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RESUMO

QUEIROZ, G. F. de. Avaliagao da expressao e dos niveis séricos do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e da densidade de microvasos em
caes portadores de sarcomas de tecidos moles submetidos a excisao
cirargica. [Evaluation of the expression and serum level of the vascular endothelial
growth factor (VEGF) and of the microvascular density in dogs with soft tissue
sarcoma submitted to surgical excision]. 2007. 119 f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2007.

No individuo adulto, a angiogénese ocorre particularmente em situagdes patolégicas
como nos tumores em crescimento, no desenvolvimento de metastases e no
processo de cicatrizagdo, sendo o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) o principal fator envolvido na angiogénese tumoral. Por essa razdo, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os niveis circulantes de VEGF no soro
de caes com sarcoma de tecidos moles e sua relagdo com as células sanguineas,
comparados com um grupo de animais sem cancer (controle), a expressao do
VEGF e a densidade de microvasos nos espécimes tumorais dos cdes com
sarcoma de tecidos moles. O grupo controle foi composto de 30 caes machos e o
grupo de animais com sarcoma de tecidos moles foi de 25 caes (18 machos e 7
fémeas castradas) os quais foram avaliados prospectivamente. A coleta sangilinea
foi realizada apenas uma vez no grupo controle e em trés tempos nos animais com
sarcoma (pré-operatério, duas semanas e trés meses de pds-operatério) da mesma
maneira. Apoés a colheita o sangue foi processado, para extragdo do soro e
determiﬁagéo dos niveis de VEGF a partir de um método quantitativo ELISA

(enzime-linked immunosorbent assay). A expressdo do VEGF e a densidade de



microvasos foi investigada por meio da prova de imunoistoquiimica utilizando-se
anticorpos anti-VEGF e anti-fator VIl respectivemente. Nao houve diferencga entre o
nivel sérico de VEGF dos animais controles e portadores de sarcoma de tecidos
moles no tempo pre-operatoério. O nivel de VEGF sérico no pré-operatério mostrou-
se discretamente aumentado em relagdo a duas semanas e trés meses de pos-
operatério. Houve correlagao positiva entre VEGF sérico e contagem neutréfilos e
correlagcdo negativa entre o VEGF e quantidade de hemoglobina nos animais com
sarcoma. Houve uma tendéncia dos animais com hemangiopericitoma
apresentarem niveis maiores de VEGF sérico em relagao aos portadores de tumor
maligno da bainha neural periférica. Houve expressao do VEGF em 65% dos casos,
sendo o hemangiopericitoma aquele que expressou maior quantidade de VEGF
intratumoral. Nao houve diferenga na densidade de microvasos entre os tumores
negativos e positivos ao VEGF. Os resultados encontrados sugerem contribuigédo
das células do sangue circulante para os niveis de VEGF do soro de caes
portadores de sarcomas de tecidos moles, células tumorais e outros tipos celulares
parecem ser responsaveis pela angiogénese tumoral, mas nao contribuem para

elevagao da concentragao sérica desse fator.

Palavras-chave: Angiogénese patolégica. Fatores de crescimento. Neoplasia.

Ensaio imunoenzimatico. Imunoistoquimica.



ABSTRACT

QUEIROZ, G. F. de. Evaluation of the expression and serum level of the
vascular endothelial growth factor (VEGF) and of the microvascular density in
dogs with soft tissue sarcoma submitted to surgical excision. [Avaliagdo da
expressao e dos niveis séricos do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
e da densidade de microvasos em caes portadores de sarcomas de tecidos moles
submetidos a excisdo cirurgical. 2007. 119 f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séao
Paulo, Sao Paulo, 2007.

In adult individual, angiogenesis occurs particularly in pathological situations as
tumors growth, development of metastasis and in the wound healing process. The
vascular endothelial growth factor (VEGF) is the main agent involved in tumor
angiogenesis. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the circulating
levels of VEGF in the serum of dogs suffering from soft tissue sarcoma and its
relation with the blood cells, and also the expression of VEGF and the micro vascular
density in tumors specimens. A group of health animals was used as control. The
control group and treatment group were composed of 30 male dogs 25 dogs (18
males and 7 castrated females) respectively. The blood collection was carried once
in the control group and three times in the animals with sarcoma (timely, pre-surgery,
two weeks and three months post-surgery) following the same protocol. The blood
was processed and a quantitative method ELISA (enzime-linked immunosorbent
assay) was used to determinate of the levels of VEGF. The expression of the VEGF
and the microvascular density were investigated by means of the

immunohistochemical test using anti-VEGF and anti-factor VIII antibodies



respectively. There was no difference between serum level of VEGF of the controls
animals and serum level of VEGF in the animal with soft tissue sarcoma in pre-
surgical time. Serum level of VEGF in pre-surgical time revealed discrete increased
in relation the two weeks and three months of post-surgery. There was a positive
correlation between serum VEGF and neutrophils counting and negative correlation
between the VEGF and amount of haemoglobin in the animals with sarcoma. The
animals with hemangiopericytoma showed a trend to higher levels of VEGF in
relation to the malignant peripheral nerve sheath tumor. The expression of the VEGF
was detected in 65% of the cases; the hemangiopericytoma is the one that
expressed greater intratumoral amount of VEGF. There was no difference in the
microvascular density between the negative and positive tumors to the VEGF. The
results suggest contribution of the circulating blood cells for the levels of serum
VEGF of the of the dogs with of soft tissue sarcomas, tumors cells and other cells
types seem to be responsible for tumor angiogenesis, but they don'’t contribute for

rise serum level of VEGF.

Key-words: Pathological angiogénesis. Growth factor. Neoplasia. immunosorbent

assay. Immunohistochemical.
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1 INTRODUGAO

O numero de animais com cancer tem crescido muito ao longo dos ultimos
anos. Esse fato tem despertado um maior interesse por parte dos pesquisadores na
busca por novos métodos de diagndstico, tratamento e prognéstico.

Os sarcomas de tecidos moles correspondem de 14 a 17% dos tumores
malignos dos cées com uma incidéncia anual nos Estados Unidos de 35 casos para
100.000 (DERNELL et al., 1998; MACEWEN et al., 2001). No Brasil ndo ha dados
reais da incidéncia desses tumores em céaes, no entanto, em trabalho desenvolvido
por Chalita et al. (2001) com tumores de pele e partes moles em caes do total de
117 tumores estudados histologicamente, 35 (29,9 %) eram de origem mesenquimal,
sendo 15 (42,86%) malignos. Por outro lado, Vasconcellos (2002) estudando os
mesmos tipos de tumores em caes encontrou uma maior percentagem (68,75%) de
sarcomas de tecidos moles. Em levantamento realizado no periodo de janeiro de
2003 a junho de 2004, dos 84 caes portadores de sarcoma operados no Servigo de
Cirurgia de Pequenos Animais do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, 43 (51,2%) foram
diagnosticados histologicamente como sarcoma de origem de tecidos moles.

A extensdo da vascularizagdo do tumor, mensurada pela densidade de
microvasos ou expressao de fatores angiogénicos intra-tumorais, tem mostrado ser
um importante indicador de prognéstico em uma variedade de tumores sélidos em
humanos (FOLKMAN, 1995). O fator de crescimento do endotélio vascular —
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), também conhecido como fator de

permeabilidade vascular € um fator angiogénico que desempenha papel importante
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no desenvolvimento embrionario, fungdes reprodutivas e na cicatrizagcdo de feridas.
E também um importante fator angiogénico patolégico expresso em grande nimero
de tipos de tumores e tem mostrado uma correlagdo com o prognéstico (DVORAK,
2002).

A concentragdo do VEGF no soro de pacientes humanos tem sido
correlacionada com o grau e prognostico em uma variedade de tumores soélidos
(GEORGE et al., 2000). O VEGF tem sido estudado em pacientes com sarcomas de
tecidos moles e a sua concentragao foi significativamente mais elevada nos tumores
de alto grau de malignidade e correlacionada com o desenvolvimento de recidiva
local e metastases (YUDOH et al., 2001).

A literatura veterinaria no que concerne a importancia do VEGF em tumores
de caes é escassa e nao ha relatos a respeito do papel desse fator em sarcomas de

tecidos moles de caes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Na revisdo a seguir estao apresentadas as informagdes obtidas na literatura
referentes as atividades biolégicas do VEGF, o gene do VEGF e suas proteinas,
seus receptores e moléculas relacionadas, o papel do VEGF e de seus receptores
na angiogénese fisiolégica e tumoral, os fatores que regulam sua expressao,
contribuicdo das células do sangue para os niveis circulantes do VEGF e sua
expressao em pacientes portadores de tumores.

2.1 Atividades biolégicas do VEGF

O VEGF tem agao mitogénica potente sobre células derivadas de artérias,
veias e vasos linfaticos, tanto in vitro quanto in vivo (LEUNG et al., 1989; PLOUET;
SCHILLING; GOSPODAROWICZ, 1989). Funciona ainda, como fator de sobrevida
nessas mesmas células, induzindo a expressdao de proteinas com atividade anti-
apoptoética, como por exemplo, o Bcl-2 (GERBER; DIXIT; FERRARA, 1998).

Estudos tém demonstrado que o VEGF pode induzir o desenvolvimento de
fenestragdes em células endoteliais com conseqiiente aumento da permeabilidade
vascular. Desse modo, leva a um extravasamento de proteinas plasmaticas para o
intersticio, resultando na formagdo de um gel de fibrina extravascular, que serve
como substrato para células endoteliais e tumorais (DVORAK, 1986; DVORAK et al.,
1987; ROBERTS; PALADE, 1995).

Efeito adicional atribuido ao VEGF é o aumento do transporte de glicose no

endotélio vascular. Tal efeito tem relevancia importante por aumentar a demanda de
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energia durante a proliferacéo de células endoteliais ou na inflamagéao (PEKALA et
al., 1990).

Outros estudos demonstraram que o VEGF tem efeito inibitério na
maturagao de células apresentadoras de antigenos como as células dendriticas, nao
possuindo, portanto, efeito inibitorio significativo sobre estas células maduras. Esse
efeito leva a hipétese de que o VEGF possa facilitar o crescimento do tumor,
evitando que o tumor induza uma resposta imune (GABRILOVICH et al., 1996). O
VEGF induz a expresséao de fatores ativadores de plasminogénio (AP) e colagenase,
promovendo um efeito degradativo tecidual que facilita a migragao e proliferagéo de
células endoteliais. Da mesma forma, apresenta efeito inibitério desses fatores,
controlando negativamente a agdo proteolitica supramencionada (PEPER;
MONTESANO, 1990; PEPER et al., 1991).

As atividades biolégicas do VEGF podem diferir em intensidade de acordo
com o 6rgao estudado. Dellian et al. (1996) demonstraram que a permeabilidade
vascular e a velocidade intravascular das hemaceas em microvasos induzidos pelo
VEGF sao diferentes em intensidade quando estudados no cranio e na pele de
camundongos. Estes achados sugerem que tais atividades sdo determinadas pelo

ambiente biolégico local.

2.2 Gene do VEGEF e suas proteinas

O gene do VEGF humano esta organizado em 8 exons, separados por 7

introns, e sua regido de codificagdo mede aproximadamente 14 kb (HOUCK et al.,
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1991; TISHER et al.,1991). Esta localizado no cromossomo 6p21.3 (VICENTI et al.,
1996). Em analises da sequéncia do cDNA em uma variedade de clones do VEGF
humano foram encontrados pelo menos cinco espécies de moléculas diferentes,
apresentando 121, 145, 165, 189, 206 aminoacidos (respectivamente VEGFiz4,
VEGF 145, VEGF 165, VEGF 19, VEGF206) (HOUCK et al., 1991; HOUCK et al., 1992;
TISHER et al., 1991).

A isoforma mais importante e predominante € o VEGF4g5, uma glicoproteina
homodimérica com afinidade pela heparina, com peso molecular de 45.000 daltons;
quando da falta de afinidade pela heparina ocorre uma perda da atividade
mitogénica, podendo ela, ser encontrada na forma livre e difusivel, bem como ligada
a superficie celular e matriz extracelular (FERRARA et al., 1992; HOUCK et al.,
1992). Por outro lado o VEGF42¢ apesar de ser encontrado na forma livre, ndo tem
afinidade pela heparina e € 50 a 100 vezes menos potente que o VEGFg5 na
proliferacdo de células endoteliais (HOUCK et al.,, 1992; KEYT et al.,, 1996). O
VEGF g9 € VEGF205 sd0 moléculas maiores, com maior afinidade pela heparina que
as anteriores; no entanto, ndao estdao livremente disponiveis, encontram-se
seqliestradas na matriz extracelular (PARK; KELLER; FERRARA, 1993). VEGF g €
VEGF20s podem ser liberadas como moléculas soliveis através da ligagdo com
heparina ou plasmina, gerando moléculas bioativas de peso molecular de 34.000
daltons (HOUCK et al., 1992).

Esses achados sugerem que o VEGF pode se tornar disponivel para
exercer atividade sobre células endoteliais por dois mecanismos distintos: como
proteinas livremente difusiveis (VEGF121 € VEGF1gs) ou por quebra e liberagéo de

isoformas mais longas (FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997).
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As principais isoformas do VEGF detectadas em caes foram VEGFy,
VEGF64 € VEGF1gs. A sequéncia de aminoacidos dessas isoformas exibe somente
4 8% de trocas de residuos comparados a seqiiéncia do VEGF humano. Além disso,
o VEGF canino apresenta propriedades de ligacdo as células de humanos, resposta
biolégica em células humanas e de aves semelhantes ao VEGF humano. Com base
nesses achados, o VEGF canino é estrutural e funcionalmente semelhante ao VEGF

humano (SCHEIDGGER et al., 1999).

2.3 Receptores e moléculas relacionadas ao VEGF

A atividade bioldégica do VEGF ocorre devido a sua alta afinidade por dois
receptores de transmembrana denominados de tirosina quinase. Estes receptores
sdo seletivos, embora ndo sejam exclusivamente expressos pelo endotélio vascular
(DVORAK, 2002), podem estar localizados nas células endoteliais de pequenos e
grandes vasos (JAKEMAN et al., 1992).

Os dois receptores com afinidade para VEGF identificados foram: VEGFR-1
(vascular endothelial growth factor receptor-1) ou Flt-1 (fms-like tyrosine kinase 1) e
VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor-2) ou Flk-1 (fetal liver kinase
1) ou KDR (kinase domain region) (TERMAN et al., 1992; VRIES et al., 1992).
Estudos sugerem que VEGFR-1 tem maior afinidade pelo VEGF1¢s do que VEGFR-2
(VRIES et al.,, 1992). Desse modo, os dois receptores parecem ter diferentes

propriedades.
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Células endoteliais da aorta de porcos que nao apresentam receptores para
o VEGF quando s&o transfectadas' com um plasmideo codificado para o VEGFR-
2/KDR exibem quimiotaxia e atividade mitogénica em resposta ao VEGF, o que nao
ocorre quando tais células sao transfectadas com o plasmideo do VEGFR-1/Flit-1.
(WALTENBERGER et al., 1994, SEETHARAM et al., 1995).

Estudos sugerem que VEGFR-1 ndo &, primariamente, um receptor de
sinalizagdo, mas sim um chamariz, capaz de regular de maneira negativa o VEGF,
sequestrando-o e deixando-o menos disponivel para o VEGFR-2 (PARK et al,
1994). Moléculas mutantes do VEGF que se ligam seletivamente ao VEGFR-2 sao
altamente mitogénicas para células endoteliais (KEYT et al.,, 1996). Portanto,
VEGFR-Z & fundamental para a indugao de angiogénese mediada pelo VEGF.

Soker et al. (1998) identificaram um receptor ndo cinase com afinidade pelo
VEGF g5 denominado de neuropilina-1 (NRP-1), cuja fungéd seria potencializar a
ligagdo do VEGF1s5 com o VEGFR-2. No entanto, € menos expresso no endotélio
vascular que o VEGFR-1 e VEGFR-2, e sua importancia na angiogénese tumoral
tem sido motivo de pesquisas recentes (MIAO; KLAGSBRUN, 2000; MIAO et al.,
2000).

Estudos identificaram um receptor que nao se liga ao VEGF denominado de
Flt-4 ou VEGFR-3, expresso principalmente em células epiteliais do pulmédo em
desenvolvimento, porém apresenta afinidade com moléculas relacionadas ao VEGF
(VEGF-C e VEGF-D), (vascular endothelial growth factor receptor-3) (PAJUSOLA et
al., 1992)

Nos ultimos anos foram identificadas varias moléculas relacionadas ao

VEGF (ou VEGF-A) que atuam de certa forma na angiogénese. Essas moléculas

! Transfecgéo: processo pelo qual um gene é inserido em uma célula por meio de técnicas de biologia molecular.
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incluem VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e placenta growth factor (PIGF).
Esses fatores sao menos estudados que o VEGF-A e tem despertado interesse nos
leitores mais como informagéao adicional (DVORAK, 2002).

PIGF, como o proprio nome sugere, é fortemente expresso em placenta e
acredita-se ter um papel adicional na angiogénese patoldgica, potencializando a
atividade do VEGF (CARMELIET; MOONS; LUTTUN, 2001).

VEGF-B esta distribuido primariamente no musculo esquelético e no
miocardio, desse modo acredita-se que participe na regulacdo da angiogénese,
particularmente nos musculos (OLOFSSON et al., 1996).

VEGF-C liga-se ao VEGFR-3, expresso no endotélio de vasos linfaticos, e
tem sido implicado na linfangiogénese. VEGF-D é mitogénico para células
endoteliais e interage com o VEGFR-2 e VEGFR-3, enquanto que o VEGF-E induz

angiogénese através da interagdao com o VEGFR-2 (MEYER et al, 1999).

2.4 Papel do VEGF na angiogénese fisiologica

A proliferagdo de vasos sangliineos €& crucial para uma variedade de
processos fisiolégicos como o desenvolvimento embrionario, crescimento normal e
diferenciacao, cicatrizagcdao de feridas e fungdes reprodutivas (FERRARA; DAVIS-
SMYTH, 1997).

A formagédo de vasos sangilineos no periodo embrionario ocorre por dois
processos distintos. A vasculogénese & um processo que ocorre somente na fase

embrionaria, e consiste na formagdo de vasos a partir da diferenciagédo de
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precursores mesodérmicos em células endoteliais (FERRARA, 2002). Angiogénese
¢ definida como a formagdo de novos vasos sanguineos através da migracdo e
proliferagéo de células endoteliais provenientes de vasos pré-existentes (PLENDL;
LUNN, 2000). No adulto, a angiogénese ocorre particularmente em situagées
patolégicas como nos tumores em crescimento, metastases e no processo de
cicatrizagdo. A angiogénese fisiolégica, na fase adulta, ocorre principalmente no
sistema reprodutor feminino, mais precisamente no utero, placenta, ovario e
glandulas mamarias durante a gestagéao e nos ovarios e no utero a cada novo ciclo
reprodutivo (PLENDL; LUNN, 2000).

O VEGF é considerado o principal fator envolvido na diferenciagdo e
desenvolvimento do sistema vascular, pois, estudos com animais mostraram que a
perda de apenas um dos alelos do gene do VEGF resulta em morte embrionaria
(FERRARA et al., 1996), o que ndo ocorre quando ha inativagdo de outros fatores
angiogénicos, como no caso do PIGF (CARMELIET; COLLEN, 1998). No periodo
pbés-natal imediato o VEGF parece ter papel critico, pois sua inibicdo resulta em
parada de crescimento e morte em poucos dias de vida (FERRARA et al., 1996).
Outra fungao importante do VEGF nessa fase esta relacionada ao desenvolvimento
0sseo, pois, sua inativagao resulta em prejuizo no crescimento 6sseo longitudinal
(GERBER et al., 1999).

A expressao do VEGF em microvasos de areas onde as células endoteliais
sdo normalmente quiescentes como nos glomérulos renais, pituitaria, coragéo,
pulmao e cérebro (BROWN et al.,, 1992; FERRARA et al, 1992; MONACCI,
MERRILL; OLDFIELD, 1993) elevam a possibilidade do VEGF ser necessario nao
somente para induzir uma proliferagdo vascular ativa, como também para

manutenc¢ao da diferenciagcao de vasos sanguineos (FERRARA et al., 1992).
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O VEGF desempenha papel importante no processo de ciCatrizagéo de
feridas. Queratinocitos presentes na cicatrizacdo de feridas expressam RNA
mensageiro do VEGF. Estudos em ratos mostraram que houve uma diminuigdo da
expressao do RNA mensageiro do VEGF na pele de ratos geneticamente diabéticos
quando comparados com ratos normais, sugerindo que uma alteragdo na regulagao
da expressao do gene do VEGF contribui para uma angiogenese defeituosa e uma
cicatrizacao prejudicada (FRANK et al., 1995).

Os estudos em animais adultos mostram que o VEGF é necessario para a
ativagdo do processo de angiogénese, assim como para o desenvolvimento do
corpo luteo e processos cicatriciais. A angiogénese ocorre no ovario durante o
desenvolvimento folicular e formagéo do corpo luteo; no endométrio uterino ocorre
durante a fase proliferativa do ciclo estral e menstrual. Aparte estes dois locais do
corpo, NOVOS vasos sanguineos nao crescem exceto em resposta a uma injaria
tecidual ou algumas doengas (FRANSER, 2000). No trato reprodutor feminino o
VEGF desempenha papel importante no desenvolvimento ciclico dos vasos

sanglineos (FERRARA et al., 1998).

2.5 Fatores que regulam a expressao do VEGF

A expressao do VEGF no ser humano parece ser regulada por fatores como
a hipéxia, IGF-1 (insulin-like growth factor), mediadores inflamatérios, diferenciagéo

celular e alteragbes genéticas. Os estudos realizados demonstraram que a hipoxia é
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um potente indutor da expressao do VEGF in vitro bem como in vivo (BANAI et al.,
1994; HASHIMOTO et al., 1994; MICHENKO et al., 1994).

Os trabalhos demonstraram uma associagdo entre hipdxia tumoral e
aumento dos niveis sistémicos de VEGF em pacientes com tumores da cabega e
pescoco (DUNST et al, 2001). Uma anemia mesmo que moderada pode
comprometer a oxigenagao tumoral e resultar em hipéxia tumoral (RICHARD;
BERRA; POUYSSEGUR, 1999).

Em pesquisa foi atestado que o IGF-1 (insulin-like growth factor-1) aumenta
a expressao de RNA mensageiro para VEGF em carcinoma de colo retal, regulando
dessa forma o desenvolvimento de novos vasos sanguineos e contribuindo para a
progressdo do cancer (WARREN et al.,, 1996). TSH (thyroid-stimulating hormone)
também mostrou estimular a expressao do VEGF em linhagens de células de
carcinoma de tiredide (SOH et al., 1996).

Os mediadores inflamatérios como a prostaglandina E2 e interleucina-1
induzem a expressdo do VEGF em cultura de células de fibroblastos sinoviais
sugerindo importancia do VEGF na angiogénese inflamatéria (BEN-AV et al., 1995).

A diferenciagdo celular parece ter papel importante na regulagdo da
expressdo do VEGF, pois, durante a conversao de pré-adipocitos 3T3 em adipdcitos
houve um aumento de sua expressao (CLAFFEY; WILKISON; SPIEGELMAN, 1992).

A alteragao genética no oncogene ras esta associada a regulagédo do VEGF
em células epiteliais transformadas, sugerindo que este oncogene pode contribuir de
modo indireto para o crescimento do tumor promovendo a angiogénese tumoral
(RAK et al., 1995). Em trabalho desenvolvido por lliopoulos et al. (1996) observou-se
que o gene de supressdo tumoral VHL (Von Hippel-Lindau) esta relacionado a

expressao do VEGF, regulando negativamente a expressao do VEGF.
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2.6 Papel do VEGF na angiogénese tumoral

A formacéao de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes tem
inicio com a ativagao de células endoteliais normalmente homeostaticas que
originam ramos que se projetam e invadem o estroma tumoral. Estes vasos se
conectam com a rede vascular existente como capilares funcionais e desempenham
papel importante para a agressividade e prognéstico dos tumores (LANTZSCH;
HEFLER, 2004). Este processo desempenha papel importante para a progressao
tumoral uma vez que na auséncia de novos vasos os tumores sé conseguem crescer
cerca de 2 a 3 mm (FOLKMAN, 1990). Além disso, a neovascularizagdo tem
participacdo no desenvolvimento de metastase aumentando a possibilidade das
células tumorais atingirem a circulagao (LIOTA; KLEINERMAN; SAIDEL, 1974).

Em condigbes fisiolégicas a angiogénese € regulada por uma série de
fatores de indugao e inibigdo, em condi¢gbes patologicas ocorre uma alteragao ou
auséncia dessa regulacdao (DVORAK, 1986; FOLKMAN; KLAGSBRUN, 1987,
JOSEPH-SILVERSTEIN; SILVERSTEIN, 1998).

Dentre os promotores da angiogénese identificados os mais potentes sdo o
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento de
fiboroblastos (aFGF e bFGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento de hepatdcitos
(HGF), fator de crescimento transformante (TGFa e ), angiotropina, angiogenina e
fator de necrose tumoral (TNFa) (FOLKMAN; KLAGSBRUN, 1987; JOSEPH-

SILVERSTEIN; SILVERSTEIN, 1998).
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A angiogénese tem sido relacionada ao crescimento acelerado de
neoplasias de alto potencial metastatico. Estudos em camundongos transplantados
com tumores humanos sugerem que o rapido crescimento de tais tumores é
precedido de um aumento na vascularizagao (ALGIRE; CHALKLEY, 1945).

O VEGF tem sido implicado como o principal envolvido na angiogénese de
tumores em muitos estudos (FERRARA, 2000; TOU; MATSUMOTO; BANDO, 2001).
Na maioria dos tumores humanos a expressdo do VEGF encontra-se aumentada,
tanto em células tumorais quanto em células do proprio organismo (FERRARA,
1999). O aumento da expressdo do VEGF em tumores humanos esta relacionado a
um aumento da vascularizagao local e pobre prognéstico (GASPARINI et al., 1997,
MAEDA et al., 1996).

Em pacientes humanos portadores de sarcomas de tecidos moles a
expressao do VEGF, especificamente em leiomiossarcoma, parece estar associada
a uma menor sobrevida quando comparado a aqueles que ndo expressaram (POTTI
et al., 2004).

Estudando a expressdo do VEGF em osteossarcomas humanos Kaya et al.
(2000) observaram que nos tumores positivos para o VEGF o perimetro dos vasos
tumorais era significativamente maior em relagdo a tumores negativos ao VEGF.
Observaram ainda que a taxa metastatica nos pacientes com tumores VEGF positivo
foi significativamente maior do que nos portadores com tumores VEGF negativos.
Sugerindo dessa forma a importancia do VEGF no crescimento tumoral e
disseminagéao para locais distantes.

O aumento da expressdo do VEGF em carcinomas mamarios invasivos de
felinos esta relacionado com o tipo, grau histolégico e sobrevida desses animais

(MILANTA et al., 2002).
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Em estudo realizado em seminomas caninos do tipo difuso demonstrou-se
que o aumento da expressdo do VEGF esta relacionado a um aumento da
vascularizacgao local (RESTUCCI et al., 2003). A expressdo do VEGF encontra-se
aumentada em tumores mamarios (RESTUCCI et al., 2002), carcinomas cutaneos
de caes e esta relacionada com a angiogénese e malignidade (MAIOLINO; DE
VICO; RESTUCCI, 2000).

As evidéncias do papel do VEGF no desenvolvimento dos canceres
humanos surgiram a partir de estudos realizados com anticorpos dirigidos contra o
VEGF. O crescimento de células tumorais humanas implantadas em camundongos
foi suprimido por meio da supressao da angiogénese administrando-se anticorpos

contra o VEGF nesses animais (BOGTROM et al., 1998; KIM et al., 1993).

2.7 Concentragao sangiinea do VEGF em pacientes com neoplasia maligna

O VEGF desempenha papel importante na angiogénese fisiologica bem
como tumoral. Partindo desse principio, alguns autores propuseram realizar a
dosagem sangiinea (sérica ou plasmatica) desse fator e a sua correlagdo com a
neoplasia.

A medida da concentragéo sérica do VEGF foi significativamente elevada
em pacientes, com tumor de mama, estdmago, célon, esdfago, pulmao e figado
quando comparada ao grupo controle, sendo inclusive associada com uma maior

expressao do VEGF nos tecidos tumorais (YAMAMOTO et al., 1996).
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Kraft et al. (1999) observaram niveis significativamente maiores do VEGF no
soro de pacientes humanos com carcinoma de mama, ovario e gastrintestinal
quando comparados com pacientes saudaveis, observaram ainda que nos pacientes
com cancer havia uma maior concentragao significativa do VEGF naqueles com
doenga metastatica. De acordo com Salgado et al. (2001) pacientes humanos
portadores de céncer de mama apresentam niveis séricos do VEGF
significativamente mais elevados em relagéo a populagéo controle.

A concentragéo sérica do VEGF encontra-se aumentada em pacientes
humanos com carcinoma e sarcoma em relagdo aos saudaveis havendo diferenga
estatistica significativa naqueles com carcinoma de pulmdo e sarcoma de partes
moles em relagdo aos demais tumores (LINDER et al., 1998).

Salven et al. (1997) ao analisar trés grupos de pacientes portadores de
cancer de pulméo, cérebro, trato gastrintestinal, mama, linfoma e préstata com
doenga loco-regional, metastatica, e um grupo controle, encontraram diferenga
significativa entre os trés grupos, sendo o grupo com doenga disseminada aquele
que exibiu os valores mais elevados do VEGF sanguineo.

A partir desses estudos surgiram diversos relatos na literatura analisando a
importancia dos niveis circulantes de VEGF em diferentes neoplasias. Niveis séricos
de VEGF se correlacionam com o estadio da doenga em pacientes com cancer de
colon (KUMAR et al.,, 1998), pacientes com neoplasia pulmonar (SALVEN et al.,
1998), pacientes com hepatocarcinoma (JIN-NO et al., 1998) e pacientes com
cancer de mama (YAMAMOTO et al., 1996).

A concentragdo sérica do VEGF em humanos com carcinoma cervical &

significativamente mais elevada do que nos pacientes saudaveis. Observou-se ainda
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gque o aumento da concentragdo do VEGF esteja correlacionado com o estagio da
doenga e com o aumento do tamanho tumoral (MITSUHASHI et al., 2005).

Karayiannakis et al. (2002) observaram niveis séricos de VEGF
significativamente elevados em pacientes com cancer gastrico bem como uma
associagao significativa entre o VEGF sérico e o estadio da doencga, profundidade de
invasao e presenca de metastase. Nos pacientes submetidos a ressecgao radical
houve uma diminuigdo do nivel circulante do VEGF apés tratamento e aumento
deste naqueles submetidos a tratamento paliativo.

Os estudos em tumores ovarianos tém mostrado niveis elevados
significativamente de VEGF nos malignos em relagdo aos benignos e pacientes
saudaveis. Observou-se também diferengca entre aqueles metastaticos e néao
metastaticos bem como apés o tratamento realizado (LI et al., 2004).

Individuos com melanoma apresentam altos niveis séricos de VEGF,
particularmente, aqueles com doenga metastatica. Alem disso, altos niveis de VEGF
sérico e presenga de células de melanoma circulantes estao associados a uma alta
taxa de recidiva nesses pacientes (OSELLA-ABATE et al., 2002). Em outro estudo
altos niveis de VEGF sérico estdo associados com um menor intervalo livre de
doenga (ASCIERTO et al., 2004).

Ao investigar os fatores angiogénicos circulantes em humanos com
sarcomas de tecidos moles, Yoon et al. (2006) observaram que ha uma maior
concentragdo do VEGF plasmatico nesses pacientes quando comparados aos
saudaveis. Observaram ainda niveis plasmaticos de VEGF mais elevados em
individuos com tumores maiores em relagdo aos tumores menores, demonstrando

uma possivel correlagao desse fator com a extensao da doenga.
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Em trabalho desenvolvido por Troy et al. (2006) notou-se que caes
portadores tumores apresentam niveis plasmaticos de VEGF superiores aqueles
saudaveis e aqueles com doeng¢a nao-neoplasica.

Wergin et al. (2004) ao analisarem o VEGF plasmatico como indicador dos
efeitos da radioterapia em caes com diversos tipos de tumores verificaram que ndo
houve variagao dos niveis plasmaticos desse fator antes e depois nos caes tratados
com baixas doses versus altas doses de radiagdo, contudo, o nivel plasmatico do
VEGF antes da terapia foi significativamente mais elevado em relagao aos caes que
nao apresentavam tumores.

Conforme Wergin e Kaser-Hotz (2004) a medida da concentragdo
plasmatica do VEGF em caes com tumores espontaneos parece estar relacionada
ao tipo histolégico do tumor, de modo que, tumores do tipo épulis apresentam baixos
niveis plasmaticos quando comparados a melanomas da cavidade bucal.

Em estudo realizado em caes com hemangiosarcoma, Clifford et al. (2001)
constataram que a concentragdo do VEGF no plasma desses animais foi
significativamente maior quando comparada aos niveis plasmaticos em caes

saudaveis.

2.8 Concentragao sérica do VEGF em pacientes com sarcomas de tecidos moles

O VEGF tem sido mensurado no soro € no plasma de seres humanos com
tumor. Esse fator é ativamente secretado do tecido tumoral e a sua forma soluvel

pode ser detectada no sangue circulante.
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Em estudo realizado no soro de pacientes portadores de sarcomas de
tecidos moles observou-se uma elevagao significativa do nivel de VEGF em relagdo
aos pacientes saudaveis e aqueles que haviam se submetido a cirurgia para
ampliagao de margem sem evidéncia de doencga. Foi notado ainda nivel diferente
significativos desse fator entre os diferentes graus tumorais (GRAEVEN et al., 1999).

Avaliando a possibilidade do VEGF sérico como marcador tumoral em
sarcomas de tecidos moles de humanos Hayes et al. (2004) desenvolveram estudo
com grupos que envolviam pacientes saudaveis, com tumores benignos e malignos
no pré e pés-operatorio tardio. Esses autores verificaram que o VEGF mensurado no
pré-operatério dos pacientes com tumores esteve elevado significativamente nos
tumores de graus 2 e 3 em relagéo aqueles com doencga benigna e sem doenga. Nos
pacientes submetidos a ressecg¢ao cirurgica houve uma elevagao do VEGF sérico na
segunda semana de pos-operatério independente da patologia, retornando aos
valores basais no pés-operatério subsequente. Por volta da 242 a 362 semana de
pés-operatério houve elevagao sérica do VEGF em 4 pacientes correspondendo
temporariamente ao desenvolvimento de doenga metastatica.

A secregdao do VEGF foi avaliada e comparada no soro proveniente do
sangue circulante e da veia tumoral em humanos com sarcomas de tecidos moles
em diferentes momentos. Os autores observaram valores semelhantes de VEGF nos
tempos de pré-operatério, intra-operatério, uma hora e um dia de pés-operatoério dos
pacientes doentes e controle, porém o VEGF proveniente do sangue tumoral foi mais

elevado que nos pacientes saudaveis (KUHNEN et al., 2000).
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2.9 Contribuicéo das células do sangue circulante para os niveis do VEGF do fluxo

sanguineo

O VEGEF é considerado um dos principais moduladores da angiogénese na
cicatrizagdo de feridas e no desenvolvimento embrionario, desempenha também,
papel importante na fisiopatogenia de doengas como retinopatia diabética, psoriase
e crescimento de tumores (CARMELIET et al., 1996; FRANK et al., 1995;
FERRARA, 1999). Altos niveis séricos do VEGF tém sido descritos em pacientes
com cancer (DIRIX et al., 1997). Embora o VEGF seja produzido e secretado pelo
estroma e células epiteliais do tumor (LEUNG et al., 1989; WARREN et al., 1996) as
células do sangue circulante podem também contribuir para o nivel global do VEGF
do fluxo sangiineo. Evidéncias recentes sugerem importante contribuicdo das
plaquetas no nivel de VEGF do soro (BANKS et al., 1998; SALGADO et al., 1999;
VERMEULEN; SALVEN; BENOY, 1999).

A agregacao plaquetaria ocorre caracteristicamente na superficie endotelial
em resposta a uma injuria vascular e gera uma alta concentragdo de proteinas
secretadas no local da agregacdo (COLLER, 1991). Partindo desse principio,
Maloney et al. (1998) estudaram in vitro a liberagdo do VEGF durante a agregacao
plaquetaria e observaram que o VEGF foi secretado durante a agregacéo in vitro de
plasma rico em plaquetas induzido pela trombina, colageno e epinefrina. Além disso,
o VEGF sérico foi significativamente mais elevado quando comparado ao do plasma.

A contribuigdo das células do sangue para os niveis de VEGF circulante tem

sido investigada em seres humanos saudaveis e com cancer. Nesse estudo
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demonstrou-se que as plaquetas e granulécitos, em particular os neutréfilos, formam
importantes compartimentos para o VEGF circulante (KUSUMANTO et al., 2003).

Ao investigar a presenca de VEGF em neutréfilos de pacientes humanos
Gaudry et al. (1997) utilizaram trés agentes indutores da sintese de VEGF e
observaram que os neutréfilos apresentam um pool de VEGF intracelular, sugerindo
que estas células parecem desempenhar atividade angiogénica fisiolégica ou
patoldgica.

Em estudo morfolégico e funcional avaliando a contribuicdo das plaquetas
para o nivel de VEGF circulante, Salgado et al. (2001) observaram uma correlagao
significativa entre o VEGF sérico e contagem de plaquetas em uma populagao
controle saudavel, porem, ndo houve correlagao significativa nos pacientes com
cancer. Por outro lado, George et al. (2000) observaram uma correlagao positiva
entre a contagem de plaquetas e o VEGF sérico de pacientes com cancer de célon-
retal, ndo acontecendo correlagdo em doencga benigna.

Em pacientes com leucemia aguda, linfoma e tumores soélidos foi relatado
aumento da concentragdo sérica de VEGF e alta correlagdo com contagem
plaquetaria. Observou-se ainda que nos pacientes com remissdo clinica apés
quimioterapia ablativa houve redugdao do nivel de VEGF sangiliineo bem como
reducdo da contagem plaquetaria (GUNSILUIS et al., 2000).

Avaliando a expressdao do VEGF-C e VEGF em células CD34+ do cordao
umbilical e do sangue periférico, Wartiovaara et al. (1998) detectaram expressao do
VEGF-C em células CD34+, enquanto que no sangue periférico este foi restrito as
plaquetas e células T. O VEGF-C e VEGF presente nas plaquetas e liberados da
agregacao plaquetaria junto com a liberagéo de tromboglobulina B sugere que estes

residem nos a-granulos das plaquetas.
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2.10 Expressao do VEGF e densidade de microvasos em pacientes portadores de

tumores diversos

A expressao do VEGF encontra-se elevada em muitos tipos de tumores de
seres humanos, e tem sido proposta como um indicador de prognéstico relacionado
com a diminuicdo da sobrevida em diversos canceres (MAEDA et al., 1996;
TAKANAMI et al., 1997; NEITZEL et al., 1999). Os sarcomas de tecidos moles sdo
altamente vascularizados (DIRIX et al., 1997) e a angiogénese pode estar envolvida
na progressdo destes uma vez que as células de sarcomas produzem grandes
quantidades de VEGF “in vitro” (VERHEUL et al., 2000).

Em carcinomas gastricos de seres humanos houve uma expressdo de
VEGF em 43,4% dos tumores, e a confagem de microvasos foi significativamente
maior nos tumores positivos em relacdo aos negativos. Observou-se ainda um
aumento significante da expressao do VEGF nos tumores de pacientes que
apresentavam invasao linfatica, invasao venosa, metastase linfonodal e hepatica
(MAEDA et al., 1996).

Avaliando, a expressdo do VEGF em tumores do tipo colangiocarcinoma
extra-hepatico de humanos, Mdébius et al. (2007) observaram uma alta expressédo em
47% dos casos, e 0 VEGF estava localizado principalmente no citoplasma de células
das extremidades invasivas do tumor. Nao foi constatado diferenca em relagao a
densidade de microvasos entre os tumores com alta ou baixa expressao.

A taxa de expressdo do VEGF em células escamosas de tumores da
cabega e pescogo de humanos pode ser importante fator preditivo para o tempo de

sobrevida livre de tumor apés radioterapia. Em 75% dos pacientes que expressaram
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baixos niveis de VEGF observou-se um controle local por um periodo de 5 anos a
despeito de 18% daqueles pacientes cujos tumores tiveram alta expressao do VEGF
(MARTIN et al., 2007).

Em pacientes humanos portadores de cancer prostatico foi observado
expressdao do VEGF em 82% das bidpsias realizadas. O epitélio benigno também
demonstrou coloragcdo positiva para o VEGF, porém, bem mais fraca que os
adenocarcinomas. A expressao foi completamente citoplasmatica sem nenhum
envolvimento da membrana nem do nucleo das células (GREEN et al., 2007).

Em um estudo realizado com 28 pacientes humanos portadores de
sarcomas de tecidos moles do tronco e extremidade observou-se 92,9% de
positividade para o VEGF, sendo que 50% destes apresentaram expressao do
VEGF em mais de 10% das células tumorais. A maioria dos tumores com forte
expressao (> 10%) era de grau intermediario (n=3) e alto grau (n=9). A densidade de
microvasos foi maior nos sarcomas com forte expressado do que naqueles com fraca
e auséncia de expressao (PAKOS et al., 2005).

Potti et al. (2004) estudando a expressdo do VEGF em sarcomas de tecidos
moles de seres humanos observaram uma expressdo predominante de VEGF em
24,91% dos tumores, sendo aqueles que apresentaram maior expressao os tumores
do tipo leiomiossarcoma, carcinossarcoma e histiocitoma fibroso.

No trabalho desenvolvido por Kuhnen et al. (2000) o padrédo de expressao
do VEGF em sarcomas de tecidos moles de seres humanos foi demonstrado dentro
do citoplasma em 97,8% dos casos, variando de moderado a forte em 85% dos
tumores. Porém, ndo houve relagdo entre expressdo do VEGF e os subtipos
histiocitoma fibroso, mixossarcoma, fibrossarcoma, hemangiopericitoma e

lipossarcoma, entretanto, em 66% dos sarcomas com aparéncia predominante
p
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epitelidide (sarcoma sinovial) houve uma forte expressdo imunoistoquimica do
VEGF.

Investigando o significado clinico da expressdo do VEGF em
osteossarcomas de seres humanos Kaya et al. (2000) observaram coloragao positiva
para o VEGF em 62,9% dos tumores. O padrao de expressao foi uniforme e o VEGF
estava localizado no citoplasma e/ou na membrana das células do osteossarcoma.
Os autores constataram ainda que, a contagem de microvasos nos tumores positivos
ao VEGF foi significativamente maior que nos tumores negativos ao VEGF.

Tumores de células basais e carcinomas de células escamosas da pele de
caes o padrao de expressdo do VEGF é predominantemente citoplasmatico. Os
tumores basais classificados como sélidos exibiram forte positividade em um grupo
de células em ninho na periferia do tumor. Nos carcinomas, 80% apresentaram
expressdo de fraca a moderada e os demais apresentaram uma forte expressao
(MAIOLINO; DE VICO; RESTUCCI, 2000).

Nos tumores testiculares de caes do tipo seminoma parece haver uma
relagdo positiva entre a angiogénese e o grau de malignidade, pois, seminomas do
tipo difuso apresentam uma expressdo de VEGF significativamente maior que
seminomas intratubulares (RESTUCCI et al., 2003).

O mesmo parece ocorrer em carcinomas mamarios de felinos, com uma
proporcdo de células VEGF positivas, significativamente maior em carcinomas
papilar e sélido em relagdo aos carcinomas papilares cisticos. Ainda de acordo com
o grau, a expressdo do VEGF foi mais elevada em tumores pobremente
diferenciados quando comparados aqueles moderadamente e bem diferenciados

(MILANTA et al., 2002).
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Em um estudo realizado com linfomas canino houve uma alta expressao do
VEGF em 60% dos tumores, com 50% ou mais das células neoplasicas
apresentando imunoreatividade (escore 3). O padrdo de expressao foi difuso e
citoplasmatico, com marcagéo de celulas endoteliais, macrofagos e plasmécitos
(WOLFESBERGER et al., 2007).

Em tumores mamarios benignos de cadelas ha uma fraca expressédo de
VEGF pelas células neoplasicas, ja aqueles malignos apresentaram uma forte
expressdo de VEGF, e na maioria destes, o VEGF foi expresso pelas células
localizadas proximas ao centro do tecido necrético. O numero de células positivas
para o VEGF foi significativamente maior nos tumores malignos e aumentou

progressivamente do grau | para o grau Il (RESTUCCI et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

Para uma melhor compreensdao os objetivos foram divididos em

objetivos gerais e objetivos especificos:

3.1 Objetivos Gerais

Verificar se os animais portadores de sarcomas de tecidos moles apresentam
elevagdo da concentragédo sérica de VEGF em relagdo ao grupo de animais

saudaveis (controle);

Avaliar se os espécimes tumorais obtidos dos animais portadores de sarcomas de

tecidos moles expressam VEGF;

Avaliar a densidade de microvasos nos espécimes tumorais obtidos dos animais

portadores de sarcomas de tecidos moles.
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3.2 Objetivos Especificos

Verificar se o padrao racial interfere na concentragao sérica do VEGF dos animais

portadores de sarcomas de tecidos moles;

Verificar se a quantidade de hemoglobina exerce influéncia sobre a concentragao
sérica do VEGF nos animais portadores de sarcomas de tecidos moles e nos

controles;

Verificar se a contagem global de leucécitos exerce influencia sobre a concentragdo
sérica do VEGF nos animais portadores de sarcomas de tecidos moles e nos

controles;

Verificar se os neutréfilos, linfécitos, eosinéfilos, mondcitos e plaquetas exercem

influencia sobre a concentragdo sérica do VEGF nos animais portadores de

sarcomas de tecidos moles e nos controles:

Verificar se existe diferenga do VEGF sérico e expressdo do VEGF entre os

diferentes tipos tumorais em animais portadores de sarcomas de tecidos moles;

Verificar se o existe relagdo entre o VEGF sérico e o volume tumoral nos animais

portadores de sarcomas de tecidos moles;
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Verificar se existe diferenca entre os tumores positivos e negativos ao VEGF em

relacao a densidade de microvasos e concentragao sérica do VEGF;

Comparar a concentragdo sérica do VEGF dos animais portadores de sarcoma de
tecidos moles dos diferentes tempos com a concentragdo sérica do VEGF dos

animais do grupo controle;

Comparar a concentragédo sérica do VEGF dos animais portadores de sarcoma de

tecidos moles nos tempos de pré-operatorio, duas semanas de pés-operatério e trés

meses de pds-operatdrio.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissao de Bioética da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo recebendo o
nimero de protocolo 577/2004 e realizado com livre consentimento do proprietario,
autorizando por escrito a sua participagao no estudo conforme termo de ciéncia e

autorizacao (Anexo 1).

4.1 Animais e critérios de inclusao

Durante o periodo de outubro de 2004 a agosto de 2007 foram atendidos
384 pacientes portadores de tumores de pele e/ou partes moles. Do total, 160
animais foram operados no Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario da FMVZ/USP (Quadro 1). Foram incluidos na pesquisa 25 caninos
(machos e fémeas castradas) cujo diagnostico citoldgico prévio fosse sugestivo de
neoplasia mesenquimal e com diagnoéstico histolégico de sarcoma de tecidos moles,
e 30 caes machos inteiros sem evidéncia clinica de tumor e/ou qualquer afecgéo
(controles), encaminhados ao HOVET para orquiectomia eletiva. Os animais foram
prospectivamente avaliados e comparados. Todos os animais portadores de
sarcoma foram submetidos a avaliagdo cardiolégica, parametros hematolégico e
bioquimico como avaliagdo pré-operatéria e exames de imagem para pesquisa de

metastase no pré-operatério e durante o periodo em que foram acompanhados apés
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o tratamento instituido. A tomografia computadorizada das formagées foi realizada
para avaliar comprometimento de tecidos adjacentes e desta forma auxiliar na

indicagao ou nao do tratamento cirurgico.

4.2 Exame citologico

Inicialmente todas as formagdes foram analisadas através de exame
citolégico, que consistiu na colheita de material da formagao por agulha com calibre
20 X 5.5 através de capilaridade, o material colhido foi depositado em laminas e
realizado esfregago pela técnica de squash e seco ao ar livre. As laminas foram
encaminhadas ao Laboratério Clinico do HOVET — FMVZ/USP, onde foram fixadas
com metanol, coradas pelo método de Rosenfeld e analisadas em microscopia

Optica de imersao, com aumento de 100X.

4.3 Exame de tomografia computadorizada

Os exames tomograficos foram realizados no Servigo de Diagndstico por
Imagem do HOVET - FMVZ/USP. Para a realizagdo do exame os pacientes
selecionados foram submetidos a anestesia geral, a fim de se obter o

posicionamento adequado para a realizagdo da sequéncia de cortes tomograficos.
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Os cortes transversais se iniciaram alguns milimetros antes do inicio da formagéo e
se estenderam até a porcao mais caudal da mesma. A espessura dos cortes foi de 5
ou 10mm com incremento de 5 ou 10mm entre os cortes, dependendo do tamanho
da formacgao. As imagens foram obtidas pré e pds-injecao intravenosa de contraste
iodado hidrossolGvel iénico Urografina 292®' no volume de 1,5ml/kg de peso. As
imagens adquiridas foram fotografadas em camera multiformato MFC640% com
selecées de janela e nivel que permitiram adequada avaliagdo de partes moles e
arcabougo 6sseo quando necessario. A tomografia computadorizada realizada das
formagdes foi para avaliar comprometimento de tecidos adjacentes e desta forma

auxiliar na indicagao ou nao do tratamento cirurgico (Figura 1).

4.4 Procedimento anestésico e cirurgico

O procedimento anestésico realizado foi elaborado pelo Servico de
Anestesia - HOVET - FMVZ/USP, levando-se em consideragao as condig¢des clinicas
de cada paciente, tanto para o exame de tomografia computadorizada e para o

tratamento cirargico.

A excisdo cirirgica das formagbes foi sempre realizada obedecendo a
técnica da cirurgia oncolégica e manipulagdo de tumores preconizada por

Szentimrey (1998).

' Schering do Brasil Industria Quimica Farmacéutica Ltda
? General Eletric
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Figura 1- Imagens de exame tomografico pré-contraste (animal n°. 4) em aproximagéo com 10mm de
espessura e 10mm de incremento onde se observa formacgéo de aspecto alongado em face
lateral de membro toracico direito que se estende do tergo distal ao tergco proximal do
umero, essa formagéo apresenta pequena porgcao calcificada medindo 1,0 cm no sentido
distal-proximal (seta), 3,0 cm no sentido créanio-caudal e 1,0 cm de profundidade em regiéo
distal do umero (face lateral), o restante da formacdo com atenuacdo de partes moles
homogénea e aspecto alongado, estende-se do terco distal do umero para o sentido
proximal por 9,0cm com até 2,0cm de profundidade; por toda a face lateral envolvendo o
musculo triceps braquial especialmente sua cabega longa onde, sob a area calcificada
apos a injegéo do contraste ndo se observou ponto de clivagem. Servigo de Diagndstico por
Imagem - FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de 2007) - Sdo Paulo - 2007
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4.5 Exame histolégico

Todas as formagdes removidas foram fixadas em formol tamponado
salino a 10%, enviadas ao Servigo de Patologia Animal - HOVET - FMVZ/USP, onde
foram processadas pelas técnicas rotineiras de inclusdo em parafina, cortadas a 6

pm e coradas pela hematoxilina-eosina para realizagao da analise histopatoldgica.

4.6 Estadiamento Clinico

Para o estadiamento clinico adotou-se classificagdo TNM da Organizagao
Mundial de Saude (OWEN, 1980) onde T corresponde a dimensao do tumor
primario, N, o envolvimento de linfonodos e M, metastase distante. O tamanho das
formagdes foi mensurado com auxilio de paquimetro, medindo-se comprimento,
largura e profundidade e o volume das formagdes foi obtido a partir da formula do
elipsoéide. A férmula do elipsoéide € 4/3 x [Tabc onde abc sdo os semi-didametros nas
trés dimensdes do tumor. Os linfonodos regionais foram avaliados por meio de
palpagédo e inspegdo. Para pesquisa de metastases a distancia foram realizados
exames de radiografias toracicas e ultra-sonografia do abdome quando

convenientes.
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4.7 Colheita de sangue e mensuragao da concentragdo do VEGF

Foram coletadas amostras de sangue da veia cefalica da mesma maneira
nos tempos de pré-operatério, com duas semanas e com trés meses de pods-
operatério dos animais portadores de sarcoma, as quais foram colocadas em tubo
estérii de vacutainer contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e
encaminhadas ao Servigo de Laboratério Clinico - HOVET — FMVZ/USP, para
realizacdo do hemograma, e em tubos estéreis de vacutainer SST™ Gel & Clot
Activator, para obtengcédo do soro e posterior mensuragao do VEGF. Foi coletada a
mesma quantidade de sangue dos animais controle da mesma forma e armazenado,
para realizagdo do hemograma e obtengao do soro para mensuragéo do VEGF uma

Unica vez.

Apés a colheita do sangue dos animais aguardou-se 30 minutos até a
formacdo do coagulo e em seguida foram encaminhadas ao Laboratério Clinico
onde foram centrifugados a 3200 rpm durante 5 minutos para obtengéo do soro,
armazenados sob refrigeracdo a 70 graus negativos. Todas as amostras foram
submetidas a apenas um ciclo de descongelamento e as medidas da concentragao
do VEGF foram determinadas utilizando um método quantitativo (kit ELISA)?
desenvolvido para mensurar os niveis de VEGF soluvel (VEGF1s5 € VEGF21), em
diversos fluidos humanos. Os valores das concentragdes foram calculados de

acordo com o protocolo do fabricante e obtidos em picograma por mililitro (pg/mL).

? Quantikine — R & D Systems
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4.8 Imunoistoquimica do VEGF e do fator VIIiI

As secgbes em paraplast foram desparafinizadas em xilol (2 x de 10
minutos), rehidratadas em uma série de etanol com concentragdes decrescentes
(absoluto | e Il, 95%, 70%, 50%, 5 minutos cada) e lavadas em agua destilada (1 x
de 5 minutos). Todas as lavagens seguintes foram realizadas com solugao
tamponada de fosfato (PBS a 0,15M, pH 7,2) 3 vezes de 5 minutos cada.
Posteriormente as laminas foram imersas em tampao citrato e receberam tratamento
em microondas (3 x de 5 minutos em poténcia maxima) para melhor exposi¢céo dos
antigenos. A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada, durante 10 minutos,
com peréxido de hidrogénio a 1,0% em alcool metilico durante 30 minutos. As
secgcOes foram incubadas com anticorpo primario, por 20 horas a 4°C. Os detalhes

sobre os anticorpos utilizados encontram-se no quadro 1.

Depois da lavagem em PBS, foram incubadas por 1 hora com o anticorpo
secundario biotinilado anti-imuneglobulinas de camundongos em temperatura
ambiente. Na seqiiéncia as l|aminas foram incubadas com o complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase, por uma hora, em temperatura ambiente, e a
revelagdo com solugéo contendo diamenobenzidina (DAB) e perdxido de hidrogénio.
As laminas foram contra-coradas com hemtoxilina, lavadas em agua corrente por 15
minutos e montadas com glicerina/gelatina. As |aminas foram visualizadas em
Microscépio Nikon Eclipse (E-800) equipado com camera de video (Coll snap- Proc

cf color®). As imagens foram capturadas usando o software Image-Pro Plus.
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Quadro 1 — Detalhes dos anticorpos utilizados nas reagées de imunoistoquimica —

Sé&o Paulo - 2007.

Anticorpos | Clone, Isotipo | Hospedeiro Diluicao Fornecedor (n.°
de catalogo)
VEGF VG76e, IgG Camundongo 1:100 Abcam
(Humano) monoclonal (ab-119)
Fator VIII policlonal Coelho 1:200 Dako

4.9 Determinagao da expressao do VEGF e da densidade vascular

A expressao do VEGF e a densidade de microvasos foram investigadas em
espécimes tumorais de 20 animais dos 25 incluidos no estudo. A expressao do
VEGF foi quantificada por meio da observagao de células positivas e/ou negativas
para o VEGF em objetiva de 20X. Foram levadas em consideragéo as marcagdes de

células intra-tumorais e células da regiao peri-tumoral.

O estudo da microvascularizagdo tumoral foi realizado por meio da
mensuragdo do numero de vasos sanglineos por ldmina de cada tumor. A
quantificagao foi realizada escolhendo-se aleatoriamente 5 campos de cada lamina
em objetiva de 10X. Estabeleceu-se que o numero total de vasos, obtidos em cada
caso, seria o resultado do somatério do numero de vasos contados em cada um dos
5 campos histolégicos avaliados. Convencionou-se, ainda, considerar como unidade
vascular a presenga obrigatéria de células coradas em castanho margeando o

espaco luminal.
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4.10 Analise estatistica

Inicialmente os valores obtidos foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov para testar a hipétese de que os dados seguiam a distribuicdo normal —
paramétricos ou nao-paramétricos. O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foi
utilizado para comparar os valores do VEGF dos animais com sarcoma em relagao
ao padrao racial, os valores do VEGF e densidade de microvasos dos diferentes
tipos histolégicos tumorais e o VEGF sérico destes animais nos tempos de pré-

operatério, duas semanas e irés meses de pés-operatério.

O teste de Mann Whitney foi utilizado para comparar os valores do VEGF
sérico dos animais do grupo controle em relagdo ao VEGF sérico dos animais
portadores de sarcoma nos tempos de pré-operatério, duas semanas e trés meses
de pds-operatorio, bem como, para comparar o VEGF sérico dos animais portadores
de sarcoma no tempo de pré-operatério e a densidade de microvasos entre os

tumores positivos e negativos ao VEGF.

O teste de Spearman foi utilizado para avaliar a relagéo entre o VEGF sérico
no pré-operatério dos animais com sarcoma e o volume de seus tumores, a relagéao
entre o VEGF sérico no pré-operatério e a densidade de microvasos, ja a correlagao
de Pearson foi realizada para avaliar o VEGF sérico no pré-operatério em relagao os

parametros hematolégicos nos doentes e controles.

Utilizou-se o teste de comparagao de proporgdes para comparar os padroes

de expressao (peri-tumoral e intra-tumoral) entre os diferentes tipos de tumores.
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Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos
niveis descritivos (valores de p) foram inferiores a 0,05. Foram utilizados para a
realizacdo desta analise estatistica os softwares: MSOffice Excel versao 2000 para
gerenciamento de banco de dados; MINITAB 14 para a execugdo dos cdalculos
estatisticos, elaboragéo e edigdo de graficos. Na elaboragédo das tabelas e para a

redacgao foi utilizado o MSOffice Word versao 2000.
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5 RESULTADOS

Dentre os animais portadores de sarcoma de tecidos moles foram utilizados
17 (68%) caes machos inteiros, 1 (4%) macho castrado e 07 (28%) fémeas
castradas. Assim sendo fémeas inteiras nao foram incluidas, pois no trato reprodutor
feminino o VEGF desempenha papel importante no desenvolvimento ciclico dos
vasos sanguineos, e também para o desenvolvimento do corpo luteo (FERRARA et
al., 1998) podendo interferir nos resultados.

Dos 25 caninos estudados, 11 (44%) eram sem padréo racial definido (SRD)
e 14 (56%) com raga definida (CRD) (Tabela 1). O valor médio do VEGF sérico dos
animais com racga definida portadores de sarcoma tecidos moles no periodo de pré-
operatério foi de 10,20 pg/mL com uma dispersdao em torno da média de 14,69
pg/mL para mais ou para menos, tem-se que 50% deles possui VEGF sérico inferior
a 6,39 pg/mL. Observou-se um ponto influente no caso dos animais com raga
definida, que se trata de um poodle macho que apresentou um VEGF de 55,22
pg/mL. Para os cdes sem raga definida a média do VEGF sérico foi de 17,60 pg/mL
com uma dispersdo em torno da média de 14,01 pg/mL para mais ou para menos,
tem-se que 50% dos caes possui VEGF inferior a 12,84 pg/mL. Nao houve diferenga
estatistica ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Kruskal-Wallis para os caes

com raga definida e sem raga definida (p= 0,078), (Figura 2).
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Figura 2 - Valores do VEGF sérico no pré-operatério em relagéo ao padrédo racial dos
cées portadores de sarcoma, Servigco de Cirurgia de Pequenos Animais do
HOVET - FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de 2007) - S&o Paulo -
2007

Os animais do grupo controle eram todos machos inteiros, sendo 4 com
padrao racial definido e 26 sem raga definida. A idade média dos animais portadores
de sarcoma era de 129,84 + 31,16 meses variando de 64 a 181 meses, e do grupo
controle era de 38,67 + 32,23 meses, variando de 5. a 99 meses. A idade média dos
animais com cancer foi significativamente superior a idade dos animais controle (p=
0,001).

A concentragao sérica do VEGF dos animais do grupo controle variou de 0,00
a 35,44 pg/mL, com um valor médio de 13,32 pg/mL e uma dispersédo em torno da
média de 10,57 pg/mL para mais ou para menos, 50% dos animais tiveram VEGF
sérico inferior a 10,26 pg/mL. Os valores da concentragédo sérica do VEGF dos
animais controles e dos doentes nos diversos tempos estdo descritos na tabela 2.

Em relagdo aos animais portadores de sarcoma de tecidos moles a

concentragdo sérica do VEGF no tempo de pré-operatério — PO variou de 0,00 a
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55,22 pg/mL, com uma média de 13,28 e uma dispersao em torno da média de
14,58 pg/mL, sendo que 50% dos animais apresentaram o VEGF sérico inferior a
8,61 pg/mL.

O valor médio de VEGF sérico dos animais com sarcoma no tempo de duas
semanas de pos-operatério foi de 11,04 pg/mL, com uma dispersdo em torno da
média de 18,30 pg/mL para mais ou para menos, 50% dos animais tiveram VEGF
inferior a 2,34 pg/mL, o minimo foi 0,00 pg/mL e 0 maximo 69,13 pg/mL.

O valor médio de VEGF sérico dos animais com sarcoma aos trés meses de
pbs-operatério foi de 10,78 pg/mL, com uma dispersdo em torno da média de 17,36
para mais ou para menos, 50% dos animais tiveram VEGF inferior a 4,12, o minimo
foi 0,00 e o maximo foi 66,39. De acordo com o teste Kruskal-Wallis ndo houve
diferenga significante ao nivel de 5% (p = 0,24) entre os valores do VEGF sérico nos
animais portadores de sarcoma de tecidos moles nos tempos de pré-operatoério,

duas semanas e trés meses de pos-operatdrio.

Ao comparar a concentragéo do VEGF sérico dos animais do grupo controle
com os animais portadores de sarcoma de tecidos moles no tempo de pré-operatério
nao houve diferenca signiﬂcante ao nivel de 5% (p = 0,64) pelo teste de Mann
Whithey, porém, ao utilizar o mesmo teste para comparar VEGF sérico dos animais
do grupo confrole com o VEGF dos portadores de sarcoma no tempo de duas
semanas de poés-operatério observou-se uma diferenga significante ao nivel de 5%
(p = 0,03). Ja para o VEGF sérico dos animais controle e daqueles portadores de
sarcoma no tempo de trés meses de pds-operatério ndo houve diferenga significante
(p = 0,06). Através do grafico abaixo, observa-se a presenga de pontos influentes
nos valores de VEGF dos animais com sarcoma para os tempos de pré-operatorio,

duas semanas e trés meses de pds-operatorio (Figura 3).
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Figura 3 - Valores do VEGF sérico dos animais controle - CO e portadores de sarcoma
nos tempos de pré-operatério -PO, duas semanas — 2S e trés meses de pos-
operatério — 3M, Servico de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET -
FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de 2007) - Sao Paulo - 2007

Em relagéo a classificagcdo TNM, onde T corresponde a dimenséo do tumor
primario, N, o envolvimento de linfonodos e M, metastase distante, nenhum animal
aprésentava comprometimento de linfonodos regionais e/ou metastase a distancia
ao momento do diagnostico das formagbes. Porém, aos trés meses de pos-
operatério houve recidiva tumoral no animal de numero 12 e metastase pulmonar no
animal de numero 23. Quanto ao volume dos tumores o valor médio foi de 252,4 +
326,7 cm® variando de 3,92 até 1281,7 cm®, com 50% dos tumores estudados
apresentando tamanho inferior a 72,9 cm’. Pode-se observar pelo teste de
co;'relagéo de Spearmam que nao houve uma correlagdo positiva significativa entre
as variaveis volume tumoral e VEGF sérico nos animais portadores de sarcoma de
tecidos moles no tempo de pré-operatério (rs = 0,3138 e o valor tabelado é 0,3977,
como o valor calculado rs ndo é maior que o tabelado, logo, ndo existe uma

correlagéo significativa). Como os dados possuem valores influentes e existe
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violagao das condigdes necessarias para calcular a regressao linear simples, optou-
se por realizar o calculo de uma regressdo resistente, utilizando a mediana

(MORETTI, 2000).

Os parametros hematolégicos dos animais com sarcoma no tempo de pré-
operatério e controles foram mensurados e comparados entre si (Tabela 3). De
acordo com o teste de Mann Whitney observou-se diferenga estatistica significante

ao nivel de 5% entre os parametros de hemoglobina (p= 0,05), plaquetas (p

0,0000), linfocitos (p = 0,0282) e eosindfilos (p = 0,0063) (Tabela 4). No entanto,
néo se observou diferenga entre os parametros leucécitos (p = 0,6148), neutrdfilos (p

= 0,6708) e mondcitos (p = 0,1769).

Tabela 4 - Medias e valores de p dos parametros hematolégicos de hemoglobina, plaquetas e
linfocitos dos animais do grupo controle e dos animais com sarcoma no pré-operatorio,
Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP (outubro de 2004 a
agosto de 2007) - S&o Paulo - 2007.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS MEDIANA VALORDEP
‘ Controle 16,6
Hemoglobina 0,05

sarcoma 151
Controle 235000

Plaquetas 0,0000
sarcoma 324000
Controle 1980

Linfécitos 0,0282
sarcoma 1424
Controle 728,0

Eosindfilos 0,0063
sarcoma 376,0

Ao analisar a relagado entre o VEGF sérico e os parametros hematolégicos
nos animais do grupo controle observou-se que nao houve correlagdo com nenhum
dos parametros, entretanto, nos animais com sarcoma no periodo de pré-operatério
houve correlagdo negativa do VEGF sérico pré-operatério com a hemoglobina (r= -

0,501; p= 0,013) correlagdo positiva deste com os leucécitos (r= 0,574; p= 0,03),
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neutrofilos (r= 0,636; p= 0,001) (Figura 4). Apés duas semanas de po6s-operatério
dos animais portadores de sarcoma observou-se que nado houve correlagdo da

concentragéo do VEGF sérico com nenhum dos parametros hematolégicos.
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Figura 4 - Grafico da correlagédo do VEGF sérico dos animais com sarcoma no pré-
operatério com os parametros hematologicos, Servico de Cirurgia de
Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de

2007) - Sao Paulo - 2007

O diagnéstico histologico consistiu de 10 (40%) tumores malignos da bainha
neural periférica (TMBNP), 06 (24%) hemangiopericitoma (HPT) e 09 (36%) outros
sarcomas (OUTROS) conforme descritos na tabela 2. Ndo houve diferenga
estatistica significante do VEGF sérico no pré-operatério em relagdo aos diferentes

tipos de tumores conforme o teste de Kruskal-Wallis (p= 0,704) (Figura 5).
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Figura 5 — Concentragdo do VEGF sérico no pré-operatério dos cdes com sarcoma
em relagdo ao diferentes tipos histolégicos dos tumores, Servico de
Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP (outubro de
2004 a agosto de 2007) - Séo Paulo - 2007

A expressdo do VEGF e a densidade de microvasos foi investigada em 20
espécimes tumorais de 20 caes portadores de sarcoma de tecidos moles conforme
disposto na tabela 2. Considerou-se para efeitos de expressao tumoral do VEGF as
células positivas a este, tanto intra-tumoral quanto na regido peritumoral. Dos
espécimes avaliados observou-se expressdo do VEGF em 65% (Figura 6), e
auséncia de expressdo em 35% dos casos. Dentre os tumores que expressaram o
VEGF observou-se que em 92,3% esta expressdo ocorria na regidao peritumoral,
46,15% na regido intra-tumoral e em 38,46% dos casos havia expressao tanto intra
quanto peritumoral. Pode-se observar ainda que os tipos celulares predominantes
responsaveis pela expressdo do VEGF ora na regido peritumoral ora na
pseudocapsula eram fibroblastos e macréfagos (Figura 6D e 61). As células tumorais

eram responsaveis pela expressdo do VEGF na regiéo intra-tumoral.
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Figura 6 — Fotomicrografia da presenca de expressédo do VEGF em: A — TMBNP — (animal n°. 5); B
- Hemangiossarcoma - (animal n°. 12); C - Mixossarcoma — (animal n°. 11), D — TMBNP -
(animal n°. 23); E — Hemangiopericitoma - (animal n°. 17); F - , Hemangiopericitoma -
(animal n°. 16); G - Hemangiopericitoma - (animal n°. 18); H - TMBNP - (animal n°. 25); | -
Hemangiopericitoma - (animal n°. 2), reagdo de imunoistoquimica para o VEGF, coloragéo
com HE,aumento de 200X. Servico de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET -
FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de 2007) - S&o Paulo - 2007

Considerando-se o padrao de expressao do VEGF na regiao peri-tumoral nos
diferentes tipos de tumores pode-se observar que nao houve diferenca significante
entre TMBNP vs HPT (p = 0,33), TMBNP vs OUTROS (p = 0,43) HPT vs OUTROS
(p = 0,40). Ja em relagédo ao padrao de expressao do VEGF na regido intra-tumoral
observou-se que os tumores do tipo hemangiopericitoma (HPT) apresentaram uma

maior expressdo de VEGF em relagdo aos tumores malignos da bainha neural
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periférica (p = 0,04), entre os demais TMBNP vs OUTROS (p= 0,11), HPT vs

OUTROS (p = 0,36) nao houve diferenga significante.

A quantidade de microvasos variou de 40 a 259 vasos por tumor, com uma

média de 134,85 + 61,12 vasos (Figura 7).

Figura 7 — Fotomicrografia da densidade de microvasos em: A — Mixossarcoma
(animal n°. 11); B — Osteossarcoma extra-esquelético (animal n°. 4); C —
Hemangiossarcoma (animal n°. 8); D — TMBNP (animal n°. 9); E - TMBNP
(animal n°. 54); F - Hemangiopericitoma, (animal n° 3) reagcdo de
imunoistoquimica para o fator VIII, coloragdo com HE, aumento de 200X.
Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP (outubro
de 2004 a agosto de 2007) - S&o Paulo - 2007
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Utilizando-se o teste de Mann Whitney para comparar a densidade de
microvasos entre os tumores positivos e negativos ao VEGF, observou-se que nao
houve diferenga significante (p = 0,3416) em relagéo a esse parametro (Figura 8).
Ainda em relacdo a densidade de microvasos, desta vez por tipo tumoral, observou-
se que os diferentes tipos de tumores apresentam um comportamento semelhante

entre si (p = 0,5), conforme apresentado na figura 9.
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Figura 8 — Densidade de microvasos em relagcdo a expressdo de VEGF nos
espécimes tumorais dos cdes portadores de sarcoma. Servico de
Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP (outubro de
2004 a agosto de 2007) - Sao Paulo - 2007
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Figura 9 — Densidade de microvasos por tipo tumoral nos espécimes tumorais dos
cées portadores de sarcoma. Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais
do HOVET - FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de 2007) - Séo

Paulo - 2007

Ao investigar a possivel correlacdo da densidade de microvasos nos

espécimes tumorais com a concentragao sérica do VEGF nos caes portadores de

sarcomas de tecidos moles obtivemos por meio do teste de correlagdo de

Spearman um coeficiente de correlagéo de 0,51 e soma dos posto (T) de 139 para

os tumores positivos. Porém, considerando-se o grau de erro de 0,05 e observando

a tabela A11 de Conover cujo quantil a esse grau de erro € de 144, observamos que

esse valor supera ao valor de T (soma dos postos) e dessa forma nao existe

correlagéo entre as variaveis em estudo (Figura 10).
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Figura 10 - Correlagcédo do VEGF sérico dos animais com sarcoma no pré-operatério
com a densidade de microvasos nos espécimes tumorais dos caes
portadores de sarcoma, Servico de Cirurgia de Pequenos Animais do
HOVET - FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de 2007) - Séo Paulo -
2007

Através do teste de Mann Whitney para investigar se ha relagdo da
expressao do VEGF com os niveis circulantes desse fator observou-se que tumores
positivos e negativos ao VEGF apresentam niveis circulantes semelhantes entre si

(p = 0,44) (Figura 11).
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Figura 11 — Concentragdo do VEGF sérico em relagdo aos espécimes tumorais
positivos e negativos ao VEGF dos cédes portadores de sarcoma,
Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP
(outubro de 2004 a agosto de 2007) - S&o Paulo - 2007
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6 DISCUSSAO

A angiogénese desempenha papel fundamental para a progressao tumoral
tendo em vista que na auséncia de novos vasos os tumores s6 conseguem crescer
cerca de 2 a 3 mm (FOLKMAN, 1990). Além disso, a neovascularizagdo tem
participacdo no desenvolvimento de metastase aumentando a possibilidade das
células tumorais atingirem a circulagéo (LIOTA; KLEINERMAN; SAIDEL, 1974).

O fator de crescimento do endotélio vascular & apontado como o principal
fator envolvido na angiogénese de tumores em muitos estudos (FERRARA, 2000;
TOU; MATSUMOTO; BANDO, 2001). Na maioria dos tumores humanos a expressao
do VEGF encontra-se aumentada, tanto em células tumorais quanto em células do
préprio organismo (FERRARA, 1999), estando associado a um aumento da
vascularizagéo local e pobre prognéstico (GASPARINI et al.,, 1997; MAEDA et al.,
1996). Na literatura veterinaria ha poucos trabalhos investigando o papel deste fator
para o crescimento tumoral e desenvolvimento de metastases (MAIOLINO; DE
VICO; RESTUCCI, 2000; RESTUCCI et al., 2002; RESTUCCI et al., 2003;
MILLANTA et al., 2002; TROY et al., 2006; WERGIN; KASER HOTZ, 2004; WERGIN
et al., 2004; CLIFFORD et al., 2001). Desse modo, nos propusemos investigar a
concentragao do fator de crescimento do endotélio vascular em cédes portadores de
sarcoma de tecidos moles antes e apés procedimento de ressecgéo e comparar com
um grupo de animais sem tumores (controle).

O VEGF tem sido mensurado no soro (KRAFT et al., 1999; HAYES et al,,
2004; LINDER et al., 1998; KARAYIANNAKIS et al., 2002; LI et al., 2004; ASCIERTO
et al., 2004; GRAEVEN et al., 1999; YAMAMOTO et al., 1996; SALGADO et al,,
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2001; MITSUHASHI et al., 2005; OSELLA-ABATE et al., 2002; KUHNEN et al., 2000)
e no plasma de seres humanos (YOON et al., 2004) e de caes (TRQOY et al., 2006;
WERGIN; KASER HOTZ, 2004; WERGIN et al., 2004; CLIFFORD et al., 2001) com
tumor. Esse fator & ativamente secretado do tecido tumoral e a sua forma soluvel
pode ser detectada no sangue circulante. No presente trabalho optou-se por
investigar a concentragdo do VEGF no soro de animais com cancer pela maior
facilidade de obtengao desse fluido na expectativa de que no futuro pudéssemos
predizer a presenga ou auséncia de tumor avaliando a concentragcdo desse fator
nesse fluido do sangue circulante em um procedimento comumente utilizado como
de rotina. Poréem, da mesma maneira poderia ter sido investigado sua concentragao
em outros fluidos como o plasma.

Os trabalhos realizados investigando a concentragdo sérica do VEGF do
sangue sistémico revelam elevagao da concentragcao do VEGF de pacientes com
tumores em relagdo aos pacientes saudaveis em tumores do tipo carcinoma de
pulmao e sarcoma de partes moles (LINDER et al., 1998), em sarcomas de tecidos
moles (GRAEVEN et al. 1999; KRAFT et al., 1998; HAYES, et al., 2004; POTTI et
al., 2004), em pacientes com céancer gastrico (KARAYIANNAKIS et al. 2002)
melanoma (ASCIERTO et al., 2004) e tumor ovariano (LI et al., 2004). Por outro
lado, Kuhnen et al. (2000) ndo observaram diferenga na concentragdo do VEGF
sérico do sangue sistémico em pacientes com sarcomas de partes moles em relagao
aos pacientes saudaveis.

Na literatura veterinaria os trabalhos refletem elevacdo da concentragao do
VEGF plasmatico em diferentes tumores de caes (TRQOY et al., 2006; WERGIN et al.,
2004; WERGIN e KASER-HOTZ, 2004; CLIFFORD et al., 2001). No Brasil ndo ha

dados a respeito da concentragédo sérica do VEGF em cées portadores de sarcoma
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de tecidos moles, fato este que nos impuisionou a desenvolver a presente pesquisa,
tendo em vista uma casuistica no Servico de Cirurgia de Pequenos Animais do
HOVET da FMVZ/USP nos anos de 2003/2004 em torno de 51,2% em relagéao a
outros tipos de sarcomas.

O fator de crescimento do endotélio vascular foi investigado em caes
portadores de sarcoma de tecidos moles encaminhados ao Servigo de Cirurgia de
Pequenos Animais do HOVET da FMVZ/USP antes do procedimento cirargico e com
2 semanas e trés meses de pds-operatério e em um grupo de animais saudaveis
(controle). A concentragdao do VEGF no soro dos animais portadores de sarcoma
antes do procedimento cirargico foi semelhante a dos animais controles,
diferentemente do que ocorreu na maioria dos tumores humanos. Apesar de néo ter
havido diferenga dos animais doentes em relacdo aos controles no fluido estudado,
ndo podemos descartar a participagdo do VEGF na angiogénese tumoral que ja esta
bem definida na literatura médica. Foram utilizados 55 animais nesta pesquisa,
possivelmente esta amostra nao foi suficiente para detecgdo da diferenga. Além
disso, existe pelo menos cinco espécies de moléculas de VEGF diferentes,
apresentando 121, 145, 165, 189, 206 aminoacido (respectivamente VEGFi2,
VEGF 145, VEGF 165, VEGF 189, VEGF206) (HOUCK et al., 1991; HOUCK et al., 1992;
TISHER et al.,, 1991) e o kit utilizado neste trabalho sé detecta o VEGFi21 e o
VEGFis5. O VEGF421 apesar de ser encontrado na forma livre, ndao tem muita
afinidade pela heparina e € 50 a 100 vezes menos potente que o VEGFig5 na
proliferagdo de células endoteliais (HOUCK et al., 1992; KEYT et al., 1996). Por
outro lado, o VEGF¢s, tem alta afinidade pela heparina, sendo encontrado na forma
livre e difusivel, bem como ligado a superficie celular e matriz extracelular

(FERRARA et al., 1992; HOUCK et al., 1992). O VEGF pode se tornar disponivel
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para exercer atividade sobre células endoteliais por dois mecanismos distintos: como
proteinas livremente difusiveis (VEGF121 € VEGF1g5) ou por quebra e liberagédo de
isoformas mais longas (FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997). Partindo desse principio
poderiamos inferir que nao houve diferenga entre o VEGF 121 e VEGF g5 dos animais
doentes e controles, no entanto, podera haver participagdo das outras isoformas do
VEGF na angiogénese de sarcoma de caes, exercendo atividade sobre as células
endoteliais pela quebra das isoformas mais longas.

Ao compararmos a concentragdo do VEGF sérico dos animais do grupo
controle com a concentracdo do VEGF dos animais com cancer no tempo de duas
semanas e trés meses de pds-operatdrio, um fato que nos surpreendeu foi uma
diferenga significativa entre a concentragdo dos animais controle e daqueles com
tumor no tempo de duas semanas de pos-operatério, mas néo houve diferenga em
relagao aos trés meses de po6s-operatério, mesmo este valor (aos trés meses) com
uma concentragdo menor que no tempo de pré-operatério e duas semanas. Este
resultado ndo nos permite fazer conclusdes assertivas a respeito desse fator nos
controles e doentes nos periodos de pés-operatério, tendo em vista que ha muitos
pontos que influenciam nos valores do VEGF e um alto desvio padrdao nos tempos
de duas semanas e trés meses de pos-operatério, sendo, portanto, necessario fazer
uma nova analise para verificar que fatores estarao influenciando nesses resultados.

A mensuragdo da concentragdo do VEGF circulante antes e apds a
ressecgao de tumores tem sido investigada em pacientes humanos e os resultados
sdo controversos. Pacientes com cancer de colo retal revelam aumentos da
concentragdo do VEGF sérico nas primeiras 4 a 6 horas apdés a ressecgao em
relacdo ao pré-operatério, e os valores retornando aos niveis semelhantes ao do

pré-operatério por volta de 14 a 20 horas apoés cirurgia (GEORGE et al., 2000). De
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modo semelhante, Kuhnen et al. (2000) ndo observaram elevagédo dos niveis séricos
de VEGF em pacientes com sarcoma de tecidos moles no pré-operatério em relagao
ao pés-operatério. Por outro lado nos estudos de Hayes et al. (2004), Li et al. (2004)
e Karayiannakis et al. (2002) observou-se uma redugdo da concentragdo do VEGF
sérico apds realizacdo de ressecgdo de sarcomas de tecidos moles, tumores
ovarianos e cancer gastrico respectivamente. Neste estudo, os animais portadores
de sarcoma de partes moles revelaram resultados semelhantes estatisticamente
antes da cirurgia, duas semanas e trés meses apoés cirurgia. Apesar de nao ter
havido diferenga estatistica, pdde-se observar uma redugdo da concentragdo apoés
duas semanas e trés meses de pds-operatério em relagdo a concentragdo do pré-
operatorio. Este achado pode sugerir a participagdo do VEGF sérico para a
angiogénese de sarcomas de partes moles em caes.

Em trabalho realizado por Yoon et al. (2004) investigando a concentragao
do VEGF no plasma de pacientes humanos com sarcoma de tecidos moles, os
autores observaram que tumores maiores apresentam maior concentragdo do VEGF
plasmatico, por outro lado, Wergin et al. (2004) trabalhando com o mesmo fluido em
caes com diversos tipos de tumores relatam nao haver nenhuma correlagao entre a
concentragao do VEGF plasmatico e volume tumoral. Nesse estudo diferentemente
dos realizados pelos autores supracitados, o fluido estudado foi 0 soro e em nossa
pesquisa ndo observamos correlagdo da concentragdo do VEGF sérico com o
volume tumoral. Porém, a correlagcdo de Spearman para as variaveis em questédo
ficou muito préoxima do valor tabelado provavelmente influenciado pelo tamanho da
amostra. Se aumentassemos o tamanho da amostra poderiamos afirmar se ha
correlagao do VEGF com o volume tumoral. Através de palpagéo e inspec¢éo néo se

detectou alteragées de anormalidades do tipo aumento de volume, firmeza e/ou
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aderéncias em linfonodos regionais palpaveis ao momento do diagnéstico em
nenhum animal. Isso nos leva a crer que nao havia presen¢a de metastase palpavel,
no entanto, ndo descarta a possibilidade de micrometastases nao detectaveis a
palpagdao. Nenhum animal apresentava metastase macroscopica ao exame de
radiografia de térax e ultra-sonografia de abdome ao momento do diagnéstico,
porém observou-se desenvolvimento de metastase em um animal (cdo n° 23) aos
trés meses de pds-operatério. Nao foi detectado aumento da concentracéo do VEGF
nesse animal em consonancia com o surgimento da metastase, independente do
resultado encontrado nao se pode tirar qualquer conclusao a respeito do fato porque
aconteceu em um animal, e poderia simplesmente ser um fato isolado.

Ao se avaliar os parametros hematol6gicos dos animais com sarcoma e dos
controles observou-se que todos estdao dentro do padrao de normalidade de acordo
com os valores de referéncia adotados pelo Laboratério Clinico da FMVZ/USP para
a espécie. Entretanto, notou-se redugéo na quantidade de hemoglobina, linfocitos,
eosindfilos e elevagdao da contagem de plaquetas nos animais com sarcoma em
relagao aos do grupo controle.

A hipoxia tem sido apontada como um potente indutor da expressao do
VEGF in vitro bem como in vivo. Em estudos realizados por Banai et al. (1994) e
Hashimoto et al. (1994) os resultados mostraram que a hipdxia induziu a um
aumento da expressdo do RNA mensageiro do VEGF em cultura de células
miocardicas, sugerindo uma ligagdo entre hipéxia e resposta angiogénica. De
maneira semelhante, Michenko et al. (1994) observaram que a hipdxia estimula a
expressao de VEGF em uma linhagem de células tumorais e em cultura primaria de
fibroblastos in vitro, nos estudos in vivo a hipéxia e a anemia foram potentes

indutores da expressdo do VEGF em diversos 6rgaos incluindo coragéo, cérebro,
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figado, rins e musculos. Wergin e Kaser-Hotz (2004) observaram uma correlagédo
negativa entre o VEGF plasmatico de caes com tumores e a quantidade de
hemoglobina circulante. Resultados semelhantes aos de Wergin e Kaser-Hotz (2004)
detectou-se neste estudo, embora o fluido investigado tenha sido o soro. Constatou-
se que a medida que havia redugédo da quantidade de hemoglobina havia elevagao
da concentragado do VEGF sérico sugerindo que mesmo na auséncia de uma anemia
a reducao na quantidade de hemoglobina pode ser um estimulo para a angiogénese
tumoral de caes portadores de sarcoma de tecidos moles.

Embora o VEGF seja produzido e secretado pelo estroma e células
epiteliais do tumor (LEUNG et al., 1989; WARREN et al., 1996) as células do sangue
circulante podem também contribuir para o nivel global do VEGF do fluxo sangiiineo
(SALGADO et al., 1999; VERMEULEN; SALVEN; BENQY, 1999).

Em trabalhos realizados investigando a correlagdo do VEGF dos fluidos
circulantes com as células do sangue, George et al. (2000) observaram uma
correlagdo do VEGF tanto do plasma como do soro com a contagem de plaquetas
em pacientes com cancer de colo-retal. O mesmo foi detectado por Gunsilius et al.
(2000) em pacientes com leucemia aguda, linfoma e tumores sélidos. De acordo
com Maloney et al. (1998) a agregacao plaquetaria é o principal fator responsavel
pela liberagdao do VEGF das plaquetas.

Nos animais portadores de sarcoma de tecidos moles ao contrario dos
autores acima citados, ndo se constatou correlagdo do VEGF sérico com a
contagem plaquetaria. Em trabalho realizado por Banks et al. (1998) foi demonstrado
que os niveis de VEGF do soro aumenta com o passar do tempo antes da
centrifugagao, sendo o soro obtido uma hora pds-colheita aquele que apresentou

altos indices de VEGF, refletindo que os altos indices de VEGF no soro sao
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resultantes da liberacdo das plaquetas durante o processo de coagulagdo. No nosso
trabalho, o tempo de espera até a centrifugagéo para obtencdo do soro foi cerca de
15 minutos, tempo esse abaixo do tempo limite proposto por Banks et al. (1998) para
que haja interferéncia das plaquetas na concentragdo do VEGF do soro.
Provavelmente por esse motivo ndo houve correlagdo do VEGF com as plaquetas
nos animais com sarcoma, a despeito daquela encontrada pelos autores acima
citados. Partindo desse principio pode-se inferir que o VEGF encontrado no soro
desses animais pode ter sido proveniente do estroma tumoral ou da participagao de
outras células do sangue circulante.

Ao investigar a participagdo de outras células do sangue na concentragao
do VEGEF circulante Gaudry et al. (1997) utilizaram trés agentes indutores da sintese
de VEGF em neutréfilos de humanos e observaram que estas células apresentam
um “pool” de VEGF intracelular, sugerindo atividade angiogénica fisiolégica ou
patolégica. Trabalhos realizados investigando a participacdo de neutréfilos nos
niveis de VEGF circulante de pacientes com cancer sdo escassos. Kusumanto et al.
(2003) realizaram um estudo em treze pacientes saudaveis e quatro portadores de
cancer metastatico e observaram que nos pacientes saudaveis 58% do VEGF do
sangue circulante reside na fragado de granulécitos, ja nos doentes 69%.

Os autores acima refletem a possivel participagdo dos neutrofilos na
concentragdo do VEGF circulante em pacientes saudaveis e com céancer
respectivamente, porém nao sdo muito conclusivos. Nos caes com sarcoma no
periodo de pré-operatorio observou-se uma correlagdo positiva do VEGF com a
contagem de neutréfilos circulantes, ndo havendo correlagdo destes nos animais
controles nem naqueles com cancer apés a ressec¢do da formagao. Este achado

pode refletir a participagéo dos neutréfilos nos niveis circulantes de VEGF de caes
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portadores de sarcoma de tecidos moles, no entanto, se faz necessaria investigagéo
mais acurada a respeito do assunto.

A medida da concentragdo do VEGF no sangue circulante de cdes com
tumores esponténeos parece estar relacionada ao tipo histolégico do tumor, de
modo que, tumores do tipo épulis apresentam baixos niveis plasmaticos quando
comparados a melanomas da cavidade bucal, carcinoma e osteosarcoma
(WERGIN; KASER-HOTZ, 2004). Nesta pesquisa ndo houve diferengca na
concentragdo do VEGF sérico em relagdo ao tipo histolégico. Porém, houve uma
tendéncia dos animais portadores de hemangiopericitoma apresentarem
concentragées mais elevadas de VEGF sérico em relagdao aqueles portadores de
tumor maligno da bainha neural periférica. Nado se pode sugerir participagdo do
VEGF para a angiogénese por tipo tumoral, tendo em vista que a amostra deste
trabalho € pequena. Deve-se ressaltar a necessidade de novas pesquisas com um
maior numero de animais, a utilizacdo de outros fluidos, para que seja melhor
elucidado a participagdo do VEGF sérico na angiogénese de tumores de caes, bem
como, a participagao das células do sangue na concentragao do VEGF circulante em
caes portadores de tumor.

A expressdo e a densidade de microvasos tém sido investigados em
tumores sélidos de seres humanos (KAYA et al., 2000; PAKOS et al., 2005; MOBIUS
et al., 2007) e de caes (MILANTA et al., 2002; RESTUCCI et al., 2002) na tentativa
de se estabelecer critérios para avaliar malignidade e potencial de crescimento

desses tumores.

Os percentuais de expressao sao variaveis nos diversos tumores do
homem, como em carcinomas gastricos & de 43,4% (MAEDA et al., 1996), em

colangiocarcinoma extra-hepatico 47% (MOBIUS et al., 2007), tumores prostaticos
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82% (GREEN et al., 2007), 62,9% em osteossarcomas (KAYA et al., 2000), 60% em
linfomas (WOLFESBERGER et a.; 2007). E 80% de expressdao em carcinomas de
caes (MAIOLINO; DE VICO; RESTUCCI, 2000). O percentual de expressao varia
também dentro de um mesmo tipo tumoral e/ou subtipos. Os estudos realizados com
sarcomas de tecidos moles de seres humanos demonstram percentuais que variam
de 24,91% a 97,8% (KUHNEN et al., 2000; POTTI et al., 2004; PAKOS et al., 2005).
Notou-se nesta pesquisa expressdo do VEGF em 65% dos casos, percentual esse,
dentro dos limites encontrados para o mesmo tipo de tumor de pacientes humanos
conforme autores acima citados.

A expressao do VEGF em tumores pode ser evidenciada em areas
cancerosas e areas nao cancerosas adjacentes ao tumor. Em carcinoma de prostata
de seres humanos Aslan et al. (2005) observaram positividade em areas nao
cancerosas adjacentes ao foco positivo de células cancerosas e em células do
estroma peri-tumoral. Neste estudo, o padrdo de expressdo também foi variavel,
esteve distribuido em 92,3% dos casos na regiao peri-tumoral e 46,15% na regido
intra-tumoral. Em 38,46% dos casos havia expressao tanto intra quanto peritumoral.
A presencga de células positivas ao VEGF nas regides peri e intra-tumoral sugerem
colaboragédo de células de diferentes locais para a angiogénese de sarcoma de
tecidos moles de caes.

Alguns estudos fazem referéncia a contribuigao das células do sangue como
responsaveis pelos niveis de VEGF circulante em seres humanos saudaveis e com
cancer. Dentre esses estudos foi demonstrado que as plaquetas e granulécitos, em
particular os neutréfilos, formam importantes compartimentos para o VEGF
circulante (MALONEY et al., 1998, KUSUMANTO et al., 2003). Em tumores da

espécie canina foi observado expressao do VEGF por células endoteliais,
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macréfagos e plasmocitos (MAIOLINO; DE VICO; RESTUCCI, 2000;
WOLFESBERGER et al., 2007). Por outro lado, Wartiovaara et al. (1998) detectaram
expressao do VEGF-C em células CD34+ do sangue de corddo umbilical, e em

plaquetas e células T no sangue periférico.

Os tipos celulares responsaveis pela expressdo do VEGF em sarcomas de
tecidos moles de caes no presente estudo no tocante a regido intra-tumoral eram
células do préprio tumor, ou seja, células tumorais, ja na regido peri-tumoral pode-se
observar a presengca de células inflamatérias, sugestivas de macroéfagos, e
fibroblastos. Esse fato nos leva a crer que tanto células tumorais quanto outros tipos
celulares sao responsaveis pela produgdo de VEGF, contribuindo de certa forma
para a vascularizagdo desses tumores. A positividade desses tipos celulares ao
VEGF e presenga dessas células na regido peri-tumoral e em escassos casos na
pseudocapsula nos faz langar méo de hipoteses de que estas células sao residentes
ou migraram para a regido peri-tumoral em resposta a uma hipdxia tumoral como
forma de contribuigdo a angiogénese desses tumores.

Em relagcdo a expressdo do VEGF por subtipos tumorais de sarcomas de
tecidos moles, Potti et al. (2004) relatam uma maior expressdao do VEGF pelos
tumores do tipo leiomiossarcoma, carcinossarcoma e histiocitoma fibroso. No
trabalho de Kuhnen et al. (2000) nao houve relagao entre expressdo do VEGF e os
subtipos histiocitoma fibroso, mixossarcoma, fibrossarcoma, hemangiopericitoma e
lipossarcoma, entretanto, houve uma forte expressao imunoistoquimica do VEGF em
sarcomas com aparéncia predominante epitelidide (sarcoma sinovial). Confrontando
nossos resultados com os resultados dos autores supramencionados, observa-se
também uma relagdo entre expressao intra-tumoral do VEGF e subtipo tumoral, ou
seja, tumores do tipo hemangiopericitoma parecem expressar mais VEGF que os
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tumores malignos da bainha neural periférica e outros tumores. Este achado reforga
também a hipétese de que os caes com este tipo tumoral apresentam uma maior
concentracao sérica do VEGF, embora nao tenha sido significativo.

As pesquisas realizadas em pacientes humanos com cancer tém revelado
haver uma relagdo entre a expressdo do VEGF e a contagem de microvasos
(densidade de microvasos). Em carcinomas gastricos (MAEDA et al.,, 1996), e
osteossarcomas (KAYA et al., 2000) de pacientes humanos, em seminomas
(RESTUCCI et al., 2003) e tumores mamarios (RESTUCCI et al., 2002) de caes a
contagem de microvasos foi significativamente maior nos tumores positivos em
relacdo aos negativos ao VEGF. O mesmo foi observado em sarcomas de tecidos
moles do tronco e extremidade onde os autores relatam uma maior densidade de
microvasos nos casos com forte expressdo do que naqueles com fraca e auséncia
de expressao (PAKOS et al., 2005). A despeito dos resultados acima, Mébius et al.
(2007) nao notaram diferenga em relagdo a densidade de microvasos entre os
colangiocarcinomas extra-hepatico com alta ou baixa expressdo. Nossos resultados
com sarcomas de tecidos moles de cées, a semelhanga dos resultados de Mébius et
al. (2007), nao houve diferenga na densidade de microvasos entre os tumores
positivos e negativos ao VEGF, bem como, entre os subtipos tumorais. Face os
resultados encontrados em relagéo a vascularizagéo por subtipos pode-se inferir que
os sarcomas de tecidos moles de caes apresentam potencial metastatico
semelhante, ndo ficando claro a participagdo do VEGF nesse processo. Sera
necessario futuramente realizar pesquisa envolvendo um maior nimero de casos
para que se tenha uma resposta em relagdo a participagdo do VEGF no processo

metastatico de sarcoma de tecidos moles de caes.
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Para avaliar a secrecdo do VEGF pelo tumor em sarcomas de tecidos moles
de seres humanos, Kuhnen et al. (2000) mensuraram a concentragdo deste fator no
sangue tumoral e no sangue circulante em diferentes momentos e observaram
valores semelhantes. Avaliando a expressdo do VEGF nos tumores desses
pacientes os autores encontraram uma maior concentragao do VEGF nos tumores
com expressao de forte a moderada em relagdo a concentragao dos pacientes
controles. Estes resultados ndao sao muito conclusivos tendo em vista que nao houve
diferenca significante. No nosso trabalho, analisou-se a correlagao da concentragao
sérica do VEGF com a densidade de microvasos, e cotejou-se a concentragao sérica
do VEGF entre os espécimes tumorais positivos e negativos ao VEGF. O coeficiente
de correlagdo para a concentragao sérica de VEGF e densidade de microvasos foi
0,51, porém néo significante pelo fato de haver uma grande disperséo dos valores.
Houve um comportamento semelhante também em relagéao a concentragao sérica de
VEGF entre os tumores positivos e negativos ao VEGF. Por um lado pode-se afirmar
que as células tumorais ndo contribuem para os niveis circulantes de VEGF, mas
face ao numero de animais da pesquisa esses resultados sdo limitados e
inconclusivos, necessitando de novas pesquisas para elucidar a contribuigdo das

células tumorais nos niveis de VEGF circulante.
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Conclusées

7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

1. Caes portadores de sarcomas de tecidos moles apresentam niveis séricos do
fator de crescimento do endotélio vascular semelhante a cdes saudaveis
(controles);

2. Os espécimes tumorais de caes portadores de sarcomas de tecidos moles
expressam VEGF;

3. Os tipos tumorais de caes portadores de sarcomas de tecidos moles
apresentam densidade de microvasos semelhante entre si;

4. O padrao racial ndao exerce influencia sobre a concentragéo sérica do fator de
crescimento do endotélio vascular de caes portadores de sarcomas de tecidos
moles;

5. A hipdéxia em caes portadores de sarcomas de tecidos moles refletida pela
quantidade de hemoglobina pode influenciar na concentragédo sérica do
VEGF, porém, ndao nos animais saudaveis (controles);

6. Os leucécitos globais, especificamente os neutréfilos, podem contribuir para
elevagao da concentragdo sérica do VEGF nos caes portadores de sarcomas
de tecidos moles e ndo nos controles;

7. Os linfocitos, eosindéfilos, monécitos e as plaquetas nao contribuem para os
niveis séricos do VEGF nos caes portadores de sarcomas de tecidos moles,
nem nos controles;
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8. Tumores do tipo hemangiopericitoma de caes expressam mais VEGF que os
demais tumores, e parecem contribuir para uma elevagao da concentragao
sérica deste fator, embora nao significante. Nos demais tumores ha um
comportamento semelhante em relagao a expressao e concentragéo sérica do
VEGF;

9. Nao existe relacdo do volume tumoral com a concentragao sérica do VEGF
nos caes portadores de sarcomas de tecidos moles;

10.As células tumorais de caes portadores de sarcomas de tecidos moles
parecem nao contribuir para o aumento da densidade de microvasos bem
como para a elevagao dos niveis circulantes de VEGF;

11.0s niveis séricos de VEGF nos caes portadores de sarcoma de tecidos moles

nao se alteram nos tempos de pré e pds-operatoério.
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APENDICE A

ANIMAL |ESPECIE |SEXO RACA DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO
1. CANINA FEMEA AKITA Osteosarcoma Extra-esquelético
2! CANINA MACHO POODLE Epitelioma Sebaceo
3 CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Adenoma sebaceo
4. FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Adenoma Ceruminoso
5. CANINA MACHO WEIMARANER Cisto folicular
6. CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Cisto Apécrino
7. CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
8. CANINA MACHO GOLDEN RETRIEVER Cisto Folicular
9. CANINA MACHO AFGHAN HOUND Hemangioma Cavernoso
10. | CANINA FEMEA POODLE Hemagiopericitoma
11. | CANINA FEMEA BOXER Mastocitoma Grau |
12. | CANINA FEMEA FILA BRASILEIRO Mastocitoma Grau Il
13. | FELINA FEMEA SIAMES Fibrosarcoma
14. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas
15. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas
16. [CANINA MACHO DOBERMANN Fibropapiloma
17. | CANINA MACHO BOXER Tricoepitelioma
18. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Tricocoblastoma
19. [CANINA MACHO PASTOR ALEMAO Melanoma
20. [CANINA MACHO HUSKY SIBERIANO Epitelioma Sebaceo
21. | CANINA MACHO SCHNAUZER Lipoma
22. | CANINA FEMEA POODLE Hiperplasia Nodular Sebacea
23. | CANINA MACHO POODLE Cisto Folicular
24. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Cisto Folicular
25. |FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Fibrosarcoma
26. | CANINA FEMEA DOBERMAN Melanoma
27. | CANINA MACHO POODLE Tricoblastoma
28. | CANINA FEMEA ROTWEILER Nevu Colagenico
29. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma Apécrino
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30. [CANINA MACHO POODLE Tricoblastoma

31. | CANINA MACHO FILA BRASILEIRO Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
32. | CANINA FEMEA POODLE Carcinoma Simples

33. | CANINA MACHO PASTOR ALEMAO Hemangioma

34. | CANINA FEMEA BOXER Mastocitoma Grau |l

35. | CANINA MACHO POODLE Mastocitoma Grau |l

36. | CANINA FEMEA PASTOR ALEMAO Hemangioma Cavernoso

37. [CANINA FEMEA LABRADOR Lipoma

38. |FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

39. |FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

40. [CANINA MACHO PASTOR ALEMAO Hemangioma Cavernoso

41. | CANINA MACHO LABRADOR RETRIEVER Mastocitoma Grau |

42. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

43. |FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Fibrosarcoma

44. [ CANINA MACHO POODLE Hemangiopericitoma

45. [ CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Mastocitoma Grau |

46. [ CANINA MACHO DOG ALEMAO Hemangiosarcoma

47. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
48. |FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma Células Escamosas

49. | CANINA FEMEA DACHSHUND Mastocitoma Grau |l

50. |FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Leiomiosarcoma

51. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Mastocitoma Grau |

52. | CANINA MACHO BOXER Mastocitoma Grau |

53. |CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Melanocitoma

54. | CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Matocitoma Grau li

55. | CANINA MACHO BOXER Dermatite Hiperplasica Crénica

56. |FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas Acantolitico
57. |[CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Hemagniopericitoma

58. | CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Lipoma

59. [CANINA MACHO DOGUE ALEMAO Tecido Granulagéo

60. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma Glandula Hepatdide

61. | CANINA FEMEA PINSCHER Mastocitoma Grau |

62. | CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
63. | CANINA MACHO PASTOR ALEMAO Piogranuloma Estéril
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64. | CANINA MACHO BORDER COLLIE Liposarcoma

65. | CANINA MACHO SETTER IRLANDES Lipoma

66. | CANINA MACHO COCKER SPANIEL Carcinma Células basais

67. [ CANINA FEMEA POODLE Tumor Benigno da Bainha Neural Periférica
68. | CANINA MACHO LABRADOR RETRIEVER Lipoma

69. |[CANINA MACHO POODLE Adenoma Hepatdide

70. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma Sebaceo

71. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
72. | CANINA FEMEA LABRADOR Mastocitoma Grau Il

73. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma Sebaceo

74. | CANINA MACHO ROTTWEILER Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
75. | CANINA FEMEA POODLE Hemangiosarcoma

76. | CANINA FEMEA DOBERMAN Mastocitoma Grau |l

77. | CANINA MACHO LHASA APSO Adenoma de Tiredide

78. | CANINA MACHO DOBERMAN Carcinoma de Células Escamosas

79. | CANINA MACHO POODLE Epitelioma Sebaceo

80. | CANINA FEMEAC SEM RACA DEFINIDA Tricolenoma

81. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Tumor de Células Gigantes do Osso

82. |CANINA MACHO BOXER Mastocitoma Grau |

83. |CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Mastocitoma Grau Il

84. |CANINA FEMEAC FOX PAULISTINHA Mastocitoma Grau |l

85. | CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Lipoma

86. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Fibrosarcoma

87. |CANINA FEMEA POODLE Mixosarcoma

88. |[CANINA MACHO POODLE Carcinoma de Células Escamosas

89. |CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
90. |[CANINA MACHO COKCER SPANIEL Carcinoma de Células Basais

91. [CANINA MACHO BOXER Adenoma de Tiredide

92. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

93. | CANINA MACHO DOBERMAN Dermatite Hiperplasica Crénica

94. | CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Lipoma

95. | CANINA MACHO FOX TERRIER Carcinoma de Células Basais

96. | CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
97. | FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas
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98. | CANINA FEMEA LHASA APSO Lipoma

99. |[CANINA MACHO BOXER Mastocitoma Grau |
100. |FELINA FEMEA PERSA Carcinoma de Células Escamosas
101. | CANINA FEMEA LABRADOR RETRIEVER Mastocitoma Grau Il
102. | CANINA MACHO POODLE Carcinoma de Células Escamosas
103. |FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Hemangiosarcoma
104. |[CANINA MACHO PASTOR ALEMAO Mixosarcoma
105. | CANINA MACHO CHOW CHOW Cisto Folicular Infundibular
106. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas
107. | CANINA MACHO BORDER COLLIE Calcinose Cuténea
108. [FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas Acantolitico
109. [CANINA FEMEA BOXER Mastocitoma Grau |l
110. | CANINA MACHO PIT BULL Paniculite Traumatica
111. [ CANINA MACHO POODLE Epitelioma Sebaceo
112. | CANINA FEMEA AMERICAN STAFORDSHIRE TERRIER | Mastocitoma Grau |
113. | CANINA MACHO LABRADOR RETRIEVER Furunculose
114. | CANINA FEMEA DACHSHUND Adenoma Basaloide Apocrino
115. | FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas
116. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Liposarcoma
117. | CANINA MACHO POODLE Tricoblastoma
118. | CANINA FEMEA BOXER Mastocitoma Grau |
119. | CANINA MACHO BOXER Hemagniopericitoma
120. |FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas
121. | CANINA MACHO YORKSHIRE Cisto Apécrino
122. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Hemagniopericitoma
123. | CANINA FEMEA SAO BERNARDO Epitelioma Sebaceo
124. | CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Cisto Folicular Infundibular
125. | CANINA MACHO COCKER SPANIEL Tricoblastoma
126. | CANINA MACHO BASSET HOUND Cisto Folicular Infundibular
127. | CANINA MACHO POODLE Mastocitoma Grau |l
128. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Hemagniopericitoma
129. | CANINA FEMEA LABRADDOR RETRIEVER Cistoadenoma Apécrino
130. | CANINA FEMEA PASTOR ALEMAO Carcinoma de Células Basais
131. CANINA MACHO PINSCHER Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
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132. [ CANINA MACHO LABRADOR RETRIEVER Mastocitoma Grau |l

133. | CANINA FEMEA BOXER Mastocitoma Grau Il

134. | CANINA MACHO BOXER Mastocitoma Grau Il

135. | CANINA FEMEA POODLE Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
136. [ CANINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Lipoma

137. | FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Processo Inflamatério Granulomatoso
138. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

139. | CANINA FEMEA BOXER Mastocitoma Grau |

140. | FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

141. | FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Fibrosarcoma

142. | CANINA MACHO BEAGLE Cisto Folicular Infundibular

143. | CANINA MACHO SCNHAUZER Lipoma

144. | FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

145. | CANINA MACHO COLLIE Fibrose Cicatricial

146. [CANINA FEMEA PINSCHER Melanoma Amelanico

147. | FELINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

148. |[FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

149. | FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

150. | CANINA MACHO DALMATA Fibrose Nodular

151. | CANINA MACHO POODLE Hemangioma

152. | FELINA MACHO ANGORA Carcinoma de Células Escamosas

153. | CANINA MACHO WEIMARANER Tendinose

154. | CANINA MACHOC | BOXER Cisto Folicular Infundibular

1565. FELINA FEMEA SEM RACA DEFINIDA Carcinoma de Células Escamosas

156. [ CANINA MACHO LABRADOR Fibromatose

1567. | CANINA FEMEA DOG ALEMAO Hemangiosarcoma

158. | CANINA MACHO ROTTWEILER Hemangiosarcoma

159. CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica
160. | CANINA MACHO SEM RACA DEFINIDA Tumor Maligno da Bainha Neural Periférica

Quadro 1- Dados relativos aos animais portadores de tumores de pele e/ou partes moles operados no periodo de
outubro de 2004 a janeiro de 2007, Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP -
Sao Paulo - 2007
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APENDICE B

Tabela 1 — Dados epidemiolégicos dos animais portadores de sarcoma, Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET -
FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de 2007) - Sao Paulo - 2007.

VOLUME 5
AN:JI\:I-AL SEXO (:?;25) RAGA L ] LOCAL DIAGNOSTICO
(cm’) HISTOLOGICO

1 Macho 122 SRD 18,692 Face palmar de metacarpos direitos TMBNP

2 Fémea castrada 1417 Poodle 329,481 Regido sacral esquerda Hemangiopericitoma

3 Macho 179 Poodle 1281,732 Regiéo toracica ventral Hemangiopericitoma

4 Fémea castrada 146 Akita Osteosarcoma extra-

72,904 Face lateral de umero esquerdo esquelético

5 Fémea castrada 109 SRD 7,854 Face cranial de radio direito TMBNP

6 Macho 121 Fila Brasileiro 7,068 Face lateral de fémur direito TMBNP

7 Macho 119 Rottweiler 857,630 Face lateral de tibia esquerda TMBNP

8 Macho 90 Dog Aleméao 51,050 Prepucio Hemangiosarcoma

9 Fémea castrada 132 Poodle 11,781 Face lateral de umero esquerdo TMBNP

10 Macho 181 Border Collie 25,132 Regiao toracica lateral direita Liposarcoma

1 Macho castrado 121 Pastor Alemao 52,358 Face lateral de tibia esquerda Mixosarcoma

12 Fémea castrada 162 Poodle 5,278 Face plantar de metatarsos direitos Hemangiosarcoma

13 Macho 168 SRD 535,626 Face lateral de fémur esquerdo Hemangiopericitoma

14 Macho 136 SRD 456,765 Face cranial de radio esquerdo Fibrosarcoma

15 Fémea castrada 85 SRD 3,927 Face medial de radio direito TMBNP

16 Macho 132 SRD 39,560 Face caudal de ulna direita Hemangiopericitoma

17 Macho 177 Boxer 345,565 Face lateral de fémur direito Hemangiopericitoma

18 Macho 145 SRD 127,231 Regido toracica lateral direita Hemangiopericitoma

19 Macho 170 Pinscher 45,814 Face lateral de umero esquerdo TMBNP

20 Macho 99 SRD 612,593 Regido pré-escapular direita Liposarcoma

21 Macho 147 SRD 685,371 Regido cranial de esterno TMBNP

22 Fémea castrada 64 Dog Alemao 265,401 Face medial de tibia esquerda Hemangiossarcoma

23 Macho 130 SRD 282,735 Face lateral de fémur direito TMBNP

24 Macho 80 Rottweiler 157,075 Face caudal de fémur esquerdo Hemangiossarcoma %

25 Macho 134 SRD 31,415 Face cranial de radio direito TMBNP s
MEDIA 129,84 252,402 B
DESVIO 31,163 326,73 'p:'
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Tabela 2 — Valores do VEGF sérico dos animais do grupo controle e dos animais portadores de sarcoma nos tempos de pré-
operatorio, 2 semanas e 3 meses de pos-operatério, da expressdo do VEGF e da densidade de microvasos dos
animais portadores de sarcoma, Servigo de Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP (outubro de 2004

a agosto de 2007) - Sao Paulo - 2007.

VALORES DO VEGF

ANIMAI DEN
o CONTROLES HORTADORES DE SARCOMAS O VeoE ViCROVASOS
PRE-OPERATORIO 2 SEMANAS 3 MESES
1 4,182 2,25 0 4125 negativo 108
2 7,364 0 0 - positivo 52
3 10,091 5522 50,375 0,89 negativo 104
4 4,182 0 0 - negativo 116
5 9,182 - 7,44 411 positivo 259
6 1,909 7 3,25 9,22 positivo 143
7 21,455 0 5,22 0 positivo 187
8 16,455 10,75 19,125 0,22 positivo 40
9 9,636 1,33 0 6,89 positivo 145
10 0,091 5,78 69,125 - - 2
11 23,727 23,25 7,44 3,67 positivo 160
12 21 7,44 0 1,33 positivo 63
13 22,818 5 0 30,55 negativo 57
14 31,909 29,11 9,67 66,39 - -
15 22,818 2,44 0 4,22 negativo 144
16 6,455 13,67 7 - positivo 216
17 3,22 0 1,44 13,11 positivo 99
18 34,33 24,78 38,11 - positivo 225
19 16,00 9,78 - - negativo 85
20 0,00 43,67 1,44 25,33 negativo 195
21 22,67 12 32 - - -
22 3,78 5,91 0,00 0,00 - -
23 4,89 31,556 0,00 0,00 positivo 162
24 35,44 11,556 0,00 - - -
25 12,11 17,111 13,22 0,00 positivo 137
26 10,44 - - - -
27 2,67 - - - -
28 0,00 - - - -
29 22,11 - - - -
30 18,78 - - - -
MEDIA + SD 13,324 + 10,570 13,283 + 14,581 11,036 + 18,303 10,785 + 17,368 - 134,85 + 61,12
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Tabela 3 — Parametros hematologicos dos animais com sarcoma no pré-operatério e dos animais controle, Servigo de Cirurgia de

Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP (outubro de 2004 a agosto de 2007) - Sao Paulo - 2007.

ANIMAIS HEMOGLOBINA LEUCOCITOS NEUTROFILOS LINFOCITOS PLAQUETAS EOSINOFILOS MONOCITOS

N°. Sarcoma |Controle |Sarcoma |Controle |Sarcoma | Controle |Sarcoma |Controle |[Sarcoma |Controle |Sarcoma |Controle | Sarcoma |Controle

1. 1557 16,9 8.100 9.500 4.779 6.935 2.106 1.140 389.000 | 285.000 972 855 243 570

2 16,3 13,3 8.900 9.900 6.492 4.851 1.424 3.960 292.000 | 232.000 89 792 445 297

3 10,6 16,2 23.100 7.300 18.249 3.796 1.386 2.482 334.000 | 262.000 231 511 3.234 511

4. 13,0 16,9 9.400 14.800 6.956 8.584 1.788 5.032 230.000 | 255.000 282 296 376 888

5. 12,8 18,7 9.000 8.800 5.400 6.248 2.250 1.584 488.000 | 235.000 900 440 360 528

6. 15,7 19,6 6.900 6.600 4623 3.828 1.104 1.980 302.000 | 256.000 552 264 621 528

7. 16,7 16,1 12.800 8.400 8.576 5.712 2.944 1:512 583.000 | 254.000 640 840 640 336

8. 15,1 11,2 9.800 3.600 7.252 2.376 1.274 900 309.000 | 305.000 980 180 294 144

9. 17,0 16,8 7.700 7.700 5.929 5.175 847 1.078 318.000 | 217.000 462 539 462 308

10. 13,8 17,56 12.800 9.500 9.728 7.790 2.048 1.045 156.000 | 246.000 640 95 384 570

11. 12,6 17,4 9.800 13.000 6.958 8.060 98 2.340 372.000 | 252.000 1.568 2.080 1.078 520

12. 15,2 17,4 15.300 14.000 11.016 8.400 3.213 3.220 409.000 | 172.000 459 1.680 612 560

13. 14,6 19,6 8.900 9.500 6.586 5.700 1.335 2.850 282.000 | 156.000 534 665 445 285

14. 6,9 17,7 7.100 6.100 5.893 3.477 284 1.830 782.000 | 275.000 0 671 923 122

15. 14,2 15,6 5.200 10.900 3.328 7.630 1.612 1.635 209.000 | 218.000 104 872 156 654

16. 155 15,6 10.400 14.400 7.696 10.080 1.3562 1.728 - 467.000 416 2.160 936 432

1 14,3 16,3 10.400 8.700 4.160 6.264 5.408 1.044 303.000 | 174.000 104 1.044 728 348

18. 18,3 14,6 16.600 24.200 13.280 18.150 1.992 726 386.000 | 204.000 332 4.352 996 968

19. 18,7 WS 5.400 10.800 4.104 8.424 1.080 1.836 554.000 | 220.000 108 216 108 324

20. 13,8 - 12.100 - 8.470 - 1.694 - 325.000 - 726 - 1.210 -

21. 13,1 17,8 12.100 12.200 8.228 8.174 1.331 1.952 501.000 | 144.000 1.089 1.830 1.452 244

22. 7.5 16,6 8.100 11.200 6.075 8.736 891 2.016 294.000 | 200.000 891 336 243 112

23. 15,7 17,5 11.200 16.300 8.848 10.921 1.904 3.260 276.000 | 183.000 336 1.630 112 326

24. 14,0 11,1 15.000 12.800 11.700 8.576 450 2.560 323.000 | 225.000 1.050 896 1.800 768

25. 18,1 17,0 7.200 10.600 4.896 6.996 1.512 2.438 399.000 | 209.000 288 106 504 954

26. 11,1 10.800 4.752 4.536 259.000 432 1.080

27. 11,9 10.400 6.552 2.912 283.000 728 208 N
e 28. 11,8 8.600 5.332 1.634 260.000 946 602 2

29. 16,6 14.600 8.030 3.504 239.000 2.044 730 R
o 30. 11,1 8.500 5.015 2.210 221.000 595 680 &
o MEDIA 14,65 15,76 10.532 10.817 7.569 7.074 1.653 2.239 367.333 | 238.206 | 550,12 968,79 734,48 503,34 |-
g] DESVIO 2,46 2,61 3.947 3.864 3322 2.941 1.067 1.067 135.725 | 58.952 392,84 894,62 673,97 262,52 ™
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ANEXO 1 - Termo de ciéncia e autorizagdo com livre consentimento do proprietario,
autorizando por escrito a participacao do animal no estudo, Servigo de
Cirurgia de Pequenos Animais do HOVET - FMVZ/USP (outubro de 2004
a agosto de 2007). Sao Paulo, 2007.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
HOSPITAL VETERINARIO

TERMO DE CIENCIA E AUTORIZACAO

Eu, proprietario do

animal da espécie , raca sexo: ,

nascimento , registrado no Hospital Veterinario da FMVZ sob n.°
, ESTOU CIENTE de que o animal de minha propriedade fara parte do

protocolo de pesquisa intitulado:

desenvolvido no Departamento de , Servigo

de desta Faculdade,

sob a responsabilidade do(a) ' ,

Professor(a) do Departamento de

e Orientador(a) do(a)

que se encontra vinculado(a) ao Projeto na condigdo de do Departamento

de , Servigo de
Outrossim, além de CIENTE, AUTORIZO por escrito que o animal de

minha propriedade, acima indicado, seja incluido no protocolo ora referido e que tomei
ciéncia, por escrito e de forma clara e compreensivel, dos procedimentos que serdo aplicados
ao animal.

Sédo Paulo, de de

NOME LEGIVEL:
ASSINATURA:
RG:

QUEIROZ, G. F. de.





