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RESUMO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) é uma neoplasia de células redondas de aspecto
plasmocitdide ou linfocitéide. O tumor apresenta vdrias particularidades. Nos dltimos anos,
tem-se evidenciado aumento progressivo de tumores com elevados porcentuais de
agressividade e varidvel resposta a quimioterapia, inclusive resisténcia; desta forma, tentar
predizer este comportamento torna-se importante para auxiliar decisdes quanto ao progndstico
e manejo do tumor antes e durante a terapia. Sabendo-se que a utilizacdo da survivina, bem
como da caspase-3, do Ki-67 e da COX-2 sao importantes para auxiliar no progndstico, no
manejo do paciente e na monitoracao da doencga durante e apds a terapia, este trabalho visou
observar em TVTs diferengas na expressao dos imunomarcadores acima citados. Para tal, foi
utilizada a técnica de imunocitoquimica em preparagdes citolégicas de 30 tumores de caes
atendidos no Hospital Veterindrio da FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu e os dados
analisados pelo teste de spearman (p<0,05). A positividade da survivina variou de 96,15 a
100% em 200 células contadas por amostra, sendo sua principal localizag¢do citoplasmética. A
marcagdo pelo anticorpo anti-caspase-3 nos 30 casos de TVT foi baixa, variando de 0 a 6,5%
de positividade em 200 células contadas. Em 21 casos, foi possivel observar marcacio pelo
Ki-67, e houve uma média de positividade de 15,57%. Finalmente, em todos os casos houve
expressdo de COX-2 com valores que variaram de 90,66 a 100% de positividade em 200
células contadas, exceto por um caso que apresentou 24,5% de positividade. Em conclusao, é
possivel que o emprego destes marcadores no TVT possa auxiliar no estabelecimento de um
tratamento diferenciado, pelo que recomendamos, avaliar sua expressao comparando com o
tipo de resposta a terapia.

Palavras-chave: imunocitoquimica, quimioterapia, tumor.

COX-2, CASPASE 3, KI67 AND SURVIVIN IMMUNOEXPRESION IN CANINE
TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR

ABSTRACT

Transmissible venereal tumor is a neoplasm of round cell plasmocitoide and linfocitoide
aspect. The tumor present several particularities, for example, in the recent years has been
evidenced a progressive increase of tumor with high percentages of aggressiveness and
different response to chemotherapy, including resistance. Research this comportment to
predict this behavior becomes important to aid decision as to the prognosis and management
of the tumor before and during therapy. It is know that the use of the survivin, caspase-3,
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Ki67 and COX-2 are important to aid prognosis, the patient management and monitoring the
tumor during and after therapy. This study aimed to identify differences in the expression of
the above mentioned immunomarkers in TVT. For this purpose, the technique of
immunocytochemistry on cytological preparations of 30 tumors of dogs examined at the
Veterinary Hospital FMVZ-UNESP, Botucatu was used and the date analyzed by the
spearman test (p<0,05). The survivin positivity ranged from 96.15 to 100% in 200 cells
counted per sample, and its main cytoplasmic localization. The labeling by the anti-caspase-3
in 30 cases of TVT was low, ranging from 0 to 6.5% positivity in 200 cells counted. In 21
cases, it was observed by Ki-67 labeling, and there was an average of 15.57% positivity.
Finally, in all cases there was expression of COX-2 with values ranging from 90.66 to 100%
positivity in 200 cells counted, except for one case which showed 24.5% positivity. In
conclusion, it is possible that the use of these markers in the TVT may assist in establishing a
differential treatment, and we recommend, evaluate its expression compared with the type of
response to therapy.

Keywords: immunochemestry, chemotherapy, tumor.

IMUNOEXPRESION DE COX-2, CASPASE 3, K167 Y SURVIVIN EN TUMOR
VENEREO TRANSMISIBLE CANINO

RESUMEN

El tumor venéreo transmisible (TVT) es una neoplasia de células redondas de aspecto
plasmocitdide o linfocitoide. El tumor presenta varias particularidades, por ejemplo, en los
ultimos afnos se ha evidenciado aumento progresivo de tumores con elevados porcentajes de
agresividad y variable respuesta a la quimioterapia, inclusive resistencia; desta forma, intentar
predecir este comportamiento se torna importante para auxiliar decisiones relacionadas con el
prondstico y manejo del tumor antes y durante de la terapia. Se sabe que la utilizacion de la
survivina, asi como la caspasa-3, del Ki-67 y de la COX-2, son importantes para auxiliar el
prondstico, manejo del paciente y elmonitoramiento de un tumor durante la terapia, asi, este
trabajo busco identificaren TVTs la diferencia en la expresion de losinmunomarcadores
citados. Para ello, fue utilizada la técnica de inmunocitoquimica en preparaciones citologicas
de 30 tumores de caninos atendidos en el Hospital Veterinario de la FMVZ-UNESP, Campus
Botucatu y los datos andlizados a través del test de spearman (p<0,05). La positividad de la
survivina vario de 96,15 %a 100% en 200 células contadas. LLa marcacion anti-caspasa -3 en
los 30 casos de TVT fue baja variando de 0% a 6,5%. En 21 casos fue posible observar
marcacién por el Ki67, y hubo una media de positividad de 15,57%. Finalmente, en todos los
casos hubo expresion de COX-2 con valores que variaron de 99,66 % a 100% de positividad
en 200 células contadas, excepto por un caso que presento 24,5 % de positividad. En
conclusion, es posible que el empleo de estos marcadores en TVT puedan auxiliar el
establecimiento de un tratamiento diferenciado, por lo que recomendamos, evaluar su
expresion comparada con el tipo de respuesta a la terapia.

Palabras clave: imunocitoquimica, quimioterapia, tumor.
INTRODUCAO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) desperta nos pesquisadores em oncologia grande
interesse por diversas caracteristicas, entre elas sua origem controversa (1,2), resisténcia a
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quimioterapia (3) e um comportamento agressivo de alguns subtipos celulares (4), além de se
prestar como um excelente modelo de investigacao para neoplasia comparada (5,6).

Os processos de proliferacao, diferenciagdo e morte-celular que ocorrem nas neoplasias
sdo fundamentais para o entendimento do comportamento biolégico do tumor (7,8). Portanto,
estudos do indice de proliferacdo celular e da taxa de apoptose das células neoplésicas sdo de
extrema importancia para a determinacdo da agressividade tumoral e do monitoramento da
neoplasia (9-11).

O crescimento tumoral é determinado por trés fatores principais, dentre eles o tempo do
ciclo celular, a porcentagem das células em proliferacdo e o nimero de células perdidas. Nas
ultimas duas décadas, numerosos estudos clinicos, experimentais e epidemioldgicos tem
correlacionado o desenvolvimento e a progressao do tumor com a presenca da cicloxigenase-2
(COX-2) nas células neoplasicas do homem e dos animais (12-15).

Atualmente, sabe-se que a COX-2 estd intimamente relacionada com o desenvolvimento
de tumores, afetando sua progressio pela inibicdo da apoptose, além de promover
angiogénese, invasao, e proliferacao de células tumorais (15). Ela € considerada o “primeiro
gene imediato”, formada quando a célula é estimulada e participa de processos como
inflamacao e carcinogénese (13).

A sua superexpressao tem sido demonstrada em uma variedade de doengas malignas,
tais como, canceres de pulmao, ovério e colo do ttero, sendo geralmente associada a
resultados de sobrevivéncia desfavoraveis (14,16,17). O Ki-67, um antigeno de proliferagao
celular expresso durante todas as fases do ciclo celular, exceto GO, também € um parametro
confidvel de que a célula mantém a capacidade de se proliferar, possuindo alta viabilidade
(18).

Estudos da morfologia e da imunocitoquimica de tumores no homem e em modelos
animais evidenciam que a progressiva resisténcia a apoptose € uma das caracteristicas
marcantes da grande maioria dos canceres (10,19,20), sendo importante inclusive na
determinacdo de sua agressividade (21,22). A apoptose envolve proteases, dentre elas a
caspase-3, responsdveis por regular ativadores que clivam proteinas nucleares e do
citoesqueleto, induzindo apoptose e morte celular irreversivel (18).

Knauer et al. (10), observaram que uma redug¢do da apoptose tumoral tem sido
correlacionada com a expressao da survivina,o que leva ao aumento da resisténcia do cancer a
terapia e a reducdo do tempo de sobrevivéncia do paciente. Sendo a survivina uma potente
inibidora da caspase, sua superexpressao nas células neopldsicas implica na resisténcia a
diferentes estimulos apoptéticos, incluindo a quimioterapia (23,24).

Estudos imunocitoquimicos t€ém ajudado a auxiliar no progndstico, no manejo do
paciente e na monitoracdo da doenca durante e apds a terapia. Sabendo-se que a utilizagao da
survivina, bem como da caspase-3, Ki-67 e da COX-2 sdo importantes para tal, este estudo
visou, identificar as taxas de expressdo do Ki-67, da caspase-3, da survivina e da COX-2, em
TVTs.

MATERIAL E METODOS

Dados clinicos dos animais

O estudo foi aprovado pela CAmara de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP-Botucatu, Sdo Paulo, Brazil. Amostras foram
retiradas a partir de 30 caes com diagnéstico citolégico de tumor venéreo transmissivel (TVT)
(25). Os animais foram selecionados no Hospital Veterinario, UNESP-Botucatu, sem restri¢ao
de sexo, raca ou idade.
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Coleta do material tumoral

Para coleta do material foi realizada a pun¢do ou esfoliacio da massa e o conteudo foi
colocado sobre laminas histoldgicas, procedendo-se imediatamente a extensdo do material
(26). As laminas foram secas, fixadas em metanol e coradas pelo método de Giemsa para a
avaliacdo citomorfoldgica.

Um segundo aspirado foi realizado, suspendendo-se as células em 1,5mL de PBS livre
de Ca++ e Mg++ gelado. Esta suspensdo foi centrifugada com velocidade entre 550 e 600
rpm, durante trés minutos e o conteddo colocado em laminas que foram posteriormente
utilizadas para realizacao das técnicas de imunocitoquimica (27).

Avaliac¢ao citomorfologica

As preparacOes citoldgicas coradas pelo Giemsa foram submetidas a avaliacdo da
morfologia celular, de acordo com as caracteristicas do tipo celular predominante da seguinte
forma: mais de 60% das células de TVT com morfologia ovéide, citoplasma abundante e
nucleo localizado excentricamente foram classificados como TVTs plasmocitéides; mais de
60% de células de TVT com morfologia arredondada, citoplasma escasso e nucleo redondo e
central como TVTs linfocitéides.

Os esfregacos corados pelo Giemsa foram avaliados com diferentes objetivas para
detalhamento das caracteristicas celulares e contagem de células, sendo contados em cada
lamina no minimo dez campos aleatdrios ndo sobrepostos para a obtencao da classificacao do
tipo celular predominante, totalizando 100 células de cada amostra.

Avaliacao imunocitoquimica
Na imunocitoquimica, foram utilizados os anticorpos survivina, caspase3, Ki-67 e
COX-2, como descrito na tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos utilizados na marcagdo de amostras citoldgicas de tumor venéreo
transmissivel.

Anticorpo Clone Marca Tipo Concentracao
Caspase-3 Asp 175 CellSignaling policlonal 1:200
Survivin SE8 - Hu Labvision monoclonal 1:100
Ki-67 MIB-1 DakoCytomation =~ monoclonal 1:50
COX-2 CX-294 DakoCytomation ~ monoclonal 1:50

Para a andlise inmuno-citoquimica, as laminas contendo as células foram
permeabilizadas, hidratadas, a seguir feito o bloqueio da peroxidase enddégena em uma
solucdo de peroxido de hidrogeno 10 volumes, durante 20 minutos, posteriormente, seguiu-se
com trés incubagdes, a primeira com os anticorpos primarios em camara umida por 18 horas
(“overnight”) a 4°C.), a segunda com um anticorpo secunddrio universal (Universal
Biotinilado DAKO K0690 ® Carpinteria EU) e por fim, o complexo streptoavidinaPeroxidase
(DAKO KO0690® Carpinteria EU). A revelagao feita com Diaminobenzidina (DAB DAKO
K3468® Carpinteria EU) e a Contra-coloracao: com Hematoxilina de Meyer. Posteriormete a
montagem das laminas, para a anélise.

Laminas de controle negativo foram processadas juntamente com as demais, onde foi
suprimido o anticorpo primdrio na incuba¢do e substituido por imunoglobulinas de
camundongo (para os anticorpos monoclonais) e coelho (para os anticorpos policlonais).

As andlises imunocitoquimicas foram realizadas com o auxilio do programa de anélise
de imagens (QWin v3.0 Leica) e uma camera digital (Leica DFC) acoplada a um microscépio
(Leica DMLD). Para avaliagao do percentual de positividade foram contadas 200 células de
TVT consecutivas no aumento de 400x, completando o campo todo, sendo assinaladas as
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células que apresentavam reagdo positiva e negativa separadamente, bem como anotados os
padrdes de marcagdo (nuclear, citoplasmatico, nuclear e citoplasmético).

Analise estatistica

Para as andlises dos dados, foi empregado o programa Statistica7 (Stat soft). Foram
utilizados testes ndo paramétricos de correlacio de Spearman para correlacionar os
marcadores imunocitoquimicos, com nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

No total, foram coletados 30 TVTs, provenientes de cdes de Botucatu e cidades
vizinhas, como Sao Manuel, Laranjal Paulista, Barra Bonita, Bauru entre outras, sendo que 18
eram machos e 12 eram fémeas, com idades variando entre um e 14 anos, sendo que 70% dos
animais estavam concentrados na faixa entre dois e seis anos.

O exame citolégico do tumor permitiu diagnosticar e classificd-los, entretanto, a
morfologia plasmocitéide foi a que predominou com 93,34% dos casos, seguido pelo
linfocitéide (6,66%) (Figura 1).

Figura 1. Amostras citoldgicas de tumor venéreo transmissivel dos diferentes tipos citomorfolégicos:
A. padrio plasmocitéide (predominio de células ovdides, citoplasma amplo e nicleo excéntrico); B.
padrio linfocitéide (predominio de células redondas, citoplasma escasso e alta relacdo
nucleo:citoplasma). Giemsa, barra: 20pm.
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A expressdo da survivina foi observada nos 30 esfregacos de TVT estudados (Figura
2a), sendo que sua positividade variou de 96,15 a 100% em 200 células contadas. A principal
localizac¢do da marcagdo foi citoplasmatica e em dois casos, foi citoplasmadtica e nuclear.

A marcagdo pelo anticorpo anti-caspase-3 foi baixa, variando de 0 a 6,5% de
positividade em 200 células contadas (Figura 2b). Uma observacio interessante ¢ que em 11
esfregacos houve marcacdo nuclear, além da citoplasmatica.

canino: A. anticorpo monoclonal anti-survivina; B. anticorpo policlonal anticaspase-3; células com
marcacgdo citoplasmatica (setas). Cromégeno DAB, contra coloracdo hematoxilina de Harris; barra:
20pm.

Em 21 esfregacos, foi possivel observar marcacio pelo Ki-67, (Figura 3a) e houve uma
média de positividade para o Ki-67 de 15,57 %. Finalmente, todos os esfregacos de TVT
apresentaram expressdo de COX-2 (Figura 3b). Os valores variaram de 90,66 a 100% de
positividade em 200 células contadas, exceto por um caso que apresentou 24,50% de
positividade.
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Figura 3. Marcacdo pelos anticorpos em amostras citoldgicas de tumor venéreo transmissivel (TVT)
canino: A. anticorpo monoclonal Ki-67 (clone Mib-1); células com marcacdo nuclear (setas); B.

anticorpo monoclonal anti-COX-2; observar marcacio ao redor do nicleo (setas). Cromégeno DAB,
contra-coloracdo hematoxilina de Harris; barra: 20pm.

DISCUSSAO

Os dados epidemioldgicos obtidos dos animais deste trabalho foram os seguintes: sem
predilecdo por sexo, raca, € acesso constante a rua, de forma semelhante aos descritos na
literatura (28,29). Por outro lado, os dados obtidos nesta pesquisa, bem como de outras
desenvolvidas pelo nosso grupo nao diferem com relacdo idade e sexo (28-31).

A classificacdo morfolégica do tumor em plasmocitoide, linfocitoide e misto
padronizada e j4 bem estabelecida pelo nosso grupo, também foi aplicada nessa pesquisa.
Entretanto, houve predominancia de 93,34% para plasmocitoide. Essa morfologia vem se
repetindo ao longo dos estudos, principalmente em TVTs com tempo de evolucao maior. Em
trabalhos realizados dentro do grupo observou-se entre 74% a 95%, nessa morfologia (28-31).

Supomos que os TVTs iniciam-se como linfocitéides, tornam-se mistos e depois se
tornam plasmocitéides. Em um trabalho realizado por Amaral (29), os casos de TVT
atendidos no HV — UNESP — Botucatu, foram classificados com relacdo a evolucdo clinica
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em recentes (com até trés semanas de evolucdo), estabelecidos (com trés a oito semanas de
evolugdo) ou antigos (com mais de oito semanas) e verificou-se que os tumores antigos eram
os predominantes com 52,5% (86 casos), dos 164 casos estudados. Isso refor¢a o fato dos
tumores encontrados no presente estudo terem sido a maioria de padrao plasmocitéide, uma
vez que os proprietdrios demoram em levar o animal ao atendimento clinico.

O resultado da marcacao inmunocitoquimica permitiu observar a expressao da survivina
em 28 amostras de TVT a nivel citoplasmatico (Figura 2a), e em dois casos, a marcagao foi
citoplasmadtica e nuclear. A localizacdo nuclear ou citoplasmdtica da survivina tem importante
influéncia na progressdao tumoral (32). Survivina tem sido encontrada na mitocondria de
células cancerigenas e, diante de estimulos apoptdticos, sdo rapidamente liberadas no
citoplasma onde previnem ativag¢ao de caspases e inibem a apoptose (33).

Quando localizadas no nucleo, parecem aumentar a capacidade de reparo de rupturas de
filamentos de DNA, principalmente em células cancerigenas (24). Ela regula a fase G2/M do
ciclo celular por se associar aos fusos dos microtibulos mitéticos, € inibe diretamente a
atividade da caspase-3 e da caspase-7 (34). Em um estudo feito em cancer de mama na
mulher, observou-se correlacdo entre a expressdo da survivina e da caspase-3 com o grau
histolégico do tumor, porém niao houve correlacdo entre a expressdo da survivina com a
caspase-3 (35). No presente estudo, a expressdo da survivina quando comparada com a
expressao da caspase-3 pelo método ndo paramétrico de correlacdo de Spearman, também nao
mostrou correlacdo (p=0,06), resultado semelhante a Nassar et al. (35). Porém, foi constatado
que o nuamero de células marcadas pela caspase-3 foi pequeno, fato esperado frente a intensa
marcagdo da survivina.

Necochea-Campion et al. (32), afirmam que localizagdao nuclear ou citoplasmatica da
survivina e sua correlacdo com progndstico ainda € controversa. Alguns autores citam que a
localizagdo nuclear tem prognéstico pior (36,37), porém outros (38,39) sugerem que esta
questdo exige uma investigacdo mais aprofundada. Sua super-expressdo estd associada ainda
com a resisténcia a radia¢do e quimioterapia (32,40), dentre eles a vincristina, cisplatina, entre
outros (41).

A marcacdo pelo anticorpo anti-caspase-3 nas 30 amostras de TVT foi baixa. As
caspases sdo proteases dependentes de cisteina e importantes mediadores da apoptose.
Estudos tem confirmado a contribui¢do de vias apoptédticas desreguladas no desenvolvimento
e progressdo do cancer (42). Em linfomas caninos, o indice apoptdético, avaliado pela caspase-
3, ndo ¢ diferente entre os tumores de alto e baixo grau de malignidade, nem entre os linfomas
T e B (43). J4 nos tumores de mama em cadelas, DeNardi (44) observou aumento da
imunomarcagdo para caspase 3 nos carcinomas de mama que metastatizaram e nas metastases
pulmonares. Nos adenomas, carcinomas nao metastaticos e nos carcinomas inflamatorios a
taxa de apoptose celular foi baixa e sem diferenca entre esses grupos.

Nos homens, neoplasias altamente agressivas possuem uma expressao citoplasmatica
menor de caspase-3 que as neoplasias de grau baixo (45,46) e as que apresentam marcagao
difusa tendem a apresentar pior prognéstico (45). Nos casos de TVT ndo foi observada
diferenca de marcagdo da caspase-3 entre os animais que apresentavam metdstases € os que
possuiam apenas TVT genital, sendo que a marcacdo foi citoplasmética difusa e com
positividade baixa, o que sugere um comportamento agressivo do TVT.

Ja para a marcagdo pelo Ki-67, em 21 amostras foi possivel a contagem de células
marcadas (Figura 3a) e houve uma média de positividade de 15,57 %, assemelhando-se aos
resultados relatados por Greattie et al. (47), que encontraram média de 10,8% nos esfregacos
citolégicos de TVT.

Segundo Yang et al. (48), os indices do Ki-67 para tumores mamadrios malignos em
mulheres eram significativamente maiores que dos tumores benignos ou das hiperplasias.
Estes achados foram consistentes com os resultados de estudos prévios com tumores
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mamarios caninos (49,50), o que torna a marcacdo imunoistoquimica para o anticorpo Ki-67
um procedimento confidvel na avaliacdo da malignidade dos tumores mamadrios. Quando
analisada a marcacdo com Ki-67 para proliferacao celular, ndo se notaram diferencas nos
indices de proliferacao entre os TVTs plasmocitoides e linfocitoides.

Finalmente, todas as 30 amostras de TVT analisadas neste estudo, apresentaram
expressao de COX-2 (Figura 3b) e ndo houve diferencga entre os tumores menos agressivos €
mais agressivos.

Em mastocitomas cutdneos caninos, a expressdao de COX-2, foi maior nos tumores grau
III, seguidos pelo grau II e I, porém em todos os graus de diferenciacdo histoldgica, a
imunomarcacdo foi superior a 50% e de intensidade semelhante (51). J4 nos tumores
mamadrios de cadelas, a expressao de COX-2 foi diferente entre os tumores metastaticos € nao
metastaticos, sendo maior neste ultimo grupo, o que confere a esta imunomarcagdo um
potencial preditivo de possibilidade de metastase (52,44).

A super-expressdo de COX-2 tem sido demonstrada em uma variedade de neoplasias,
dentre elas pulmao, ovario e colo do utero, sendo geralmente associada a resultados de
sobrevivéncia desfavoraveis (15).

Devido a alta expressao de COX-2 nos casos de TVT aqui estudados, sugere-se que nos
casos mais resistentes ao tratamento com vincristina, possa se associar inibidores de COX-2
ao tratamento. No teste ndo paramétrico de correlacdo de Spearman, com nivel de
significancia (p<0,05), quando comparado a expressdo da COX-2 com a caspase-3, houve
correlagdo significante (p= -0,20). Comparando a expressao da COX-2 com o Ki-67, também
houve correlagdo significante (p=-0,01). Isso se deve ao fato de que quando ha alta expressao
de COX-2, ha diminui¢do da apoptose, e aumento da proliferagcdo celular, o que foi observado
pela baixa taxa de positividade para caspase-3 nos TVTs e média positividade para Ki-67.
Porém, quando correlacionado COX-2 com survivina, ndo houve diferenca significativa (p=
0,16), sugerindo que a alta expressdo da COX-2 é devida a sua acdo na promog¢do da
angiogénese, uma vez que os TVTs s@o altamente irrigados e hemorragicos.

Vale ressaltar que durante as anélises das laminas de TVT, a distribuicdo da marcacdo
da COX-2 era, na maioria dos casos, como “dots” perinucleares. Nao ha na literatura
consultada nenhuma descri¢cdo desse tipo de marcacdo em outras neoplasias, deste modo seria
interessante a investigacdo se esta marcagdo relaciona-se com o grau de agressividade
tumoral, ou ndo hd nenhuma influéncia, uma vez que nos casos da caspase-3, o tipo de
marcagio também se torna ttil (Figura 3b).

Em conclusao, a prevaléncia no Servico de Patologia da FMVZ — UNESP - Botucatu
do diagnéstico citopatolégico de TVT € o de aspecto plasmocitédide. Estes achados indicam
diagnostico tardio, sendo que durante o periodo de evolu¢do ocorrem alteragdes na
morfologia da célula tumoral, na fase de implantacdo, linfocitéide e posteriormente
plasmocitdide, da mesma forma, diante dos resultados da inmunocitoquimica, é possivel que
o emprego destes marcadores no TVT possa auxiliar o tratamento diferenciado, pelo que
recomendamos avaliar sua expressdo comparando com o tipo de resposta a terapia.

O presente estudo foi submetido a Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia de Botucatu - UNESP e obteve parecer
favoravel (Protocolo n° 223/2011).
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