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IMUNORREATIVIDADE DA PROSTAGLANDINA E; RELACIONADA AO
DIAGNOSTICO E PROGNOSTICO DE NEOPLASIAS MAMARIAS EM
CADELAS

RESUMO: Pensando na contribuicdo ao estudo da oncologia humana e no
aumento da sobrevida de cadelas com cancer de mama o objetivo deste trabalho
foi de investigar a imunorreatividade da prostaglandina E, (PGE;) no diagnostico e
prognostico das neoplasias mamarias. O estudo foi realizado com 60 amostras de
neoplasias de mama de cadelas que foram atendidas nos anos de 2002 a 2004.
Este material foi dividido em seis grupos de 10 amostras. Nos grupos adenoma,
carcinoma com prognoéstico bom e carcinoma com progndéstico ruim a selecdo dos
casos se deu pela classificagcéo histologica e evolucéo clinica do tumor. Os outros
30 tumores foram representados por 10 amostras de carcinoma primario
metastatico, 10 amostras de metastase pulmonar e 10 de carcinoma inflamatorio.
O Grupo Controle tinha 5 amostras de tecido mamario sem alteracdes patoldgicas.
A avaliagdo da imunorreatividade da PGE. foi realizada através do exame
imunoistoquimico, utilizando o anticorpo primario anti- PGE; , clone PG 31, Oxford
Biomedical Research. Avaliou-se também a incidéncia das neoplasias mamarias
relacionadas a idade dos animais, o estadiamento clinico de acordo com a
classificacdo histopatolégica do tumor e a sobrevida dos animais que foram
submetidos a cirurgia. O nimero de células imunomarcadas pelo anticorpo néo
apresentou variacdo significativa e ndo houve diferenca estatistica (P = 0,239)
entre os grupos (adenoma, carcinoma com prognostico bom, carcinoma com
prognéstico ruim, carcinoma primario metastatico, metastase pulmonar e
carcinoma inflamatorio), no grupo controle observou-se uma diferenca estatistica
(P < 0,014) com relagéo aos demais grupos. Com relacdo aos valores médios da
imunomarcagdo o0 grupo dos carcinomas com prognostico bom e o grupo de
carcinoma primario metastatico foram os que apresentaram maior numero de

células marcadas.



Palavras-chave: cadela, imunoistoquimica, neoplasia mamaria, prostaglandina
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IMMUNOREACTIVITY OF PROSTAGLANDINE E, ASSOCIATED TO THE
DIAGNOSIS AND PROGNOSIS OF MAMMARY NEOPLASMS IN BITCHES

ABSTRACT: Considering the contribution to researches in human oncology and
the increasing surveillance of bitches with mammary neoplasm, the main purpose
of this paper was to investigate the immunoreactivity of prostaglandine E, (PGE,)
in the diagnosis and prognosis of mammary neoplasm. The research was
performed in 60 samples of mammary neoplasm in bitches attempted between
2002 and 2004. The material was separated into six groups of 10 samples each. In
the group consisting of adenoma, carcinoma with good prognosis and carcinoma
with poor prognosis, the cases were chosen according to the histological grade
and clinical behavior of the tumor. The other 30 tumours consisted of 10 samples
of primary metastatic carcinoma, 10 samples of pulmonary metastasis and 10
samples of inflammatory carcinoma. The control group consisted in 5 samples of
mammary tissue without pathological changes. The immunoreactivity of PGE, was
evaluated by immunohistochemistry, using the primary antibody anti-PGE2, clone
PG31, Oxford Biomedical Research. The incidence of mammary neoplasm was
also analyzed according to the age of animals, clinical stage following the
histopathologic grade of tumor and surveillance of bitches that underwent surgery.
The number of positive cells for the antibody did not showed a significant range
and there was no statistical difference (P = 0,239) between the groups (adenoma,
carcinoma with good prognosis, carcinoma with poor prognosis, primary metastatic
carcinoma, pulmonary metastasis and inflammatory carcinoma), regarding the
control group it was observed a statistical difference (p < 0,014) when compared to
other groups. The group consisting of carcinomas with good prognosis and the
group consisting of primary metastatic carcinoma had shown the higher number of

positive cells considering the average values of immunoreactivity.

Key word: bitch, immunohistochemistry, mammary neoplasm, prostaglandine E-.



1. INTRODUCAO

As neoplasias mamarias constituem aproximadamente 52% de todos os tumores
gue acometem as fémeas caninas, mas esta incidéncia tende a diminuir, pois é cada vez
mais comum a pratica da ovariossalpingoisterectomia em fémeas jovens (QUEIROGA &
LOPES, 2002).

Aproximadamente 50% destes tumores sdo malignos, em 25% dos casos, 0s
animais apresentam metastases no momento do diagnéstico (KITCHELL, 1995;
OGILVIE & MOORE, 1995; MORRISON, 1998).

As afeccbes neoplasicas acometem com maior freqiiéncia fémeas entre nove e
12 anos de idade (SONNENSCHEIN et al., 1991; MacEWEN & WITHROW, 2001). Com
maior incidéncia entre os Poodles, os Pastores Aleméaes e os Cocker Spaniel (COHEN &
REIF, 1974; GILBERTSON, 1983).

Quando ndo existe envolvimento metastatico, o procedimento terapéutico com
maior indice de cura ainda € a remocao cirurgica das glandulas mamarias envolvidas
com amplas margens de seguranga, pois 0s protocolos de quimioterapia e radioterapia
antineoplasica apresentam baixa atividade antitumoral contra este tipo de neoplasia
(RUTTEMAN et al., 2001).

Experimentos com animais demonstraram a ac¢do de antiinflamatorios néo
esteroides na protecdo contra 0s tumores de mama, principalmente pela inibicdo da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) (PIAZZA et al., 1995; THOMPSON et al., 1997).

Estudos estabeleceram a presenca de duas enzimas da ciclooxigenase (COX-1 e
COX-2), a primeira produz prostaglandinas essenciais e a segunda se torna ativada
como resultado do traumatismo tissular, resultando na producdo de prostaglandinas
inflamatorias ou mediadoras da dor (SUBBARAMAIAH et al., 1996).

As prostaglandinas sé@o responsaveis pela funcdo fisioldgica da citoprotecao
gastrica, manutencdo da homeostasia renal e da funcéo plaquetaria (HARRIS, 2002).

Inimeras pesquisas sugerem que a ciclooxigenase 2 (COX-2) é importante no

processo de carcinogénese, principalmente pela capacidade de produzir prostaglandina



E>, (SUBBARAMAIAH et al., 1996). O aumento da atividade da COX-2, juntamente com
a prostaglandina PGE,, estdo relacionados com varios tipos de neoplasia (EBERHAT et
al., 1994; RISTIMAKI et al., 1997; WILLIAMS et al., 1997; HIDA et al., 2000).

O estudo da imunorreatividade de marcadores prognoésticos do cancer de mama
em cadelas, através da imunoistoquimica, tém se revelado um importante exame na
rotina diagnostica e 6timo material de pesquisa (KANDIOLER-ECKERSBERGER et al.,
2005).

Estudos anteriormente desenvolvidos pelo mesmo grupo de pesquisa, mostraram
gue nas mesmas amostras tumorais havia a expressdo de COX-2 e esta expresséo
poderia ser relacionada ao estadiamento clinico e progndstico (DE NARDI, 2007). Tendo
em vista que a PGE, deriva da COX-2, supfs-se que a expressdo da PGE; poderia
servir dos mesmos propositos, e assim concebeu-se este estudo, com o objetivo de
relacionar a expressdo da PGE, com o diagnéstico e prognostico dos adenomas e

carcinomas mamarios em cadelas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NEOPLASIA MAMARIA

As neoplasias mamarias das cadelas séo detectados em animais de meia idade a
velhos (JOHNSTON, 1993; DALECK et al, 1998, MORRISON, 1998). O
desenvolvimento desta neoplasia é dependente, em grande parte, de horménios
ovarianos como o estrégeno, progesterona e o horménio de crescimento (JOHNSTON,
1993; O’KEEFE, 1997). A castracdo antes do primeiro cio diminui a incidéncia do tumor
para 0,5% na idade adulta, apds o primeiro cio para 8% e apds o segundo cio para 26%.
Apés 30 meses de idade a castracdo ndo apresenta efeito preventivo sobre o
desenvolvimento do tumor (FERGUSSON, 1985).

Os tumores de mama que acometem cdes e gatos sdo modelos apropriados e
validos ao estudo da biologia do cancer (MOTTOLLESE et al., 1994; ZUCCARI, 2001),
assim como, para testar novos agentes terapéuticos. Os animais de estimacéo,
principalmente as cadelas servem de modelo biolégico para varios estudos, pois
apresentam a histologia e biologia tumoral similares as neoplasias que ocorrem no
homem (MacEWEN, 1990; PELETEIRO, 1994; ZUCCARI, 2001).

As ragas que apresentam a maior incidéncia de tumores de mama sdo 0s
Poodles, os Pastores Alemaes e os Cockers Spaniel, além dos animais sem raca
definida (ZUCCARI, 1999; RUTTEMAN et al., 2001).

Geralmente os tumores mamarios apresentam-se como nodulos circunscritos, de
dimensdes variaveis. Em relacdo a mobilidade, podem ser mdveis ou aderidos, com
extenso envolvimento cutaneo e muscular. Ao corte podem ter aspectos soélidos, cisticos
ou mistos, cuja superficie sdo observados frequientemente focos de necrose (BRODEY
et al., 1983; RUTTEMAN et al., 2001).

Hormonios como o estrdgeno, progesterona e o hormdnio de crescimento
influenciam a carcinogénese mamaria (MORRISON, 1998; FONSECA, 1999; ZUCCARI,



1999). MacEWEN et al. (1982) e SARTIN (1992) identificaram receptores de estrégenos
em 40 a 60 % dos casos de cancer de mama em cadelas.

Disturbios enddécrinos como irregularidade no ciclo estral, cistos foliculares
ovarianos, corpo lateo persistente, hiperplasia endometrial e pseudociese néo
aumentam o risco de desenvolvimento de tumor de mama em animais, como
demonstrado por BRODEY et al. (1966) e FERGUSSON (1985).

Moulton (1970) relata que o estadiamento das neoplasias mamarias em cadelas
deve ser voltado para avaliar a fase de evolucédo tumoral, bem como as possibilidades
de progressao do tumor, no seu sitio de origem e em outros territorios (metastases).
Estas neoplasias, geralmente, fazem metéastases em linfonodos e pulmé&o. Mas podem
ocorrer em outros orgaos ou tecidos, como figado, coragéo, rins, pele, cérebro e 0ssos
(KITCHELL, 1995).

O exame histopatoldgico é o método de eleicdo para identificar as caracteristicas
de uma neoplasia (LIMA & MARTINS, 1992; MOTA & OLIVEIRA, 1999). As
caracteristicas histopatoldgicas desta afeccdo que indicam um prognostico reservado
sdo: pouca diferenciacdo nuclear, invasdao de vasos linfaticos e/ou sanglineos e
metastases em linfonodos (BOSTOCK, 1992; HELLMEN, 1993).

A classificagdo dos tumores mamarios em cadelas segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) esta disposta na Tabela 1.



Tabela 1.
citada por MISDORP et al. (1999).

Classificagdo dos tumores mamarios em cadelas segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude,

1- Neoplasias malignas

2- Neoplasias benignas

1.1- Carcinoma in situ
1.2- Carcinoma complexo
1.3- Carcinoma simples
1.3.1- Carcinoma tubulo-papilifero
1.3.2- Carcinoma sélido
1.3.3- Carcinoma anaplasico
1.4- Tipos especiais de carcinoma
1.4.1- Carcinoma de células fusiformes
1.4.2- Carcinoma de células escamosas
1.4.3- Carcinoma mucinoso
1.4.4- Carcinoma rico em lipideos
1.5- Sarcoma
1.5.1- Fibrossarcoma
1.5.2- Osteossarcoma
1.5.3- Outros sarcomas
1.6- Carcinossarcoma
1.7- Carcinoma ou sarcoma em tumores

benignos

2.1- Adenoma

2.1.1- Adenoma simples

2.1.2- Adenoma complexo

2.1.3- Adenoma basaldide
2.2- Fibroadenoma

2.2.1- Fibroadenoma com baixa
celularidade

2.2.2- Fibroadenoma com alta
celularidade
2.3- Tumor misto benigno
2.4- Papiloma ductal

3- Tumores sem classificagéo

4- Hiperplasias mamdérias e displasias

4.1- Hiperplasia ductal

4.2- Hiperplasia lobular
4.2.1- Hiperplasia epitelial
4.2.2- Adenose

4.3- Cistos

4.4- Ectasia ductal

4.5- Ginecomastia

As neoplasias malignas compreendem o carcinoma in situ, carcinoma complexo,

carcinoma simples com os subtipos tubulopapilar, solido e anaplasico; tipos especiais de

carcinoma, que agrupam o carcinoma de células fusiformes, o de células escamosas, 0

mucinoso e o rico em lipidio; sarcomas com o fibrossarcoma, osteossarcoma e outros

sarcomas (MISDORP et al., 1999).

Nos tumores benignos estdo agrupados os adenomas simples, complexo e

basal6ide, os fibroadenomas de baixa e alta celularidade, o tumor misto benigno e o

papiloma ductal. As hiperplasias/displasias mamarias na cadela sao classificadas como



hiperplasia ductal, hiperplasia lobular podendo ser epitelial ou adenose, cistos, ectasia
ductal, fibrose local e ginecomastia (MISDORP et al., 1999). Outra forma de
apresentacao histologica dos tumores mamarios malignos € aguela em que o neoplasma
é denominado de carcinoma inflamatoério, que tem como caracteristica, extrema rapidez
de crescimento e de invasdo (MacEWEN & WITHROW, 2001).

Até o0 momento, somente a terapia cirurgica realizada com amplas margens de
seguranca € a forma de tratamento que confere maior sobrevida para cadelas com
cancer de mama (BIRCHARD, 1995).

A selecdo da técnica cirdrgica depende do numero de tumores e da sua
localizacdo na cadeia mamaria, das caracteristicas clinicas do tumor e do estado clinico
do paciente. E importante respeitar as margens de seguranca dos tumores e sempre
envia-los para o exame histopatolégico. Nas cadelas € comum coexistirem diferentes
tipos histolégicos e com comportamento biologico distinto (QUEIROGA & LOPES, 2002).

Os protocolos com farmacos antineoplasicos e/ou a radioterapia geralmente ndo
sao efetivos (MacEWEN & WITHROW, 2001). Experimentos com animais demonstraram
a acao do sulindac sulfone na protecao contra os tumores de mama (PIAZZA et al.,
1995; THOMPSON et al., 1997). O sulindac sulfone é um metabdlito de um
antiinflamatorio ndo esterdide que age diretamente na inibicdo da ciclooxigenase-2
(COX-2), contribuindo desta forma para a reducdo na sintese de varias prostaglandinas,
entre elas, a prostaglandina E,.

Considerando ainda a importancia do estudo dos tumores mamarios em cadelas,
pode-se afirmar que houve melhora substancial nos cuidados prestados aos animais de
companhia nos ultimos anos. Cada vez mais, 0s proprietarios exigem gue seus animais
de estimacdo tenham atencdo semelhante aquelas prestadas aos doentes humanos
(PELETEIRO, 1994; ZUCCARI, 2001).



2.2. PROSTAGLANDINAS

As prostaglandinas sdo substancias organicas extremamente potentes que
aparecem numa grande variedade de tecidos e situacdes biologicas. Sdo chamadas de
prostaglandinas, pois Von Euler em 1934, supds que eram substancias originadas na
prostata. Alguns anos mais tarde, Eliasson (1959) provou que quase todas as
prostaglandinas seminais eram originadas nas vesiculas seminais e ndo na proéstata,
mas 0 nome permaneceu. As prostaglandinas séo divididas de acordo com sua estrutura
e funcdo, produzindo efeitos biolégicos diferentes. As prostaglandinas endogenas
possuem atividade bastante ampla, mas seu efeito fisiolégico predominante é provocar a
contragdo ou o relaxamento das células musculares lisas em diversos 6rgdos (TSAI &
WILTBANK, 1997).

Sdo metabdlitos importantes do ciclo do acido aracdbnico, responsaveis por
inimeros processos fisiologicos. Outros estudos mostram que grandes concentracdes
de prostaglandinas E, sao produzidas por células neoplasicas, responsaveis por atuar na
mutacdo celular, proliferacdo, apoptose além de produzir efeitos imunosupressores
(LUPULESCU, 1996; ARA et al., 1996). Este papel imunossupressor € demonstrado
sobre linfocitos T e B, linfocinas, células natural killers, células T citotdxicas e
macrofagos. Altas quantidades de prostaglandinas produzidas por alguns tumores séo
também capazes de causar inibicdo da migracdo de mondcitos, inibicdo esta que pode
ser revertida pelo uso de antiinflamatérios COX-2 seletivos (BORZACCHIELLO &
PAPPARELLA, 2004).

Além de estar relacionada com eventos fisiol6gicos e processos cicatriciais, a
prostaglandina E; (PGE;) é responsavel por muitos eventos celulares nas neoplasias
como a iniciacdo, promocao, progressado e metastase dos tumores (BAKLE, 2001; CAO
& PRESCOTT, 2002; WANG & DUBOIS, 2004).

Prostaglandinas e COX estdo sendo avaliadas com alvos para prevencao do
cancer e em seu tratamento em animais com neoplasias ocorridas naturalmente usadas

como modelos para humanos (KNAPP et al., 2000).



Grandes concentracfes de prostaglandinas E, s&@o produzidas por células
neoplasicas, macrofagos associados a tumores e mondcitos, em pessoas com cancer de
pulm&o, mama, coélon, cabeca e pescoco e experimentalmente em tumores induzidos em
animais, mostrando assim sua intima ligacdo com o comportamento biolégico do cancer
(HUBBARD et al., 1988; MARNETT et al., 1992).

A angiogénese € o processo de desenvolvimento de novos capilares sangiineos
a partir de vasos pré-existentes; essencial para que ocorra o desenvolvimento dos
tumores e das metastases. Sabe-se hoje que a expressdo da COX-2 pelas células
endoteliais tem papel fundamental no processo de angiogénese tumoral. Neoplasias
capazes de expressar grandes quantidades de COX-2 produzem mais fatores
angiogénicos do que tumores com pobre expressao desta enzima. O uso de farmacos
COX-2 seletivos é capaz de inibir a angiogénese e a migracéo de células endoteliais por
tumores que expressam COX-2 (FOSSLIEN, 2000).

Doré et al., (2003) demonstraram que a COX-2 tem uma estreita relacdo com
neoplasias, havendo uma maior concentracdo em tumores malignos do que em
benignos, portanto sendo a PGE, um metabdlito da COX-2, esta deve apresentar uma
estreita relagdo com o desenvolvimento neoplasico maligno.

A COX-2 ndo é encontrada nas células em repouso em quantidade significativa,
mas sua imunorreatividade € aumentada nos estados inflamatorios (DAVIES, 1995). Em
contraste, a COX-1 é expressa de forma constitutiva em muitos tecidos e age
sintetizando as prostaglandinas que regulam a funcéo celular normal, onde através de
sua inibicdo ocorrem os efeitos colaterais como as Ulceras gastricas e toxicidade renal
(DAVIES, 1995; MURRAY & BRATER, 1993).

Em humanos, estudos com células de céancer de colon tratadas com PGE,,
sugerem que esta prostaglandina promove o crescimento tumoral por aumentar a
resisténcia a apoptose. A reducdo das taxas de apoptose podem prolongar a
sobrevivéncia de células anormais, permitindo a ocorréncia de mutagbes geneéticas
multiplas, resultando em transformacdes fenotipicas e promocao do crescimento celular
do tumor (BOL et al., 2002; CAO & PRESCOTT, 2002; SURH et al.,, 2001). Estas

alteracbes sao reversiveis por meio do uso de inibidores seletivos para COX-2



(KAWAMORI et al., 1998; OSHIMA et al., 1996; TSUJII & DUBOIS, 1995; FLORY &
LeBLANC, 2005).

Mecanismos associados ao desenvolvimento neoplasico tém sido propostos,
baseados em estudos experimentais, para explicar as conseqUéncias da super
expressdo de COX-2 e da PGE; (Figura 1) (LIU & ROSE, 1996; SURH et al., 2001; BOL
et al., 2002; CAO & PRESCOTT, 2002; WANG & DUBOIS, 2004).

COX-1 x COX-2

Estimulo fisioldgico Estimulo inflamatério/Tumor

! !

constituinte
PGE 2 ( e outras PGs) PGE 2

TProliferagdo Celular
Regulacao do {Apoptose

Controle da
fluxo renal

TAngiogénese
LAdes3o celular
Lise da membrana basal

Agregacao

Plaguetaria Uizl

do muco gastrico

Figura 1. Papel da cicloxigenase 1 e 2 (Fonte: CALDERON, 2005).

A partir desses dados, estudos imunoistoquimicos tém sido realizados com o
objetivo de avaliar a expressdo da prostaglandina E, nos tecidos neoplasicos e pré-
neoplasicos em humanos e animais na tentativa de estabelecer o verdadeiro papel da
PGE, no desenvolvimento do cancer (ALMEIDA et al., 2001; DONG et al., 2003; DORE
et al., 2003; KELLY et al., 2003).
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Todos esses achados suportam o papel da PGE, na patogénese do cancer e
assim sugerem que sua inibicdo programada desta prostaglandina pode levar a uma das
mais efetivas e promissoras abordagens da quimioprevencdo do cancer(SURH et al.,
2001).



11

3. MATERIAL E METODOS

3.1. SELECAO DOS TUMORES

Para realizacdo deste estudo foram selecionadas 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 classificacdo histopatolégica.

Para a escolha dos adenomas (grupo 1), carcinomas com prognoéstico bom (grupo
2) e carcinomas com prognéstico ruim (grupo 3), além da classificacdo histolégica foi
considerada a evolucéo clinica do tumor na selecdo dos casos. As outras 30 amostras
foram compostas por 10 casos de carcinoma primario metastatico (grupo 4), 10 de
metastase pulmonar de carcinoma mamario (grupo 5) e 10 de carcinoma inflamatério
(grupo 6).

O grupo controle foi composto por 5 amostras de tecido mamario sem alteracdes
patoldgicas, obtidas de cadelas pertencentes ao Canil Municipal de Jaboticabal — Séo

Paulo.

3.1.1. ADENOMA, CARCINOMA COM PROGNOSTICO BOM E CARCINOMA COM
PROGNOSTICO RUIM

As amostras dos tumores dos grupos 1, 2 e 3 foram selecionados a partir de
pacientes atendidas pelo Servico de Oncologia do Hospital Veterinario da Universidade
Federal do Paran, no periodo de Janeiro de 2002 a Dezembro de 2004.

Nestes trés grupos, além de avaliar a quantidade de células imunomarcadas pelo
anticorpo anti-PGE;,, também foi realizado o estadiamento clinico da amostra do tumor e
avaliado o tempo de sobrevida do animal apds a cirurgia.

Foi estabelecido o estadiamento clinico das neoplasias por meio da mensuracao
do tamanho do(s) tumor(s) com auxilio de um paquimetro. Procedeu-se também a

avaliacdo dos linfonodos quanto ao tamanho, mobilidade e envolvimento por células
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neoplasicas, por meio do exame citolégico. A avaliacdo radiografica do térax e a ultra-
sonografia do abdome objetivaram pesquisar a presen¢ca de metastases identificaveis
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 doenca planejou-se a execucdo do
procedimento cirargico. A mastectomia foi realizada com amplas margens de seguranca,
ressecando-se sempre 2 a 3 cm de tecido normal perineoplasico. Outros principios da
cirurgia oncologica foram seguidos, como por exemplo, a remog¢édo dos linfonodos
satélites.

Apés a cirurgia adequada para cada caso, efetuou-se a colheita das amostras
contendo tecido neoplasico para a classificacdo histopatologica. As amostras dos
tumores foram fixadas em solugado de formol a 10%, tamponada com fosfato, pH 7,2.
Apés um periodo de fixacdo de aproximadamente oito horas, o material foi transferido
para alcool 80, seguindo os procedimentos usuais para inclusdo em parafina. Nos blocos
obtidos realizaram-se cortes de cinco micrdmetros de espessura, 0s quais foram
corados pela Hematoxilina-eosina e utilizados para observacéo histoldgica, permitindo a
confirmacdo do diagnostico e a classificagdo dos tumores, mediante os critérios
estabelecidos por MISDORP et al. (1999). As 30 amostras foram entéo divididas em trés
grupos, de acordo com a classificacdo histopatolégica e evolucdo clinica do tumor
(Tabela 2).

No periodo poés-operatério as pacientes foram avaliadas trimestralmente por
exames fisico e complementares, com o proposito de monitorar a evolugdo da afeccéo
neoplasica (presenga ou auséncia de recidiva e/ou metastase; paciente vivo ou morto),

procedimento este que teve continuidade até o més de Dezembro de 2006.
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Tabela2. Relagdo dos casos de acordo com a classificagdo histopatolégica e evolucdo clinica das
neoplasias mamarias de cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UFPR, Campus de
Curitiba, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004. UFPR — Curitiba, PR, 2008.

Paciente Classificacéo Evolucéo clinica Denominacéo do

histopatologica grupo
1 Adenoma simples
2 Adenoma simples
3 Adenoma complexo
4 Adenoma simples
5 Adenoma simples Favoravel Adenoma
6 Adenoma simples
7 Adenoma complexo
8 Adenoma complexo
9 Adenoma simples
10 Adenoma simples
11 Carcinoma complexo
12 Carcinoma tubulo-papilifero Durante o periodo Carcinoma com
13 Carcinoma tubulo-papilifero de prognostico bom
14 Carcinoma complexo acompanhamento
15 Carcinoma complexo pés operatério® os
16 Carcinoma solido animais néo
17 Carcinoma complexo apresentaram
18 Carcinoma solido recidivas ou
19 Carcinoma tubulo-papilifero metastases
20 Carcinoma tubulo-papilifero
21 Carcinoma soélido
22 Carcinoma complexo Durante o periodo Carcinoma com
23 Carcinoma tubulo-papilifero de prognastico ruim
24 Carcinoma tubulo-papilifero acompanhamento
25 Carcinoma sélido pés-operatério® 0s
26 Carcinoma complexo animais
27 Carcinoma complexo apresentaram
28 Carcinoma soélido recidivas ou
29 Carcinoma tubulo-papilifero metéstases
30 Carcinoma complexo

T Acompanhamento pés-operatério: periodo compreendido entre a data da cirurgia® e os retornos (ou a
morte do paciente). Os pacientes que nao morreram foram monitorados até dezembro de 2006.

% As cirurgias foram realizados entre janeiro de 2002 e dezembro de 2004.
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3.1.2. 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 foram colhidas amostras 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 evolucéo clinica
do tumor, pois chegaram mortos ao Hospital Veterinario em virtude da progressao da
neoplasia.

Além destes, utilizaram-se outros 10 casos de carcinoma inflamatorio (Grupo 6)
provenientes do arquivo do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia — UNESP, Campus de Botucatu. Neste grupo nado havia
informacfes sobre o paciente, portanto ndo se p6de estabelecer a relacdo com o
prognaéstico.

As amostras dos grupos 4, 5 e 6 foram submetidas ao mesmo protocolo de rotina

histopatoldgica descrita anteriormente.

3.2. ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica os blocos de parafina foram
submetidos a cortes de trés micrébmetros e distendidos em laminas histolégicas
devidamente preparadas com cola liquida a base de organolisano (A3648 — SIGMA),
evitando assim a perda do material durante o processamento.

A técnica imunoistoquimica foi realizada de acordo com o protocolo do
Laboratério de Imunoistoquimica do Servico de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu

(Anexo 1 e 2), utilizando-se o anticorpo primario anti-PGE,, clone PG 31, Oxford
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Biomedical Research, com a finalidade de avaliar a expresséo da prostaglandina E> nas

amostras estudadas.

3.3. AVALIACAO DA EXPRESSAO DO ANTICORPO

Para a estimativa das células marcadas com o anticorpo anti-prostaglandina E,
(PGE,) foram contados cinco campos para cada amostra analisada. Em cada campo
foram atribuidas pontuacdes ao numero de células marcadas (Tabela 3), conforme
preconizado por DE NARDI (2007). Foi estabelecida uma média dos valores

determinados em cada campo.

Tabela 3. Pontuacao atribuida a porcentagem de células neoplasicas marcadas (imunorreativas) nas

neoplasias mamaéarias de cadela. UNESP — Jaboticabal, SP, 2008.

NUmero de células marcadas por Pontuacéo
campo (%)
< 5%
5-25%
26 — 50%
51 - 75%
> 75%

A WDNPF O

Para uma maior exploracdo deste estudo, independentemente do numero de

~

células imunomarcadas foi atribuida uma pontuacdo referente a intensidade de

imunomarcagao (Tabela 4), conforme preconizado por DE NARDI (2007).
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Tabela4. Pontuagdo atribuida a intensidade de coloragdo das células marcadas nas neoplasias
mama@rias de cadela. UNESP — Jaboticabal, SP, 2008.

Intensidade de coloragéo Pontuacéo
Fraca 1
Moderada 2
Intensa 3

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos ao teste estatistico Kruskal-Wallis (ANOVA on
Ranks) para avaliar se houve diferenga (P < 0,05) entre os grupos (adenoma, carcinoma
com prognaostico bom, carcinoma com progndstico ruim, carcinoma primario metastatico,
metastase pulmonar, carcinoma inflamatorio e o grupo controle) levando-se em conta o
namero de células marcadas.

A possivel correlacdo dos resultados com a sobrevida dos casos de adenoma,
carcinomas com progndéstico bom e carcinoma com prognéstico ruim foi avaliada atraves

do emprego do teste de Spermam (P < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 IDADE

A incidéncia das neoplasias mamarias nas cadelas relacionada com a idade esta
representada na Figura 2, e demonstram maior prevaléncia em pacientes com idade

entre sete e 12 anos.

Numero de casos
(0)}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Idade

Figura 2. Distribuicdo da incidéncia das neoplasias mamarias em cadelas, de acordo com a
idade. UFPR — Curitiba, PR, 2006.

4.2. ESTADIAMENTO CLINICO

Os dados de estadiamento clinico estdo apresentados, de acordo com a
classificacdo histopatolégica e comportamento das neoplasias. Seis tumores (60%) do

grupo adenoma foram classificados em estégio |, trés (30%) em estagio Il e um (10%)
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em estagio Il (Tabela 5). No grupo de carcinoma mamario com prognéstico bom (Tabela
6), quatro tumores (40%) foram estadiados em estagio I, dois (20%) em estagio Il e
quatro (40%) em estagio lll. Nas neoplasias do grupo carcinoma mamario com
prognostico ruim (Tabela 7), dois tumores (20%) foram classificados em estagio |, dois

(20%) em estagio I, cinco (50%) em estagio Il e um (10%) em estagio IV.

Tabela 5. Estadiamento clinico dos adenomas mamarios em cadelas de acordo com o Sistema TNM
(Tumor / Linfonodo / Metastase) proposto pela OMS (OWEN, 1980). UFPR — Curitiba, PR,

2008.
Paciente Tamanho do Linfonodo Metastase Estagio
tumor clinico
1 T1 NO MO I
2 T1 NO MO I
3 T2 NO MO Il
4 T1 NO MO I
5 T1 NO MO I
6 T2 NO MO Il
7 T3 NO MO "
8 T1 NO MO I
9 T1 NO MO I
10 T2 NO MO Il

Legenda: Tamanho do tumor: T1 = Tumor < 3cm de diametro. T2 = Tumor entre 3-5cm de didmetro. T3 =
Tumor > 5cm de didmetro.
Linfonodo: NO = Sem evidéncia de metastase em linfonodo regional.

Metastase: MO = Sem evidéncia de metastases a distancia.
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Tabela 6. Estadiamento clinico dos carcinomas mamarios com prognostico bom, em cadelas, de
acordo com o Sistema TNM (Tumor / Linfonodo / Metastase) proposto pela OMS (OWEN,
1980). UFPR — Curitiba, PR, 2008.
Paciente Tamanho Linfonodo Metastase Estagio
do tumor clinico
11 T3 NO MO 11
12 T3 NO MO 11
13 T1 NO MO I
14 T1 NO MO I
15 T2 NO MO Il
16 T2 NO MO Il
17 T1 NO MO I
18 T3 NO MO 11
19 T3 NO MO 11
20 T1 NO MO I

Legenda: Tamanho do tumor: T1 = Tumor < 3cm de didmetro. T2 = Tumor entre 3-5cm de didmetro. T3 =

Tumor > 5cm de diametro.

Linfonodo: NO = Sem evidéncia de metastase em linfonodo regional.

Metastase: MO = Sem evidéncia de metastases a distancia.

Tabela 7. Estadiamento clinico dos carcinomas mamarios com prognéstico ruim, em cadelas,
de acordo com o Sistema TNM (Tumor/ Linfonodo/ Metastase) proposto pela OMS
(OWEN, 1980). UFPR — Curitiba, PR, 2008.
Paciente Tamanho do Linfonodo Metastases Estagio
tumor clinico
21 T2 N1 MO Il
22 T3 NO MO "
23 T3 N1 MO "
24 T3 N1 MO "
25 T3 NO MO "
26 T3 N1 MO "
27 T1 NO MO I
28 T1 NO MO I
29 T2 N1 M1 v
30 T2 NO MO I

LEGENDA: Tamanho do tumor: T1 = Tumor < 3cm de didmetro. T2 = Tumor entre 3-5cm de diametro. T3

= Tumor > 5cm de diametro.

Linfonodo: NO = Sem evidéncia de metdstase em linfonodo regional. N1 = Presenca de

metastase em linfonodo regional.

Metastase: MO = Sem evidéncia de metastases a distancia. M1= Presenca de metéstase a

distancia.
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Na Figura 3 esta representada a divisdo dos tumores por tamanho (< 3cm, entre 3
e 5cm e > 5cm). No grupo dos adenomas, 60% dos tumores tinham menos de 3cm de
didametro, enquanto que 50% dos casos de carcinoma com prognostico ruim os tumores

apresentavam mais que 5cm de diametro.

5 m Adenoma

@ Carcinoma com
prognoéstico bom

2 | O Carcinoma com
prognaéstico ruim

NUmero de animais
w

NUmero de tumores

< 3cm 3-5cm >5cm

Tamanho do tumor

Figura 3. Prevaléncia de neoplasias mamarias, distribuidas conforme o tamanho
do tumor, em cadelas atendidas no Hospital Veterindrio da UFPR,
campus de Curitiba, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004.
UFPR - Curitiba, PR, 2008.
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4.3. SOBREVIDA APOS A CIRURGIA

Trés cadelas (30%) com adenomas apresentaram sobrevida no pos-operatorio
maior que 36 meses. No grupo de carcinomas com progndstico bom, 20% das pacientes
viveram mais que 36 meses. No entanto, no grupo dos carcinomas com prognostico ruim

nenhum paciente apresentou sobrevida maior que 36 meses (Figura 4).

‘©
£
-l
o 2,51
he}
o 21
o 151
IS i
\3 1
Z 0,51
0,
Adenoma Carcinoma com Carcinoma com
prognéstico bom prognéstico ruim

O0<12meses W13-24 meses [025-36 meses O037-48 meses O > 49 meses

Figura 4. Distribuicdo das neoplasias mamarias de acordo com a sobrevida observada no pés-
operatério, em cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UFPR, campus de
Curitiba, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004. UFPR — Curitiba, PR,
2008.
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4.4. IMUNOISTOQUIMICA

4.4.1. IMUNORREATIVIDADE PARA A PGE;

Na avaliagcdo imunoistoquimica, ndo houve diferenca estatistica (P = 0,239) entre
0s grupos (adenoma, carcinoma com prognéstico bom, carcinoma com prognadstico ruim,
carcinoma primario metastatico, metastase pulmonar e carcinoma inflamatorio) em
relacdo ao numero de células marcadas para atividade da PGE,. No entanto, foi
observado diferenca estatistica (P < 0,014) nas amostras do grupo controle em relacéo
ao numero de células marcadas.

Em relacdo aos valores médios, observou-se um grande numero de células
marcadas para a PGE; nos carcinomas com prognéstico bom (média = 3,6), carcinoma
primario metastético (média = 3,5) e nos carcinomas inflamatérios (média = 3,3) (Tabela
8 e Figura 5). O grupo dos carcinomas com prognéstico ruim e das metastases
pulmonares apresentaram valores médios de imunomarcacdo de 3,1 e 3,2
respectivamente. O grupo dos adenomas foi o que apresentou menor valor de

imunomarcacao (média = 2,9) (Tabela 8 e Figura 5).



23

Tabela 8. Valores individuais e médias (erro padrdo da média - tEPM) de pontuagdo atribuidas ao
percentual de imunomarcacgéo da PGE, em cada neoplasia estudada. UNESP - Jaboticabal,
SP, 2008.

Tumor Adenoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma Metastase Carcinoma
prognostico progndéstico  primario pulmonar inflamatério

bom ruim metastatico
1 3 4 3 4 4 3
2 4 4 3 3 3 2
3 3 3 2 4 4 4
4 2 3 3 3 3 3
5 4 4 3 3 4 3
6 2 4 4 4 4 4
7 3 3 3 4 4 3
8 3 4 4 3 2 4
9 2 4 3 3 2 4
10 3 3 3 4 2 3
MédiatEPM 2,90+0,23  3,60+0,16 3,10+0,18 3,50+0,16  3,20+0,29 3,30 0,21

(Kruskal-Wallis: p = 0,239)

4=
1 [=JAdenoma
(@] n 3_ T L . L
g < = B Carcinoma prognostico bom
> . ;. .

g T g « = Carcinoma prognadstico ruim
o] . L 2
TOZH 21 = Carcinoma priméario metastatico
=
c_ 9O p
SR == Metastase pulmonar
W= e . . L
SF5S - =1 Carcinoma inflamatério

e
295
C o e
o —
o o

C ) ) )

Figura5. Média e erro padrdo da média da pontuacdo atribuida ao nimero de células marcadas
para PGE,, nos grupos estudados. UNESP — Jaboticabal, SP, 2008.
(Kruskal-Wallis: p = 0,239).
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Para uma maior exploracdo da imunoistoquimica realizada neste trabalho foi
observada a intensidade da imunomarcacéo do anticorpo nos grupos estudados. Foi
constatada uma intensidade de coloracdo classificada como moderada e intensa em
todos 0s grupos estudados, mas sempre intensa no grupo dos carcinomas
metastaticos. Com relagdo ao grupo controle foi observada uma intensidade de
coloracao fraca e moderada.

A imunorreatividade para a PGE; foi inteiramente confinada ao citoplasma das
células neoplasicas. Um grande numero de células imunorreativas, bem como forte
expressdo para a COX-2 foi observada na maior parte dos casos de carcinoma com
prognostico bom (Figura 6) e nos carcinomas inflamatérios (Figura 7).

Observou-se imunomarcacao tanto no componente epitelial como no componente
mesenquimal das neoplasias mamarias (Figura 8).

Na (Figura 9) pode-se observar células tumorais (maiores) e células inflamatorias
(menores e mais escuras) no grupo de carcinoma metastatico.

No grupo controle, sem alteracbes patologicas ndo se observou células
imunomarcadas pelo anticorpo estudado (Figura 10).

Observou-se um numero moderado de células imunomarcadas, bem como uma
fraca intensidade de imunomarcac¢éo no grupo dos Adenomas (Figura 11 e 12), mas na

(Figura 13) pode-se observar uma forte intensidade de marcagdo no mesmo grupo.



Figura

Figura

6.

7.

Fotomicrografia de preparacéo
imunoistoquimica de um carcinoma
mamario com prognéstico bom,
percentual de marcacdo 3 e
intensidade de marcacgéo 2. Contra-
coloragdo: Hematoxilina de Mayer.
Aumento: 200 vezes. UNESP -
Botucatu, SP, 2008.

Fotomicrografia de preparacéo
imunoistoquimica de um carcinoma
inflamatério em cadela com
imunomarcagéao positiva, observar o
grande  namero de  células
marcadas e a forte intensidade de
expresséo. Contra-coloragéo:
Hematoxilina de Mayer. Aumento:
200 vezes. UNESP - Botucatu, SP,
2008.
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Figura 8.

9.

Fotomicrografia de preparacéo
imunoistoquimica de um carcinoma
primario metastatico em cadela,
observar tanto a marcagdo do
componente epitelial como do
componente mesenquimal. Contra-
coloragdo: Hematoxilina de Mayer.
Aumento: 100 vezes. UNESP -
Botucatu, SP, 2008.

Fotomicrografia de preparacéo
imunoistoguimica de um carcinoma
primario mestastatico. Observar
células tumorais (maiores) e as
células inflamatérias (menores e
mais escuras). Contra-coloragao:
Hematoxilina de Harris. Objetiva
20x. UNESP - Jaboticabal, SP,
2008.
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Figura

Figura

10.

11.

Fotomicrografia de preparacéo
imunoistoguimica em uma amostra
de mama de cadela sem alteragBes
patoldgicas (Grupo controle).
Observar a ndo marcagdo pelo
anticorpo PGE, Contra-coloragéo:
Hematoxilina de Harris. Objetiva
20x. UNESP - Jaboticabal, SP,
2008.

Fotomicrografia de preparagdo
imunoistoguimica de um adenoma.

Observar as células
imunomarcadas pelo anticorpo
PGE, Contra-coloracao:

Hematoxilina de Harris. Objetiva
20x. UNESP - Jaboticabal, SP,
2008.
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Figura

13.

S
Fotomicrografia de preparagdo
imunoistoguimica de um adenoma.

Observar as células
imunomarcadas pelo  anticorpo
PGE,, Contra-coloracéo:

Hematoxilina de Harris. Objetiva
40x. UNESP - Jaboticabal, SP,
2008.

Fotomicrografia de preparagdo
imunistoquimica de um adenoma
em cadela com imunomarcacao
positiva. Observar o grande nimero
de células imunomarcadas na
regido do tumor. Contra-coloragao:
Hematoxilina de Harris. Objetiva 4x.
UNESP — Jaboticabal, SP, 2008.
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Fotomicrografia de preparagéo
imunoistoquimica de uma
metastase pulmonar em cadela.
Observar células muito coradas e
com intensa marcagdo no seu
citoplasma. Contra-coloragéo:
Hematoxilina de Harris. Objetiva
20x. UNESP - Jaboticabal, SP,
2008.
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4.4.2. CORRELACAO ENTRE O TEMPO DE SOBREVIDA E A IMUNOMARCACAO

N&o se observou correlagcdo entre o tempo de sobrevida e a imunomarcacdo em
nenhum dos grupos: adenomas (p = 0,3679, r = 0,3169), carcinomas com prognostico
bom (p = 0,8651, r = 0,06856) e carcinomas com prognéstico ruim (p = 0,8651, r =
0,06856).
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5. DISCUSSAO

Pela idade dos animais estudados e acometidos por esta neoplasia, pode-se
afirmar que a faixa etaria de maior incidéncia para a neoplasia mamaria € de sete a doze
anos de idade confirmando os achados da literatura (SONNENSCHEIN et al. 1991) e
(RUTTEMAN et al. 2001). Contudo existiram amostras que foram obtidas de animais
com maior e menor idades que a média citada por alguns autores.

A variacdo na prevaléncia dos tipos histolégicos pode ser entendida devido a
subjetividade de alguns parametros estabelecidos por BOSTOCK, (1992). As
caracteristicas histopatolégicas das neoplasias mamarias que indicam um prognadstico
reservado sdo: pouca diferenciagdo nuclear, invasdo de vasos linfaticos e/ou
sanguineos, metastases em outros 6rgdos como principalmente linfonodos e pulmao.
Estas caracteristicas também foram observadas na maioria das amostras de carcinoma
gue foram contabilizadas e avaliadas neste estudo, onde se verificou que existe um
grande indice de metastase em pulmao e linfonodos.

O estadiamento dos tumores mamario realizado de acordo com o sistema TNM
(Tumor / Noédulo ou Linfonodo / Metastase) proposto pela Organizacdo Mundial da
Saude (MOULTON, 1990) foi de grande importancia neste estudo, pois permitiu avaliar a
possibilidade de metastases do tumor para outros 0rgaos como os linfonodos e os
pulmdes, sendo que, existiram dois grupos de estudo que foram obtidos a partir de
amostras que apresentavam metastase(s) no momento do diagnostico além disso
auxiliou na avaliagdo da fase de evolucdo tumoral. A partir do estadiamento tumoral
pode-se de forma subjetiva estabelecer um progndstico.

De Nardi (2004) verificou que nas neoplasias mamarias em cadelas o numero de
células marcadas pela COX-2 apresentou variacdo de acordo com a classificacdo
histopatoldgica (p < 0,001). Observou também baixa expressdo para a COX-2 nas
células neoplasicas do grupo de adenomas onde apenas 32,1% das células foram
imunomarcadas. No entanto, em 60,3% das células neoplasicas do grupo de carcinomas
e metastases pulmonares foi observada uma imunomarcacéo para a COX-2. Sendo a

PGE, é um metabdlito da COX-2 poderia ser concluido que a expressdo das mesmas
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seria igual nas neoplasias estudadas por De Nardi e no presente estudo, mas, com
relagéo as prostaglandinas (PGE;) ndo ocorreu nenhuma variagdo no numero de células
marcadas e a expressao foi alta nos grupos dos adenomas, ao contrario do estudo com
a COX-2.

Concordando com a demonstragcdo de Mohammed et al (2001) neste estudo foi
observada maior concentracdo de PGE; em tecidos tumorais quando comparados com
tecidos normais. Esta comparacdo foi possivel, pois um dos grupos estudados foi
composto por amostras de tecido mamario sadio (grupo controle) onde foi observada
auséncia de imunomarcacgéo para PGE; e nos demais grupos (neoplasias) foi observada
uma forte imunomarcacao.

Thorat (2008) realizou um trabalho onde foi avaliada a expressdo de EP1, um
receptor da prostaglandina através da imunoistoquimica em amostras de cancer de
mama em mulheres e observou a imunomarcacao no citoplasma e no nucleo das células
na maioria dos casos, além disso, ndo evidenciou correlacdo da expressdo deste
receptor da prostaglandina com a expresséo da COX-2. Esta imunomarcacao observada
no ndcleo e citoplasma das células ocorreu em pequena proporc¢ao no presente estudo.

Um estudo realizado por PINCZOWSKI (2008) demonstrou que mastocitomas
caninos expressam PGE2 independente da graduacdo histopatologica deste tumor e a
intensidade de coloragdo assim como o numero de células marcadas esta relacionada
com a graduacgdo histopatolégica podendo assim, avaliar esta expressdo como um
possivel biomarcador prognostico.

Avaliando a imunorreatividade da PGE, em neoplasias mamarias em cadelas
como objetivo deste trabalho pode-se observar que, existiu uma forte imunomarcacéao
nos carcinomas assim como também foi observado por De Nardi (2007) uma elevada
imunomarcacdo para COX-2 em carcinomas metastaticos. Sendo a PGE,; um metabdlito
da COX-2 podemos confirmar uma estreita relacdo entre as PGE, e a COX-2 com
algumas neoplasias como 0s carcinomas.

O anticorpo primario anti-PGE,, clone PG 31, Oxford Biomedical Research que foi
o anticorpo utilizado neste estudo ndo € utilizado na rotina da Técnica de

Imunoistoquimica. Por este motivo a intensidade de coloracdo da imunomarcacao nas
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células neoplasicas ndo foi levada em consideracdo porque as analises estatisticas
poderiam alterar os resultados finais, entretanto nota-se que todos os grupos estudados
apresentaram uma moderada ou forte intensidade de marcacao por este anticorpo.

Avaliando a imunorreatividade das prostaglandinas nas neoplasias mamarias
caninas e tendo como resultado a forte marcagéao celular pelo anticorpo primario anti
PGE, é demonstrada a importancia de continuar avaliando uma possivel ligagdo da COX
e de seus metabdlitos (PGE;) no desenvolvimento e progressdo do cancer
(LUPULESCU et al., 1996; ARA et al., 1996).

Futuras investiga¢cOes ainda devem ser elucidadas para a avaliagdo da expressao
da PGE; nas vérias neoplasias malignas de cdes e gatos, bem como, entender a
variacdo dos efeitos dos antiinflamatérios ndo esterdides na prevencéo e tratamento do

cancer.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, os resultados mostram que a PGE2 € expressa em tecidos
mamarios de cadelas, sem que se possa relacionar ao prognoéstico e estadiamento
clinico, ao menos pelo anticorpo e método empregado.

Concordando com o fato das prostaglandinas estarem presentes em varios
tecidos, observou-se a imunomarcagdo do anticorpo estudado em tecidos mamarios
sadios assim como em neoplasias mamarias.

Observou-se um grande percentual de células imunomarcadas em todos os
grupos estudados, mesmo tendo ocorrido uma leve variagdo de marcacao entre 0s
grupos.

Nos grupos dos adenomas, carcinomas com prognostico bom e carcinoma com
prognostico ruim ndo se observou nenhuma correlacdo entre o tempo de sobrevida e a
imunomarcacao.

Em quase todas as células que foram imunomarcadas, o citoplasma foi onde se

observou a maior expressao da prostaglandina E;.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA:

Para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica, os blocos de parafina foram
cortados em micrétomo com espessura de trés micrometros e distendidos em laminas
histologicas previamente preparadas com cola liquida a base de organolisano (A3648 —
SIGMA) com o objetivo de promover maior aderéncia dos cortes as laminas de vidro,
evitando assim a perda de material durante a técnica de imunoistoquimica. As laminas
permaneceram em estufa a 60°C durante 24 horas e posteriormente foram submetidas

aos processos descritos na sequéncia:

1- Desparafinizacao:
- Passagem em xilol I, durante 30 minutos, em temperatura ambiente;

- Passagem em xilol I, durante 20 minutos, em temperatura ambiente.

2- Hidratacao:

- Passagem em alcool absoluto I / 11/ 11l, 3 minutos em cada etapa,;
- Alcool a 95%, durante 3 minutos;

- Alcool a 85%, durante 3 minutos;

- Lavar em agua destilada (10 vezes).

3- Recuperacéao antigénica:

- Passar as laminas em 4gua destilada levemente aquecida;

- Imergir as ldminas em solucao de citrato 10mM, pH 6,0, em microondas: 3 ciclos de 5
minutos em poténcia maxima;

- Deixar esfriar em temperatura ambiente durante 20 minutos;
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- Lavar em agua destilada (10 vezes).

4- Bloqueio da peroxidase endogena:

- Deixar durante 20 minutos em agua oxigenada 10 volumes;

- Lavar em agua destilada (10 vezes).

5- Lavar duas vezes em solucéo tampéo de TRIS, durante 5 minutos.

6- Incubac&o com o Anticorpo primario:

- Diluir o anticorpo primario em diluidor de anticorpos com propriedades redutoras de
fundo (Dako — S3022) em proporgao de 1:200;

- Cobrir os cortes com o anticorpo;

- Deixar as laminas em camara Umida durante 18hs a 4°C (geladeira);

- Lavar com solucao tampao de TRIS;

- Remover o excesso de TRIS.

7- Incubacdo com anticorpo secundario conjugado a um polimero e moléculas de

peroxidase do kit EnVision Dual-link (Dako — K4065):

- Cobrir os cortes com o anticorpo secundario;

- Deixar as laminas em temperatura ambiente, durante 30 minutos (recomendacao do
fabricante);

- Lavar com solugdo tampéo de TRIS. Tempo: 5 minutos.

8- Revelacdo com o substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB, pronto para uso —

Dako - codigo K3468)

- Cobrir os cortes com o DAB;

- Tempo de DAB: 5 minutos, ao abrigo da luz

- Passar em solucdo tampéo de TRIS;

- Lavar em agua destilada (10 vezes).



9- Contra-coloragcdo com Hematoxilina de Harris:

Imergir as laminas no corante;
Tempo: 3 minutos;
Lavar em agua corrente durante 10 minutos;

Lavar em agua destilada (uma vez).

10- Desidratacdo dos cortes e montagem das laminas:

Passagem em alcool 85° e 95°;
Passagem em &lcool absoluto I /11 / 11l = 3 minutos em cada etapa;
Passagem em xilol | e Il — 3 minutos em cada etapa;

Montar as laminas com resina sintética e laminulas.

ANEXO 2

SOLUCOES UTILIZADAS NA TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA:

TRIS solucao tampao:

1000mL de &gua destilada
6,0g Trizma base (Sigma — codigo T1503).
8,59 cloreto de sodio

Acertar o pH em 7,4
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