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Resumo

Tendo em vista a elevada incidéncia das neoplasias mamarias nas cadelas,
este trabalho teve como objetivo investigar os marcadores de progndstico nos
tumores malignos caninos. Para a realizacao deste estudo foram selecionadas
30 amostras de tumores mamarios de cadelas. As amostras foram divididas
em 3 grupos, de acordo com a classificacdao histopatoldgica sendo,
carcinossarcoma, carcinoma soélido, carcinoma tubulopapilar. A avaliacdo dos
marcadores de progndstico Ki-67, p53, foi conduzida por imuno-histoquimica,
utilizando-se a técnica estreptoavidina-biotina-peroxidase. Para o Ki-67 a
diferenca significativa foi vista entre o carcinoma sélido e carcinoma
tubulopapilar. O gene p53 apresentou diferenca significativa (P<0,05) entre a
imunorreatividade do carcinossarcoma e do carcinoma sélido e tubulopapilar.
Palavras—-chave: Neoplasia; tumor de mama; cadela; marcadores;

progndstico.
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Evaluation of the Ki-67, p53 in malignant mammary tumors in the
bitch

Abstract

In view of the high incidence of mammary neoplasia in dogs, the aim of this
study was to investigate the prognostic markers in the malignant mammary
tumors of the female dog. For this, a sample of 30 mammary tumors was
selected. The samples were divided into three groups according to
histopathological classification: carcinosarcoma, solid carcinoma or
tubulopapillary carcinoma. The Ki-67, p53, prognostic markers were evaluated
by means of immunohistochemistry, using the streptavidin-biotin-peroxidase
technique. For Ki-67, a significant difference was seen between solid and
tubulopapillary carcinomas. The p53, a significant difference was seen between
carcinosarcoma and solid anda tubulopapillary carcinomas.

Keywords: neoplasia; mammary tumors; dogs; markers; prognostic.

INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais frequentes na fémea
canina e também na mulher (Moulton, 1990; Cotran et al., 2000).
Aproximadamente metade dos tumores mamarios caninos sdao malignos, entre
41 e 53% (Misdorp et al., 1999; Rutteman et al., 2001), constituindo uma das
principais causas de morte na cadela.

Informagdes progndsticas sobre o tumor mamario podem ser obtidas
através do grau histoldgico, avaliacao da proliferacao celular (Ki-67) (Zacchetti
et al., 2003; Yang et al., 2006), expressao de receptores hormonais (Nieto et
al., 2000; Martin de las Mulas et al., 2005; Millanta et al., 2006) e expressao
aberrante da proteina supressora de tumor P53 (Lee et al., 2004).

A deteccdo e quantificacdo das células em proliferacdao constituem
parametros importantes no progndstico de diferentes tumores, uma vez que a
capacidade proliferativa tem sido importante na identificacao de neoplasias,

associada ao grau de malignidade (Sakai et al., 2002).
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Uma forma de conhecer o indice de proliferacdo celular é a determinacao
de proteinas especificas do ciclo celular, tal como Ki-67, cuja utilidade como
fator prognéstico tem sido demonstrada no carcinoma mamario da mulher
(Gasparini et al., 1994).

Existemm também numerosos estudos focando a investigacdo do papel
significativo do gene supressor de tumor p53, na formacao de neoplasias
humanas e caninas. As funcdes do p53 estao relacionadas as respostas aos
constantes bombardeamentos genotdxicos que as células sofrem ao longo de
suas vidas. A proteina p53 esta diretamente relacionada ao blogueio do ciclo
celular, no caso de dano no DNA, apoptose ou diferenciagao (Wu et al., 2006).

Acredita-se que mutacdes no gene p53 sejam as alteracdes mais comuns
em tumores mamarios caninos, além disso, estudos relacionados com tumores
malignos em caes indicam que a mutacdo no p53 é associada com progresso
do tumor (Mayr et al., 1998; Veldhoen et al., 1999).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi: avaliar a presenca e quantificar

a expressao dos indicadores de progndstico Ki-67 e p53.

MATERIAL E METODOS

As amostras tumorais que constituiram os grupos experimentais foram
oriundas de caes fémeas, de varias racas e idades, que foram encaminhadas
para o Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV - UNESP - Jaboticabal
- SP, nos anos de 2007 e 2008, para o diagndstico histopatoldgico. Os
espécimes classificados de acordo com Misdorp et al. (1999) como
Carcinossarcoma, Carcinoma Soélido, Carcinoma Tubulopapilar, fizeram parte
do presente trabalho. O nimero de casos selecionados para cada tumor foram

10 (n = 10), totalizando 30 animais.

Os marcadores de prognodstico utilizados foram indice de proliferagao
celular (Ki-67, clone MIB1 - DAKO A/S, Denmark) o qual é anticorpo
monoclonal e o gene supressor de tumor (p-53, NCL-p53-CM1 - Novocastra

Laboratories), que é um anticorpo policlonal.
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As reacOes de imuno-histoquimica foram realizadas no Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV - UNESP - Jaboticabal - SP. Os tumores
colhidos foram fixados em formol a 10%, tamponado com fosfatos (pH 7,4),
permanecendo nessa solugdao por um periodo maximo de 12 horas e depois
foram processados para inclusao em parafina.

O método de imuno-histoquimica empregado foi o Complexo
Estreptoavidina-Biotina Peroxidase (ABC). Resumidamente, os cortes de tecido
(5 um) foram desparafinizados e reidratados. Na seqiiéncia, foi realizado o
blogueio da peroxidase enddgena (solucao de 50 mL de metanol, 50 mL de
agua destilada e 2 mL de agua oxigenada 30 volumes) por 30 minutos. Apods
essa etapa, os cortes foram lavados por trés vezes em solugao tamponada com
fosfatos (PBS) 0,01 M (pH 7,2), por cinco minutos. A recuperacao antigénica
pelo calor foi feita de acordo com as indicacdes do fabricante. Apds essa etapa,
os sitios inespecificos foram bloqueados com solucao bloqueadora de reacgao
inespecifica (protein block serum-free —catalogo n°® X0909 - DAKO Corp.). Ato
continuo, os cortes foram recobertos com o anticorpo primario (Ki-67 - 1/50,
p53 - 1/100) e, entao, incubados a 4°C por dezoito horas. Depois os cortes
foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado, (Kit DAKO LSAB +
System cat. N.° K0690) por trinta minutos, a temperatura ambiente. Em
seguida, procedeu-se a incubacao com o complexo streptoavidina-biotina, por
trinta minutos (Kit DAKO LSAB + System cat. N.° K0690), a temperatura
ambiente, para detecgao do produto da reacdo. Realizou-se a revelagcdo com o
cromdgeno a base de diaminobenzidina (DAB), incubando por trinta segundos
(céd. K3468- Dako Corporation, Carpinteria, USA).

Em seguida, a reacao foi interrompida com a lavagem das preparagoes
em agua destilada, e feita a contracoloracdo com hematoxilina de Harris pura
por um minuto, lavagem em agua corrente e desidratacdo. Nesta ultima etapa,
realizou-se passagens rapidas, em alcool etilico 859, 959, absoluto I e II, xilol I
e II. As laminas foram montadas com balsamo do Canada e observadas em

microscépio de luz.
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Para se quantificar a freqiéncia da imunomarcacdao, foram
aleatoriamente selecionados quatro campos por corte e, em cada campo, foi
contado, na objetiva de 40x, um total de 100 células entre as marcadas e nao
marcadas. Desses campos foram extraidas porcentagens de células marcadas
em relacao ao total.

Os resultados foram submetidos ao programa Statistical Analysis System
(SAS). A independéncia dos resultados (marcacdo para os anticorpos Ki-67, p-
53) com a classificacao histopatoldgica e foi testada por meio de uma tabela de

contingéncia 2X2 (Teste Qui-Quadrado).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ultimos anos, muito esforco tem sido feito para encontrar
correlacdes entre estagio clinico e progndstico clinico do tumor de mama
canino (Benjamin et al., 1999). Essa correlacdo vem sendo analisada através
da avaliacao da proliferacao celular (Ki-67) (Zacchetti et al., 2003; Yang et al.,
2006), expressao de receptores hormonais (Nieto et al., 2000; Martin de las
Mulas et al., 2005; Millanta et al., 2005) e expressdo aberrante da proteina
supressora p53 (Rungsipipat et al., 1999; Lee et al., 2004).

Os resultados encontrados, no presente trabalho, evidenciam a
importancia do estudo de marcadores celulares nas neoplasias mamarias pela
técnica de imuno-histoquimica, pois foi possivel determinar a presenca, bem
como quantificar a expressao dos receptores Ki-67 e p53.

O estudo de parametros que refletem as fases do ciclo celular de células
neopldsicas tem mostrado ser util na avaliagdo do comportamento bioldgico de
tumores (O'reilly e Richards, 1992). Uma variedade de métodos tém sido
introduzidos nessa area de pesquisa, mas somente alguns deles sao aplicaveis
em tecidos embebidos em parafina e fixados em formol. Devido a isso, a
estimacgao da fracao de crescimento foi analisada em nosso estudo por meio da
demonstracdo imuno-histoldgica do entdo chamado indice de proliferagcao
celular (Ki-67).
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Ki-67 € uma proteina nao histona que expressa seu pico durante as fases
G2/M do ciclo celular. Sé aparece no nucleo de células que sabidamente estao
ciclando ou seja, células quiescentes sao consistentemente negativas (Gerdes
e Zentgraf, 1998). Portanto, aparece em niveis elevados em tumores com alta
proliferacao celular (Figura 1A).

Ocorreu baixa deteccdo da proteina Ki-67 nos casos de carcinossarcoma
(11,746,02) e carcinoma tubulopapilar (12,5+12,8). Todavia 18,8+11,25 das
células expressaram este antigeno no carcinoma soélido. Houve diferenca
significativa (P<0,05) entre a imunorreatividade celular dos carcinomas soélidos
e a dos outros dois tumores, levando-nos a pensar que o carcinoma sodlido
apresentava uma maior proliferacdo celular. A imunorreatividade em células
nao mitéticas era restrita ao nucleo, mas em células mitdticas a marcagao se
dava nos cromossomos, corroborando com os achado de Pefa et al. (1998),
observou-se também alguns nucléolos marcados.

A imunomarcacao da p53 no presente trabalho, foi predominantemente
nuclear (Figura 1B), havendo em algumas células imunorreatividade
citoplasmatica. Observou-se expressdao da proteina p53 em todos os casos
estudados. Provavelmente a utilizagdo do anticorpo policlonal p53 conferiu
maior expressao e menor especificidade, justificando a marcacao de todos os
tumores analisados, corroborando com os achados de Zuccari et al. (2005).

Presente nas células normais na forma “wild” ou ndo-mutante, o gene
p53 tem a funcdo de bloquear a divisao celular através de uma proteina por
ele produzida, atuando como mediador da apoptose quando da ocorréncia de
alteracdes no genoma (Lowe et al., 1994). Quando este gene torna-se
mutante, ocorre perda do controle do ciclo celular e, como conseqiiéncia, pode

ser observado disturbios na inducao da apoptose (May e May, 1999).
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Figura 1 - Fotomicrografia de preparacdao imunoistoquimica em tumor
mamario canino. A: Carcinoma Sdélido, anticorpo anti-Ki-67. Notar coloracao
mais intensa em células em divisao. B: Carcinossarcoma, anticorpo anti-p53.
Notar marcacdao em células epiteliais neoplasicas (=#) e também
mioepiteliais (== ).

Observou-se  baixa expressao (6,4+2,92) nas células dos
carcinossarcomas. No entanto, expressao para a p53 foi mais bem evidenciada
nos carcinomas sodlidos (9,6+1,33) e nos carcinoma tubulopapilares (8,8+1,68).
Houve diferenca significativa (P<0,05) entre a imunorreatividade dos
carcinossarcomas e a dos carcinomas sdlidos e tubulopapilares, podendo-se
sugerir que 0 carcinossarcoma apresentou menor concentracao de mutacgoes
que os demais tumores. E interessante ressaltar, que se observou uma maior
expressao da p53 nos mesmos tipos de tumores em que houve maior
expressao do Ki-67, ou seja no carcinoma solido e no tubulopapilar, o que leva
a pensar em uma correlacdo da mutacdo celular com o indice de proliferacdo
celular, corroborando com os achados de Lee et al. (2004). Como esses dois
tumores sao os tipos mais agressivos, talvez pudessem ser usados como
marcadores de prognostico.

Mutacoes no gene p53 tém sido associadas com o desenvolvimento de
neoplasia mamaria humana e canina, pacientes com cancer de mama com
alteracdes do gene p53 sao considerados de pior prognéstico. Entretanto,
significado progndstico de mutagdes no gene p53 em cdes ndo é claro. No

presente estudo, ndo foi possivel relacionar a expressao da p53 com a
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sobrevida dos cdes, devido a impossibilidade de acompanhamento dos

animais.

CONCLUSAO
Pode-se concluir que a imunomarcacao de receptores p53 e Ki-67 nos
tumores de mama malignos em cadela aumenta com o0 aumento da

malignidade.
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