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RESUMO

As neoplasias mamarias caninas, além de serem um excelente modelo experimental
para estudo de neoplasias mamarias humanas, € uma doenga clinicamente muito
importante na medicina veterinaria. Ndo somente em neoplasias malignas, a
angiogénese contribui para a fase pré-maligna microscépica de progressao
neoplasica, caracterizando um papel importante e marcante no cancer.O objetivo
desse estudo foi avaliar a intensidade de imunomarcagédo de VEGF nos diferentes
graus de malignidade de neoplasias mamarias caninas. Foram analisadas 103
amostras de neoplasias mamarias caninas do setor de Patologia Veterinaria da
Universidade de Franca. A técnica imuno-histoquimica empregada foi o sistema de
deteccao livre de biotina (REVEAL). A imunomarcagao para o anticorpo VEGF foi
citoplasmatica e as neoplasias mamarias foram divididas em 28 amostras grau |, 37
grau Il e 38 grau Illl. Na analise estatistica em relagdo a intensidade de
imunomarcacaoo grau | foi significativamente maior em relagéo ao grau Il e grau lll
(pf1 0,01) e ndo houve diferenca estatistica entre grau Il e lll. Esses resultados
corroboram com autores que encontraram menor quantidade de granulos de VEGF
nos maiores graus de malignidade. Outro estudo relacionou a quantidade de VEGF
com tamanho tumoral, e caracteristicas microscépicas como crescimento, necrose,
infiltracdo linféide, metdstase em linfonodo, grau histopatolégico, e indice de
proliferacéo celular sendo o VEGF expresso tanto em tumores benignos quanto nos
malignos sem relacdo com esses fatores. Conclui-se que a intensidade de
imunomarcacdo para VEGF foi maior nas neoplasias mamarias caninas de baixo
grau de malignidade.

PALAVRAS-CHAVE: angiogénese,caes, imuno-histoquimica, neoplasias mamarias.

EVALUATION OF THE INTENSITY OF IMMUNOSTAINING OF VE GF IN CANINE
MAMMARY NEOPLASIAS

ABSTRACT
Canine mammary neoplasms as well as being an excellent experimental model to
study human breast tumors, is a clinically important disease in veterinary medicine.
Not only in malignancies, angiogenesis contributes to the microscopic premalignant
stage of neoplastic progression featuring a striking and important role in cancer. The
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aim of this study was to evaluate the intensity of immunostaining of VEGF in different
degrees of malignancy of canine mammary neoplasms. There were used 103
samples of canine mammary neoplasms of Laboratory of Veterinary Pathology, of
Franca University. Immunohistochemical technique was the detection system of free
biotin (REVEAL). The immunostaining for VEGF antibody was cytoplasmic and
canine mammary tumors were divided into 28 samples grade |, 37 grade Il and 38
grade lll. Statistical analysis regarding the intensity of immunostaining grade | was
significantly higher compared to grade Il and grade Ill (pl] 0,01) and there was no
statistical difference between grade Il and lll. These results corroborate with authors
that found a smaller amount of granules of VEGF in greater degrees of malignancy.
Another study linked the amount of VEGF in tumor size, and microscopic
characteristics such as growth, necrosis, lymphocytic infiltration, lymph node
metastasis, histological grade, cell proliferation and with the express VEGF in both
benign and malignant tumors as unrelated to these factors. We conclude that
immunostaining for VEGF was higher in canine mammary tumors of low malignancy.
KEYWORDS: angiogenesis, dogs, immunohistochemistry, mammary neoplasms.

INTRODUCAO

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) normalmente relacionado
com aumento da angiogénese estimulados em tecidos com acentuada hipdxia tem
sido associado com a inducdo da angiogénese tumoral. Na neoplasia, as células da
periferia podem expressar altos niveis de angiogénese e ndo estarem em hipoxia
(NEUFELD et al., 1999). Como em tecidos normais tumores requerem oxigénio para
manutencao que provem de neovascularizagdo. Durante a progressao tumoral uma
mudanca na angiogénese é ativada transformando a vasculatura que apresentava-
se em repouso em brotamentos de vasos que ajudam a sustentar a expansao de
crescimentos neoplasicos. Ndo somente em neoplasias malignas, a angiogénese
contribui para a fase pré-maligna microscopica de progressdo neoplasica
caracterizando um papel importante e marcante no cancer (HANAHAN & FOLKMAN
1996).

Atualmente em neoplasias humanas muitas terapias anti-angiogénicas tém
sido propostas com bons resultados quando adjuvantes a quimioterapicos. Algumas
também ainda necessitam de mais estudos para serem recomendadas
(FAKHREJAHANI & TOI, 2014; VASUDEV & REYNOLDS, 2014)

Tumores de mama sao 0s mais frequentes em cadelas e estima-se que mais
de 50% sejam malignos (DE NARDI et al., 2009; OLIVEIRA-FILHO, et al., 2010;
SHAFIE, et al., 2013). Além de ser um excelente modelo experimental para estudo
de neoplasia mamaria humana (MUNSON & MORESCO, 2007), a neoplasia
mamaria canina é uma doenca clinicamente muito importante na medicina
veterinaria. O tratamento de neoplasias mamarias caninas é baseado na retirada
cirirgica e avaliacdo histopatoldgica levando em consideracdo o tipo e o grau
tumoral. Em tumores agressivos, quimioterapias, radioterapias ou imunoterapias nao
previnem recidivas (MACEWEN, 1990).

Existem poucos estudos com terapias anti-angiogénicas em caes, e ainda em
neoplasias mamarias € pouco instituido. Com isso, objetivou-se nesse estudo avaliar
a intensidade de imunomarcacdo de VEGF em neoplasias mamarias caninas e
relacionar com o grau de malignidade tumoral.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade de
Franca com o numero de protocolo 037/13. Foram reavaliadas 103 amostras de
neoplasias maméarias caninas do setor de Patologia Veterinaria da Universidade de
Franca e classificadas de acordo com CASSALI et al. (2014).

A técnica imuno-histoquimica empregada foi o sistema de deteccéo livre de
biotina (REVEAL). Os cortes de tecido com 4 u foram desparafinizados, reidratados
e, entdo, foi realizada a recuperagao antigénica com solugdo tampao TRIS/EDTA pH
9, em panela de pressao elétrica (ELITE PLATIUM) por 40 minutos. Em seguida,
apos resfriar por 20 minutos foi realizado o bloqueio da peroxidase endogena por 20
minutos com a aplicacdo do Bloqueador de Peroxidase (reagente do kit Reveal
Spring). Apés essa etapa, os cortes foram lavados por cinco minutos em Tampdao de
Lavagem TBS com Tween 20. A seguir, 0os sitios inespecificos foram bloqueados
com solucao bloqueadora de reacdo inespecifica (Reagente do kit Reveal Spring —
Cod SPD-125) por 10 minutos. Ato continuo, os cortes foram incubados em camara
umida com o anticorpo primério VEGF, policlonal, clone VG1 na diluicdo 1:500,
marca Abcam, e entdo incubados a 4C por 18 horas. Apds o periodo de overnight,
os cortes foram novamente lavados em PBS, procedendo-se ent&o a incubagédo com
o polimero ligado a peroxidase, (Polimero Reveal HRP, kit Spring- cod SPD-125)
perfazendo um total de 25 minutos. As laminas foram novamente lavadas, e a
reacdo revelada pelo substrato cromogénicodiaminobenzidina (DAB liquido,
reagente do kit Reveal Spring — Céd. SPD -125).

A seguir, a reacdo foi interrompida com a lavagem em &agua destilada,
seguidas de contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris (1-2 minutos). Os cortes
passaram pela bateria crescente de alcool e por xilol, foram montados com
Permount (Fisher Scientific) e observados em microscopia de luz.

Como controle positivo da reagcdo foram utilizadas Ilaminas de
hemangiossarcoma caninos e como controle negativo, substituiu-se o0 anticorpo
primério por diluente de anticorpo (BSA 5%) em todas as reacfes imuno-
histoquimicas.

Os dados foram analisados de acordo com a intensidade de marcagdo com o
programa ImagePro-Plus versdo 4.5.0.29 for Windows EUA.Para cada amostra
foram obtidas as médias de cinco campos que foram fotomicrografados e analisados
no programa. A analise computacional fornecia um valor em porcentagem da
intensidade de imunomarcacdo. Os resultados foram analisados pelos testes nao
paramétricos ANOVA e seguidos por Kruskal Wallis.

RESULTADOS

Foi realizado uma analise semi-qualitativa da imunomarcagcdo do anticorpo
VEGF, que mostrou-se uma marcacdo citoplasmatica (Figura 1 e 2), sendo
confirmada tanto no controle positivo (hemangiossarcoma) como em células
endoteliais presentes na neoplasia (controle positivo interno). Foram analisadas 103
amostras de neoplasias maméarias de cadelas, divididas em 28 amostras de grau I,
37 de grau Il e 38 de grau lll, conforme o quadro 1. A média de imunomarcacao para
o grau | foi de 0,9, a média para o grau Il e lll foi de 0,3. Na analise estatistica em
relacdo a intensidade de imunomarcacao o grau | foi significativamente diferente em
relacdo ao grau Il e grau lll (p[1 0,01) e ndo houve diferenca estatistica entre grau Il
e lll, conforme figura 3.
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grau | em cadela. Reacdo de imuno-histoquimica, livre
de biotina sistema REVEAL, cromégeno DAB. Obj.40x.
Notar marcacdes citoplasmaticas em forte intensidade.
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FIGURA 2: Fotomicrografia de carcinoma mamario padrao sélido grau
Il em cadela. Reacdo de imuno-histoquimica, livre de
biotina sistema REVEAL, crom6geno DAB. Obj.40x. Notar
marcacodes citoplasmaticas em fraca intensidade.
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QUADRO 1: Identificacdo dos tipos histopatolégicos de neoplasias mamarias
caninas imunomarcadas pelo VEGF.

Neoplasia Numero de amostras
Carcinoma tubular grau | 9
Carcinoma tubular grau Il 9
Carcinoma tubular grau 1l 9
Carcinoma papilar grau | 9
Carcinoma papilar grau Il 10
Carcinoma papilar grau Il 10
Carcinoma solido 1l 9
Carcinoma solido Ili 9
Carcinoma em Tumor Misto grau | 10
Carcinoma em Tumor Misto grau |l 9
Carcinoma em Tumor Misto grau I 10
Total 103
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FIGURA 2: Intensidade de imunomarcacdo de VEGF nos diferentes graus de
malignidade em neoplasias mamarias caninas

DISCUSSAO
O objetivo desse estudo foi realizar uma analise semi-qualitativa da
intensidade de imunomarcacéo, sendo os tumores grau | com mais intensidade que

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.10, n.19; p. 234 2014



as neoplasias grau Il e grau lll. Esses resultados corroboram com autores que
encontraram menor quantidade de granulos de VEGF nos maiores graus de
malignidade (RESTUCCI et al., 2002). A perda dos granulos e consequentemente a
diminuicdo da intensidade de imunomarcacdo pode estar relacionada com a
indiferenciacdo celular. A imunomarcacéo citoplasmatica do VEGF também foi
observada por outros autores, porém em relacdo a intensidade de imunomarcacao
esses autores nao obtiveram diferenca estatistica entre tumores benignos e
malignos (STRAGLIOTTO et al., 2013).

De acordo com a classificacdo utilizada CASSALI et al. (2014), o grau de
malignidade tumoral é caracterizado por pleomorfismo celular, quantidade de
formacdes tubulares e nimero de figuras de mitoses. Provavelmente ndo houve
diferencas significativas entre grau Il e grau Il devido ao grau Il ja estar
desenvolvendo acentuada anaplasia celular.

Diferente deste estudo, SANTOS et al. (2010) fizeram uma analise semi-
quantitativa que relacionou a quantidade de imunomarcacdo de VEGF com o
tamanho tumoral, e caracteristicas microscépicas como crescimento, necrose,
infiltracéo linféide, metastase em linfonodo, grau histologico, e indice de proliferacao
celular sendo o VEGF expresso tanto em tumores benignos quanto nos malignos
nao havendo relacdo com esses fatores. A quantidade de VEGF também néo se
relacionou com o tempo de sobrevida e tempo livre da doenga em pacientes caninas
com neoplasias mamarias (SANTOS et al., 2013). Avaliacbes de quantidade de
VEGF também foram detectadas em maiores quantidades em neoplasias malignas
do que nas benignas (FELICIANO et al., 2012).

CONCLUSAO

Com relagao a intensidade de imunomarcacéao, observou-se maior quantidade
em neoplasias mamarias grau | do que em grau Il e grau Ill. Sendo provavel que a
indiferenciagao celular diminua a intensidade de imunomarcagao.
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