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Resumo

Na cadela, a frequéncia dos tumores mamarios espontaneos € duas a trés vezes
superiores a observada na mulher. A identificacdo de marcadores tumorais € um
método valioso para predizer o comportamento da neoplasia e determinar o
prognostico da doenca. Alguns trabalhos relacionam a elevada expressdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2) ao aumento da capacidade proliferativa das células
neoplasicas, diminuicdo da taxa apoptotica, e neovascularizacdo, fator que
indiscutivelmente ampliam o potencial metastatico das células tumorais,
representando um prognostico extremamente desfavoravel. Foram selecionadas e
acompanhadas 30 cadelas apresentando neoplasia mamaria atendidas do
HOSPMEV-UFBA no periodo de agosto/2007 a Junho/2008. Foi realizado o
estadiamento clinico, classificacdo e graduacdo histoldgica e imunomarcacgéo
para COX-2. A partir do diagnostico histopatologico, os animais foram divididos
em dois grupos: carcinoma evoluindo em tumor misto benigno (CATMB) e outros
carcinomas (CA). Foi observada uma frequéncia significativamente maior de
CATMB. A comparagcao da imunomarcacao ainda que maior no segundo grupo,
nao apresentou diferenca estatisticamente significativa. A COX-2 apresentou
correlacao significativa e positiva com tamanho tumoral (p=0,042) e envolvimento
linfonodal (p=0,005). A maior taxa de sobrevida global foi observada em cadelas
cujos tumores apresentavam menor quantidade de células positivas para COX-2.
Com base nos resultados observados podemos concluir que a COX-2 apresenta-
se como um marcador potencial para cancer de mama da cadela trazendo
perspectivas para desenvolvimento de novas terapias anti-tumorais.
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Introducéo

Os tumores mamarios espontaneos dos caninos apresentam varias
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, bioldgicas e genéticas, semelhantes ao
da espécie humana. Assim, as neoplasias mamarias espontaneas da cadela tém
sido propostas, em muitos trabalhos, como modelo adequado para estudos
comparativos com a espécie humana (CASSALI, 2000). Dados comprovam que
dentre as neoplasias, o cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres no
Brasil, representando aproximadamente 15% do total de mortes por cancer e em
cadelas correspondem a metade do total de tumores diagnosticados, dos quais
50% apresentam carater maligno (CASSALI, 2000). Na cadela, a frequéncia dos
tumores mamarios espontaneos € duas a trés vezes superiores a observada na
mulher. Sdo encontrados em animais de meia idade a idosos, sem predisposicao
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de raca e quando diagnosticada no inicio, a neoplasia de mama tem elevada
chance de cura.

A identificacdo de marcadores tumorais € um método valioso para predizer o
comportamento da neoplasia e determinar o0 prognostico da doenca. A
Ciclooxigenase-2 (COX-2) apresenta-se como um marcador potencial para cancer
de mama, uma vez que € expressa em resposta a processos inflamatorios, que
freqientemente acompanham as neoplasias e alteram o seu progndéstico. Alguns
trabalhos relacionam a elevada expressao da COX-2 ao aumento da capacidade
proliferativa das células neopldsicas, diminuicdo da taxa apoptética, e
neovascularizacao, fator que indiscutivelmente amplia o potencial metastatico das
células tumorais, representando um progndstico extremamente desfavoravel. A
expressdo aumentada e freqlente da COX-2 é relatada nos carcinomas,
principalmente de colon, apresentando correlagdo com o estadiamento clinico e
potencial metastatico, caracteristicas que apoiam o papel da COX-2 na

tumorigénese (DORE et al., 2003).

Entretanto, o0 mecanismo de atuacdo desta enzima na carcinogénese ainda nao
estd completamente elucidado. Neste contexto, caracterizar a expressao da COX-
2 nos carcinomas mamarios de cadelas bem como verificar a existéncia de
correlacdo com alguns fatores considerados progndésticos no cancer de mama da
cadela é atual, complementar e pertinente. Assim, conhecer a expressédo da COX-
2 nas neoplasias dos animais domésticos cria perspectivas para o0
desenvolvimento e utilizagdo, na rotina oncolégica dos hospitais veterinarios, de
drogas como inibidores seletivos da COX-2 (Celecoxib e Firocoxib especialmente
se combinada com substancias inibidoras da aromatase) no tratamento do
cancer, a exemplo do que ja ocorre na medicina humana. Desta forma, o presente
estudo visa analisar e quantificar a expressdo da COX-2 nos carcinomas de
mama em cadelas e verificar a existéncia de correlacdo desta com outros fatores
progndsticos e com a taxa global de sobrevida.

Materiais e Métodos

Foram selecionadas e acompanhadas trinta fémeas caninas com diagndstico de
neoplasia mamaria atendidas no Hospital Veterinario da UFBA (Bahia-Brasil) no
periodo de agosto/07 a junho/08. Todos os animais foram submetidos ao exame
clinico detalhado e realizacdo de raio-x simples de térax para pesquisa de
metastase pulmonar. Nenhum dos animais estudados fez uso prévio de drogas
anti-neoplasicas, antiinflamatoérios e antibioticos, sendo esse aspecto um critério
de exclusdo. Foi realizado acompanhamento trimestral dos animais para
determinacdo da taxa de sobrevida livre da doenca até um ano apos a cirurgia.
Foi realizada a necropsia dos animais que vieram a 0bito, quando autorizadas
pelos proprietarios. O estadiamento clinico utilizado foi o sistema TNM
(tumor/linfonodo/metéstase). Esta classificacdo baseia-se no tamanho do tumor
primario (T), envolvimento neoplasico de linfonodos regionais (N) e a presenca ou
auséncia de metastases a distancia (M).

Para a analise histopatologica, os fragmentos da (s) mama (s) afetada (s)
(incluindo pele e tecido subcutaneo) e linfonodos regionais foram imediatamente
coletados apos a cirurgia e fixados em formol neutro e tamponado com fosfato a
10% e processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina, coradas pelas



técnicas da Hematoxilina-Eosina e posteriormente classificadas, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para tumores e displasias da glandula
mamaria de caes e gatos (MISDORP et al., 1999).

Os microarranjos de tecido (TMA) foram construidos utilizando blocos
representativos de carcinoma mamario. As areas de interesse previamente
marcadas na lamina e identificadas nos blocos doadores foram retiradas e
transferidas para os blocos receptores. Para cada caso, foram retirados dois
cilindros de 2,0 mm (core) de duas areas distintas do tumor.

O anticorpo anti-COX-2 foi utilizados em secc¢des histoldgicas de blocos TMA. Foi
utilizada a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase (Ultra vision large volume
detection system anti-polyvalent, HRP — ready to use — Lab Vision) com
recuperacao antigénica por calor imido (solucao recuperadora antigénica - Dako).
A imunomarcacado da COX-2 foi analisada quanto a sua distribuicdo percentual,
com escore variandode 0 a4 (0 =0%, 1 =< 10%, 2 =10 - 30%, 3=31-60% ¢ 4
= > 60%) e intensidade (baixa (+), moderada (++) e intensa (+++)(escore variando
de 0 a 3). O escore total foi obtido pelo produto da distribuicdo pela intensidade,
segundo Heller et al., 2005. Foram analisados 10 campos lamina/tumor. Para a
guantificagao foi realizada a captura de imagens (camera digital adaptada a um
microscopio Olympus BX-40). A contagem das células consideradas COX-2
positivas, positividade citoplasmatica, foi realizada com base na analise destas
imagens (software Corel Draw versao 7.468).

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software SPSS verséo
13.0. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste Student-Newman-Kewls (SNK) e correlacéo de Pearson. Para avaliacdo do
tempo de sobrevida livre da doenca foi utilizada a analise da Kaplan Meyer. Pelo
teste log-rank os valores foram considerados estatisticamente significativos
gquando p <0,05. Os animais cujo contato foi perdido foram considerados
censurados.

Resultados e Discussao

A idade das cadelas estudadas variou entre seis e 14 anos, sendo 10,2 anos a
média de acometimento, semelhante ao que ocorre em outros trabalhos, onde se
observa uma maior frequiéncia de neoplasias mamarias entre nove e 11 anos de
idade, com baixa incidéncia em animais menores que dois anos (MEUTEN, 2002).
Constatou-se, ainda, um maior envolvimento de cdes da raga poodle (12/40%),
seguida por cdes sem raca definida (8/26,7%). Entretanto, com base no tamanho
amostral, ndo foi possivel afirmar a existéncia de predisposicdo desta raca. A
maioria das cadelas apresentou acometimento bilateral da cadeia mamaria
(23/76,6%), sendo o nimero de mamas acometidas superior a cinco (12/40%),
localizadas com maior freqiéncia nas mamas abdominal caudal (30/24,6%) e
inguinal (41/33,6%). Meuten (2002) afirma que estas mamas S&0 mais
acometidas, devido a maior quantidade de parénquima mamario, sofrendo assim
maior alteracéo proliferativa em resposta aos hormonios.

Na avaliacéo do estadiamento clinico, foram observadas as freqiéncias de 30%
(9), 30%(9), 23,3%(7) 3,3%(1) 13,3%(4) para os estadios I, I, Ill, IV e V
respectivamente. Para a andlise do tamanho tumoral, foram avaliados apenas o0s



tumores obtidos de cadelas linfonodo-negativas (NO) e livres de metastase a
distancia (M0), correspondente a 24 casos, classificados como T1 (9/30%), T2
(9/37,5%) e T3 (6/ 25%). A existéncia de imagem radiogréfica compativel com
metastase pulmonar foi observada em 13,3% (4) dos casos.

Todas as fémeas com estadiamento V, ou seja, com presenca de metastase a
distancia, vieram a ébito antes dos 100 dias de acompanhamento, enquanto 80%
das cadelas em estadio | e 60% das cadelas que apresentaram apenas
alteracdes circulatorias nos linfonodos regionais sobreviveram ao tempo maximo
de acompanhamento (309 dias). Esses resultados refletem a significativa
correlacéo existente entre a taxa de sobrevida, envolvimento linfatico e presenca
de metastase a distancia, dois fatores utilizados na determinacdo do grau de
estadiamento.

A partir do diagndstico histopatologico, os tumores foram divididos em dois
grupos: grupol - carcinoma evoluindo em tumor misto benigno (CATMB) e grupo
2 - outros carcinomas (CA), sendo o ultimo grupo constituido pelos subtipos
tubular, papilar e sélido. Foi observada uma incidéncia significativamente maior de
CATMB (22/73,3%). Esses tumores consistem na transformacdo maligna do
componente epitelial dos tumores mistos benignos. Desta forma, apesar de n&o
ter sido observada diferenca significativa entre os grupos CATMB e CA, a média
de sobrevida livre da doenca foi superior no primeiro grupo indicando um melhor
prognostico. Na avaliacdo do grau histolégico foram obtidos 23 casos (76,7%)
grau |, destes reforcando um melhor prognéstico para as cadelas com CTMB. O
exame microscopico dos linfonodos revelou que quatro casos (13,3%)
corresponderam a hiperplasia reacional; cinco casos (16,7%) a alteracdes
circulatérias; 15 casos (50%) apresentaram hiperplasia associado a alteracdes
inflamatorias; 5 casos (16,7%) metastase de carcinoma mamario, e apenas 1
caso (3,3%) nao apresentou nenhuma alteracéo significativa.

O tempo maximo de sobrevida de 309 dias foi alcancado por 15 animais, 0
minimo, zero dia, referente a cadela que veio a Obito logo apds a cirurgia, sendo a
média de 197,83 dias. O grupo CATMB embora tenha apresentado uma média de
sobrevida global (202,95+£120,29) superior ao grupo dos CA (183,75+134,87), ndo
foi observada diferenca significativa entre os grupos. Os episédios de metastase a
distancia corresponderam a (4/13,3%) e todos eles vieram a 6bito; recidiva local
representou (7/23,3%) e em apenas dois casos, houve perda de contato com 0s
proprietarios, sendo estes animais considerados censurados. Os trés animais
submetidos a necropsia apresentaram como causa mortis insuficiéncia
respiratoria aguda em consequiéncia da metastase pulmonar de tumor mamario
resultando em hemotdrax. A sobrevida apresentou relacdo com envolvimento
linfatico (p=0,030), estadio (p=0,008) e metastase (p=0,003).

Todas as amostras analisadas foram positivas para a COX-2, apresentando
intensidade e distribuicdo variadas, sendo predominante uma distribuicdo difusa
(17/56,7%) de intensidade moderada (13/43,3%). A atuacdo da COX-2 na
progressdo tumoral ainda requer inUmeras pesquisas. Entretanto, pode ser
visualizado com base na curva de sobrevida, embora nao significativa, a
existéncia de uma relacdo proporcionalmente inversa, ou seja, quanto maior a
expressdo da COX-2 menor é a taxa de sobrevida, corroborando com dados da
literatura.



Alguns estudos ja verificaram maior expressao da COX-2 nos tumores mamarios
malignos de cadelas em relacdo aos benignos (DORE et al., 2003; HELLER et al.,
2005) e atribuem um escore que varia de 1 a 12, obtido a partir do produto da
intensidade pela distribuigdo da COX-2. Desta forma um elevado escore retrata
um tipo histolégico mais agressivo, consequentemente em um pior prognostico.
No presente estudo foi verificado maior frequéncia do escore oito (8/26,6%),
considerado intermediario, entretanto, em sua maioria 0s escores mais elevados
corresponderam aos carcinomas de pior prognéstico. A comparacdo da
Imunomarcacao entre os grupos dos CATMB (2855 £1264) e CA (3333 £ 1965),
ainda que maior no segundo grupo, ndo apresentou diferenga estatisticamente
significativa, ndo sendo observada correlacdo da COX-2 com o tipo histoldgico.
Estes resultados provavelmente resultaram da falta de homogeneidade da
amostra, constituida basicamente por carcinomas evoluindo em tumores mistos
benignos.

A COX-2 apresentou correlagédo significativa e positiva com tamanho tumoral
(p=0,042) e envolvimento linfonodal (p=0,005). Dos cinco animais diagnosticados
com metastase para linfonodo, trés apresentaram contagem de COX-2 acima do
valor da média total dos casos e dois apresentaram recorréncia local (3/60%).
Segundo Grudzinsk et al (2006), a expressao elevada da COX-2 é um fator de
pior progndstico, principalmente na presenca de metastase linfatica, devido a
correlacdo desta enzima com a angiogénese e recidiva local. A expressao
elevada da COX-2 é correlacionada com varios parametros de malignidade para
tumor de mama, dentre eles estdo o tamanho do tumor, presenca de recidiva e
grau histolégico (RISTIMAKI et al, 2002). Neste estudo, dos 11 animais com
tamanho tumoral superior a cinco centimetros oito apresentaram contagem de
COX-2 superior a média e quatro deles também apresentavam metastase a
distancia. Estes dados estédo refletidos na curva de sobrevida, onde 80% dos
animais que apresentavam contagem de COX-2 no intervalo 1, ou seja, até 1500
células imunomarcadas apresentaram maior taxa de sobrevida global .

Conclusdo

Com base nos resultados observados podemos concluir que a COX-2 apresenta-
se como um potencial e importante fator prognéstico, tendo em vista sua maior
concentracdo em tumores de pior evolucao e sua correlacdo inversa coma a taxa
de sobrevida global. Desta forma, verificar expressdo desta enzima e
correlaciona-la aos fatores progndstico traz perspectivas para desenvolvimento de
novas terapias anti-tumorais.
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