados de acordo com a graduacao
histopatolégica determinada na coloracao de HE.

4.4 Andalise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo programa Sigmastat 3.5.,
considerando-se com nivel de significancia p<0,05.

Para avaliar a normalidade e determinar se os dados adquiridos
apresentavam distribuicdo Gaussiana, os dados foram primeiramente
submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov.

Para comparar os dados que nao apresentaram distribuicdo Gaussiana
(percentual de marcacdo de COX-2 e escores de marcacdo de COX-2, PGE2,
VEGF, caspase-3 e indice apoptético) com a graduacao histopatolégica, fez-se
o teste de Kruskal-Wallis, sendo posteriormente avaliados pelo teste Dunn.

Para averiguar a existéncia de possiveis interacbes entre o0s
marcadores nos diferentes graus histopatolégicos, os dados foram submetidos

ao teste de Pearson e considerou-se nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo retrospectivo

Foram selecionados 24 casos de mastocitomas cutaneos caninos com
dados referentes a raca, sexo e idade. Os demais dados como localiza¢do ou
histéria clinica ndo foram anotados, devido a falta de padronizagdo das
informacdes, ou auséncia da histéria em muitos deles.

Neste estudo, dos 24 casos selecionados, 12,5% (trés) foram caes sem
raca definida (SRD) e 87,5% (21) com a raca determinada (Figura 2). Dentre
as racas mais acometidas, 38% (oito) foram boxer, 19% (quatro) labrador, 14%
(trés) pit bull, 10% (dois) fox paulistinha e 19%(quatro) pertenciam a outras
diversas racas (Figura 3). De acordo com Sequeira et al. (1999) néo existem
dados sobre a composicado racial da populacdo dos cées da regido de
Botucatu, porém, observou-se que a prevaléncia racial manteve-se semelhante
a da literatura, em que o boxer e o labrador sdo as racas mais acometidas
(O'KEEFE, 1990; TARDY et al.,, 1992; SIMOES et al., 1994; FOX, 1998;
TORTELLY et al.,, 2000; WEISSE et al., 2002; LONDON e SEGUIN, 2003;
ROMANSIK et al., 2007; THAMM e VAIL, 2007).

90%
80%
70%
60%
50% -
40% -
30%
20%
10%
0%

SRD RACAS

FIGURA 2:Distribuicdo do percentual do numero de animais acometidos por
mastocitoma, com ragca e sem raca definida, durante os anos de
2004 a 2007, na FMVZ - UNESP, Botucatu, (n=24)
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19% @ Boxer

B Labrador

O Pitt Bull

O Fox Paulistinha

10%

14%

19% B Outras racas

FIGURA 3:Distribuicdo das racas dos cdes acometidos por mastocitoma
cutaneo canino (n=21), durante os anos de 2004 a 2007, na FMVZ -
UNESP, Botucatu

Em relacdo ao sexo, observou-se um percentual superior de machos
67% (n=16), em relacdo as fémeas 33% (n=8) (Figura 4), achado este
semelhante ao de Weisse et al. (2002). Apesar de se ter obtido o dobro de
machos em relacdo as fémeas, isso provavelmente se deve ao tipo de
amostragem utilizada e ndo a uma representagdo da populacdo e nem
predilecdo sexual do mastocitoma, ja que a literatura descreve que ndo ha
predisposicao sexual para o desenvolvimento dessa neoplasia (BOSTOCK et
al., 1989; O'KEEFE, 1990; TORTELLY et al., 2000; THAMM e VAIL, 2007).
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O Femeas
B Machos

FIGURA 4: Porcentagem de animais do sexo feminino e masculino acometidos
por mastocitoma cutaneo canino (n=24), durante os anos de 2004
a 2007 na FMVZ - UNESP, Botucatu.

Em relacdo a idade dos animais, houve variacdo de dois a 11 anos, e
média de 6,25 anos. A partir dos cinco anos de idade a incidéncia desta
neoplasia aumentou, e 75 % dos animais apresentaram idade superior a cinco
anos.

Embora a idade ndo seja um fator Gnico e decisivo para o
desenvolvimento das neoplasias, a alta prevaléncia dos mastocitomas parece
estar correlacionada com a maior longevidade dos animais (THAMM e VAIL,
2007).

A maior parte dos autores descreve que 0s animais acometidos pelo
mastocitoma tém em média oito anos de idade, porém existem relatos onde se
observa essa neoplasia em animais com idade que varia de dois a 17 anos
(O’KEEFE, 1990; TARDY et al.,, 1992; FAN et al.,2001; OSAKI et al.,2002;
LONDON & SEGUIN 2003).

Tham e Vail (2007), no entanto, descrevem que a idade com maior
incidéncia é dez anos, semelhantes dados foram observados neste estudo,
onde 20,83% dos animais tinham essa idade (Figura 5).
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FIGURA 5: Distribuicdo de cdes de acordo com a idade dos animais que
desenvolveram mastocitoma cutaneo canino (n=24), durante o0s
anos de 2004 a 2007, na FMVZ - UNESP, Botucatu

5.2. Analise histopatologica

Os 24 casos de mastocitoma foram classificados de acordo com o0s
critérios propostos por Patnaik et al. (1984), onde 8,4% (dois) foram
classificados como Grau I; 58,3% (14), Grau Il e 33,3% (8), Grau lll (Figuras 6,
7,8e9).

O maior numero de neoplasias classificadas como grau Il e lll, e o baixo
percentual de neoplasias grau | podem ser relacionados a casuistica, pois
comumente 0s proprietarios tardam a trazer os animais acometidos pelo tumor
e, freqientemente a observacdo do ndédulo se da durante o exame clinico,
realizado pelo médico veterinario. Outra explicacdo, sdo as limitacbes do
sistema de graduacédo descrito por Patnaik et al. (1984), como quantidade de
granulacao citoplasmatica, grau de pleomorfismo celular e nimero de células
binucleadas ou multinucleadas.

Pinczowski (2007) também observou discordancia entre quatro
observadores, no diagnéstico de 40 casos de mastocitoma canino, utilizando e
graduacédo proposta por Patnaik et al. (1984). As principais divergéncias
surgiram entre os graus | e Il e, graus Il e lll. O autor descreve, ainda, que os
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principais motivos da divergéncia ocorreram pelo fato de que, para parte dos
observadores, alguns casos, onde havia menor quantidade de granulos, além
de anisocitose, evidenciavam um carater mais maligno da neoplasia, sugerindo
grau Il. No entanto, a auséncia de mitoses, binucleacdes, nucléolos evidentes
e numerosos eosinofilos demonstra caracteristicas benignas do tumor e a
categorizagdo no grau | para outros observadores. As diferencas entre os
graus Il e Il ocorreram pela presencga de caracteristicas de malignidade, como
auséncia de granulacdes e mitoses, que caracterizam o potencial maligno da
neoplasia, mas a auséncia de células multinucleadas demonstraria ndo se
tratar de uma neoplasia muito agressiva para alguns dos observadores.

Apesar de o sistema de Patnaik et al. (1984) ser o mais aceito entre os
patologistas, ele apresenta limitacbes na sua classificacdo que podem gerar
diferenca na graduacéo entre observadores. Nessa sistematizacdo, ha critérios
objetivos, como numero de multinucleacbes e Figuras de mitose, mas,
também, ha caracteristicas subjetivas, como, por exemplo, quantidade de
granulacao intracitoplasmatica (GROSS et al., 2005; NORTHUP et al., 2005).

Tortelly et al. (2000) observaram dificuldade no escore de graduacao
proposto por Patnaik et al. (1984) no diagndstico de rotina, e apontam para a
necessidade de padrBes diagnésticos definidos, que melhor orientem esse
importante exame complementar.

Northup et al. (2005) tiveram divergéncias semelhantes, sendo
necessario estabelecer previamente se tumores localizados no subcutaneo, ou
com Figuras de mitoses poderiam ser classificados com tumores de baixo grau
e, mesmo assim, a graduacao apresentou diferencas entre os observadores.

Os critérios subjetivos podem resultar em um baixo numero de

neoplasias classificadas como grau | e maior numero de Grau |l
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O GRAU | B GRAU IO GRAU I

FIGURA 6: Distribuicdo dos mastocitomas cutaneos caninos, de acordo com a
graduacdo histopatoldgica (n=24), durante os anos de 2004 a 2007,
na FMVZ - UNESP, Botucatu

FIGURA 7:Corte histolégico de um mastocitoma grau |: Presenca de grande
guantidade de eosindfilos e mastocitos neoplasicos com granulagéo

intracitoplasmética evidente (H.E., Obj 40X)
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FIGURA 8

FIGURA 9

(FIGURAS 8 e 9 legendas pagina seguinte)
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FIGURA 8: Mastocitoma grau lIl, celularidade moderada, células redondas a
ovobides, anisocitose moderada, citoplasma apresenta pouca
granulacao e presenca de mitose (seta), (H.E.,Obj 40X)

FIGURA 9: Mastocitoma grau lll, alta celularidade, anisocitose, anisocariose,
pleomorfismo, nucléolos evidentes Unicos ou mudltiplos e célula

multinucleada (seta) e mitose atipica (*) (H.E.Obj 40X).

5.3. Analise imunoistoquimica

5.3.1. Avaliacdo da expressao da caspase-3

Todos os casos de mastocitoma apresentaram marcagao positiva para
caspase-3. Foi observada marcacao citoplasmatica (Figura 10) e nuclear,
porém so6 foi considerada para a avaliagdo do indice apoptético a marcacéo
citoplasmatica, que se baseia em Gown e Willingham (2002). Esses autores,
para avaliar a expressado da caspase-3 clivada, estudaram sua marcacédo em
cultura celular e em material histopatoldgico de arquivo de diversas neoplasias
de humanos e demonstraram que a marcagcdo para esse anticorpo deve ser
citoplasmatica, pois ndo foi evidenciado em nenhum dos casos marcacao
nuclear.

Todas as células marcadas, independentemente da variacdo na
intensidade da marcacao citoplasmatica, foram contadas e correlacionadas a
graduacgéo histopatoldgica.

Donoghue et al. (1999) descrevem a marcacgdo citoplasmatica pontual
para caspase-3 nos casos de linfoma em humanos correlacionando-a com um
melhor prognostico. Entretanto, alguns autores, apesar do conhecimento da
existéncia de tal marcacdo, ndo a observaram em seus estudos em outras
neoplasias de humanos (GOWN e WILLINGHAM, 2002; COR et al., 2004).

Ndo se observou marcacdo pontual citoplasmatica nos mastocitomas
caninos, no entanto, dentro deste grupo de pesquisa TORRES NETO (2008)
avaliou, em aspirados citolégicos dos mastocitomas caninos, a expressao da
caspase-3, utilizando a técnica de imunocitoquimica, com o mesmo anticorpo

primario e mesma diluicdo utilizada para as laminas histopatoldgicas deste
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estudo e detectou marcacédo pontual. Essa diferenca pode ser justificada, pois
0 exame citologico permite visualizacdo mais detalhada das células em relacao
ao exame histopatologico (RASKIN e MEYER, 2001).

A mediana do indice apoptético (percentual de células com
imunomarcacao citoplasmatica positiva para caspase-3), foi 16,9 % no grau |,
13,7 %, no grau Il e 12,4 %, no grau lll (Tabela 3 e Figura 11). Nao houve
diferenca estatistica entre os graus (p*=0,923) e ndo ha tendéncia para a
diminuicdo da caspase-3 com a indiferenciagao do tumor (**p=0,762 , r=-0,06).

TABELA 03: Medianas do percentual de células com marcacao citoplasmatica
para o0 anticorpo primario anti-caspase-3, nos trés graus de

mastocitoma
Graduacao Grau | Grau ll Grau lll *p **p *xp
histopatolégica % % %
Caspase-3 16,9(9,3-24,6)a 13,7(0,9-66,7) a 12,4(0,4-38,7)a 0,923 0,762 -0,06

* Kruskal-Wallis posteriormente avaliados pelo teste de Dunn, os valores foram expressos
como mediana (1Q25-1Q75).

** Correlacao de Pearson.

* p mostra se ha diferenca entre os grupos.

**p mostra a correlagé@o entre a expressdo nos diferentes graus.

Letras minUsculas na mesma linha mostram correlacdo entre os graus.

Os escores (PCM) das laminas avaliadas variaram entre zero e trés, no
entanto, na maioria dos casos (41,68%), a imunomarcacao foi inferior a 5%
(PCM=0). Os dados referentes a mediana dos escores grupos estédo
apresentados na Tabela 4. Nao houve diferenca estatistica entre os graus
(p*=0,946) e ndo ha tendéncia para a diminuicdo da caspase-3 com a
indiferenciacao do tumor (**p=0,882 , r=-0,038).
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TABELA 4: Medianas dos escores de marcacgao citoplasmatica de caspase-3,

nos diferentes graus de mastocitoma cutaneo canino

Graduacao Grau | Grau |l Grau Il *P **p *xr
histopatolégica % % %
Caspase-3 1,0 (1,0-1,0)a 0,5 (0,0-2,0) a 1,0 (0,0-1,5)a 0,946 0,882 -0,038

* Kruskal-Wallis posteriormente avaliados pelo teste de Dunn, os valores foram expressos
como mediana (1Q25-1Q75).

** Correlacao de Pearson.

* p mostra se ha diferenca entre os grupos.

**p mostra a correlacé@o entre a expressao nos diferentes graus.

Letras minUsculas na mesma linha mostram diferenca entre os graus.

Apesar de ndo se observar diferenca estatistica nos diferentes graus,
nota-se que o indice apoptético e o PCM, mesmo em tumores bem
diferenciados (grau I), sdo baixos (indice apoptético = 16,9%; PCM = 1,00).

Os dados sugerem que o indice apoptético dos mastocitomas é baixo
independentemente do grau histopatolégico o que nos leva a deduzir, em
parte, que a progressao tumoral ocorre devido a resisténcia a apoptose.

Ndo h& publicacbes sobre a expressdo da caspase-3 em cortes
histopatoldgicos no mastocitoma canino, contudo Torres Neto (2008) observou
dados semelhantes, onde mastocitomas grau citolégico Il (neoplasias
indiferenciadas) apresentaram um menor indice apoptotico em relacdo ao grau
Il (neoplasias moderadamente diferenciadas), porém também sem diferenca
estatistica.

Ha dados na literatura que demonstram que neoplasias menos
diferenciadas, ou de comportamento biolégico mais agressivo, tendem a ter
um menor indice apoptoético e, provavelmente, apresentam pior resposta ao
uso de quimioterapicos antineoplasicos (CARSON e RIBEIRO, 1993; BROWN
e WOUNTERS, 1999; SCHIMITT e LOWE, 1999; SCHWERDT et al.,2005;
LUZ et al., 2006).

Os achados deste trabalho podem sugerir que como 0 mastocitoma
possui baixo indice apoptético, deve ser considerado como uma neoplasia que
potencialmente pode apresentar comportamento biolégico agressivo e com
possivel resposta ineficiente aos quimioterapicos antineoplasicos, em parte,

devido a resisténcia a apoptose.
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FIGURA 10: Mastocitoma grau Ill. Imunomarcacéao citoplasméatica positiva para
caspase-3 em mastécitos neoplasicos (Imunoistoquimica, caspase-
3, Envision, DAB, contra coloragdo Hematoxilina de Harris, Obj
40x125).

16,90%
18,00%
16,00% 13,70%
12,40%

14,00%
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0,00%

Grau | Grau ll Grau lll

FIGURA 11: indice apoptético obtido pelo percentual de células com marcacio
citoplasmatica para caspase-3 nos trés graus do mastocitoma
cutaneo canino, pela técnica de imunoistoquimica (n=24), durante os
anos de 2004 a 2007, na FMVZ - UNESP, Botucatu
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5.3.2. Avaliacdo da expressao da cicloxigenase-2

A marcacao positiva para COX-2 foi identificada pela coloracdo marrom
- acastanhada e granular no citoplasma das células neoplésicas (Figuras 12,
13 e 14). Foram consideradas todas as células positivas, independentemente
da variacdo de intensidade da marcacéao.

Ao avaliar o percentual de positividade em campo de maior aumento,
observou-se que o maior percentual se deu nas neoplasias de grau Il (33,0 %)
(Figura 15). A tabela 5 demonstra as medianas e analise estatistica do
percentual de células marcadas para COX-2, nos trés diferentes graus do
MCT. Nao houve diferenca estatistica entre os graus (*p=0,0895) e nado se
observou tendéncia para o aumento da COX-2 conforme a indiferenciagao do
tumor (**p=0,612, r= 0,109).

FIGURA 12: Mastocitoma canino grau |. Imunomarcacdo citoplasmatica
positiva para COX-2 (Imunoistoquimica, COX-2, Envision, DAB,
contra coloracdo Hematoxilina de Harris, Obj 40x125)
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FIGURA 13:Mastocitoma canino grau Il. Imunomarcacao citoplasmatica
positiva para COX-2 (Imunoistoquimica, COX-2, Envision, DAB,
contra coloracdo Hematoxilina de Harris, Obj 40x125)

FIGURA 14:Mastocitoma canino grau Ill. Imunomarcacdo citoplasmatica
positiva para COX-2 (Imunoistoquimica, COX-2, Envision, DAB,
contra coloracdo Hematoxilina de Harris, Obj 40x125)
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FIGURA 15: Percentual de células com marcacao citoplasmatica para COX-2
nos trés graus do mastocitoma cutaneo canino, pela técnica de
imunoistoquimica (n=24), durante os anos de 2004 a 2007, na
FMVZ - UNESP, Botucatu

TABELA 05: Medianas do percentual de células marcadas para o anticorpo

primario anti-COX-2 nos trés graus do MCT

Graduacao Grau | Grau Il Grau lll *p **p *xp
histopatolégica % % %
Caspase-3 28,5(12-45)a  19,5(03-92) a 33,0(2-86)a 0,0895 0,612 0,109

* Kruskal-Wallis posteriormente avaliados pelo teste de Dunn, os valores foram expressos
como mediana (1Q25-1Q75).

** Correlacao de Pearson.

* p mostra se ha diferenca entre os grupos.

**p mostra a correlagéo entre a expressao nos diferentes graus.

Letras minUsculas na mesma linha mostram correlagdo entre os graus.

Quando se avaliou a imunomarcacdo da COX-2, utilizando escores, a
mediana dos escores (PCM) para COX-2 foi para tumores grau lll, PCM = 3,00
(2,0-3,0), tumores grau I, PCM=1,50 (1,0-3,0), e tumores grau I, PCM=1,00
(0,0-2,0) (Tabela 6). Nao houve diferenca estatistica entre a expressdo da
COX-2 nos diferentes graus histopatologicos (*p= 0,150), entretanto foi

observada uma tendéncia entre o aumento da COX-2, conforme a
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indiferenciacdo do tumor (p**=0,050, r= 0,398). Nota-se ainda que o menor
escore foi 0 no grau | (< 25% positividade do campo), 1, no grau Il, e 2, no
grau lll, bem como o maior valor, 3 (> 75% positividade do campo), observado
nos graus Il e lll, 0 que esta de acordo com o aumento da expressédo de COX-

2 em tumores menos diferenciados.

TABELA 6:Medianas dos escores da expressao da COX-2 nos diferentes

graus histopatolégicos

Graduacéo Grau | Grau ll Grau lll *p **p *xp
histopatolégica % % %
COX-2 1,0 (0,0-2,0)a 1,5(1,0-3,0) a 3,0 (2,0-3,0)a 0,150 0,050 0,398

* Kruskal-Wallis posteriormente avaliados pelo teste de Dunn, os valores foram expressos
como mediana (1Q25-1Q75).

** Correlacdo de Pearson.

* p mostra se h4 diferenca entre os grupos.

**p mostra a correlacdo entre a expressao nos diferentes graus.

Letras minUsculas na mesma linha mostram diferencga entre os graus.

Os dados permitiram detectar correlagdo do aumento progressivo da
COX-2, de acordo com a graduacéao histopatoldgica, assim, portanto pode-se
inferir que, tanto o percentual de marcacdo positiva para COX-2, quanto os
dados obtidos pelo escore (PCM), podem ser utilizados como possiveis
indicadores prognosticos.

Heller et al. (2005), testaram em material de arquivo 0 anticorpo
policlonal anti-PGHS imunoglobulina G (Oxford Biomedical Research, Oxfor,
MI) com a técnica de imunoistoquimica, buscando identificar a expressao da
COX-2 em algumas neoplasias caninas. Dentre elas, o hemangiossarcoma,
sarcoma histiocitico e mastocitoma grau Il. Todavia ndo conseguiram detectar
a expressao da cicloxigenase-2 nas neoplasias testadas.

A divergéncia entre os achados deste estudo com os dados
encontrados por Heller et al. (2005), provavelmente, se da devido a diferenca
na técnica utilizada, ja que para obtencdo da marcacao positiva para COX-2 no
mastocitoma canino foram realizadas recuperacao antigénica e incubagéo com

anticorpo primario “overnight”. Esses procedimentos foram dispensados por
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Heller et al. (2005), j& que nao foi realizada a recuperacdo antigénica e o
anticorpo primério foi incubado por 30 minutos em temperatura ambiente.

Cesar (2008) utilizando anticorpo monoclonal, estudou a expressao da
cicloxigenase-2 no mastocitoma canino nos diferentes graus histopatoldgicos
seguindo a classificacdo de Patnaik et al. (1984) e obteve percentual de
marcacao positiva semelhante aos dados obtidos por Calderon (2005), onde
tumores bem diferenciados apresentavam alto percentual de marcacgao, cerca
de 50% de marcacdo positiva. Esses dados apresentaram um percentual de
marcacao superior ao encontrado neste estudo, onde somente tumores
indiferenciados (grau Ill) apresentaram mais de 50% de positividade. Apesar
dos diferentes percentuais de marcacéo positiva descritos por Cesar (2008) e
Calderén (2005) no mastocitoma canino, todos observaram que quanto maior
a indiferenciacdo do tumor maior a expressdo da COX-2, o que vem a
corroborar os presentes achados.

De Nardi et al. (2007) compararam a expressdo da COX-2 ao grau de
diferenciacdo celular das neoplasias mamarias em cadelas e observaram que
neoplasias benignas expressavam menos COX-2 do que neoplasias malignas,
essas com altos percentuais de imunomarcacéo positiva (60,3%).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que neoplasias
menos diferenciadas tendem a expressar mais COX-2 que as bem
diferenciadas, porém nao se pode fazer correlacdo com o prognastico.

A expressao da cicloxigenase-2 foi observada em todos os casos, pode-
se, portanto, sugerir o uso de inibidores seletivos como terapia adjuvante no
mastocitoma canino, independentemente do grau histopatoldgico do tumor. Na
medicina veterinaria existem relatos da imunomarcacéo positiva para COX-2
em tumores de cdes, como osteossarcoma, carcinoma de bexiga, carcinoma
renal, carcinoma de intestino, mastocitoma e cancer de mama, e em tumores
de felinos como carcinoma de células de transicao e carcinoma oral de células
escamosas, todavia dentre os dados descritos, poucos relacionam a
expressdo da COX-2 ao grau de diferenciacdo celular (NASIR et al., 2000;
KHAN et al., 2000; KHAN et al., 2001; BEAM et al, 2003; DORE e SIROIS,
2003; MCENTEE et al., 2002; HENRY, 2003; MULLINS et al., 2004,
CALDERON, 2005; BERSSANO, 2006; De NARDI et al., 2007, CESAR, 2008).
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Os estudos em neoplasias de cées que correlacionaram a expressao da
COX-2 ao grau de diferenciacdo celular observaram que as neoplasias
benignas ou mais diferenciadas apresentam menor percentual de positividade
em relacdo as malignas ou indiferenciadas (MCENTEE et al., 2003; DORE e
SIROIS, 2003; CALDERON, 2005; De NARDI et al., 2007, CESAR, 2008).

A correlacdo do aumento gradativo da expresséo da COX-2 de acordo
com a progressdo da indiferenciagdo histolégica do mastocitoma cutaneo
canino, esta de acordo com a literatura consultada, que propdem que a COX-2
€ uma enzima responsavel pelo desenvolvimento e progressdo dos tumores
(BAUER et al., 2000; BAKHLE, 2001; MECNTEE et al., 2002; DORE et al.,
2003; WANG & DUBOIS, 2004).

5.3.3. Correlagéo da expressao da COX-2 e
caspase-3

Considerando-se que a inibicdo da apoptose € um dos mecanismos da
acdo da COX-2 mais estudados, avaliou-se a correlagdo da imunomarcacao
da COX-2 com a da caspase-3, ja que esta apresenta um importante papel na
via efetora da apoptose.

Nos casos estudados, foi observado que enquanto a expressado da
COX-2 demonstrou aumento da sua expressdo em relagéo ao grau | (28,5%) e
o grau 111(33,0%), o indice apoptoético diminuiu progressivamente, grau | (16,9
%), grau Il (13,7 %) e grau Il (12,4%) (Figura 16). Entretanto, ndo foi possivel
detectar correlagcdo estatistica.

Quando correlacionado o PCM da COX-2 e caspase-3, observamos
que, no grau |, ambos demonstraram valores semelhantes, PCM COX-2 igual
a 1,00 (0,0-2,0) e PCM caspase-3 igual a 1,00 (1,0-1,0), porém os demais
graus apresentaram valores opostos. Enquanto a COX-2 aumentava sua
expressao, de acordo com a indiferenciacao tumoral, a expresséao da caspase-
3 diminuia, no grau Il, PCM COX-2= 1,50 (1,0-3,0); PCM caspase-3= 0,50 (0,0-
2,0), e grau lll, PCM COX-2= 3,00 (2,0-3,0); PCM caspase-3 = 1,00 (0,0-1,5)
(Figura 17).

Os valores das medianas de COX-2 e caspase-3 demonstraram que

nao ha correlacdo estatistica entre o PCM da COX-2 e do PCM da caspase-3
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no grau | (p=1,0, r=0,0) ou no grau Il (p=0,105, r=-0,313). Todavia no grau Il
observou-se correlagao negativa (p=0,001, r=-0,73) (Tabela 7).

TABELA 7: Correlacéo entre os escores da imunomarcacdo de COX-2 com a

caspase-3
Graduacéo COX-2 Caspase-3
histopatol6gica
Grau | 1,0(0,0-200a 1,0(1,0-1,0) a
Grau Il 15(1,0-3,00a 0,5(0,0-2,0)a
Grau Il 3,0(2,0-3,00a 1,0(0,0-1,5 b

Teste de Correlacao de Pearson
Letras mindsculas ha mesma linha mostram correlacéo

entre a COX-2 e caspase-3.

Estudos que correlacionem a expressdo da COX-2 e a caspase-3 em
neoplasias caninas sdo escassos. Até o presente momento, nao ha relatos, na
literatura consultada, que correlacionem a expressdo da COX-2 e caspase-3
em mastocitomas caninos.

Bassani-Silva (2008) estudou a expressdo de caspase-3 e COX-2 no
tumor venéreo transmissivel no cdo e observou correlacdo estatistica negativa
entre os marcadores, dados semelhantes aos deste estudo, pois, onde havia
altas expressdes da COX-2 existia a diminuicdo da apoptose, evidenciada pela
baixa positividade para caspase-3.

Fernadez-Martinez et al. (2006) utilizaram a técnica de TUNEL, cultura
celular e imunocitoquimica e observaram que as células hepaticas humanas
que expressam COX-2 tiveram reducdo na producdo da caspase-3,
corroborando a hipétese de a COX-2 ser responsavel pela diminuicdo da
caspase-3 e, consequentemente pela inibicdo da apoptose.

Segundo CAO e PRESCOTT (2002), o papel da COX-2 na inibicdo da
apoptose € atribuido a dois mecanismos: producdo de prostaglandinas que
inibem a apoptose (como PGEZ2), ou remocao de substrato pré-apoptético,
como o0 acido araquidbnico, que induz a morte celular programada,

envolvendo a caspase-3 e a transicdo da permeabilidade mitocondrial.
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Muitos estudos sao desenvolvidos em neoplasias de humanos, na
tentativa de compreender o mecanismo pelo qual a COX-2 estimula o
desenvolvimento tumoral, e os dados obtidos no presente estudo é
concordante com diversas pesquisas, que descrevem a correlacdo entre a
expressdo da COX-2 e a diminuicdo da expressdo das caspases em
neoplasias malignas em humanos e camundongos, como cancer de intestino,
esbfago, figado, pancreas (GOWN e WILLINGHAM, 2002; SUN et al., 2002;
FERREIRA e ROCHA, 2004; YU et al., 2005; FERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2006; NISHIMURA et al.,2006; CALVIELLO et al.,2007; TESEI et al.,2007;
CHUANG et al., 2008).

De NARDI (2007), ao avaliar a expressdo da COX-2 e sua correlagcéo
com a caspase-3 em neoplasias da mama na cadela, observou resultados
diferentes aos apresentados neste estudo, uma vez que, identificou correlacéo
positiva entre a expressdo da cicloxigenase-2 e a caspase-3, nos grupos de
carcinoma primario metastatico e nas metastases pulmonares.

Como a falha na apoptose é um evento de grande importancia na
progressao e resisténcia a terapia citotoxica dos antineoplasicos e principal
mecanismo dos antiinflamatérios inibidores da cicloxigenase , avan¢os na
compreensao dos eventos moleculares da apoptose demonstram que 0 uso
dos inibidores seletivos para COX-2 ativam as caspases pela via intrinseca
através da liberacao do citocromo C proveniente da mitocondria celular (SUN
et al., 2002; LIU et al., 2005; FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2006; TESEI et
al., 2007).

Com base na correlagéo entre a COX-2 e os tumores grau lll, sugerem-
se novos estudos que avaliem se o0 uso de inibidores seletivos para COX-2
pode desencadear apoptose no mastocitoma canino, auxiliando, portanto, na

terapia dessa neoplasia.

54



Celmira Calderén Tese de Doutorado

mCox—2
1 Caspase — 3

Grau | Grau ll Grau

FIGURA 16:Percentual referente a contagem numérica de COX-2 e caspase-
3, nos diferentes graus de mastocitoma cutadneo canino (n=24),
durante os anos de 2004 a 2007, na FMVZ - UNESP, Botucatu
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FIGURA 17: Escore referente a contagem numérica de COX-2 e caspase-3,
nos diferentes graus de mastocitoma cutaneo canino (n=24), durante
0s anos de 2004 a 2007, na FMVZ - UNESP, Botucatu
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5.3.4. Avaliacéo da expressao de PGE2

A marcacado de PGE2 nos mastdcitos neoplasicos foi citoplasméatica em

todos os casos (Figuras 18, 19, 20).

FIGURA 18

FIGURA 19

(FIGURAS 18 e 19 legendas pagina seguinte)
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FIGURA 18: Mastocitoma Grau |. Imunomarcacéao positiva para PGE2, PCM=0
(Imunoistoquimica, PGEZ2, Envision, DAB, contra coloracdo
Hematoxilina de Harris, Obj 40x).

FIGURA 19: Mastocitoma Grau Il. Imunomarcacdo positiva para PGE2,
PCM=4 (Imunoistoquimica, PGE2, Envision, DAB, contra

coloracdo Hematoxilina de Harris, Obj 20x).

FIGURA 20: Mastocitoma Grau Ill. Imunomarcagdo para PGE2, PCM=2.
(Imunoistoquimica, PGEZ2, Envision, DAB, contra coloracdo

Hematoxilina de Harris, Obj 20x).

Quando se avalia a imunomarcacdo da PGE2 utilizando escores, a
mediana dos escores (PCM) para PGE2 foi para tumores grau lll, PCM = 4,0
(4,0-4,0), tumores grau Il, PCM=3,0 (3,0-4,0), e tumores grau |, PCM=2,5 (2,0-
3,0) (Tabela 8). Esses dados demonstraram diferenca estatistica entre os
escores de PGE2, quando correlacionados a graduacgdo histopatologica
(p=0,009), contudo, devido ao baixo niumero das amostras nao foi possivel

identificar entre quais graus existe esta diferenca (Tabela 8). Os dados
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permitem, entretanto, observar uma tendéncia entre o aumento da PGE2

conforme a indiferenciagao do tumor (p**=0,004, r= 0,560).

TABELA 8: Interacdo dos escores da expressdo da PGE2 frente aos

diferentes graus histopatologicos

Graduacao Grau | Grau ll Grau Il *p **p *xp

histopatolégica

PGE2 2,5(2,0-3,0)a 3,0(3,0-4,0a 4,0(4,0-4,0)a 0,009 0,004 0,560

* Kruskal-Wallis, posteriormente avaliados pelo teste de Dunn, os valores foram expressos
como mediana (1Q25-1Q75).

** Correlacdo de Pearson.

* p mostra se ha diferenca entre os grupos.

**p mostra a correlagéo entre a expressao nos diferentes graus.

Nota-se que a expressdo da PGE2 é alta em todos os graus, pois ao
avaliar a mediana dos valores dos tumores grau |, PCM=2,5 (2,0-3,0), tumores
gue apresentaram 0S menores percentuais de marcacgao positiva, a marcagao
foi superior a 26 - 50%.

Altas concentracbes de PGE2 sdo produzidas por células tumorais,
macrofagos associados a processos neoplasicos e mondcitos. Em cées, a
PGE?2 foi observada em tumores como carcinoma de células de transicdo da
bexiga, carcinoma oral de células escamosas e carcinoma prostatico
(MOHAMMED et al.,2004).

Com base na correlacédo do desenvolvimento e progressdao do cancer
da PGE2 descritas na literatura como mutacao celular, atuagdo em eventos
gue promovem a proliferacéo e o crescimento tumoral, inibicdo da apoptose de
células neoplasicas, imunossupressdo do sistema imune do individuo para
combater células neoplasicas e inducdo da angiogénese desde os estagios
iniciais do desenvolvimento neoplasico (ROCCA et al.,, 1999; SOUZA et al.,
2000; CAO e PRESCOTT, 2002; WANG e DUBOIS, 2004; HAYES, 2007),
pode-se justificar 0 aumento da alta expressdo de PGE2 no mastocitoma
canino e sua correlacdo a graduacao histopatoldgica, ja que o aumento da
expressdo de PGE2 acompanha o potencial maligno da neoplasia,
contribuindo dessa forma com um comportamento biolégico mais agressivo e,

portanto, um prognaostico mais reservado.
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Baseado na diferenca estatistica dos escores de marcacédo para PGE2
podemos inferir que o percentual de células marcadas avaliado pelos escores
(PCM) para PGE2 pode ser utilizado como um possivel indicador progndstico,
ja que seu aumento foi progressivo quando correlacionados aos graus
histopatoldgicos.

Este corrobora com os descritos por PINCZOWSKI (2007), que
utilizando um maior nimero de amostras, identificou diferenca na expressao
da PGE2 entre os graus | e lll.

Outro fato que deve ser levado em consideracdo € que a inibicdo de
prostaglandinas, especialmente PGE2, é ainda um dos mecanismos mais
aceitos para as drogas antiinflamatérias, isso auxilia na justificativa dos
resultados alcancados por TAKAHASHI et al. (1997) que descrevem a acao de
corticoides no mastocitoma canino. Entretanto a inibicdo indiscriminada das
prostaglandinas causa efeitos colaterais como, por exemplo, distirbios renais
e gastrointestinais (CRYER e FELDMAN, 1998; VANE e BOTTING, 1998;
TAYLOR, 1999), levando, a estudos que direcionem a tratamentos com

menores efeitos colaterais.

5.3.5. Correlagéo da expressao da COX-2 e PGE2

A PGE2 é um dos metabdlitos do acido araquidbnico produzido pelas
COX-1 e COX-2 (MASFERRER et al., 2000), e muitos estudos tém
demonstrado grande interesse na descoberta da interacdo entre a COX e a
PGE2, no mecanismo do desenvolvimento e progressdo do cancer
(LUPULESCU et al., 1996; ARA et al., 1996).

Fundamentados na literatura, correlacionamos as medianas dos dados
obtidos da imunomarcacdo da COX-2 e PGE2, onde a mediana para o PCM
da COX-2 foi 1,0 (0,0-2,0) para o grau I; 1,5 (1,0-3,0) para o grau Il e 3,0 (2,0-
3,0) para o grau lll, ja a mediana da PGE2 foi PCM 2,5 (2,0-3,0) para o grau I;
3,0 (3,0-4,0) para o grau Il e 4,0 (4,0-4,0) para o grau lll (Figura 21). Nao
houve correlacéo entre a COX-2 e PGE2 no grau | (p= 1,0, r=0,0), porém foi
possivel observar correlacdo positiva entre COX-2 e PGE2 nos grau |l
(p=0,003, r=0,541) e lll (p=<0,001, r=0,845) (Tabela 9).
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FIGURA 21: Correlacdo dos escores de percentual de marcacdo (PCM) entre
COX-2 e PGE2, durante os anos de 2004 a 2007 na FMVZ -
UNESP, Botucatu

TABELA 9: Andlise estatistica da correlacdo entre o0s escores da

imunomarcacdo de COX-2 com PGE2

Graduacéao COX-2 PGE2
histopatol6gica

Grau | 1,0 (0,0-2,0)a 2,5(2,0-3,0)a
Grau Il 1,5(1,0-3,00a 3,0(3,0-4,0)b
Grau Il 3,0(2,0-3,0)a 4,0(4,040)b

Teste de Correlacdo de Pearson
Letras mindsculas na mesma linha mostram correlacao
entre a COX-2 e PGE2.

A cicloxigenase-2 ainda conserva grande papel na carcinogénese, e ha
descricdo que a concentracdo da PGE2 pode estar aumentada em células com
super expressao da COX-2, pois a PGE2 é considerada seu efetor de maior
importancia (MOHAMMED et al., 2004; MERIC et al.,2006).

Apesar de ndo ter sido observada correlagdo estatistica entre os
escores (PCM) da imunomarcacdo da COX-2 e PGE2 no grau |, ao
observarmos a média dos escores (PCM) da COX-2 e PGE2, nos diferentes
graus, notamos um aumento progressivo de ambas, e maior percentual da

expressdo da PGE2 em relacdo a expressao da COX-2.

60



Celmira Calderén Tese de Doutorado

A correlacdo positiva entre COX-2 e PGE2 nos graus Il e Il permite
concordar com MERIC et al. (2006) pois de fato a COX-2 ou a PGE2 atuam
juntas ou sinergicamente, induzindo ou promovendo o0 crescimento tumoral e

inibindo a apoptose.

5.3.6. Avaliacdo da expressao de VEGF

A imunomarcagéo do VEGF no mastocitoma foi citoplasmatica em todos
0s mastdécitos neoplasicos, ainda havendo marcacdo em estroma e células
endoteliais (Figuras 22, 23 e 24). A mediana do percentual de células
marcadas para VEGF foi igual em todos os graus, PCM= 4,0 (4,0-4,0), sem
diferenca estatistica nos diferentes graus histopatolégicos (p*=1,0), ou
correlacao entre sua expressao e a graduacéao histopatoldgica (Tabela 10).

Dados similares ao deste estudo foram observados por Rebbuzzi et al.
(2007) e PINCZOWSKI (2008), onde todos o0s mastocitomas
independentemente do grau, expressam VEGF. Rebbuzzi et al. (2007)
acrescentam, ainda que, ap0s sua correlacdo com a graduacdao histopatoldgica
segundo Patnaik et al. (1984) somente houve variacdo na intensidade entre os
graus Il e Il em relacédo ao grau I.

Alguns estudos em neoplasias humanas objetivaram identificar a
expressdo do VEGF e associd-la ao estadiamento clinico ou progndstico
(CONNOLY et al., 1989; DE JONG et al., 1998; ACHEN et al., 1998; ADAMS
et al., 2000; PANAYIOSTIS et al.,, 2005; LETCHOUMY et al., 2005). Na
medicina veterinaria expressdao do VEGF ainda é pouco estudada, mas ja
existem relatos em neoplasias de cdes e gatos, como no mastocitoma,
neoplasia mamaria, seminoma e linfoma (RESTUCCI et al., 2000; RESTUCCI
et al.,, 2003; REBUZZI et al., 2006; MILLANTA et al.,2006; RODIGHERI,
2008).

RODIGHERI (2008), estudando linfomas caninos, observou altos
percentuais de marcacao para VEGF.

MILLANTA et al. (2006) relataram que, em neoplasias mamarias da
cadela e da gata, havia correlagdo entre o aumento da expresséo e a
indiferenciacdo tumoral, todavia o percentual de expressdo de VEGF néo

estava associado ao estadiamento clinico ou sobrevida do animal.
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Estudos em humanos demonstraram que pacientes humanos com
neoplasias indiferenciadas apresentam altos niveis séricos de VEGF e foram
associados ao estagio tumoral, demonstrando pior prognéstico (DE JONG et
al., 1998; ACHEN et al., 1998; ADAMS et al., 2000). Esses dados podem ser
considerados nas presentes observacdes, com base nos altos percentuais de
VEGF no mastocitoma, e, portanto, alto potencial de malignidade dessa
neoplasia, mesmo nos graus moderadamente ou bem diferenciados.

PANAYIOSTIS et al. (2005) também observaram alto percentual de
marcacdo de VEGF em carcinoma de células escamosas em humanos, como
neste estudo com céaes, porém, ao associa-lo ao estadiamento clinico e
sobrevida, notou que o VEGF n&o deve ser utilizado como indicador
prognostico. Isso leva a inferir que, apesar dos altos percentuais encontrados
em neste estudo no mastocitoma, esse marcador ndo € o mais indicado para

determinar o prognastico, considerando-o de forma isolada.

FIGURA 22: Mastocitoma Grau |. Imunomarcacdo positiva para VEGF,
PCM=4. Marcacdo em mastocitos (*) e endotélio (seta)
(Imunoistoquimica, VEGF, Envision, DAB, contra coloracédo

Hematoxilina de Harris, Obj 40x)
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FIGURA 23

FIGURA 24

(FIGURAS 23 e 24 legenda na pagina seguinte)
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FIGURA 23: Mastocitoma Grau Il, PCM=4 (Imunoistoquimica, VEGF, Envision,

DAB, contra coloragdo Hematoxilina de Harris, Obj 20x)
FIGURA 24: Mastocitoma Grau Ill, PCM=4 (Imunoistoquimica, VEGF,

Envision, DAB, contra coloracdo Hematoxilina de Harris, Obj 40x)

TABELA 10: Mediana dos escores da imunomarcacdo de VEGF nos trés

diferentes graus do mastocitoma canino

Graduacao Grau | Grau ll Grau Il *p **p *xp

histopatolégica

VEGF 4,0 (4,0-40)a 4,0(4,0-40)a 4,0(4,0-40)a 1,000 - -

* Kruskal-Wallis posteriormente avaliados pelo teste de Dunn, os valores foram expressos
como mediana (1Q25-1Q75).

** Correlacao de Pearson.

* p mostra se ha diferenca entre os grupos.

**p mostra a correlagé@o entre a expressdo nos diferentes graus.

- ndo foi possivel realizar estudo estatistico.

Letras minUsculas na mesma linha mostram a diferenca entre os graus.

5.3.7. Correlacéo da expressao da COX-2 e VEGF

Com o intuito de observar possivel sinergismo entre a imunomarcacao
de COX-2 e VEGF, as medianas foram correlacionadas e observou-se
correlacéo positiva nos grau Il (p=<0,001, r=0,772) e Ill (p=<0,001, r=0,750), ja

no grau | ndo foi possivel observar tal correlacdo(Figura 25 e Tabela 11).
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FIGURA 25: Correlacdo do percentual de marcacdo (PCM) entre COX-2 e
VEGF, durante os anos de 2004 a 2007, na FMVZ - UNESP,

Botucatu.

TABELA 11: Correlacéo entre os escores da imunomarcagdo de COX-2 com

VEGF, nos mastocitomas cutdneos caninos

Graduagéao COX-2 VEGF
histopatol6gica

Grau | 1,0(0,0-2,00a 4,0(4,0-4,0) a
Grau Il 15(1,0-3,00a 4,0(4,0.40)b
Grau Il 3,0(2,0-30)a 4,0 (4,0-40)b

* Teste de Correlacao de Pearson

* letras minUsculas mostram correlacdo entre a COX-2 e VEGF.

O papel da COX-2 na carcinogénese tem sido bastante descrito e
muitos mecanismos sdo propostos para explicar como o aumento da COX-2
contribui para o desenvolvimento tumoral, dentre eles o estimulo a
angiogénese pela agcdo do fator de crescimento endotelial vascular que € o
mais descrito (CAO e PRESCOTT, 2002; EIBL et al.,2003; FUKUDA et al.,
2003; TAMURA et al.,2006; HAYES, 2007; MA, 2007). Esse fato foi observado

nos mastocitomas caninos moderadamente e indiferenciados.
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Observou-se no mastocitoma marcacao positiva para COX-2 em vasos
sanguineos. Alguns estudos igualmente descrevem essa marcacdo, dentre
eles, um estudo retrospectivo com mais de 100 amostras de neoplasias de
humanos. Avaliando expressao da COX-2 observou que 0s vasos sanguineos
presentes nas neoplasias expressavam a cicloxigenase-2 e sugeriram que
esse tipo de observacdo poderia indicar que essa enzima esta envolvida na
angiogénese tumoral (MASFERRER et al., 2000; PRESCOTT, 2000).

Os dados obtidos da correlagéo entre a COX-2 e VEGF no mastocitoma
canino sugerem que provavelmente o mecanismo que desencadeia o estimulo
da producao do VEGF pode estar correlacionado com a expressdo da COX-2.
Ndo h& estudo da correlacdo entre a COX-2 e o VEGF até o presente
momento no cao, entretanto em neoplasias humanas como cancer de
pancreas, pulmédo e carcinoma de es6fago foi descrita correlacdo entre a
expressdo desses marcadores ou seus metabolitos (EIBL et al., 2003 MA,
2007).

Deve-se ainda ressaltar que, neste estudo observou-se correlagéo entre
a COX-2 e a alta expressdo de seu metabdlito PGE2, esta, porém, quando
derivada da COX-2, é produzida em altas quantidades nos tumores e tem sido
associada a inducdo da angiogénese tumoral mesmo nos estagios iniciais do
desenvolvimento tumoral e regulacéo do sistema imune (ROCCA et al., 1999;
MASFERRER et al., 2000; WANG e DUBOIS, 2004; HAYES, 2007).

MITSUTOSHI et al. (2006) relataram que a PGE2 produzida pela via da
COX-2 induz a expressédo de VEGF. Isso nos leva a inferir que, no
mastocitoma a PGE2 e a COX-2 estdo ligadas a indugdo da angiogénese
tumoral, em parte pela acao de VEGF, principalmente nos tumores grau Il e .

Muitas drogas antiangiogénicas e inibidores seletivos para a
cicloxigenase-2 estdo sendo desenvolvidas. Algumas neoplasias humanas ja
demonstraram que essas terapias podem ser efetivas no combate ao cancer,
contudo, na medicina veterinaria, existem poucos estudos com drogas
antiinflamatérias nédo esteroidais e ndo ha estudos com drogas
antiangiogénicas associadas a acéo antineoplasica (MASFERRER et al., 2000;
PRESCOTT, 2000; CAO e PRESCOTT, 2002; MERIC et al., 2006; HAYES,
2007). Com base na identificacdo desses marcadores no mastocitoma canino,

seria interessante buscar novas alternativas para terapias adjuvantes, uma vez
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gue seria uma possibilidade para obter aumento no tempo de sobrevida de

muitos animais.

5.3.8. Correlagéo da expressao da COX-2 , PGEZ2,
VEGF e caspase-3

A figura 26 ilustra os escores de imunomarcacdo de COX-2, PGE2,

VEGF e caspase-3.

2,51
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1.

0,51

0
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O Cox—2 mPGE2 OVEGF OCaspase —3

FIGURA 26: Distribuicdo da expressédo do percentual de marcacdo (PCM) de
COX-2, PGE2, VEGF e caspase-3, durante os anos de 2004 a
2007 na FMVZ - UNESP, Botucatu

A literatura descreve que a PGE2 é um dos principais metabdlitos da
COX-2 (ROCCA et al.,1999; BAKHLE, 2001; MCENTEE et al., 2002). Esta
pesquisadora observou que a PGE2 como produto do metabolismo da COX-2,
teve seu aumento proporcional ao da COX-2 nos mastocitomas caninos, sendo
gue ambas apresentaram tendéncia em aumentar sua expressao de acordo
com a indiferenciagcao tumoral. Infere-se portanto que no mastocitoma a PGE2

provavelmente € induzida pela COX-2.
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N&o ha dados quanto a expressdo da COX-2 ou PGE2 no mastécito
normal, ou presente na reacado inflamatoria em cées, poréem Abdel-Majid et al.
(2004) observaram em cultura de mastdcitos humanos, que a PGE2 é um
importante mediador inflamatério, e o maior indutor da potente isoforma
proangiogénica VEGF-A. Sabe-se também que o mastécito normal em varias
espécies pode expressar e liberar VEGF, sob certas circunstancias, e que o
VEGF derivado de mastdcitos esta envolvido na regulacdo da cicatrizacdo e
angiogénese (REBUZZI et al., 2007).

Como no mastocitoma os altos valores de VEGF foram correlacionados
a expressao da COX-2, talvez o mastécito normal também expresse COX-2 e
PGEZ2, ja que essas enzimas estdo relacionadas ao processo inflamatorio e
cicatrizagéo.

Os mecanismos pelos quais a PGE2 estimula o VEGF ainda continuam
indefinidos, no entanto Eibl et al. (2003) sugerem que o acido araquidbnico é
convertido em PGE2 através da agéo especifica da COX-2, aumenta os niveis
de VEGF, de forma autdcrina e paracrina, estimulando a migracdo de células
endoteliais.

Alguns autores descrevem uma intima relacdo entre VEGF, COX-2 e
prostaglandinas, como PGE2, e correlacdo positiva entre a expressao de
VEGF e COX-2, com a densidade microvascular e angiogénese (CIANCHI et
al., 2001; GALLO et al., 2001).

A acdo da PGE2 na angiogénese tumoral tem sido descrita como um
dos mecanismos pelos quais a COX-2 estimula o VEGF (WANG e DUBOIS,
2004). Observou-se que o0 mastocitoma apresenta alta expressédo de VEGF,
independentemente do grau de diferenciacdo do tumor (REBUZZI et al.,2007).
Como é descrito que o mastécito normal expressa PGE2 (ABDEL-MAJID et al.,
2004) e VEGF (REBUZZI et al.,2007), infere-se que, no processo neoplasico,
esses valores podem aumentar consideravelmente. A célula neoplasica pode
apresentar uma superexpressao da COX-2, PGE2 e VEGF, conferindo um alto
potencial maligno para essa neoplasia.

Notou-se, ainda, que, no mastocitoma, diferente de outras neoplasias, a
COX-2 nédo parece estar envolvida diretamente na inibicho da apoptose,
provavelmente devido aos altos valores de VEGF e subseqiiente aumento da

angiogénese tumoral. Preziosi et al. (2004) descrevem que 0s mastocitomas
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tendem a ter maior niumero de vasos sanguineos, de acordo com a
indiferenciacdo tumoral. Isso permitiria que as células neoplasicas recebessem
oxigénio e nutrientes em quantidades suficientes para atender seu
metabolismo celular e ndo iniciarem o processo de apoptose.

Frente aos resultados apresentados, do aumento da imunomarcacao de
COX-2, PGE2, diminuicdo da caspase-3 acompanhando a indiferenciacéo do
tumor, e valores constantes na marcacéo de VEGF, esta pesquisadora sugere
0 UsO na rotina clinica oncoldgica de drogas inibidoras seletivas da COX-2 e
inibidores angiogénicos, independentemente do grau de diferenciacéo
histopatoldgica do tumor.

Uma maior amostragem de tumores seria interessante, especialmente
os bem diferenciados, bem como a correlacdo desses biomarcadores com a

evolucéo clinica dos pacientes.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, conclui-se que:

e O mastocitoma expressa COX-2 e sua imunomarcacgao € alta nos trés
graus histopatologicos, sendo que essa elevacao tende a ser correspondente a

indiferenciacao tumoral,

e O mastocitoma expressa PGE2 e sua imunomarcacao € alta nos trés
graus histopatologicos, sendo que essa elevacado tende a ser correspondente a

indiferenciacao tumoral,
e A imunomarcacao de PGE2 pode ser correlacionada a expressao da
COX-2 nos graus Il e lll, o que sugere que essa enzima € produzida no

mastocitoma pela via da cicloxigenase-2,

e O mastocitoma expressa VEGF e sua imunomarcacao € alta nos trés

graus histopatologicos, independentemente da indiferenciacéo tumoral,
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e A imunomarcacdo de VEGF pode ser correlacionada a expressao da
COX-2 nos graus Il e Il 0o que sugere uma possivel estimulacdo a
angiogenese pela via da cicloxigenase-2,

e O mastocitoma canino expressa caspase-3 e sua expressao é baixa,

independentemente do grau histopatoldgico,

e A imunomarcacdo da caspase-3 ndo pode ser correlacionada a
expressao da COX-2 nos diferentes graus histopatologicos o que sugere que

no mastocitoma a COX-2 néo é responsavel pela inibicdo da apoptose,
e O mastocitoma canino € uma neoplasia potencialmente maligna,

independentemente do grau histopatolégico, pelo baixo indice apoptético,
elevados niveis de COX-2, PGE2 e VEGF.
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