
TROMPIERI-SILVEIRA, A.C., MAGALHÃES, G.M. e ALESSI, A.C. Avaliação dos marcadores de 
prognóstico Ki-67, p53 no tumor mamário maligno de cadelas. PUBVET, Londrina, V. 6, N. 16, 
Ed. 203, Art. 1361, 2012.  
 

 

PUBVET, Publicações em Medicina Veterinária e Zootecnia. 

 

Avaliação dos marcadores de prognóstico Ki-67, p53 no tumor 

mamário maligno de cadelas 

 

Ana Carolina Trompieri-Silveira1, Geórgia Modé Magalhães2, Antonio Carlos 

Alessi2 

 

1 Bolsista DCR - Departamento de Zootecnia - UFS 
2 Pós-Graduanda Patologia Animal  – UNESP 
3 Professor titular –UNESP Jaboticabal 

 

Resumo 

Tendo em vista a elevada incidência das neoplasias mamárias nas cadelas, 

este trabalho teve como objetivo investigar os marcadores de prognóstico nos 

tumores malignos caninos. Para a realização deste estudo foram selecionadas 

30 amostras de tumores mamários de cadelas. As amostras foram divididas 

em 3 grupos, de acordo com a classificação histopatológica sendo, 

carcinossarcoma, carcinoma sólido, carcinoma tubulopapilar. A avaliação dos 

marcadores de prognóstico Ki-67, p53, foi conduzida por imuno-histoquímica, 

utilizando-se a técnica estreptoavidina-biotina-peroxidase. Para o Ki-67 a 

diferença significativa foi vista entre o carcinoma sólido e carcinoma 

tubulopapilar. O gene p53 apresentou diferença significativa (P<0,05) entre a 

imunorreatividade do carcinossarcoma e do carcinoma sólido e tubulopapilar.  

Palavras–chave: Neoplasia; tumor de mama; cadela; marcadores; 

prognóstico. 
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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. 

 

INTRODUÇÃO 

Os tumores mamários são as neoplasias mais frequentes na fêmea 

canina e também na mulher (Moulton, 1990; Cotran et al., 2000).  

Aproximadamente metade dos tumores mamários caninos são malignos, entre 

41 e 53% (Misdorp et al., 1999; Rutteman et al., 2001), constituindo uma das 

principais causas de morte na cadela.  

Informações prognósticas sobre o tumor mamário podem ser obtidas 

através do grau histológico, avaliação da proliferação celular (Ki-67) (Zacchetti 

et al., 2003; Yang et al., 2006), expressão de receptores hormonais (Nieto et 

al., 2000; Martín de las Mulas et al., 2005; Millanta et al., 2006) e expressão 

aberrante da proteína supressora de tumor P53 (Lee et al., 2004). 

A detecção e quantificação das células em proliferação constituem 

parâmetros importantes no prognóstico de diferentes tumores, uma vez que a 

capacidade proliferativa tem sido importante na identificação de neoplasias, 

associada ao grau de malignidade (Sakai et al., 2002). 
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Uma forma de conhecer o índice de proliferação celular é a determinação 

de proteínas específicas do ciclo celular, tal como Ki-67, cuja utilidade como 

fator prognóstico tem sido demonstrada no carcinoma mamário da mulher 

(Gasparini et al., 1994).  

Existem também numerosos estudos focando a investigação do papel 

significativo do gene supressor de tumor p53, na formação de neoplasias 

humanas e caninas. As funções do p53 estão relacionadas às respostas aos 

constantes bombardeamentos genotóxicos que as células sofrem ao longo de 

suas vidas. A proteína p53 está diretamente relacionada ao bloqueio do ciclo 

celular, no caso de dano no DNA, apoptose ou diferenciação (Wu et al., 2006). 

Acredita-se que mutações no gene p53 sejam as alterações mais comuns 

em tumores mamários caninos, além disso, estudos relacionados com tumores 

malignos em cães indicam que a mutação 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 presença e quantificar 

a expressão dos indicadores de prognóstico Ki-67 e p53. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

As amostras tumorais que constituíram os grupos experimentais foram 

oriundas de cães fêmeas, de várias raças e idades, que foram encaminhadas 

para o Departamento de Patologia Veterinária da FCAV – UNESP – Jaboticabal 

– SP, nos anos de 2007 e 2008, para o diagnóstico histopatológico. Os 

espécimes classificados de acordo com Misdorp et al. (1999) como 

Carcinossarcoma, Carcinoma Sólido, Carcinoma Tubulopapilar, fizeram parte 

do presente trabalho. O número de casos selecionados para cada tumor foram 

10 (n = 10), totalizando 30 animais. 

Os marcadores de prognóstico utilizados foram índice de proliferação 

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 reações de imuno-histoquímica foram realizadas no Departamento de 

Patologia Veterinária da FCAV – UNESP – Jaboticabal – SP. Os tumores 

colhidos foram fixados em formol a 10%, tamponado com fosfatos (pH 7,4), 

permanecendo nessa solução por um período máximo de 12 horas e depois 

foram processados para inclusão em parafina. 

O método de imuno-histoquímica empregado foi o Complexo 

Estreptoavidina-Biotina Peroxidase (ABC). Resumidamente, os cortes de tecido 

(5 um) foram desparafinizados e reidratados. Na seqüência, foi realizado o 

bloqueio da peroxidase endógena (solução de 50 mL de metanol, 50 mL de 

água destilada e 2 mL de água oxigenada 30 volumes) por 30 minutos.  Após 

essa etapa, os cortes foram lavados por três vezes em solução tamponada com 

fosfatos (PBS) 0,01 M (pH 7,2), por cinco minutos. A recuperação antigênica 

pelo calor foi feita de acordo com as indicações do fabricante. Após essa etapa, 

os sítios inespecíficos foram bloqueados com solução bloqueadora de reação 

inespecífica (protein block serum-free –catálogo no X0909 – DAKO Corp.). Ato 

contínuo, os cortes foram recobertos com o anticorpo primário (Ki-67 - 1/50, 

p53 – 1/100) e, então, incubados a 4°C por dezoito horas. Depois os cortes 

foram incubados com o anticorpo secundário biotinilado, (Kit DAKO LSAB + 

System cat. N.° K0690) por trinta minutos, à temperatura ambiente. Em 

seguida, procedeu-se a incubação com o complexo streptoavidina-biotina, por 

trinta minutos (Kit DAKO LSAB + System cat. N.° K0690), à temperatura 

ambiente, para detecção do produto da reação. Realizou-se a revelação com o 

cromógeno a base de diaminobenzidina (DAB), incubando por trinta segundos 

(cód. K3468- Dako Corporation, Carpinteria, USA). 

Em seguida, a reação foi interrompida com a lavagem das preparações 

em água destilada, e feita a contracoloração com hematoxilina de Harris pura 

por um minuto, lavagem em água corrente e desidratação. Nesta última etapa, 

realizou-se passagens rápidas, em álcool etílico 85º, 95º, absoluto I e II, xilol I 

e II. As lâminas foram montadas com bálsamo do Canadá e observadas em 

microscópio de luz. 



TROMPIERI-SILVEIRA, A.C., MAGALHÃES, G.M. e ALESSI, A.C. Avaliação dos marcadores de 
prognóstico Ki-67, p53 no tumor mamário maligno de cadelas. PUBVET, Londrina, V. 6, N. 16, 
Ed. 203, Art. 1361, 2012.  
 

Para se quantificar a freqüência da imunomarcação, 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 não 

marcadas. Desses campos foram extraídas porcentagens de células marcadas 

em relação ao total. 

Os resultados foram submetidos ao programa Statistical Analysis System 

(SAS). A independência dos resultados (marcação para os anticorpos Ki-67, p-

53) com a classificação histopatológica e foi testada por meio de uma tabela de 

contingência 2X2 (Teste Qui-Quadrado). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nos últimos anos, muito esforço tem sido feito para encontrar 

correlações entre estágio clínico e prognóstico clínico do tumor de mama 

canino (Benjamin et al., 1999). Essa correlação vem sendo analisada através 

da avaliação da proliferação celular (Ki-67) (Zacchetti et al., 2003; Yang et al., 

2006), expressão de receptores hormonais (Nieto et al., 2000; Martín de lãs 

Mulas et al., 2005; Millanta et al., 2005) e expressão aberrante da proteína 

supressora p53 (Rungsipipat et al., 1999; Lee et al., 2004). 

Os resultados encontrados, no presente trabalho, evidenciam a 

importância do estudo de marcadores celulares nas neoplasias mamárias pela 

técnica de imuno-histoquímica, pois foi possível determinar a presença, bem 

como quantificar a expressão dos receptores Ki-67 e p53.  

O estudo de parâmetros que refletem as fases do ciclo celular de células 

neoplásicas tem mostrado ser útil na avaliação do comportamento biológico de 

tumores (O’reilly e Richards, 1992). Uma variedade de métodos têm sido 

introduzidos nessa área de pesquisa, mas somente alguns deles são aplicáveis 

em tecidos embebidos em parafina e fixados em formol. Devido a isso, a 

estimação da fração de crescimento foi analisada em nosso estudo por meio da 

demonstração imuno-histológica do então chamado índice de proliferação 

celular (Ki-67). 
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Ki-67 é uma proteína não histona que expressa seu pico durante as fases 

G2/M do ciclo celular. Só aparece no núcleo de células que sabidamente estão 

ciclando ou seja, células quiescentes são consistentemente negativas (Gerdes 

e Zentgraf, 1998). Portanto, aparece em níveis elevados em tumores com alta 

proliferação celular (Figura 1A). 

Ocorreu baixa detecção da proteína Ki-67 nos casos de carcinossarcoma 

(11,7±6,02) e carcinoma tubulopapilar (12,5±12,8). Todavia 18,8±11,25 das 

células expressaram este antígeno no carcinoma sólido. Houve diferença 

significativa (P<0,05) entre a imunorreatividade celular dos carcinomas sólidos 

e a dos outros dois tumores, levando-nos a pensar que o carcinoma sólido 

apresentava uma maior proliferação celular. A imunorreatividade em células 

não mitóticas era restrita ao núcleo, mas em células mitóticas a marcação se 

dava nos cromossomos, corroborando com os achado de Peña et al. (1998), 

observou-se também alguns nucléolos marcados. 

A imunomarcação da p53 no presente trabalho, foi predominantemente 

nuclear (Figura 1B), havendo em algumas células imunorreatividade 

citoplasmática. Observou-se expressão da proteína p53 em todos os casos 

estudados. Provavelmente a utilização do anticorpo policlonal p53 conferiu 

maior expressão e menor especificidade, justificando a marcação de todos os 

tumores analisados, corroborando com os achados de Zuccari et al. (2005). 

Presente nas células normais na forma “wild” ou não-mutante, o gene 

p53 tem a função de bloquear a divisão celular através de uma proteína por 

ele produzida, atuando como mediador da apoptose quando da ocorrência de 

alterações no genoma (Lowe et al., 1994). Quando este gene torna-se 

mutante, ocorre perda do controle do ciclo celular e, como conseqüência, pode 

ser observado distúrbios na indução da apoptose (May e May, 1999).  
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Figura 1 – Fotomicrografia de preparação imunoistoquímica em tumor 
mamário canino. A: Carcinoma Sólido, anticorpo anti-Ki-67. Notar coloração 
mais intensa em células em divisão. B: Carcinossarcoma, anticorpo anti-p53. 
Notar marcação em células epiteliais neoplásicas ( ) e também 
mioepiteliais (  ). 

 

Observou-se baixa expressão (6,4±2,92) nas células dos 

carcinossarcomas. No entanto, expressão para a p53 foi mais bem evidenciada 

nos carcinomas sólidos (9,6±1,33) e nos carcinoma tubulopapilares (8,8±1,68). 

Houve diferença significativa (P<0,05) entre a imunorreatividade dos 

carcinossarcomas e a dos carcinomas sólidos e tubulopapilares, podendo-se 

sugerir que o carcinossarcoma apresentou menor concentração de mutações 

que os demais tumores. É interessante ressaltar, que se observou uma maior 

expressão da p53 nos mesmos tipos de tumores em que houve maior 

expressão do Ki-67, ou seja no carcinoma sólido e no tubulopapilar, o que leva 

a pensar em uma correlação da mutação celular com o índice de proliferação 

celular, corroborando com os achados de Lee et al. (2004). Como esses dois 

tumores são os tipos mais agressivos, talvez pudessem ser usados como 

marcadores de prognóstico. 

Mutações no gene p53 têm sido associadas com o desenvolvimento de 

neoplasia mamária humana e canina, pacientes com câncer de mama com 

alterações do gene p53 são considerados de pior prognóstico. Entretanto, 

significado prognóstico de mutações no gene p53 em cães não é claro. No 

presente estudo, não foi possível relacionar a expressão da p53 com a 

A B 
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sobrevida dos cães, devido à impossibilidade de acompanhamento dos 

animais. 

 

CONCLUSÃO 

Pode-se concluir que a imunomarcação de receptores p53 e Ki-67 nos 

tumores de mama malignos em cadela aumenta com o aumento da 

malignidade.  
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