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RESUMO 
 

O tumor venéreo transmissível (TVT) é uma neoplasia de células redondas de aspecto 
plasmocitóide ou linfocitóide. O tumor apresenta várias particularidades. Nos últimos anos, 
tem-se evidenciado aumento progressivo de tumores com elevados porcentuais de 
agressividade e variável resposta à quimioterapia, inclusive resistência; desta forma, tentar 
predizer este comportamento torna-se importante para auxiliar decisões quanto ao prognóstico 
e manejo do tumor antes e durante a terapia. Sabendo-se que a utilização da survivina, bem 
como da caspase-3, do Ki-67 e da COX-2 são importantes para auxiliar no prognóstico, no 
manejo do paciente e na monitoração da doença durante e após a terapia, este trabalho visou 
observar em TVTs diferenças na expressão dos imunomarcadores acima citados. Para tal, foi 
utilizada a técnica de imunocitoquímica em preparações citológicas de 30 tumores de cães 
atendidos no Hospital Veterinário 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 localização citoplasmática. A 
marcação 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 possível observar marcação pelo 
Ki-67, e houve uma média de positividade de 15,57%. Finalmente, em todos os casos houve 
expressão 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 conclusão, é 
possível que o emprego destes marcadores no TVT possa auxiliar no estabelecimento de um 
tratamento diferenciado, pelo que recomendamos, avaliar sua expressão comparando com o 
tipo de resposta à terapia. 
 
Palavras-chave: imunocitoquímica, 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.  
 

IMUNOEXPRESIÓN DE COX-2, CASPASE 3, KI67 Y SURVIVIN EN TUMOR 
VENÉREO TRANSMISIBLE CANINO 

 
RESUMEN 

 
El tumor venéreo transmisible (TVT) es una neoplasia de células redondas de aspecto 
plasmocitóide o linfocitoide. El tumor presenta varias particularidades, por ejemplo, en los 
últimos años 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 
pronóstico y manejo del tumor antes y durante de la terapia. Se sabe que la utilización de la 
survivina, así como la caspasa-3, del Ki-67 y de la COX-2, son importantes para auxiliar el 
pronóstico, manejo del paciente y elmonitoramiento de un tumor durante la terapia, así, este 
trabajo busco identificaren TVTs la diferencia en la expresión de losinmunomarcadores 
citados. Para ello, fue utilizada la técnica de inmunocitoquímica en preparaciones citológicas 
de 30 tumores de caninos atendidos en el Hospital Veterinario de la FMVZ-UNESP, Campus 
Botucatu y los datos análizados a través del test de spearman (p<0,05). La positividad de la 
survivina vario de 96,15 %a 100% en 200 células contadas. La marcación anti-caspasa -3 en 
los 30 casos de TVT fue baja variando de 0% a 6,5%. En 21 casos fue posible observar 
marcación por el Ki67, y hubo una media de positividad de 15,57%. Finalmente, en todos  los 
casos hubo expresión 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 
conclusión, es posible que el empleo de estos marcadores en TVT puedan auxiliar el 
establecimiento de un tratamiento diferenciado, por lo que recomendamos, evaluar su 
expresión comparada con el tipo de respuesta a la terapia.  
 
Palabras clave: imunocitoquímica, quimioterapia, tumor.  

 
INTRODUÇÃO 
 

O tumor venéreo transmissível (TVT) desperta nos pesquisadores em oncologia grande 
interesse por diversas características, entre elas sua origem controversa (1,2), resistência 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 investigação para neoplasia comparada (5,6). 

Os processos de proliferação, diferenciação e morte-celular que ocorrem nas neoplasias 
são fundamentais para o entendimento do comportamento biológico do tumor (7,8). Portanto, 
estudos do índice de proliferação celular e da taxa de apoptose das células neoplásicas são de 
extrema importância para a determinação da agressividade tumoral e do monitoramento da 
neoplasia (9-11). 

O crescimento tumoral é determinado por três fatores principais, dentre eles o tempo do 
ciclo celular, a porcentagem das células em proliferação e o número de células perdidas. Nas 
ultimas duas décadas, numerosos estudos clínicos, experimentais e epidemiológicos tem 
correlacionado o desenvolvimento e a progressão do tumor com a presença da cicloxigenase-2 
(COX-2) nas células neoplásicas do homem e dos animais (12-15). 

Atualmente, sabe-se que a COX-2 está intimamente relacionada com o desenvolvimento 
de tumores, afetando sua progressão pela inibição da apoptose, além de promover 
angiogênese, invasão, e proliferação de células tumorais (15). Ela é considerada o “primeiro 
gene imediato”, formada quando a célula é estimulada e participa de processos como 
inflamação e carcinogênese (13). 

A sua superexpressão tem sido demonstrada em uma variedade de doenças malignas, 
tais como, cânceres de pulmão, ovário e colo do útero, sendo geralmente associada a 
resultados de sobrevivência desfavoráveis (14,16,17). O Ki-67, um antígeno de proliferação 
celular expresso durante todas as fases do ciclo celular, exceto G0, também é um parâmetro 
confiável de que a célula mantém a capacidade de se proliferar, possuindo alta viabilidade 
(18). 

Estudos da morfologia e da imunocitoquímica de tumores no homem e em modelos 
animais evidenciam que a progressiva resistência à apoptose é uma das características 
marcantes da grande maioria dos cânceres (10,19,20), sendo importante inclusive na 
determinação de sua agressividade (21,22). A apoptose envolve proteases, dentre elas a 
caspase-3, responsáveis por regular ativadores que clivam proteínas nucleares e do 
citoesqueleto, induzindo apoptose e morte celular irreversível (18).  

Knauer et al. (10), observaram que uma redução da apoptose tumoral tem sido 
correlacionada com a expressão da survivina,o que leva ao aumento da resistência do câncer a 
terapia e a redução do tempo de sobrevivência do paciente. Sendo a survivina uma potente 
inibidora da caspase, sua superexpressão nas células neoplásicas implica na resistência a 
diferentes estímulos apoptóticos, incluindo a quimioterapia (23,24). 

Estudos imunocitoquímicos têm ajudado a auxiliar no prognóstico, no manejo do 
paciente e na monitoração da doença durante e após a terapia. Sabendo-se que a utilização da 
survivina, bem como da caspase-3, Ki-67 e da COX-2 são importantes para tal, este estudo 
visou, identificar as taxas de expressão do Ki-67, da caspase-3, da survivina e da COX-2, em 
TVTs. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Dados clínicos dos animais 

O estudo foi aprovado pela Câmara de Ética em Experimentação Animal da Faculdade 
de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP-Botucatu, São Paulo, Brazil. Amostras foram 
retiradas a partir de 30 cães com diagnóstico citológico de tumor venéreo transmissível (TVT) 
(25). Os animais foram selecionados no Hospital Veterinário, UNESP-Botucatu, sem restrição 
de sexo, raça ou idade. 
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Coleta do material tumoral 
Para coleta do material foi realizada a punção ou esfoliação da massa e o conteúdo foi 

colocado sobre lâminas histológicas, procedendo-se imediatamente a extensão do material 
(26). As lâminas foram secas, fixadas em metanol e coradas pelo método de Giemsa para a 
avaliação citomorfológica.  

Um segundo aspirado foi realizado, suspendendo-se as células em 1,5mL de PBS livre 
de Ca++ e Mg++ gelado. Esta suspensão foi centrifugada com velocidade entre 550 e 600 
rpm, durante três minutos e o conteúdo colocado em lâminas que foram posteriormente 
utilizadas para realização das técnicas de imunocitoquímica (27). 

 
Avaliação citomorfológica 

As preparações citológicas coradas pelo Giemsa foram submetidas à avaliação da 
morfologia celular, de acordo com as características do tipo celular predominante da seguinte 
forma: mais de 60% das células de TVT com morfologia ovóide, citoplasma abundante e 
núcleo localizado excentricamente foram classificados como TVTs plasmocitóides; mais de 
60% de células de TVT com morfologia arredondada, citoplasma escasso e núcleo redondo e 
central como TVTs linfocitóides.  

Os esfregaços corados pelo Giemsa foram avaliados com diferentes objetivas para 
detalhamento das características celulares e contagem de células, sendo contados em cada 
lâmina no mínimo dez campos aleatórios não sobrepostos para a obtenção da classificação do 
tipo celular predominante, totalizando 100 células de cada amostra. 

 
Avaliação imunocitoquímica 

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

 
Tabela 1. Anticorpos utilizados na marcação de amostras citológicas de tumor venéreo 
transmissível. 

Anticorpo Clone Marca Tipo Concentração 
Caspase-3 Asp 175 CellSignaling policlonal 1:200 
Survivin 5E8 - Hu Labvision monoclonal 1:100 

Ki-67 MIB-1 DakoCytomation monoclonal 1:50 
COX-2 CX-294 DakoCytomation monoclonal 1:50 

 
Para a análise inmuno-citoquimica, as lâminas contendo as células foram 

permeabilizadas, hidratadas, a seguir feito o bloqueio da peroxidase endógena em uma 
solução de peroxido de hidrogeno 10 volumes, durante 20 minutos, posteriormente, seguiu-se 
com três incubações, a primeira com os anticorpos primários em câmara úmida por 18 horas 
(“overnight”) a 4ºC.), a segunda com um anticorpo secundário universal (Universal 
Biotinilado DAKO K0690 ® Carpintería EU) e por fim, o complexo streptoavidinaPeroxidase 
(DAKO K0690® Carpintería EU). A revelação feita com Diaminobenzidina (DAB DAKO 
K3468® Carpintería EU) e a Contra-coloração: com Hematoxilina de Meyer. Posteriormete a 
montagem das lâminas, para a análise. 

Lâminas de controle negativo foram processadas juntamente com as demais, onde foi 
suprimido o anticorpo primário na incubação e substituído por imunoglobulinas de 
camundongo (para os anticorpos monoclonais) e coelho (para os anticorpos policlonais). 

As análises imunocitoquímicas foram realizadas com o auxílio do programa de análise 
de imagens (QWin v3.0 Leica) e uma câmera digital (Leica DFC) acoplada a um microscópio 
(Leica DMLD). Para avaliação 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 reação positiva e negativa separadamente, bem como anotados os 
padrões de marcação (nuclear, citoplasmático, nuclear e citoplasmático). 

 
Análise estatística 

Para as análises dos dados, foi empregado o programa Statistica7 (Stat soft). Foram 
utilizados testes não paramétricos de correlação de Spearman para correlacionar os 
marcadores imunocitoquímicos, com nível de significância de p<0,05. 

 
RESULTADOS  
 

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

O exame citológico do tumor permitiu diagnosticar e classificá-los, entretanto, a 
morfologia plasmocitóide foi a que predominou com 93,34% dos casos, seguido pelo 
linfocitóide (6,66%) (Figura 1).  

 

 
Figura 1. Amostras citológicas de tumor venéreo transmissível dos diferentes tipos citomorfológicos: 
A. padrão plasmocitóide (predomínio de células ovóides, citoplasma amplo e núcleo excêntrico); B. 
padrão linfocitóide (predomínio de células redondas, citoplasma escasso e alta relação 
núcleo:citoplasma). Giemsa, barra: 20µm. 
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A expressão da survivina foi observada nos 30 esfregaços de TVT estudados (Figura 
2a), sendo que sua positividade variou de 96,15 a 100% em 200 células contadas. A principal 
localização da marcação foi citoplasmática e em dois casos, foi citoplasmática e nuclear. 

A marcação pelo anticorpo anti-caspase-3 foi baixa, variando de 0 a 6,5% de 
positividade em 200 células contadas (Figura 2b). Uma observação interessante é que em 11 
esfregaços houve marcação nuclear, além da citoplasmática.  
 

 
Figura 2. Marcação pelos anticorpos em amostras citológicas de tumor venéreo transmissível (TVT) 
canino: A. anticorpo monoclonal anti-survivina; B. anticorpo policlonal anticaspase-3; células com 
marcação citoplasmática (setas). Cromógeno DAB, contra coloração hematoxilina de Harris; barra: 
20µm. 
 
 

Em 21 esfregaços, foi possível observar marcação pelo Ki-67, (Figura 3a) e houve uma 
média de positividade para o Ki-67 de 15,57 %. Finalmente, todos os esfregaços de TVT 
apresentaram expressão 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. Marcação pelos anticorpos em amostras citológicas de tumor venéreo transmissível (TVT) 
canino: A. anticorpo monoclonal Ki-67 (clone Mib-1); células com marcação nuclear (setas); B. 
anticorpo monoclonal anti-COX-2; observar marcação ao redor do núcleo (setas). Cromógeno DAB, 
contra-coloração hematoxilina de Harris; barra: 20µm. 
 
DISCUSSÃO 
 

Os dados epidemiológicos obtidos dos animais deste trabalho foram os seguintes: sem 
predileção por sexo, raça, e 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 não diferem com relação idade e sexo (28-31). 

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

Supomos que os TVTs iniciam-se como linfocitóides, tornam-se mistos e depois se 
tornam plasmocitóides. Em um trabalho realizado por Amaral (29), os casos de TVT 
atendidos no HV – UNESP – Botucatu, foram classificados com relação à evolução clínica 
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em recentes (com até três semanas de evolução), estabelecidos (com três a oito semanas de 
evolução) 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 reforça o fato dos 
tumores encontrados no presente estudo terem sido a maioria de padrão plasmocitóide, uma 
vez que os proprietários demoram em levar o animal ao atendimento clínico. 

O resultado da marcação inmunocitoquimica permitiu observar a expressão da survivina 
em 28 amostras de TVT a nível citoplasmático (Figura 2a), e em dois casos, a marcação foi 
citoplasmática e nuclear. A localização nuclear ou citoplasmática da survivina tem importante 
influência na progressão tumoral (32). Survivina tem sido encontrada na mitocôndria de 
células cancerígenas e, diante de estímulos apoptóticos, são rapidamente liberadas no 
citoplasma onde previnem ativação de caspases e inibem a apoptose (33). 

Quando localizadas no núcleo, parecem aumentar a capacidade de reparo de rupturas de 
filamentos de DNA, principalmente em células cancerígenas (24). Ela regula a fase G2/M do 
ciclo celular por se associar aos fusos dos microtúbulos mitóticos, e inibe diretamente a 
atividade da caspase-3 e da caspase-7 (34). Em um estudo feito em câncer de mama na 
mulher, observou-se correlação entre a expressão da survivina e da caspase-3 com o grau 
histológico do tumor, porém não houve correlação entre a expressão da survivina com a 
caspase-3 (35). No presente estudo, a expressão da survivina quando comparada com a 
expressão da caspase-3 pelo método não paramétrico de correlação de Spearman, também não 
mostrou correlação (p=0,06), resultado semelhante a Nassar et al. (35). Porém, foi constatado 
que o número de células marcadas pela caspase-3 foi pequeno, fato esperado frente a intensa 
marcação da survivina. 

Necochea-Campion et al. (32), afirmam que localização nuclear ou citoplasmática da 
survivina e sua correlação com prognóstico ainda é controversa. Alguns autores citam que a 
localização nuclear tem prognóstico pior (36,37), porém outros (38,39) sugerem que esta 
questão exige uma investigação mais aprofundada. Sua super-expressão está associada ainda 
com a resistência a radiação e quimioterapia (32,40), dentre eles a vincristina, cisplatina, entre 
outros (41). 

A marcação pelo anticorpo anti-caspase-3 nas 30 amostras de TVT foi baixa. As 
caspases são proteases dependentes de cisteína e importantes mediadores da apoptose. 
Estudos tem confirmado a contribuição de vias apoptóticas desreguladas no desenvolvimento 
e progressão do câncer (42). Em linfomas caninos, o índice apoptótico, avaliado pela caspase-
3, não é diferente entre os tumores de alto e baixo grau de malignidade, nem entre os linfomas 
T e B (43). Já nos tumores de mama em cadelas, DeNardi (44) observou aumento da 
imunomarcação para caspase 3 nos carcinomas de mama que metastatizaram e nas metástases 
pulmonares. Nos adenomas, carcinomas não metastáticos e nos carcinomas inflamatórios a 
taxa de apoptose celular foi baixa e sem diferença entre esses grupos. 

Nos homens, neoplasias altamente agressivas possuem uma expressão citoplasmática 
menor de caspase-3 que as neoplasias de grau baixo (45,46) e as que apresentam marcação 
difusa tendem a apresentar pior prognóstico (45). Nos casos de TVT não foi observada 
diferença de marcação da caspase-3 entre os animais que apresentavam metástases e os que 
possuíam apenas TVT genital, sendo que a marcação foi citoplasmática difusa e com 
positividade baixa, o que sugere um comportamento agressivo do TVT. 

Já para a marcação pelo Ki-67, em 21 amostras foi possível 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 esfregaços 
citológicos de TVT.  

Segundo Yang et al. (48), os índices do Ki-67 para tumores mamários 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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mamários caninos (49,50), o que torna a marcação imunoistoquímica para o anticorpo Ki-67 
um procedimento confiável na avaliação da malignidade dos tumores mamários. Quando 
analisada a marcação com Ki-67 para proliferação celular, não se notaram diferenças nos 
índices de proliferação entre os TVTs plasmocitóides e linfocitóides. 

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

Em mastocitomas cutâneos caninos, a expressão de COX-2, foi maior nos tumores grau 
III, seguidos pelo grau II e I, porém em todos os graus de diferenciação histológica, a 
imunomarcação foi superior a 50% e de intensidade semelhante (51). Já nos tumores 
mamários de cadelas, a expressão de COX-2 foi diferente entre os tumores metastáticos e não 
metastáticos, sendo maior neste último grupo, o que confere a esta imunomarcação um 
potencial preditivo de possibilidade de metástase (52,44). 

A super-expressão de COX-2 tem sido demonstrada em uma variedade de neoplasias, 
dentre elas pulmão, ovário e colo do útero, sendo geralmente associada a resultados de 
sobrevivência desfavoráveis (15). 

Devido à alta expressão 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 não paramétrico de correlação de Spearman, com nível de 
significância (p<0,05), quando comparado a expressão da COX-2 com a caspase-3, houve 
correlação significante (p= -0,20). Comparando a expressão da COX-2 com o Ki-67, também 
houve correlação significante (p= -0,01). Isso se deve ao fato de que quando há alta expressão 
de COX-2, há diminuição da apoptose, e aumento da proliferação 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, não houve diferença significativa (p= 
0,16), sugerindo que a alta expressão da COX-2 é devida a sua ação na promoção da 
angiogênese, uma vez que os TVTs são altamente irrigados e hemorrágicos. 

Vale ressaltar que durante as análises das lâminas de TVT, a distribuição da marcação 
da COX-2 era, na maioria dos casos, como “dots” perinucleares. Não há na literatura 
consultada nenhuma descrição desse tipo de marcação em outras neoplasias, deste modo seria 
interessante a investigação se esta marcação relaciona-se com o grau de agressividade 
tumoral, ou não há nenhuma influência, uma vez que nos casos da caspase-3, o tipo de 
marcação também se torna útil (Figura 3b). 

Em conclusão, a prevalência no Serviço de Patologia da FMVZ – UNESP – Botucatu 
do diagnóstico citopatológico de TVT é o de aspecto plasmocitóide. Estes achados indicam 
diagnóstico tardio, sendo que durante o período de evolução ocorrem alterações na 
morfologia da célula tumoral, na fase de implantação, linfocitóide e posteriormente 
plasmocitóide, da mesma forma, diante dos resultados da inmunocitoquimica, é possível que 
o emprego destes marcadores no TVT possa auxiliar o tratamento diferenciado, pelo que 
recomendamos avaliar sua expressão comparando com o tipo de resposta à terapia.  

 
O presente estudo foi submetido à Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu - UNESP e obteve parecer 
favorável (Protocolo no 223/2011). 
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