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Resumo

A apoptose e a proliferacio celular possuem uma participagao
importante na tumorigénese, determinando o crescimento tumoral
consequentemente sua agressividade. O presente estudo teve como
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objetivo avaliar a ocorréncia da apoptose associada a proliferacao celular
em neoplasias mamarias em cadelas e a elas a evolugao clinica do
paciente. Setenta animais foram submetidos a exérese cirurgica do
tumor, sendo este submetido ao diagnéstico histopatologico e
marcagio imuno-histoquimica para caspase-3 e Ki-67. Estes marcadores
de apoptose e proliferacio celular demonstraram grande expressio
nas neoplasias malignas, principalmente nos carcinomas, considerado
o mais maligno dos tumores. Estes resultados corroboram os dados
da literatura e contribuem para um progndstico tumoral criterioso
que complementa a classificagdo tumoral existente proporcionando
uma melhor e maior sobrevida devido a uma adequa¢io do

procedimento terapéutico de cada paciente.

Introducao

A glandula mamaria é o local mais
comumente afetado por neoplasias em
fémeas caninas sendo que estas representam
50% de todos os tumores nesta
espécie’ > 3078 - Além disso, atualmente
surgiu um especial interesse no estudo dos
tumores das glindulas mamarias em cadelas
devido a sua semelhanca com o cancer de
mama em mulheres®”'’. Muitos estudos
tentam esclarecer os mecanismos da
carcinogénese e o avanco da biologia
molecular e das técnicas de clonagem do
DNA, levam a um melhor entendimento
dos complexos eventos que ocorrem durante
a transformacio maligna dos tumores'’, a0
desenvolvimento de novas terapias contra o
cancer'»'*!* para com isso melhorar o
prognéstico do paciente'>!°.

As alteracSes moleculares que sio
observadas nas células do paciente com
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cancer, comecam a ser compreendidas e
estao relacionadas com os mecanismos que
regulam a divisao celular normal, a
sobrevivéncia e a morte celular'™'®, A morte
celular programada, também chamada de
apoptose, tem um papel importante na
determinacdo do crescimento tumoral e sua
agressividade. Sendo assim, a apoptose é
considerada um mecanismo celular intrinseco
e regulado, através do qual hd um controle
entre a producdo de novas células e a
capacidade individual das células em se
autodestruirem®*?2, HEsse processo é de
fundamental importancia para o homem,
pois a homeostase depende da habilidade do
organismo em produzir novas células, e da
habilidade individual destas se autodestruirem
quando se tornam desnecessdrias ou
descoordenadas''"'®,

O inicio do processo apoptotico é
rigidamente controlado por numerosos
sinais intracelulares e extracelulares capazes



de induzir a morte celular programada'>*.

Este processo celular envolve determinadas
proteases, chamadas de caspases, que sdo
ativadas pela clivagem proteolitica em
resposta a sinais que induzem a apoptose.
Essas proteases ativas clivam proteinas
chaves nas células e as matam rapida e
ordenadamente'™'"®. A regulacio desse
processo ¢ tdo complexa quanto a regulacio
do crescimento celular e acompanham um
grupo de alteracdes bioquimicas e
mortfoldgicas caracteristicas'’, com alteracdes
celulares™.

A caspase-3 vem sendo foco de estudos
relacionados ao mecanismo da apoptose,
tornando-se peca-chave no entendimento dos
mecanismos de morte celular, uma vez que é
ativada em resposta a varios estimulos, como
drogas quimioterapicas. Segundo O‘Donavan
etal. ™, a marcacio da caspase-3 pode ser usada
no controle da resposta aos tratamentos
quimioterapicos quanto a possivel resisténcia
da droga, onde a diminuicdo da expressao
pode indicar um mecanismo importante de
sobrevivéncia celular em pacientes com cancer
de mama®""’.

Wu, Shao e Jiang*® mostraram que o
indice de apoptose é um fator prognostico
independente, mas Gonzales-Campora et
al."” demonstraram que a estimativa da
apoptose ¢ um fator de progndstico
independente, assim como os indices de
proliferacao celular ou a expressao da
proteina bcl-2 (inibidor da apoptose) ou p53
(indutor da apoptose). Sendo assim, a
mensura¢ao da proliferacio e da apoptose
podem promover um prognostico real do
comportamento tumoral®.

Segundo Arends®, a utiliza¢do dos
marcadores de apoptose é considerada muito
importante para caracterizar biologicamente
o tumot, pois este fendmeno possui um papel
fundamental na tumorigénese”.

O Ki-67 é uma proteina nao-
histona que ndo ¢é expressa em células na fase
GO0, mas que pode ser detectada nas fases
ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose).
Inumeros estudos tentam mostrar a relacio
entre o nimero de células Ki-67 positivas e
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o bom ou mau progndstico em relagdao ao
cancer de mama®. Zuccari® aponta o Ki-67
como um excelente marcador de
proliferacao celular no diagnéstico e
prognoéstico de carcinomas mamarios e para
a malignidade em tumores mamadrios em
cadelas. Verificou-se que o Ki-67 esta
associado com a proliferacao celular, estando
a fracio de células tumorais positivas ao Ki-
67 correlacionada com a evolucio clinica da
doenca.

Dessa maneira, considerando-se a
importancia da apoptose e da proliferagao
celular no desenvolvimento das neoplasias e
o desconhecimento da sua real atividade nas
neoplasias mamarias caninas, o presente estudo
teve como objetivo verificar estes fendmenos
pela marcacdo imuno-histoquimica da
caspase-3 e Ki-67 e sua correlagio com o
diagnoéstico histopatoldgico e o progndstico
nas neoplasias mamarias.

Material e Métodos

Foram utilizados 70 (setenta) fémeas
caninas, portadoras de neoplasias mamarias
atendidas junto ao Hospital Veterinario “Dr.
Halim Atique” — UNIRP — campus 1I e
submetidas a exérese cirurgica tumoral no
periodo de Agosto de 2003 a Julho de 2005.
Os fragmentos tumorais foram fixados em
formol 10% tamponada por até 24 horas e
incluidos em paratina, sendo submetidos a
cortes histologicos de 5 mm de espessura.
As laminas foram submetidas a técnica de
Hematoxilina e Fosina (HE) para o
diagnostico histopatolégico e as técnicas de
imuno-histoquimica para a detec¢io da
apoptose e da proliferaciao celular pela
expressao de, respectivamente, caspase-3 e
Ki-67.

Ap6s a exérese tumoral, os animais
foram acompanhados a cada 6 meses por
18 meses, estimando-se o tempo de
sobrevida e o tempo livre da doenca
(surgimento de metastases e/ou recidivas).

Positividade ao exame imuno-
histoquimico para a caspase-3 e Ki-67.
Ap6s desparafinizacao, seguiu-se o
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bloqueio da peroxidase endégena com agua
oxigenada (10V) por 30 minutos (3 banhos
de 10 minutos), seguida de consecutivas
lavagens em agua destilada (3 banhos). A
seguir realizou-se a recuperagdo antigénica
em panela a vapor (entre 95° e 98°C) com
solucio de tampao citrato (pH 6,0) por 35
minutos ¢ estabilizou-se as laminas. Apos,
realizaram-se banhos em 4gua corrente, agua
destilada e solucio de PBS, sucessivamente.
Fez-se a incubacdo com o anticorpo
primario, em camara umida (“over night”),
24°C, com o anticorpo anti-caspase-3 (clone
JHMOG62, Novocastra®) na diluicao de 1:100
e com a anticorpo anti-Ki-67 (clone MB-1,
Novocastra®) na diluicio de 1:100. Apos
estabilizacao das laminas a temperatura
ambiente e banhos com solucdo de PBS, as
laminas foram incubadas com anticorpo
secundario (Solu¢ao A — kit Dako LSAB+,
Peroxidase-Universal) por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds banho com
PBS, as laminas foram conjugadas com o
Complexo Strepto-avidina/Peroxidase
(Solu¢io B — kit Dako LSAB+, Peroxidase-
Universal) por 30 minutos. Apds banho em
PBS, houve a revelacgio com DAB (20 pl de
cromogen + 1 ml de Buffered, Dako®) e
contra-coloracio com Hematoxilina de
Harrys. Ap6s desidratacao e diafanizacio, as
laminas foram montadas em meio
vermount.

Todas as fases de preparacdo das
laminas foram acompanhadas por um
controle positivo definido no folder do
anticorpo para o anticorpo testado e um
controle negativo (sem anticorpo primario).
A distribui¢io do marcador foi verificada
de acordo com a graduacdao de expressio
proposta por Allred’ no sistema de cruzes
(Figura 1). De acordo com essa técnica sao
contados 10 campos com 1000 células e feita
média classificando-se pelo nimero de
células marcadas.

A analise estatistica utilizou o Teste de
Fisher, aplicado a um pequeno n° de
amostras ¢ a Regressao Logistica Nominal,
quando considerado apenas o diagndstico.
Essas andlises avaliaram a influéncia de um
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conjunto de variaveis com uma variavel
dependente (recidivas, metdstases, tempo
livte da doenca, e sobrevida). As andlises
foram baseadas no diagnéstico tumoral e
na evolugdo clinica do paciente, usando a
expressao da Caspase-3 e Ki-67; o intervalo
livte da doenca, recidiva ¢ metastase
(classificagao TNM) e os registros de ébito
(animal que veio a 6bito apés cirurgia),
eutanasiado devido a neoplasia (a pedido do
proprietario), ou vivo (animais que
permaneceram vivos até 18 meses pos-
cirurgia) também foram considerados.

Resultados e Discusséao

Em relacio a evolucao da doenca, a
cada 6 meses pos-exérese tumoral, o estado
de sadde geral das cadelas foi avaliado. Das
cadelas reavaliadas, 62% nio apresentaram
recidiva ou metastase (avaliada através de
exame radiografico), sendo que 7%
apresentaram recidivas (5 fémeas); 22%
vieram a 6bito pelo tumor; 7% foram
submetidas a eutanasia e 9% vieram a 6bito
devido a outros problemas, sem relagdo com
a neoplasia mamaria.

O exame histopatolégico demonstrou
que os tumores de maior freqiiéncia foram
os carcinomas, com 65% dos casos. Destes,
41% eram tubulopapiliferos, 36% complexos,
17% solidos e 6 % anaplasicos, esquirrosos
ou escamosos. Os tumores mistos malignos
somaram 21% do total e foram agrupados
conforme o tipo de metaplasia. Destes, 54%
apresentavam metaplasia cartilaginosa, 13%
metaplasia 6ssea e 33% apresentavam os dois
tipos de metaplasia.. As neoplasias benignas
totalizaram 14% dos casos, e foram
representadas pelas hiperplasias ductais (60%o)
e pelos tumores mistos benignos (40%).

O exame histopatolégico quantificou
a presenca de mitoses sendo que, 81% dos
cortes apresentaram baixo nimero de figuras
mitéticas e 19% apresentaram mitoses em
grau moderado.

Nos resultados imuno-histoquimicos
a expressio da caspase-3 apresentou-se
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Tabela 1 - Expressao da Caspase-3 em relagao ao diagnostico histopatolégico nas neoplasias mamérias de cadelas segundo a classificagao de

ALLRED etal. (1998)

Sistema de Cruzes Negativo  Focal Até 25% 25-50% > 50% (%)
e
Benigno 1 2 3 4 4 20%
Carcinoma 2 5 4 13 15 55,7%
Misto Maligno 2 2 3 5 5 24,3%
Total Global (%) 7,1% 12,9% 14,3% 31,4% 34,3% 100%
Tabela2- Explreisséo (:o Ki-67 em relagao ao diagndstico histopatolégico nas neoplasias mamérias de cadelas, segundo classificagao de ALLRED
etal. (1998
Sistema de Cruzes Negativo  Focal Até 25% 25-50% > 50% %)
syt w  wioes
Benigno 2 2 1 3 4 17,1%
Carcinoma 3 4 5 12 18 60%
Misto Maligno 0 2 3 4 7 22,9%
Total Global (%) 7,1% 11,4% 12,9% 27,2% 41,4% 100%

fortemente positiva (++++) em 65,7% dos
fragmentos tumorais e em 34,3% dos
fragmentos estavam negativas ou ++.
Quanto a expressao do marcador Ki-67, esta
foi fortemente positiva em 68,6% das
neoplasias estudadas e em 31,4%, negativa
ou positiva em até 25% das células (Tabelas
le2).

Pelo Teste de Fisher observou-se que
houve uma correlagdo positiva entre o
prognostico ruim e o indice de apoptose
(P=0,005) nos animais avaliados (Figura 2A).
Naio houve correlacio com os carcinomas.

Pela Regressao Logistica Nominal,
houve evidéncia de associacio entre a
expressao do Ki-67 e o diagnéstico de
carcinoma (P= 0,016) quando consideramos
apenas expressdo positiva e negativa. Este
resultado confirma a literatura existente que
considera o Ki-67 um bom marcador para
carcinomas e bom marcador prognéstico®-**
(Figura 2B).

De acordo com os autores Alberts
e London e Vail'' a apoptose pode ser
considerada um marcador progndstico
favoravel para individuos com neoplasia

17,18

mamaria uma vez que a homeostase que
controla a morte celular programada
estabiliza o crescimento e impede evolugido
tumoral. Por outro lado, durante o
crescimento tumoral hd um equilibrio entre
proliferacdo celular e apoptose®. Dessa
maneira, se a presenca de um grande nimero
de marcadores apoptéticos possuir grande
correlagdo com a proliferaciao celular, o
individuo apresentard um prognostico
menos favoravel”. Por isso, pode se deduzir
que individuos com grande numero de
células marcadas pela apoptose possuem
uma sobrevida menor®.

Também conforme estudos realizados
por Wong et al.*; Mommers et al.*’; Zhao
et al.’’; Parton et al.*®, a correlacio entre indice
apoptotico e proliferacao celular se mostrou
bastante positiva, principalmente em
carcinomas mamarios, indicando que a
apoptose esta diretamente relacionada a taxa
de proliferacio tumoral na tentativa de
controlar seu crescimento. Quanto a caspase-
3, o alto nimero de células apoptoticas esta
relacionado a um prognodstico nao favoravel.

Considera-se que, se o indice de

Braz.]. vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 44, n. 2, p. 96-102, 2007



100

) )

Negativo Focal até 25% 25-50% mais de 50%
(++) ++H) (+++H)

Figura 1-Graduagao de expressao no Sistema de Cruzes para avaliagao imuno-histoquimica do marcador nas neoplasias mamarias

Figura2-  Fotomicrografia da expressao imuno-histoquimica de
+ + + (25a50% células) para o anticorpo anti-caspase-
3 (A) em Carcinoma Ductal e do anticorpo anti-Ki-67 (B)
em Tumor Misto Maligno em cadelas. A marcagao se
caracteriza por ser citoplasmatica em (A, 10X) e nuclear
em (B, 40X)

apoptose apresenta-se alto, o tumor cresce
muito lentamente e se este estiver baixo, o
tumor cresce rapidamente®. Isto é explicado
porque durante o crescimento tumoral ha
um balango entre a proliferacdo e a morte
celular, onde o processo de apoptose esta
envolvido®*. Sendo assim, o alto nimero de
células apoptoticas juntamente com um alto
indice de proliferagao celular representam
um progndstico nio favoravel.

De acordo com os resultados
obtidos, e com Gonzéles-Campora et al.”” e

De Jong et al.?’, houve correlagio estatistica
de um alto nimero de células marcadas pela
apoptose com a alta proliferacao celular.
Considerando-se que a intensa expressio do
Ki-67 esta relacionada a proliferacao celular,
que é uma caracterfstica de malignidade, os
resultados comprovam a literatura.

Conclusao

Sendo assim, os resultados deste
trabalho demonstram que estes marcadores
podem ser utilizados como prognoésticos nas
neoplasias mamarias em cadelas,
complementando a classificagdo tumoral
existente e proporcionando assim, uma
melhor e maior sobrevida ao paciente devido
a possibilidade de individualizagao da terapia,
principalmente nos casos de carcinomas
mamarios.
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Evaluation of caspase-3 and Ki-67 as a prognostic markers in canine

mammary tumors

Abstract

Apoptosis, as a cellular event, has an important participation in
tumorigenesis, determining the tumoral growth and aggressiveness.
The present study had as objective to evaluate the occurrence of

Key-words:
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Immunohistochemical.
Apoptosis.

Cellular proliferation.

apoptosis, associated cellular proliferation, in canine mammary
neoplasias and the patient clinical evolution. Seventy dogs had been
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submitted to surgical excision of the tumor fragment and they were
submitted to the histopathologic diagnosis and imunohistochemistry
procedure to caspase-3 and the Ki-67. This apoptosis and cellular
proliferation markers demonstrated great expression in malignant
neoplasias especially carcinoma, considered the most malignant of
the tumors. These results confirm consulted literature contributing
for a criterious tumoral prognostic complementing the tumoral
classification, providing a greater and better supervened due to adequacy

of therapeutic procedure of each patient.
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