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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.
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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.



Introdugio

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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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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