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RESUMO

O mastocitoma € uma das neoplasias mais comuns no cdo. A cicloxigenase-2 (COX-
2) tem sido associada com a progressao tumoral e amplamente investigada em
diferentes tipos de tumores. Este estudo avaliou a expressdo da COX-2 por imuno-
histoquimica em 24 amostras de mastocitomas caninos, distribuidos em trés grupos
de acordo com seus 0s graus histolégicos. A média de expressdo da COX-2 foi de
55,4% no grupo dos mastocitomas de grau | (G1)(n=8), 64,6% no de grau Il
(G2)(n=8) e 71,7% no de grau Il (G3)(n=8). O grupo controle (GC)(n=5) apresentou
meédia de marcacao de 0,43%. Houve diferenca estatistica (P<0,05) entre GC e G1,
GC e G2, GC e G3, bem como entre G1 e G3. Considerando o0 anticorpo e a
classificacdo histologica empregados, conclui-se que a expressao da COX-2 por
imuno-histoquimica é inversamente proporcional ao grau histolégico do tumor em
mastocitomas caninos.
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EXPRESSION OF COX-2 IN CANINE MAST CELL TUMORS

ABSTRACT

Mast cell tumor is one of the most common malignancies in dogs. Cyclooxygenase-2
(COX-2) has been associated with tumor progression and widely investigated in
different types of tumors. This study evaluated the expression of COX-2 by
immunohistochemistry in 24 samples of canine mast cell tumors, considering their
histological grades. The expression mean of COX-2 was 55.4% in the group of mast
cell tumor grade | (G1) (n = 8), 64.6% in grade Il (G2) (n = 8) and 71.7% in grade lll
(G3) (n = 8). The expression mean of COX-2 in control group (CG) (n =5) was 55.4%
There was a statistical difference (P <0.05) between GC and G1, G2 and GC, GC
and G3 and between G1 and G3. In conclusion, considering the antibody and
histological  classification  employed, the expression of COX-2 by
immunohistochemistry is inversely proportional to the histological grade of the tumor
in canine mast cell tumors.
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INTRODUCAO

O mastocitoma é uma neoplasia maligna constituida por mastdcitos, que sao
células complexas, multifuncionais e tem papel central na imunidade funcional e
adquirida (KIRSHENBAUM, 2000). A etiologia dos mastocitomas nao esta
comprovadamente definida, mas sugerem-se varias hipoteses, como inflamacéao
cronica, aplicagdo de substancias irritantes na pele, infeccdo viral, alteracdes
genéticas, mas a razado de sua elevada incidéncia € desconhecida (DALECK et al.,
2009). Todavia, é comprovado o envolvimento do receptor de tirosina-quinase c-KIT
na patogenia desta neoplasia (ZEMKE et al., 2001).

Mesmo com o diagnostico de mastocitoma firmado pela CAAF, faz-se
necessaria a avaliacao histolégica, uma vez que o comportamento e prognostico do
tumor estdo diretamente relacionados a graduacdo histologica (LONDON &
SEGUIN, 2003). Patnaik et al. (1984) criaram um esquema de classificacéo,
considerando trés categorias (sendo 1, bem diferenciado; 2, moderadamente
diferenciado e 3, pouco diferenciado), e que ainda hoje € o mais utilizado pelos
patologistas. A resseccao cirdrgica, sempre que possivel, € a modalidade de
tratamento mais efetiva, quando realizada com margens de seguranca (FULSCHER
et al., 2006). A cirurgia pode ser curativa, sobretudo nos casos de tumores bem
diferenciados, mas mastocitomas de grau Il ou Ill podem exigir o tratamento
medicamentoso, como a quimioterapia antineoplasica (LONDON & SEGUIN, 2003;
THAMM & VAIL, 2007; WELLE et al., 2008).

A teoria de que farmacos anti-inflamatorios podem afetar a carcinogénese
iniciou a relacdo entre a inflamacdo cronica e o cancer (SWIERGIEL & DUNN,
2002). A inflamacéo crénica tem sido correlacionada ao desenvolvimento de varias
neoplasias humanas (COUSSENS & WERB, 2001). Estudos sugerem que 15% dos
tumores malignos provém de lesdo inflamatodria prévia (O'BYRNE & DALGLEISH,
2001). Citocinas inflamatérias podem induzir a liberacdo de vérios fatores
regulatorios que influenciam a sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo celular,
além de induzirem a cicloxigenase-2 (COUSSENS & WERB, 2001), uma enzima
induzida e expressada por células envolvidas na inflamacdo e outras condicbes
patologicas como artrites, doenca de Alzheimer e cancer (HALLIDAY et al., 2000).

De acordo com Eberhart et al. (1994), a COX-2 esta associada ao
crescimento celular e acdo de oncogenes. Esses autores demonstraram a presenca
de COX-2 no tecido neoplasico (cancer de colon) e sua auséncia em tecido normal
(intestino). A alta expressdao de COX-2 nas neoplasias tem sido associada a
mecanismos de promocao tumoral, devido a inducdo da angiogénese, inibicdo da
apoptose, aumento da capacidade de invasdo e metastase, modulacdo da
inflamacéo e da resposta imune (TSUJII et al., 1998; CAO & PRESCOTT, 2002;
WANG & DUBOIS, 2004) (Figura 1).
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Figura 1. Vias influenciadas pelo aumento da
expressdo da COX-2 em neoplasias.

Em cées, além do uso convencional como anti-inflamatério, analgésico e
antitérmico (GAYNOR, 2008; LOONEY, 2010) os inibidores de COX-2 sdo uma
opcao de tratamento para diferentes tumores em cdaes, particularmente os que
apresentam aumento da expressao desta enzima, como carcinoma de células
escamosas (PESTILI DE ALMEIDA et al., 2001), carcinoma de células transicionais
(KHAN et al., 2000) e alguns tipos de tumores de mama (DE NARDI et al., 2005;
MILLANTA et al., 2006). Nas neoplasias maméarias de cadelas, a expressao da
cicloxigenase-2 variou de acordo com a classificagcdo histoldégica tumoral,
observando-se baixa expressao nas células dos adenomas e alta nos carcinomas e
carcinomas metastéaticos (DE NARDI et al., 2005).

Estudos que avaliaram a COX-2 em mastocitomas caninos S&o raros e
contraditorios. Heller et al. (2005) avaliaram 17 mastocitomas de grau 2 e obtiveram
apenas uma amostra positiva para o anticorpo utilizado. Contudo, recentemente,
Vascellari et al. (2012) avaliaram 53 amostras e obtiveram positividade em 78% dos
tumores. Este mesmo estudo ndo encontrou relacao entre a positividade da COX-2
com o grau histolégico. Prada et al. (2011) avaliaram, além da porcentagem de
células positivas, a intensidade da marcacgéo. Oitenta e seis por cento dos tumores
foram positivos para COX-2, embora somente a intensidade de marcacéo tenha se
relacionado com o grau histoldgico do mastocitoma.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a expressao da cicloxigenase-2 (COX-
2) em mastocitomas caninos de diferentes graus histolégicos.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagéo deste estudo, foram selecionados 24 casos de mastocitoma
canino, de diferentes racas, peso e idade, entre machos e fémeas, atendidos no
Servico de Oncologia do Hospital Veterindrio “Governador Laudo Natel” da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp) — Campus de
Jaboticabal, nos anos de 2001 a 2005. Nenhum dos cées selecionados para este
experimento tinha histérico de tratamento com antinflamatorios previamente ao
diagnéstico e coleta de material para que nao houvesse interferéncia com os
resultados do estudo imuno-histoquimico.
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Em todos os casos, ap0s o procedimento cirargico, foi realizada a coleta da
amostra contendo tecido neoplasico. Os espécimes tumorais e de tecido cutaneo e
subcutdneo sem alteracbes foram fixados em solucdo de formaldeido 10%,
tamponados com fosfato, pH 7,2. Apdés um periodo de fixacdo de aproximadamente
18 horas, o material foi transferido para alcool 70%, seguindo-se procedimentos
usuais para inclusdo em parafina. Cortes de 5 ym de espessura foram obtidos por
um micrétomo automatico (Leica . RM 2155), corados pela técnica de hematoxilina e
eosina (H.E.) e azul de toluidina (A.T.). Para a avaliacdo histopatologica, as
amostras foram analisadas por microscopio triocular Eclipse E200 (Nikon), o que
permitiu confirmar o diagnéstico e classificar os tumores, seguindo os critérios de
Patnaik et al. (1984). Apos a coloracdo em H.E. e A.T., os cortes foram avaliados por
patologista e separados em grupos experimentais, sendo G1 (n= 8), constituidos por
mastocitoma grau |, G2 (n = 8), por mastocitoma grau Il e G3 (n = 8), por
mastocitoma grau Ill. Amostras de tecido cutédneo e subcutaneo, de locais aleatérios,
sem alteracdes patoldgicas macroscopicas foram coletadas de cinco cées higidos,
constituindo o grupo controle (GC).

A técnica de imuno-histoquimica utilizada foi o complexo avidina-biotina
(ABC), desenvolvido por Hsu et al. (1981). Cortes de 5 ym de espessura foram
montados em laminas pré-tratadas com Poly-L-Lysina (Sigma 8920) com o objetivo
de promover maior aderéncia dos cortes nas laminas, evitando a perda de material
durante o processamento.

O blogueio da atividade da peroxidase endégena foi realizado por meio de
imersdo das laminas em solucao de peroxido de hidrogénio 10% e metanol, por 30
minutos. Em seguida, foi utilizada a recuperacdo antigénica gerada pelo
aguecimento em banho-maria por 50 minutos a 95C. N este processo, 0s cortes
foram imersos em solucdo diluida de recuperacdo antigénica (Target Retrieval
Solution 10X concentrante — Dakocytomation, nS1699) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apds o resfriamento das laminas, estas foram
incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente com solu¢do bloqueadora de
reacao inespecifica (protein block serum free, Dakocytomation, nN°X0909). Os cortes
foram incubados com o anticorpo priméario CX-294 (Dakocytomation), na diluicdo de
1:50, a 4C durante toda a noite, de acordo com as determinacdes especificas. Apds
essa etapa, foi utilizado o kit baseado na técnica da avidina-biotina-peroxidase
(LSAB+ System — Dakocytomation, nK690). A observac o da reacdo foi obtida
empregando-se o cromégeno a base de diaminobenzidina (DAB) (liquid DAB
substrate-chromogen system — Dakocytomation, n° K34 68), incubado por 5 a 8
minutos. Os cortes foram entdo contracorados com hematoxilina de Harris. Como
controle negativo, o0s anticorpos primarios anti-COX-2 (clone CX-294,
Dakocytomation) foram substituidos por solu¢cdo tampdo PBS (0,01M e pH7,2).
Como controle positivo, foram utilizados cortes de carcinoma mamario canino.

A observacdo da frequéncia das marcacOes foi realizada por dois
observadores em microscoépio de luz triocular modelo Eclipse E200 (Nikon) e foram
aleatoriamente selecionados. Cinco campos por corte e, em cada campo, foram
contados um total de 100 células neoplasicas, entre marcadas e ndo marcadas Foi
utilizada uma ocular com graticula integrada Nikon (Nikon, Inc. — Japan), com
aumento de 400X, sendo a ocular de 10X e objetiva de 40X. Destes, foram extraidas
médias em porcentagem de células neoplasicas marcadas em relacdo ao total. A
analise estatistica empregada para comparar as médias e desvio-padrdo das
porcentagens de marcagao entre os grupos foi a de Tukey-Kramer, considerando-se
como valores significantes p<0,05%
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo as racas, verificou-se maior frequéncia em caes sem raca
definida (37,5%), seguidas por aqueles da raca Boxer (25%), Dachshund (12,5%) e
Poodle (8,3%). Outras racas apresentaram pouca representatividade (Figura 2). A
média de idade dos 24 animais portadores de mastocitoma foi de 8,5 anos, sendo
que 20,83% tinham entre 1 e 5 anos de idade; 50%, entre 6 e 10 anos e 20,7%, com
idade acima de 10 anos. Com relagcdo ao sexo, houve numero superior de machos
(n=14) em relacéo as fémeas (n=10).

Racas
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m Daschshund
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m Cocker spaniel
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Gréfico 1. Frequéncia dos mastocitomas distribuidos conforme a racga
dos cées selecionados para este estudo.

O exame histopatolégico € o método de eleicdo para se identificar as
caracteristicas de uma neoplasia (MOTA & OLIVEIRA, 1999). Observou-se baixa
reatividade para a COX-2 no grupo controle (0,43%), contrapondo o resultado
encontrado nos espécimes tumorais, onde a expressao de COX-2 mostrou aumento
na expressdao do marcador, conforme a graduacdo de malignidade do tumor
(G3>G2>G1). A expressao da COX-2 no grupo dos mastocitomas de grau | foi de
55,4%, ao passo que nos de grau Il, a expressao foi de 64,6%. Para os
mastocitomas de grau lll, verificou-se a maior expressao, em que 71,7% das células
apresentaram reatividade. Quando se comparou o0 numero de células
imunomarcadas entre 0s grupos experimentais, houve significancia (P<0,05) entre o
grupo controle (GC) e mastocitoma grau | (G1), grupo controle (GC) e mastocitoma
grau Il (G2), grupo controle (GC) e mastocitoma grau Ill (G3). Também observamos
diferenca entre Gl e G3 (P<0,05) (Tabela 1) (Figura 3).

Tabela 1. Média e desvio-padrdo da porcentagem de marcacao para COX-2

Grupo Marcacéo da COX-2 (%)
GC 0,43 +0,3%

Gl 55,4 + 10,7°

G2 64,6 + 14,2

G3 71,7 + 3,8°

Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer a 5%
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A imuno-histoquimica € um método auxiliar de diagnéstico que esta sendo
cada vez mais utilizada na rotina (BARRA, 2006). Entretanto, fatores como a
presenca de ligacdes cruzadas dos anticorpos com outros epitopos (LIU et al., 1997)
e 0 método de quantificacdo das células marcadas podem interferir com a
sensibilidade e especificidade da técnica (BERGMAN et al., 1996; BARRA, 2006).
Com base nesses relatos, no presente trabalho, foram adotados alguns critérios com
0 intuito de minimizar possiveis fatores intercorrentes, como a utilizacdo de
anticorpos monoclonais e a contagem das células neoplasicas marcadas em cinco
campos aleatérios por corte e a leitura ser realizada por dois observadores. Além
destes cuidados mencionados, também foram utilizados rigidos controles positivos e
negativos, métodos de recuperacéo antigénica e bloqueio de reacdes inespecificas
visando a obtencao de reaces fidedignas.

Marcacao da COX-2 (%)

80

70

60
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40

30

20
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Gréfico 2. Porcentagem de marcacdo da cicloxigenase-2 nos mastocitomas
dos grupos GO (controle), G1 (mastocitoma grau 1), G2
(mastocitoma grau 2), e G3 (mastocitoma grau 3). Observar
expressdo quase nula em GO.

A contagem das células imunorreativas foi realizada independente da
intensidade da coloracdo de marcacéo, pois, de acordo com Garcia et al. (1989) e
Scott et al. (1991) a distincdo entre células fortemente positivas e fracamente
positivas durante a contagem pode ser subjetiva e induzir a erros na avaliacao.
Neste estudo, foi observada baixa expressdo de COX-2 em tecido cutaneo canino
sem alteracdes patoldgicas (0,43%). Este achado era esperado, pois esta enzima,
diferentemente da COX-1, é indetectavel na maioria dos tecidos, sendo expressa
apenas em resposta a certos estimulos como a presenca de citocinas, fatores de
crescimento, endotoxinas bacterianas e oncogenes (BURLEIGH, 2002; KRAUS,
2003). Margulis et al.(2007) obtiveram resultados semelhantes, pois relataram que a
imunomarcacdo de COX-2 foi praticamente nula em tecido normal de bexiga em
humanos.

A imunorreatividade da COX-2 nos espécimes tumorais foi crescente de
acordo com o grau de malignidade dos mastocitomas, corroborando com o0s
achados de diversos autores em diferentes neoplasias tanto em humanos como em
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animais, que propdem que estad enzima seja responsavel pelo desenvolvimento e
progressdo tumoral (TSUJII et al., 1998; CAO & PRESCOTT, 2002; DORE et al.,
2003; HELLER et al.,, 2005; SHEEHAN et al., 2005; DE NARDI et al., 2005;
MIYASHITA et al., 2006; TAKATORI et al., 2007). Esses dados contradizem em
parte, os resultados estabelecidos por Klimp et al. (2001) e Cervello et al. (2005) que
observaram imunorreatividade de COX-2 em neoplasias ovarianas e carcinomas
hepatocelulares, respectivamente, porém nao evidenciaram correlacdo entre a
imunomarcacao e a graduacgao histolégica.

N6s podemos observar pelos resultados obtidos neste estudo que as
neoplasias mais agressivas apresentaram maior expressdo de COX-2, porém
mesmo nos mastocitomas classificados como grau |, onde houve menor expressao
de COX-2, esta neoplasia apresentou elevada imunomarcagdo, com valores
superiores a 55% (Figura 3). Esses resultados sdo contraditérios aos de recentes
estudos publicados nos ultimos anos, como o de Prada et al. (2011) e Vascellari et
al. (2012), que ndo encontraram associacao entre a porcentagem de marcacao e a
graduaco histologica dos mastocitomas. E importante enfatizar que os estudos em
qguestao utilizaram diferentes clones da enzima. Entretanto, foi consensual o elevado
namero de amostras positivas, acima de 70%.

g tel, o g 2 % % e . 693 4 y =g A &y 4
Figura 2. Fotomicrografias de mastocitomas caninos, submetidos a rea¢éo de imuno-histoquimica
pelo método ABC, utilizando o anticorpo anti-COX-2, clone CX 294. Aumento de 20X.
Observa-se baixa porcentagem de marcacao citoplasmatica em mastocitoma de grau |
(A) e alta de porcentagem de marcacao citoplasmatica em mastocitoma de grau lll (B). A
marcacdo € evidenciada pela coloracdo acastanhada no citoplasma das células.
Contracoloracdo: Hematoxilina de Harris.

f

CONCLUSAO
Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que a expressao da
COX-2 por imuno-histoquimica é diretamente proporcional ao grau histolégico do
tumor em mastocitomas caninos, considerando 0 anticorpo e a classificacao
histoldgica empregados. A alta expressdo de COX-2 encontrada nos mastocitomas,
mesmo nos tumores de menor grau de diferenciacdo, encorajam os médicos
veterinarios a empregarem terapias anti-COX-2 nos mastocitomas caninos.
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