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RESUMO

Sanches, O. C. Quantificacdo dos mastécitos na neoplasia mamaria maligna de
cadelas: andlise histopatoldgica, histoquimica e imunoistoquimica. Botucatu,
2010. Tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia.

O presente trabalho teve como objetivo quantificar e avaliar presenca
dos mastocitos nos diferentes tipos de neoplasias malignas da glandula
mamaria da cadela. Através de estudo retrospectivo, foi empregado a
coloragao histoquimica do azul de toluidina, para deteccdo de mastécitos, e a
técnica imunoistoquimica, usando os anticorpos Ki-67 para proliferacao celular
e a caspase-3 para identificar as células em apoptose. As amostras (n= 102)
foram descritas conforme a Classificacdo Histopatologica para Neoplasia
Mamaria do Cao e do Gato da Organizagdo Mundial de Saude. Os animais
sem raca definida apresentaram o maior numero de casos, € entre 0s animais
com raga definida, a raca Poodle foi a que apresentou o maior numero de
casos. A idade média das cadelas foi de 8,6 anos. Os tipos morfolégicos de
neoplasias encontradas foram o carcinoma in situ com 0,98%, carcinoma
complexo com 45,09%, carcinoma simples com 35,29%, carcinossarcoma com
10,78% e os tipos especiais de carcinomas que representaram 7,89% dos
casos. Os mastocitos estavam presentes no foco neoplasico em 96,08% das
amostras. 99% das amostras apresentaram marcagao positiva para o anticorpo
Ki-67 (MIB-1). Ja a imunomarcacao pela caspase-3 revelou marcag¢ao positiva
em 95% dos casos. Foi observada correlacdo significativa positiva entre o
namero de mastécitos e o indice de proliferacdao (Ki-67) (p<0,05) nos
carcinomas do tipo complexo. Os mastécitos mostraram influéncia na
proliferacdo das células dos carcinomas complexos, contudo, € necessario

mais estudos para elucidar o papel destas células no indice de proliferacao.

Palavras Chaves: Mama; Mastécitos; Neoplasia; Cadelas; AQNOR; Caspase-3;
Ki-67.



ABSTRACT

SANCHES, O. C. Evaluation about the function of mast cells in the mammary
tumours in dogs: histopathology, histochemistry and immunohistochemistry.
Botucatu, 2010. Doctoral Thesis, Universidade Estadual Paulista, Veterinary
Medicine and Animal Science Department.

The presented study aimed to quantify and evaluate the presence or absence of
mast cells in different types of malignancies in the mammary gland of the
female dogs. For this, it was used the blue toluidine in the histochemical colours
with the purpose of detecting mast cells, and immunohistochemical techniques,
using the antibodies Ki-67 to the proliferation of the cells and caspase-3
antibody to identify undergoing cells in apoptosis. All samples were put
according to the pathological classification for dog’s and cat’s breast cancer in
the World Health Organization. About the racial pattern, it was observed a
higher number of cases in animals without breed, and in the animals with breed,
the Poodle was the one with the largest number of cases. The average age of
the female dogs was 8.6 years old. The morphological types of neoplasm
founded were: carcinoma in situ with 0.98% (1/102), complex carcinoma with
45.09% (46/102), simple carcinoma in 35.29% (36/102) carcinosarcom in
10.78% (11/102) and special types of carcinomas that were represented with
7.89% (08/102) of the total number of cases. The mast cells were presented in
the neoplasic focus with 96.08% (98/102), and it prevailed in areas where there
are lots of human tissues, especially around the vessels. About the immune
numbers of samples using the Ki-67 (MIB-1), it was conclude that 99%
(101/102) showed positive results. However, using the caspase-3 it was
showed positive results in 95% (97/102). About the influence of mast cells in the
proliferation of neoplasic cells, it was observed a significant positive correlation
between the number of mast cells and the proliferation (Ki-67) for the complex
carcinoma (p < 0.05). The correlation between death and cells proliferation
showed a negative significant relation in spindle cells carcinomas, between the
apoptotic number (Caspase-3) and the proliferation number (NORs). How

bigger is the number of NORs, it was smaller the presence of caspase-3.

Keywords: Breast; Mast Cells; Neoplasic; Bitch; AgNOR; Caspase-3; Ki-67.
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1. INTRODUGCAO

As neoplasias sdo importantes processos patolégicos que acometem os
caes, e as neoplasias mamarias em cadelas, sdo as que possuem segunda
maior casuistica. Misdorp et al. (1991), relatam uma taxa de incidéncia anual
de 198 casos de neoplasias para cada 100.000 cadelas; observa-se ainda que

a incidéncia € maior em cadelas com mais de cinco anos de idade.

A etiologia das neoplasias mamarias ainda nao esta totalmente
esclarecida, entretanto, acredita-se que os principais fatores sejam hormonais.
Pois a constatacdo de que cadelas castradas precocemente possuem menor
probabilidade de desenvolverem a neoplasia, € que animais que recebem
progestagenos exdgenos, ou que tiveram quadros de pseudocieses, tém uma
maior probabilidade de desenvolver a doenga.

De acordo com Gilbertson et al. (1983) e Morrisson (1998), a grande
heterogeneidade histopatoldgica torna dificil o estabelecimento de um sistema
de classificacao universal para as neoplasias de mama em caninos, tornando
complicada a comparacdo de resultados entre dados de diferentes
pesquisadores.

Dentre as neoplasias mamarias malignas, os carcinomas sdo 0s mais
freqUentes, correspondendo a aproximadamente 45 a 50% do total
(CAVALCANTI, 20086).

E verificado em varios estudos que as neoplasias mamarias possuem
uma alta incidéncia de metastases, o que reforca a necessidade de
diagnésticos precoces e técnicas de avaliagdo progndsticas rapidas e seguras
para auxiliar o clinico veterinario a escolher uma conduta mais adequada diante

do processo patolégico em questao.

Varios sao os métodos de avaliacdo do prognéstico das neoplasias
mamarias, dentre estas a utilizagao da técnica histoquimica da AgNOR, Ki-67
(MIB-1) e a caspase-3. Estas técnicas de avaliagdo estdo se difundindo na
Medicina Veterinéaria, auxiliando na determinag¢ao do prognéstico, bem como na

escolha do tratamento para os animais acometidos com a doenga.

As NORs (Regides Organizadoras de Nucléolos) sdo regides do DNA,
localizados nos nucléolos. Assim a denominacdo AgNOR significa, areas de



NORs coradas pela prata, que ao microscépio dptico pode se observar como

areas enegrecidas no interior de nucleo e nucléolos.

Outras pesquisas ja determinaram a importancia da técnica da AQNOR
como fator prognostico em neoplasias. Isto pode ser observado nos trabalhos
de Moran et al. (1989), Ofner et al. (1990), Riischoff et al. (1990a), quando
observam uma clara correlagdo entre o aumento da contagem de AgNORs e

baixa sobrevivéncia dos pacientes.

Outro parametro que esta sendo utilizado para avaliacdo do prognéstico
em neoplasias que acometem o homem (como melanoma, carcinoma de
células escamosas, carcinoma de célon e carcinoma mamario) € a presenga e

quantificacao dos mastécitos no foco neoplasico e nos linfonodos satélites.

Varios autores atribuem papel importante aos mastécitos, no que tange
a proliferagéo de células neoplasicas no homem. Indicando que a presenca de
mastocitos tem um fator progndstico ruim nas neoplasias (HARTVEIT et al.,
1981; NORDLUND e ASKENASE, 1983; ROCHE,1986; DABBOUS et al., 1991;
CRICCO et al., 1994).

Rajput et al. (2007) estudando cancer mamario invasivo na mulher,
usando a técnica do Tissue microarrays em 4.444 casos, constatou que a
presenca de um ou mais mastécitos no ambiente neoplasico € suficiente para
exercer efeito progndstico positivo.

Entretanto, estudo recente indica que a triptase aumenta a migragéo e a
invasdo das células neoplasicas malignas, contudo, n&o interfere na
proliferacdo das mesmas (XIANG, 2010).

Pelo fato de ndo existir trabalhos que demonstre a quantificacdo e a
influéncia dos mastécitos em cadelas com neoplasias mamarias, o presente
estudo teve como objetivo quantificar e avaliar presenga dos mastécitos nos
diferentes tipos de neoplasias malignas da glandula mamaria da cadela.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Neoplasias de mama ocorrem comumente em caes, ratos,
camundongos e gatos, e representam de 25 a 50% de todas as neoplasias das
cadelas (JONES et al., 2000). A taxa de incidéncia anual é de 198 casos de
neoplasia mamaria para cada 100.000 cadelas (MISDORP et al., 2002).

As glandulas mamarias inguinais sdo as mais acometidas, e podem,
dependendo do seu estagio evolutivo, serem pequenos, ulcerados, méveis,
lobulares ou fixos a tecidos adjacentes (MEINERZ, 2004).

Dentre as neoplasias mamarias malignas, os carcinomas sdo os mais
frequentes, correspondendo a aproximadamente 45 a 50% do total
(CAVALCANTI, 2006).

Analisando 85 cadelas com neoplasia mamaria, Oliveira et al. (2003),
relatam que 71,8% eram malignas e 28,2% benignas, onde o carcinoma e o
adenoma compunham a maioria das neoplasias malignas e benignas
respectivamente, e que a idade média dos animais com neoplasias malignas e

benignas foi de 9 anos de idade.

Os tumores mamarios sao raros em cadelas com menos de dois anos de
idade, contudo ocorre um aumento abrupto na incidéncia por volta dos seis
anos de idade (JONES et al., 2000).

Quanto a etiologia das neoplasias mamarias existem algumas hipéteses
citadas: origem viral; influéncia da dieta (principalmente ao que se refere ao
consumo de gordura) e atividade hormonal (ZUCCARI et al., 2001). Acredita-se
que a principal etiologia seja hormonal, pelo fato de que ha maior prevaléncia
de cancer mamario em cadelas ndo castradas (GALERA et al., 2002).
Entretanto, Jones et al (2000), relatam que a administracdo de progestagenos
exdgenos por periodo prolongado nao induziu a neoplasia mamaria; e acredita-
se que as hipdfises de cadelas com neoplasia mamaria secretam mais
horménio do crescimento (GH) e menos horménio foliculo estimulante (FSH),
horménio luteinizante (LH), e horménio estimulante da tireoide (TSH), em

comparacao a cadelas normais.



Oliveira et al., (2003), comenta que os progestagenos foram associados
a uma maior incidéncia de tumores benignos, e que quadros de pseudociese
sao relacionados a maior ocorréncia de neoplasias malignas, sendo assim,
reforca que tanto o uso de progestdgenos como as pseudocieses estdo
relacionados com o aparecimento precoce de neoplasias mamarias em

cadelas.

Outro dado que sustenta a etiologia hormonal, é o fato de que a
incidéncia é reduzida a 0,05 % quando a cadela é castrada antes do primeiro
estro; 8 % apds o primeiro estro; e 26 % quando castrada apdés o segundo
estro; ndo se alterando apéds dois anos de idade (FERGUSON, 1985; JONES et
al., 2000; ZUCCARI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003).

Burini (2002), estudando neoplasia mamaria em cadelas sem raga
definida observou que 83% destas apresentavam obesidade, e quanto ao tipo
de neoplasia constatou que 43% dos animais com carcinoma e 10% dos

animais com carcinoma complexo eram obesos.

Baseados em critérios morfolégicos e biolégicos, estima-se que
aproximadamente 30% das neoplasias mamarias removidas cirurgicamente
sao malignas (MISDORP, 2002).

Os adenomas e o0s mistos benignos, respondem por cerca de metade de
todas as neoplasias mamarias em cadelas, com o restante das neoplasias em
geral sendo classificadas como carcinomas e adenocarcinomas (BRODEY et al
1983). Os sarcomas (fibrossarcoma, osteossarcoma, condrossarcoma)
respondem por menos de 5% das neoplasias (KNAPP et al 2004).

Quanto ao aspecto histologico ha relatos de que 40% séao
adenocarcinomas, 50% mistos e 10% de outros tipos histolégicos
(FERGUSON, 1985). Dentre as neoplasias malignas, os carcinomas sao 0s
mais frequentes, correspondendo a aproximadamente 45 a 50% do total
(CAVALCANTI, 2006).

O trabalho realizado por Meiners (2004) verificou que o0s animais
acometidos geralmente tém mais de seis anos de idade, sendo racas
esportivas (Pointers, Retrievers, Setters ingleses e Spaniels), Poodles, Boston
terriers, Tekel, as mais acometidas; sendo que 50 a 60% sado malignos e
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potencialmente metastaticos, acometendo principalmente os linfonodos locais e

pulmdes.

Segundo o relato de Cavalcanti (2006), a metastase nos carcinomas
primarios de mama de cadelas ocorre preferencialmente via linfatica. Os
principais 6rgdos acometidos pela disseminacdo tumoral sdo: linfonodos
regionais (inguinais e axilares) e pulmao; com menor frequéncia atinge rim,

figado, baco, pele, as adrenais, encéfalo, olhos e esqueleto.

A ocorréncia média de metastases nos carcinomas varia entre 30 a 85%.
Em outro estudo, 50% dos tumores analisados eram carcinomas, sendo que
83% causaram metéstases, levando 64% dos animais a Obito pela
disseminacao da doenga (CAVALCANTI, 2006).

As neoplasias compreendidas nas trés mamas craniais corresponderam
a 5,9% dos casos, enquanto nas trés mamas caudais corresponderam a
51,8%. Tumores em todas as mamas ocorreram em 36,5% dos casos
(OLIVEIRA et. al., 2003).

As principais caracteristicas basicas que incrementam o diagnostico e
auxiliam a determinagdo do prognostico sdo: o tamanho tumoral, tipo
histoldgico, o indice mitotico e o envolvimento linfatico (CAVALCANTI, 2006).

Para avaliacdo dos prognésticos dos tumores mamarios existem varios
métodos sendo eles: a graduacao de | a Ill em ordem crescente de anaplasia;
método Nottingham, que analisa o indice de formagdo tubular, pleomorfismo
nuclear e contagem mitotica; estadiamento clinico sistema TNM, que se baseia
no tamanho da lesdo primaria (T); na extensdo de sua disseminacado para
linfonodos regionais (N) e na presenca ou auséncia de metastases a distancia
(M) (GILBERTSON et al.,1983).

Os mastdcitos filogeneticamente sao células que se perpetuaram
durante a cadeia evolutiva, que aparentemente estdo presentes em todas as
espécies com circulagdo sanguinea. Sao originadas a partir de células
progenitoras pluripotentes CD34, c-Kit e CD13 positivas da medula éssea
(KLAS, 2002).

Estao envolvidos em uma série de eventos biolégicos como as reacdes
inflamatorias e alérgicas, cicatrizacdo e remodelamento de feridas (MALONE et



11

al., 1986; DVORAK e KISSEL, 1991; TAKIZAWA et al., 1989). Além disso, o
acumulo de mastécitos, assim como a degranulacdo de seus produtos no
microambiente neoplasico, tem sido associado com a rapida progressao
neoplasica no homem e nos outros animais (DABBOUS et al, 1991;
KANKKUNEN et al., 1997).

Hoje esta claro que a lesdo no DNA por si s6 ndo origina o cancer;
contudo a proliferacao celular € sustentada por um rico ambiente de células
inflamatérias, fatores de crescimento, atividade estromal e agentes que
promovam o dano no DNA (COUSSENS e WERB, 2002).

Os mastocitos liberam uma variedade de moléculas quimicas como a
heparina, histamina, triptase e quimase, assim como as citocinas TGF-, TNF-
o, IL-8, FGF-2 e VEGF que promovem e ou aumentam a angiogénese
(RIBATTI et al.,, 2001). Os mastocitos regulam a degradagdo da matriz
extracelular, a angiogénese e a resposta imune pela liberagcdo destas
moléculas bioativas (IRANI et al., 2010).

Kankkunen et al., (1997) analisando neoplasias mamarias (malignas e
benignas), encontram correlagéo significativa nos mastécitos que expressavam
maior conteudo de triptase. Ha relatos, indicando que densidade elevada de
mastocitos promovem o crescimento neoplasico pelo fato destes aumentarem a
angiogénese (IAMAROON et al., 2003).

Xiang et al., (2010) avaliando a triptase na neoplasia mamaria da
mulher, concluiram que a maior quantidade de triptase foi observado nas
neoplasias de alto grau de malignidade, e que a triptase ndao promove a
proliferacao celular, entretanto, ela promove a invasdo e a migracao da célula
neoplasica, através da ativagcao da metaloproteinase do tipo 2.

A relacao entre histamina e o crescimento celular, porém, depende de
um conjunto de eventos simultaneos tendo em vista que antagonistas de
receptores H, e agonistas dos receptores Hi; podem inibir 0 crescimento
celular, enquanto que antagonistas H; podem promover o crescimento celular.
Assim, tratando-se de neoplasia, ha um papel dual da histamina, tanto
estimulando quando inibindo a proliferacdo celular. Portanto, o efeito depende
da expressao predominante de um ou outro tipo de receptor na superficie da
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célula neoplasica e da expressao de receptores histaminérgicos de linfécitos T
citotéxicos presentes no local do tumor (BONAMIN et al., 1999).

Lemos et al. (1995), relatam que a célula mamaria da mulher possui
receptores de histamina (Hi e Hz) na membrana celular. A histamina liberada
por mastécitos possui um papel importante no crescimento nas células do
carcinoma mamario induzido experimentalmente em ratas (CRICCO et al.,
1994).

Ha discussdo grande no que tange a presenga do infiltrado de
mastocitos nas neoplasias mamarias que acometem a mulher. Um numero
maior de mastdcitos foi detectado em neoplasias que apresentavam carater
maligno (HARTVEIT et al., 1981).

Nordlund e Askenase (1983) e Roche (1986), relatam que o crescimento
das células neoplasicas € significativamente reduzido, quando se utiliza
substancia que estabiliza a membrana dos mastocitos, impedindo assim a

liberacao dos seus componentes citoplasmaticos.

Dabbous et al. (1991), usando substancia que estabilizava a membrana
dos mastdcitos, impedindo assim a liberagdo dos mediadores quimicos e das
enzimas citoplasmaticas no carcinoma mamario em ratas, concluiram que no
grupo que usava a droga estabilizadora de membrana, a inibicdo do
crescimento neoplasico “in vivo” era aproximadamente 70% menor do que no
grupo controle, o que vem corroborar os achados de Nordlund e Askenase
(1983) e Roche (1986). Essa observagdo sustenta o conceito de que a
interacdo dos mastécitos com a célula neoplasica é importante para as
propriedades de crescimento e invasdo demonstradas nos modelos
experimentais de carcinoma mamario, pois quando o tratamento com droga
estabilizadora era retirado, observava-se rapida proliferagdo da massa
neoplasica (DABBOUS et al., 1991).

Do ponto de vista histopatolégico varios sdo os métodos de avaliacdo do
progndéstico das neoplasias mamarias, incluindo técnicas de imunoistoquimica
e histoquimica. Dentre estas, a técnica histoquimica da AgNOR vém-se
difundindo em medicina veterinaria, pelo fato desta oferecer boa avaliagcdo da
proliferacao celular, ser de facil execucdo, poder ser utilizada em material
parafinizado e ser de baixo custo (MORITA et al., 1991; LOHR et al.,1997).
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NORs (Regides Organizadoras de Nucléolos) sao regides do DNA,
localizados nos nucléolos, que possuem genes para a transcricdo do RNA
ribossdmico. Nas células normais (na fase de interfase) as NORs estdo
exclusivamente agregadas nos nucléolos, enquanto nas células neoplasicas
elas desagregam-se dos nucléolos e tendem a dispersar-se pelo nudcleo
(MADEWELL, 1997; TRERE, 2000). A prata reage seletivamente com
proteinas acidas nao histénicas ricas em grupos sulfidrilicos e dissulfetos, que
por sua vez, reduzem os ions de prata, sendo possivel observar na
microscopia optica como agregados negros no interior dos nucléolos e nucleos.
Na microscopia eletrénica o complexo corado corresponde ao sitio da RNA-
polimerase 1 (MADEWELL, 1997; TRERE, 2000).

A aplicagéo pratica da analise das NORs em neoplasias comegou a ser
avaliada por Ploton et al (1986). A partir dai varios trabalhos relatam o emprego
da quantificacdo das NORs em neoplasias como em melanomas e linfomas
(CROCKER e SKILBECK, 1987; CROCKER e NAR, 1987).

O valor prognoéstico da analise das AQNORs em cées foi sugerido por
Bostock et al. (1989) estudando mastocitomas. Cadelas com carcinoma
mamario que possuem contagem das NORs por nucleo menor que 8, possuem
um melhor prognéstico e uma sobrevida maior, diferente dos animais com
contagem das NORs acima de 8, que morrem antes de completar um ano pés
intervencao cirurgica (BOSTOCK et al.,, 1992). Uma clara correlagdo entre o
aumento da contagem das NORs e baixa sobrevivéncia foi demonstrada em
carcinoma colorretal (MORAN et al., 1989; OFNER et al, 1990; RUSCHOFF et
al., 1990a).

Pich et al. (2000), estudando varios tipos de neoplasias verificaram que

a analise das AgNORs é um fator prognostico importante.

A analise morfométrica da area nuclear e das AgNOR em neoplasias
mamarias malignas e benignas, mostrou diferenca significativa, indicando uma
expressdo maior de AGNOR e area nuclear nos tumores malignos (CORREA et
al., 2004).

Outra ferramenta importante para avaliacdo do prognostico das
neoplasias € a proliferacao celular (Preziosi et al., 1995; Kreitz et al., 2000), e o
mais estudado marcador de proliferacdo celular é o Ki-67. Uma proteina
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nuclear ndo histbnica, que pesa entre 345 e 395 quilo-daltons, sendo
expressada 24 a 36 horas apds o estimulo de divisdo (fase Gy), alcangcando o
maximo durante a mitose, diminuindo drasticamente ap6s esta fase, nao
sendo detectada durante a fase Gy (ALLRED et al., 1998; DU MANOIR et al.,
1991). A expresséo do Ki-67 em neoplasias mamarias da mulher e de cées
mostra correlacdo positiva com o tamanho da massa, aparecimento de
metastase, expressdo de receptores de estrégeno, morte pela neoplasia e
baixa taxa de sobrevivéncia (BROWN & GATTER, 1990; VERONESE &
GAMBACORTA, 1997; BOUZUBAR et al, 1989; NIETO et al, 1998 e ALENZA
et al., 2000).

Apoptose é definido como morte celular programada, e consiste em um
mecanismo homeostatico geneticamente controlado para induzir a morte
celular. No mecanismo de desencadeamento da apoptose, as caspases tem
papel fundamental. Estas sdo uma familia de enzimas, que estdo presente no
citoplasma na forma inativa “pro-enzimas”, tornando-se ativas apds clivagem
de seus substratos em segmentos especificos de acido aspartico. Elas
participam do mecanismo apoptotico como elementos reguladores e iniciadores
do processo (caspases 8 e 10), ao passo que as caspases (3, 6 e 7) participam
como executoras e ou efetoras da fragmentacao celular (CHEVILLE, 2009;
RODASKI & PIEKARZ, 2009).



OBJETIVOS
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3 — OBJETIVOS

» Verificar os aspectos epidemiolégicos das cadelas com neoplasia
mamaria maligna;

» Avaliar quantitativamente a presengca dos mastécitos em neoplasias
malignas mamarias em cadelas;

» Avaliar quantitativamente o numero das NORs no diferentes tipos
histomorfolégicos das neoplasias de mama na cadela;

» Determinar o indice de proliferacao celular e o indice apoptético usando
a técnica de imunoistoquimica com os anticorpos Ki-67 e caspase-3

respectivamente;

» Verificar se a presenga de mastdcitos influencia na proliferacdo e ou na

apoptose das células neoplasicas da mama de cadela;



MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Origem das Amostras

Foram avaliadas 102 amostras (biopsias e pecas cirdrgicas) de
neoplasias mamarias malignas oriundas do arquivo do Servigo de Anatomia
Patologica do Hospital Veterinario da Unoeste, colhidas no periodo de 1999 a
2005. Os prontuarios dos respectivos animais foram avaliados com a finalidade
de colher os dados epidemioldgicos.

Os fragmentos das neoplasias mamarias foram processados de acordo
com a técnica de rotina histopatoldgica para inclusdo em parafina. Cortes com
3 um de espessura foram obtidos em microtomo rotativo, depositados em
laminas e em seguida permaneceram em estufa a 60°C por 24 horas para
fixagdo dos cortes a lamina. Os cortes destinados a técnicas de
imunoistoquimica foram depositados em laminas histolégicas previamente
tratadas com Organosilano (A3648- Sigma Chemical CO). Apds este
procedimento, as laminas foram submetidas aos processos de
desparafinizacdo e hidratacao; e em seguida as mesmas foram coradas pelos
métodos da Hematoxilina e Eosina (HxE), Azul de Toluidina, AQNOR e pelos
anticorpos anti-caspase-3 e Ki-67.

4.2 Classificacao Histopatoldgica das Amostras

Todas as amostras avaliadas eram de neoplasias malignas, e foram
classificadas quanto ao tipo histomorfolégico. A classificacdo histopatoldgica
das amostras foi baseada na classificacao para tumores mamarios do céo e do
gato formulada pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO) e pelo Armes
Force Institute Pathology - AFIP (2004), como mostra o quadro 1.



19

Vale resaltar que no presente estudo nao foi realizado o estadiamento
hitopatolégico das amostras.

Quadro 1 - Classificacao histopatolégica das neoplasias mamaria em
caes segundo a WHO.

' Neoplasias malignas
Carcinoma in situ
Carcinoma complexo
Carcinoma simples:
- Carcinoma tubulo-palilifero
- Carcinoma sélido
- Carcinoma anaplasico
Tipos especiais de carcinoma:
- Carcinoma de células fusiformes
- Carcinoma de células escamosas
- Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideos
Sarcomas:
- Fibrossarcoma
- Osteossarcoma
- Outros sarcomas
Carcinossarcoma
Carcinoma ou sarcoma em neoplasias
benignas
Neoplasias Benignas
Adenoma:
- Adenoma simples
- Adenoma complexo
- Adenoma basaléide
Fibroadenoma:
- Fibroadenoma com baixa celularidade
- Fibroadenoma com alta celularidade
Tumor misto benigno
Papiloma ductal
' Tumores sem classificacdo
Hiperplasias mamarias e displasicas:
- Hiperplasia ductal
- Hiperplasia lobular:
- Hiperplasia epitelial
- Adenose
- Cistos
- Ectasia ductal
- Fibrose focal
- Ginecomastia
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4.3 Avaliacao Histoquimica

4.3.1 Técnica do azul de toluidina

Todas as amostras foram desparafinadas, hidratadas em série alcodlica
e lavadas em agua corrente por cinco minutos, depois lavadas em agua
destilada, dois banhos de trés minutos, e coradas com solugdo alcodlica de
azul de toluidina em pH 2,0 por dez minutos. Apdés isto, foram desidratadas,

diafanizadas e montadas com resina sintética.

4.3.2 Avaliacao guantitativa dos mastocitos

A avaliagéo histoquimica da presenca e da quantificagdo dos mastocitos
nas amostras foi feito baseado na contagem destas células em dez campos
microscopicos aleatérios usando a objetiva de 40X, fazendo-se a média de
mastdcitos por amostra. A contagem foi feita usando o programa de analise de

imagem com o software da Micrometrics ® o SE Premium.

4.3.3 Técnica da AQNOR
A técnica empregada foi a descrita por Plonton (1986), com adaptacoes.

Os cortes foram desparafinizados, hidratados em série alcodlica decrescente e
lavados em agua destilada e deionizada. A solugé&o a base de nitrato de prata
para uso foi constituida de uma parte da solugao A (1g de gelatina incolor, 0,5
ml de acido férmico e 50ml de 4gua deionizada), para duas partes da solucao B
(12,5g de nitrato de prata e 25 ml de agua deionizada).

Para se evitar o aparecimento de precipitados de gelatina sobre as
células, que pode mimetizar as NORs, deve-se filtrar a solugdo corante antes
de colocar as laminas para incubar. Em seguida o material foi incubado em
solugdo contendo nitrato de prata a 60°C, em camara Umida ao abrigo da luz
por 30 minutos. Quando as amostras apresentam coloragdo marron-escura,

retira-se da solugcao corante e lavando-se as laminas em agua deionizada a
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45°C, para retirar o precipitado formado pela gelatina. Apds este processo as
laminas foram imersas em solucéo de tiossulfato de sédio a 5% por 5 minutos,
com a finalidade de retirar a prata reduzida depositada sobre as células. Em
seguida, realizou-se o processo de desidratacdo e montagem das laminas.

4.3.4 Avaliacao quantitativa das NORs

A avaliagdo quantitativa das NORs seguiu a metodologia descrita por
Lohr et al (1997), onde contou-se as NORs por nucleo em 100 células
epiteliais, em dez campos microscépicos aleatdrios usando-se a objetiva de
40x, fazendo-se a média das NORs por amostra, metodologia também usada
por. A contagem foi feita usando o software da Micrometrics ® 0 SE Premium.

4.4 Avaliacao Imunoistoquimica

Os cortes foram ainda submetidos a técnica de imunoistoquimica, onde
foram utilizados os anticorpos primarios: Ki-67 (MIB-1), que permite identificar
células em proliferacdo e anti-Caspase-3 que permite marcar células em
apoptose. Vale ressaltar que amostras de controle positivo e negativo
padronizadas no laboratério de imunoistoquimica do servico de patologia
veterinaria da FMVZ — UNESP — Campus de Botucatu — SP, foram incubadas
junto com as amostras do experimento. As amostras tanto do controle positivo

como do negativo eram de linfoma canino.

4.4.1 Técnica de Coloracao Imunoistoquimica

As reagbes imunoistoquimicas foram feitas conforme o protocolo
estabelecido pelo laboratério de imunoistoquimica do servico de patologia
veterinaria da FMVZ — UNESP — Campus de Botucatu — SP.

Cortes das neoplasias mamarias foram colocados em laminas
histoldgicas, previamente tratadas com Organosilano (A3648- Sigma Chemical

CO), desparafinizados e hidratados.
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Para o bloqueio da peroxidase enddgena, foi utilizada solugdo de agua
oxigenada a 30 volumes diluida em metanol na proporcao de 1:9, por 15
minutos. Entao, os cortes foram submetidos a recuperagao antigénica, onde foi
usado a solucdo tampao de citrato 10 mM, pH 6,0 em forno de microondas
(poténcia maxima — 700 watts) por 15 minutos. O material foi resfriado até
atingir a temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas com os anticorpos primarios, relacionados na
Tabela 1, em camara Gmida por 18 horas a 4°C e lavadas em solugao Tris-HCI
(T15083- Sigma Chemical C.0.) a 10 mM. Em seguida, foram incubadas com o
anticorpo secundario anti-mouse (BA2000 - VECTOR) a temperatura ambiente
por uma hora. O kit ABC (PK6100 — VECTOR) foi preparado 30 minutos antes
do término da reacao com o anticorpo secundario. Apos esta etapa o material
foi lavado com Tris-HCI e as laminas foram incubadas com o kit ABC a
temperatura ambiente por 30 minutos.

Para visualizagcdo da reacao, os cortes foram tratados com solucdo de
3,3’'diaminobenzidina (Liquid DAB K3466 - Dako Cytomation) durante cinco
minutos; posteriormente, foram contra-corados com hematoxilina de Harris. As
laminas foram avaliadas pela intensidade da marcag&o imunoistoquimica. As

reacoes foram graduadas como negativa ou positiva.

Tabela 1 —Relagéo de Anticorpos Primarios e diluicdo
ANTICORPO DILUICAO  FABRICCANTE

Anti-Caspase-3 1:400 Dako

Ki-67 (MIB-1) 1:50 Cell Signaling

4.4.2 Quantificacao das reacoes imunoistoquimicas

Os indices de proliferacdao e apoptético foram obtidos contando-se em
cinco campos aleatérios, e fazendo-se a média das células positivas para cada
amostra. Os valores médios aferidos para as contagens de células Ki-67 e
caspase-3 positivas foram codificadas em escores (0: imunomarcagao
negativa; +: <10% células positivas; ++: 10 a 50% de células positivas e +++:
>50% de células positivas), conforme metodologia usada por Zuccari (2004).
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As amostras foram analisadas utilizando software da Micrometrics ® o SE

Premium.

4.5 - ANALISE ESTATISTICA

Previamente a analise estatistica, todos os grupos de dados numéricos
foram submetidos ao teste de Kolmogorov e Smirnov para verificar se
possuiam distribuicdo Gaussiana. As variaveis contagens de NORs e
contagem diferencial de mastécitos foram consideradas como paramétricas. Os
valores aferidos para as contagens de células Ki-67 e caspase-3 positivas
foram consideradas como varidveis ndo paramétricas.

Para estudar-se a correlacdo entre as contagens das NORs e a
contagem diferencial de mastécitos empregou-se a andlise bivariada com
célculos dos coeficientes de correlacdo de Pearson. Para estudar-se a
correlacdo entre os escores de Ki-67 e contagem diferencial de mastécitos e
entre escores de caspase-3 e mastdcitos empregou-se analise bivariada com
célculos dos coeficientes de correlacdo de postos de Spearman.

Para correlacionar os escores de contagens de células caspase-3
positivas e os parametros de proliferacdo celular (escores de contagens de
células Ki-67 positivas e contagem das NORs) foram calculados os coeficientes
de correlacdo de postos de Spearman para variaveis nao-paramétricas. As
médias das contagens de mastécitos/10 campos e das NORs, foram
comparadas, entre os diferentes tipos de tumores pelo método de andlise de
variancia com um fator e contrastes pelo método de Tukey. Os escores de
células Ki-67 positivas e de células caspase-3 positivas, entre os diferentes
tipos morfolégicos de neoplasias estudadas foram comparadas pelo teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis com contrastes pelo método de Dunn (PAGANO
e GAUVREAU, 2004).

Todas as andlises foram efetuadas com o software SPSS (v. 14, SPSS,
Inc, Chicago). Foram considerados como significativos os valores de P
menores que 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao dos dados clinico-epidemioldgicos dos animais

5.1.1 Quanto ao padrao racial

Das 102 amostras analisadas a prevaléncia maior de neoplasia mamaria
ocorreu em animais sem racga definida (SRD), 37,25% (38/102) dos casos.
Entre os animais com raga definida, houve maior prevaléncia em animais da
raca Poodle com 28,43% (29/102) dos casos; seguida da raca Cocker, Fila,
Fox Paulistinha, Tekel, Boxer, Pastor alemdo, Dog Alemao, Pinscher e
Yorkshire Terrier que apresentaram 9,95% (5/102), 3,96% (4/102), 3,96%
(4/102), 2,97% (3/102), 2,97% (3/102), 1,98% (2/102), 1,98% (2/102), 1,98%
(2/102) dos casos respectivamente. As racas Rottweiler, Labrador, Husky
Siberiano, Pastor Belga, Doberman e Basset Hound apresentaram apenas um

caso cada uma como mostra a figura 1.
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Figura 1— Distribuicdo racial das 102 cadelas portadoras de neoplasia mamaria.
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5.1.2 Idade dos animais

A idade dos animais variou de 1 a 20 anos e a média foi de 8,66 anos. O
maior numero de casos se concentrou na faixa entre 7 e 10 anos de idade,
representando um total de (52,0%) dos casos. No restante dos animais, 23%
encontravam-se na faixa entre 1 e 6 anos de idade e 25% entre 11 e 20 anos.
Apenas dois animais n&o tiveram sua idade determinada. A figura 2 mostra a
variacao entre idade e niumeros de casos.
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Figura 2. Idade das 102 cadelas portadoras de neoplasia mamaria.

A analise da figura 2 mostra claramente que a partir de dos 12 anos de
idade a incidéncia de neoplasia mamaria diminui abruptamente.
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5.1.3 Porte dos animais

Quanto ao porte dos animais, 50% (51/102) destes eram animais de
porte pequeno, 29,4% (30/102) tinham porte médio e 20,5% (21/102) deles
eram animais de porte grande, como mostra a figura 3.
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Figura 3 — Distribuicao do porte das 102 cadelas com neoplasia mamaria.

5.2 Avaliacao histopatologica das amostras

Das 102 amostras analisadas todas foram classificadas
histopatologicamente como malignas, e os tipos morfolégicos encontrados
foram o carcinoma in situ com 0,98% (1/102), carcinoma complexo com
45,09% (46/102), carcinoma simples com 35,29% (86/102), carcinossarcoma
com 10,78% (11/102) e os tipos especiais de carcinomas que representaram
7,89% (08/102) dos casos. O Quadro 2 exibe estes dados.

Em relacdo aos carcinomas do tipo simples, estes foram
subclassificados quanto ao tipo histomorfolégico em: tubulo-papilifero com
24,5% (25/36), carcinoma solido com 6,86% (07/36) e carcinoma anaplasico
com 3,92% (4/36) dos casos.
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Outro dado importante quanto a classificagdo histomorfolégica é a
diferenciacdo cartilaginosa e O&ssea nas neoplasias classificadas como
carcinossarcoma. 27,27% (3/11) dos animais com carcinossarcoma
apresentavam medula 6ssea ativa no foco neoplasico e os 72,72% (8/11)

restantes apresentavam diferenciagéo cartilaginosa.

Ja entre os tipos especiais de carcinomas encontrados, estes foram
subclassificados em: carcinoma de células fusiformes (07/08) e carcinoma
mucinoso (01/08), tendo incidéncia de 6,86% e 0,98% respectivamente, como

mostra a figura 4.

Quadro 2 -Distribuicdo das neoplasias malignas conforme a classificagao
histopatolégica

Tipo de Neoplasia N2 de casos Prevaléncia (%)
Carcinoma in situ 01 0,98
Carcinoma complexo 46 45,09
Carcinoma simples: 36 35,29

- Carcinoma tubulo-palilifero 25 245
- Carcinoma solido 07 6,86
- Carcinoma anaplasico 04 3,92
Tipos especiais de carcinoma: 08 7,84
- Carcinoma de células fusiformes 07 6,86
- Carcinoma de células escamosas 00 0,0
- Carcinoma mucinoso 01 0,98

Carcinossarcoma 11 10,78
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Figura 4 - Distribuicdo das neoplasias mamdrias conforme a classificagdo
histomorfolégica nas 102 cadelas portadoras de neoplasia mamaria.
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As figuras de 5 a 10 exemplificam os tipos morfoldégicos conforme a
classificacao histomorfolégica das neoplasias mamarias no presente estudo.

/ /

Figura 5. Fotomicrografia de carcinoma complexo, onde é visualizado componente
epitelial (cabega de seta) e 0 componente mioepitelial (setas) — HXE -40x.

Figura 6. Fotomicrografia de carcinoma simples do tipo tubulo-papilifero, com
formacao marcante de papilas (setas) — HxE -10x.
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Figura 7. Fotomicrografia de carcinoma de células fusiformes, com aglomerado de
células epiteliais (seta menor) e predominio de células fusiformes (seta maior) — HxE -
40x.

~

Figura 8. Fotomicrografia de carcinossarcoma, observa-se componente epitelial
(cabeca de seta) e mesenquimal (setas) com diferenciagédo 6ssea e cartilaginosa —
HxE — 10x.



32

Figura 9. Fotomicrografia de carcinoma simples do tipo anaplasico, observa-se
pleomorfismo acentuado e nucléolos evidentes. HXE — 40x.

Figura 10. Fotomicrografia de corte de carcinoma simples do tipo sélido, observa-se
forte coesdo entre as células (seta) e delgado estroma conjuntivo (cabeca de seta)
HxE — 40x.
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5.3 — Avaliacao histoquimica das amostras

5.3.1 — Avaliacao quantitativa dos mastécitos

Das 102 amostras analisadas os mastocitos estavam presentes no foco
neoplasico em 96,08% (98/102) destas. Predominavam nas areas onde o
tecido conjuntivo era abundante, principalmente ao redor dos vasos. Os
mastécitos também apareceram em menor ndmero entre as células epiteliais
acinares e tubulares neoplasicas. As figuras 11 e 12 mostram o infilirado de
mastocitos no foco neoplasico.

O infiltrado de mastocitos apresentou variacdo de acordo com o tipo
histomorfolégico da neoplasia. A neoplasia que apresentou 0 maior numero
médio de mastdcitos foi o carcinoma simples do tipo tubulopapilifero, seguido
pelo carcinoma complexo, carcinossarcoma, carcinoma simples do tipo
anaplasico, carcinoma simples do tipo sélido e pelo carcinoma de células
fusiformes, como mostra a tabela 2.

Tabela 2 — Média e respectivo desvio-padrao da contagem de mastocitos e
NORs conforme o tipo histomorfol6gico da neoplasia.

Tipo de neoplasia n Mastocitos NORs
C. simples tubulo-papilar 25 6,65a + 7,19 4,26a + 1,35
C. complexo 46 4,98a + 4,37 4,07a+ 1,64
Carcinossarcoma 11 4,90a 4,917 3,39a+ 1,55
C. simples anaplasico 04 4,25a + 4,22 4,56a + 0,51
C. simples solido 07 3,34a + 3,53 5,36a+ 1,65
C. Células fusiformes 07 2,55a+ 1,49 4,56a+ 1,74

c.= carcinoma
Obs: valores presentes na mesma coluna seguidos de letras iguais nao
diferem estatisticamente.
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Figura 11 — Fotomicrografia de carcinoma simples do tipo tubulo papilifero, observa-
se infiltrado marcante de mastdcitos (setas) — Azul de toluidina, 40x.

X

Figura 12 — Fotomicrografia de carcinoma simples do tipo tubulo papilifero, observa-
se mastoéscitos (setas) — Azul de toluidina, 100x.
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5.3.2 Avaliacao quantitativa das NORs

A média das NORs entre os diversos padrdes morfolégicos de neoplasia
mamaria mostrou pouca variagdo. O carcinoma simples do tipo sélido foi o que
apresentou a maior média, seguido do carcinoma simples do tipo anaplasico,
carcinoma de células fusiformes, carcinoma simples do tipo tubulopapilifero,
carcinoma complexo e do carcinossarcoma, como é demonstrado na tabela 2.

As figuras 13 e 14 exemplificam a marcacao das NORs.
5.4 Avaliacao imunoistoquimica das amostras

5.4.1 Avaliacao do indice de proliferacao (Ki-67 — MIB 1)

Quanto a imunomarcacao das amostras pelo Ki-67 (MIB-1), verificou-se
que 99% (101/102) das amostras apresentaram marcacgao positiva. O indice de
proliferacdo variou do escore (0) auséncia de imunomarcacdao em 0,98%
(1/102), escore (+) menos de 10% células com marcacao positiva em 16,7%
(17/102), escore (++) entre 10 a 50% células com marcacao positiva em 62,7%
(64/102) e escore (+++) onde mais de 50% das células apresentaram
marcacao positiva em 19,6% (20/102). As figuras 17 a 22 demonstram a
imunomarcacao e o controle negativo e positivo para o anticorpo anti-Ki 67.

No carcinoma complexo apenas 2% (2/46) das amostras nao
apresentaram expressdao do Ki-67, contudo, 15,3% (16/46) das amostras
revelaram indice de proliferacdo com escore (+), 65,3% (30/46) das amostra
apresentaram indice de proliferacdo com escore (++) e 17,4% das amostras

revelaram indice de proliferagdo com escore (+++).

O carcinoma simples tubulo-papilifero apresentou imunomarcagao com
escore (+) em 24% das amostras, escore (++) em 68% e escore (+++) em 8%
das amostras. O carcinoma simples sélido apresentou imunomarcagao com
escore (+) em 14,3% das amostras, escore (++) em 71,4% e escore (+++) em
14,3% das amostras. Ja o carcinoma simples anaplasico apresentou
imunomarcacdo com escore (++) em 75% e escore (+++) em 25% das

amostras.

No carcinoma de células fusiformes mostraram imunocarcacao de

escore (++) e (+++) em 57,1 e 42,9% das amostras respectivamente.
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Figura 13 — Fotomicrografia de carcinoma complexo, corado pela técnica da AQNOR e
contracorado com verde luz. Observar as NORs (setas), AQNOR-40x

Figura 14 — Fotomicrografia de carcinossarcoma, observar as NORs como pontos
negros (setas), corado pela técnica da AQNOR e contracorado com verde luz, 100x.
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Nos carcinossarcomas 9% das amostras nao apresentaram
imunomarcacao positiva, imunomarcagcao com escore (+) em 36,4%; escore
(++) em 27,3% e escore (+++) em 27,3% das amostras respectivamente, como
mostra a tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncia (%) do indice de proliferacdo (Ki-67) conforme a
classificacao histomorfol6gica da neoplasia.

Tipo de Neoplasia Ki-67
(0) (+)  (+4)  (++4)
C. complexo 2 15,3 65,3 17,4
C. simples tubulo-palilifero 0 24 68 8
Carcinoma simples sélido 0 143 71,4 143
C. simples anaplasico 0 0 75 25
C. de células fusiformes 0 0 571 429
Carcinossarcoma 9 36,4 273 273

C.= carcinoma

Quando se fizemos a analise grafica da expressdao do Ki-67 dos
diferentes tipos neoplasias conforme a classificacdo da WHO, foi possivel
observar que a imunomarcagao do Ki-67 aumenta conforme aumenta o grau
de malignidade destas. A imunomarcagdo do Ki-67 conforme o grau de
malignidade, evidencia que a maioria das amostra revelam escore (++) com 10
a 50% e escore (+++) onde mais de 50% das células eram positivas, como é
observado no figura 15.
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Figura 15 — Prevaléncia dos escores de imunomarcagéo de Ki-67 conforme a
classificacao histopatolégica das neoplasias mamarias.

5.4.2 — Avaliacao do indice apoptdético (caspase 3)

A imunomarcagao da caspase-3 das amostras revela marcagao positiva
em 95% (97/102) destas. As amostras apresentaram indice apoptotico variavel
entre os diversos tipos morfoldgicos.

No carcinoma complexo apenas 4,3% das amostras ndo apresentaram
expressao da caspase-3, contudo, 26,1% das amostras revelaram escore (+),
63,1% escore (++) e 6,5% das amostras revelaram indice apoptético com

escore (+++).

No carcinoma simples tubulo-papilifero 8% das amostras nao
apresentaram expressao das caspase-3, 12% com escore (+), 76% com escore
(++) e 4% das amostra apresentaram escore (+++). O carcinoma simples
sélido apresentou imunomarcagdo da caspase-3 com escore (+) em 42,9%
das amostras e escore (++) em 57,1% das amostras. Ja o carcinoma simples
anaplasico apresentou imunomarcacgao da caspase-3 com escore (++) em 75%
e escore (+++) em 25% das amostras. As figuras 23 e 24 demonstram a
imunomarcacao pelo anticorpo anti caspase-3.
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No carcinoma de células fusiformes a imunocarcacdo para caspase-3
mostrou escore de (++) e (+++) em 28,6 (29/102) e 71,4% (71/102) das

amostras respectivamente.

Nos carcinossarcomas 9,1% (10/102) das amostras nao apresentaram
imunomarcagao para caspase-3; 63,6% (64/102) tiveram escore (+) e 27,3%
(28/102) das amostras mostraram escore (++) respectivamente, como mostra

a tabela 4.

Tabela 4 - Mostra a frequéncia (%) do indice apoptético (Caspase-3) conforme

a classificacao histopatolégica da neoplasia.

Tipo de Neoplasia Caspase3

(0) (+) (++) (+++)
C. complexo 4,3 26,1 63,1 6,5
C. simples tubulo- 8 12 76 4
palilifero
Carcinoma 0 42,9 57,1 0
simples sélido
C. simples 0 0 75 25
anaplasico
C. de células 0 28,6 71,4 0
fusiformes
Carcinossarcoma 9,1 63,6 27,3 0

C.= carcinoma

A andlise grafica da expressao da caspase-3 nos diferentes tipos
neoplasias conforme a classificacado da WHO, mostra que ndao ha uma
expressao crescente da caspase-3 conforme aumenta o grau de malignidade,
apesar de 50% ou mais das amostras revelarem escore (++) com 10 a 50% de
células positivas e escore (+++) com mais de 50% das células positivas, como

é observado no figura 16.
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Figura 16 — Prevaléncia dos escores de imunomarcacao de caspase-3
conforme a classificagéo histopatolégica das neoplasias mamarias.



41

Figura 17 — Fotomicrografia de coloragdo imunoistoquimica controle negativo,
auséncia do anticorpo primario anti-Ki-67, DAB, contracorado com
Hematoxilina 100x.

Figura 18 — Fotomicrografia de coloragao imunoistoquimica controle positivo
(seta), anticorpo primario anti-Ki-67, DAB, contracorado com Hematoxilina
100x.
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Figura 19 - Fotomicrografia de coloragdo imunoistoquimica mostrando
marcacao (setas) de escore (+), anticorpo primario anti-Ki-67, DAB,
contracorado com Hematoxilina, 100x.

Figura 20 - Fotomicrografia de coloragdo imunoistoquimica mostrando
marcagcao (setas) de escore (++), anticorpo primario anti-Ki-67, DAB,
contracorado com Hematoxilina, 100x.
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Figura 21 - Fotomicrografia de coloracdo imunoistoquimica mostrando
marcacao (setas) de escore (++), anticorpo primario anti-Ki-67, DAB,
contracorado com Hematoxilina 100x.

Figura 22 - Fotomicrografia de coloragdo imunoistoquimica mostrando
marcagao (setas) de escore (+++), anticorpo primario anti-Ki-67, DAB,
contracorado com Hematoxilina 100x.
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Figura 23 - Fotomicrografia de carcinoma de células fusiformes, coloragdo
imunoistoquimica mostrando marcagdo (setas) de escore (++), anticorpo
primario anti-caspase-3, DAB, contracorado com Hematoxilina 100x.

Figura 24 - Fotomicrografia de carcinoma simples anaplasico, coloragao
imunoistoquimica mostrando marcagao (setas) de escore (+++), anticorpo
primdrio anti-caspase-3, DAB, contracorado com Hematoxilina 100x.
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5.5 Correlacao entre a contagem diferencial de mastécitos e os
parametros de proliferacao e morte celular

Quanto a média de mastdcitos e NORs nos diferentes tipos morfol6gicos
de neoplasias mamarias, se observou que nao houve diferenga estatistica
significativa, como mostra tabela 4.

Os valores dos coeficientes de correlagdo de Pearson para as variaveis
contagem diferencial de mastécitos (MAST) e numero das regides
organizadoras de nucléolos (NORs) e seus respectivos valores de significancia
estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) e valores de significancia
(p) para as variaveis MAST e NOR+, segundo a classificagdo da
neoplasia, Presidente Prudente, 2010.

Tipo de neoplasia r p
C. complexo 0,210 0,161
C. simples tubulo-papilifero 0,146 0,486
C. simples anaplasico -0,030 0,970
C. simples sélido 0,192 0,680
C. células fusiformes -0,709 0,075
Carcinossarcoma 0,178 0,610

Cc.= carcinoma

Nao foram observadas correlacdes significativas entre os numeros de
mastocitos e NORs, considerando todas as neoplasias. Entretanto, no
carcinoma de células fusiformes foi observada uma tendéncia a significancia

(p= 0,075), porém observando correlacdo negativa. Ou seja, 0 modelo mostra
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que ha uma tendéncia a indicar que quanto maior o numero de NORs menor é
0 numero de mastocitos.

Os valores dos coeficientes de correlacdo de postos de Spearman para
as variaveis MAST e contagem de células Ki-67 (Ki-67) e para as variaveis
MAST e contagem de células caspase-3 positivas (CASP-3 +) estdo descritos

na tabela 6, conjuntamente com os respectivos valores de significancia.

Tabela 6- Coeficientes de correlagdo de postos de Spearman (rs) e valores de
significancia (p) para as variaveis MAST, KI-67+ e CASP-3+,
segundo a classificagao do tumor, Presidente Prudente, 2010.

Tipo de Neoplasia rs (p)
C. complexo Ki-67+ CASP-3+
MAST 0,339 (0,021) 0,000 (0,998)
C. simples tubulo- Ki-67+ CASP-3+
papilifero
MAST 0,110 (0,601) -0,033 (0,876)
C. simples Ki-67+ CASP-3+
anaplasico
MAST 0,775 (0,225) -0,258 (0,742)
C. simples sélido Ki-67+ CASP-3+
MAST 0,000 (1,000) 0,073 (0,877)
C. células fusiformes Ki-67+ CASP-3+
MAST 0,144 (0,758) 0,316 (0,390)
Carcinossarcoma Ki-67+ CASP-3+
MAST 0,066 (0,846) -0,043 (0,901)

c.= carcinoma

Quanto a influéncia dos mastocitos na proliferacdo das células
neoplasicas, foi observada correlacéo significativa positiva entre 0 numero de
mastocitos e o indice de proliferacdo (Ki-67) (p<0,05) para o carcinoma
complexo. Entretanto, nos demais tipos de neoplasias ndo foram observados
correlagdes significativas.
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Quanto a influéncia dos mastécitos no indice de apoptose das células
neoplasicas, ndo foram observadas correlagdes significativas e entre o numero
de mastocitos e o indice apoptético (caspase-3) para todas as neoplasias
estudadas.

5.6. Correlacao entre as contagens de células caspase-3-positivas e

os parametros de proliferacao celular (NORs e Ki-67)

Os valores dos coeficientes de correlacdo de postos de Spearman para
as variaveis CASP-3, NORs e Ki67 estao descritos na tabela 7, conjuntamente

com os respectivos valores de significancia.

Tabela 7- Coeficientes de correlacdo de postos de Spearman (rs) e valores de
significancia (p) para as variaveis CASP-3+, NOR+ e Ki67+, segundo
a classificagao do tumor, Presidente Prudente, 2010.

Tumor rs (p)

C. complexo NOR+ Ki67+
CASP-3+ 0,022 (0,882) -0,002 (0,989)

C. simples tubulo- NOR+ Ki67+

papilifero

CASP-3+ 0,090 (0,669) -0,075 (0,722)

C. simples anaplasico NOR+ Ki67+
CASP-3+ -0,258 (0,742) -0,333 (0,667)

C. simples solido NOR+ Ki67+
CASP-3+ 0,000 (1,000) 0,540 (0,211)

C. células fusiformes NOR+ Ki67+
CASP-3+ -0,791 (0,034) 0,548 (0,203)

Carcinossarcoma NOR+ Ki67+
CASP-3+ -0,341 (0,305) -0,044 (0,897)

c.= carcinoma

A analise de correlagdo entre morte e proliferacdo celular, mostrou
correlacao significativa negativa nos carcinomas de células fusiformes, entre o

indice apoptético (Caspase-3) e o indice de proliferacao (NORs). Ou seja, no
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carcinoma de células fusiformes quando se tem aumento do numero das NORs
€ observado diminuig&o do indice apoptotico.

A mesma analise ndao mostrou correlacdes significativas entre o indice
apoptoético e os indices de proliferagdo estudados (Ki-67 e NOR) nas outras

neoplasias.

5.7. Comparacao dos escores e medianas de escores entre os

diferentes tipos de Neoplasias

Na tabela 8 sao descritas as medianas e os valores minimos e maximos

dos escores de contagem de células Ki-67 positivas e Caspase-3 positivas.

Tabela 8- Medianas (med), e valores minimos (v. min) e maximos (v. max.) dos
escores de contagens de células Ki-67 positivas (Ki-67+) e Caspase-
3 positivas (CASP-3+) para os tumores pesquisados, Presidente
Prudente, 2010.

Tumor n. pontos Ki-67+ CASP-3+
NORs med V. V. med V. V.
min. max. Max min.
C. complexo 46 2a 0 3 2ab 0 3
C. simples tubulo- 25 2a 1 3 2ab 0 3
papilifero
C. simples anaplasico 4 2a 2 3 2a 2 3
C. simples sélido 7 2a 1 3 2ab 1 2
C. células fusiformes 7 2a 2 3 2ab 1 2
Carcinossarcoma 11 2a 0 3 1b 0 2

c.= carcinoma
Obs: valores de medianas presentes na mesma coluna seguidos de letras
iguais ndo diferem estatisticamente.

A analise dos valores de escores e medianas de escores sé mostrou
diferenca entre o carcinoma simples anaplasico e o carcinossarcoma para o
parametro indice apoptético (Caspase-3). Porém nao se observou diferencas
entre o indice de morte para os demais tumores, assim como para o indice de
proliferacéo.

Isto mostra que no carcinoma anaplasico ha maior nimero de células

entrando em apoptose do que no carcinossarcoma.
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6. DISCUSSAO

6.1 — Avaliacao dos dados clinico-epidemioldgicos dos animais

6.1.1 — Padrao racial

Frye et al. (1967) e Howard e Nielssen (1965) afirmaram que ha um alto
risco de desenvolvimento de neoplasia mamaria em animais da raca Tekel e
Pointer, e menor risco para animais da raca Boxer e Collie. Entretanto, os
animais da raca Tekel e boxer representaram 3,96% (4/102) e 2,97% (3/102)
dos casos respectivamente no presente estudo.

Peleteiro (1994), afirma que animais de ragas puras apresentam maior
suscetibilidade para desenvolverem neoplasia mamaria. Em outro estudo Loar
(1992), relata que animais das ragas Cocker Spainel, Cocker, Fox e Bonton
Terrier possuem maior predisposicdo para o desenvolvimento de neoplasia

mamaria.

Galera et al. (2002) estudando 19 casos de neoplasias mamarias,
constatou que os caes SRD representaram 47,36% dos casos, seguido dos
animais da raga Pinscher e Cocker Spainel.

Semelhante ao que é descrito por Galera (2002), e ao contrario do que
afirma Peleteiro (1994), constatou-se que os animais SRD apresentaram a
maior prevaléncia de casos de neoplasia mamdria. Entre os animais de raga
pura que apresentaram maior incidéncia foi a Poodle, o que foi comprovado
também por Priester e Mckay (1980), Gottwald (1998) e Zatloukal (2005).

A incidéncia elevada de casos de neoplasias em cadelas SRD no
presente estudo, deve-se ao fato de que as amostras sdo oriundas do arquivo
do Hospital Veterinario, que atende um publico de baixo poder aquisitivo.
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6.1.2 —ldade dos animais

Neoplasias mamarias em caes raramente ocorrem em animais com
menos de 4 ou 5 anos de idade Priester e Mckay (1980), Ferguson (1985),
Gottwald (1998) e Zatloukal (2005)

Varios autores relataram que a idade média dos animais com neoplasia
mamaria em torno de 9 anos. Galera et al. (2002) constatou que a idade média
das cadelas com neoplasia de mama era de 9,9 anos, Lohr (1997) relata a
média de 9,05 anos e Pefa et al (1998) relatou-se em seu estudo que os
animais com neoplasia de mama tinham entre 5 e 13 anos, e a idade média era

de 9,9 anos. Ja Hataka (2004) afirma que a média de idade é de 9,5 anos.

O presente estudo constatou que os animais apresentaram uma ampla
faixa de idade, variando de 1 a 20 anos. Diferente de outros autores, que
relatam que é raro a neoplasia de mama em animais jovens, o presente estudo
encontrou 16% (16/102) dos casos, com idade entre 1 e 5 anos. Contudo, o
maior nimero dos casos se concentrou nos animais que tinham entre 7 € 10

anos de idade, representando um total de 52,0% dos casos.

O numero de casos aumenta com a idade, sendo que animais com 6
anos tem incidéncia de 1%, animais com idade de até 8 anos possuem
incidéncia de 6% e animais com até 10 anos possuem incidéncia de 13%
(EGENVALL, 2005).

O aumento abrupto na incidéncia a partir dos seis anos de idade foi
verificado no presente estudo, concordando com os achados de Jones et al.
(2000).
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6.1.3 — Porte dos animais

Itoh et al (2005), estudando 101 amostras de neoplasia mamaria (60
amostras de ragas de pequeno porte, e 40 de outros portes), relata que ha
diferenga na incidéncia de neoplasia mamaria de acordo com o porte do
animal, onde 25% das amostras com diagnostico histopatolégico de
malignidade eram de pacientes com racas de pequeno porte, € 58% eram de

pacientes de ragas de grande porte.

Contrariando os achados de ltoh et al. (2005), constatou-se que animais
de ragas pequenas ou animais pequeno porte representaram 50%, seguido dos
de porte médio com 29,4% e 0s animais de grande porte representando 20,5%
dos casos. Hataka (2004) relata em estudo que houve maior ocorréncia em

caes de porte médio com 43,75% dos animais.

6.2 — Avaliacao histopatolégica das amostras

De acordo com Gilbertson et al (1983) e Morrisson (1998), a grande
heterogeneidade histopatolégica torna dificil o estabelecimento de um sistema
de classificacdo universal para as neoplasias de mama em caninos, tornando
complicada a comparagdo de resultados entre dados de diferentes

pesquisadores.

A classificacdo histopatolégica estabelecida pela WHO é descrita em
ordem crescente de malignidade, e baseada em critérios progndsticos para
cada neoplasia (MISDORP, 2002).

Oliveira et. al (2003), analisando 85 cadelas com neoplasia mamaria,
relatam que 71,8% eram lesGes malignas e 28,2% benignas, entre as
neoplasias malignas o carcinoma era o0 que apresentava o maior numero de
casos. Nés ndo podemos fazer anédlise semelhante, pois trabalhamos somente
com neoplasias malignas. Os nossos achados concordam com os resultados
de Oliveira et al. (2003), quanto a maior incidéncia de carcinomas.
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Terzian et al. (2007), estudando 70 cadelas com neoplasia mamaria
constatou que 65% dos casos eram carcinomas. Entre estes, o carcinoma
tubulo-papilifero foi o que apresentou maior incidéncia com 41% dos casos,
seguido dos sélidos com 17% e do carcinoma anaplasico com 6% dos casos.
Os mesmos autores relatam que os carcinossarcomas representaram 21% do

total das amostras.

De acordo com a classificacdo histopatolégica empregada neste
trabalho, constatou-se que 81,36% (83/102) dos casos eram carcinomas.
Destes 0,98% (1/102) era carcinoma in situ, 45,09% (46/102) eram carcinoma
complexo e 35,29% (86/102) eram carcinomas do tipo simples, diferindo dos
achados de Terzian et al. (2007).

A diferenciacdo 6ssea nos carcinossarcomas no presente estudo foi de
27,27% (3/11) dos animais, com medula éssea ativa no foco neoplasico, e a
cartilaginosa ocorreu em 72,72% (8/11) dos casos com carcinossarcoma;
diferindo dos dados encontrados por Terzian et al (2007), que relatam
diferenciacdo cartilaginosa em 54% e Ossea em 13% das amostras com

carcinossarcoma.

Zuccari et al. (2008) analisando 73 cadelas com neoplasia mamaria,
constatou que 86% eram neoplasias malignas, e destas 65% foram

classificadas como carcinomas e 21% como carcinoma complexo.

Utilizando a classificagcao morfoldégica da WHO, onde as neoplasias séo
classificadas em graus crescentes de malignidade, foi possivel analisar que
nos carcinomas do tipo simples, houve maior prevaléncia da neoplasia
classificada com menor grau de malignidade, o carcinoma do tipo
tubulopapilifero com 24,5% (25/102), seguido pelo carcinoma do tipo sélido
com 6,86% (07/102) e do carcinoma do tipo anaplasico com 3,92% (04/102) de
todas as amostras.

Vale ressaltar, apesar de serem caracteristicas ndo consideradas na
classificagdo histomorfolégica utilizadas neste trabalho, entre os carcinomas
simples do tipo tubulopapilifero grande parte apresentava areas cisticas, bem
como secrecao proteinacea no interior dos acinos e tubulos.
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6.3 Avaliacao histoquimica das amostras

6.3.1 Avaliacao quantitativa dos mastocitos

Varios autores atribuem papel importante aos mastécitos, no que tange
a proliferacéo de células neoplasicas no homem. Indicando que a presenca de
mastoécitos indica um fator prognéstico ruim nas neoplasias (HARTVEIT et al,
1981; NORDLUND e ASKENASE, 1983; ROCHE,1986; DABBOUS et al., 1991;
CRICCO et al., 1994).

N&o ha relatos em medicina veterinaria que correlacione os efeitos dos
mastdcitos com a proliferacdo ou morte de células neoplasicas na mama de
cadelas (RAJPUT, et al., 2007).

Rajput et al. (2007) estudando cancer mamario invasivo na mulher,
usando a técnica do Tissue microarrays em 4.444 casos, constatou que a
presenca de um ou mais mastocitos no ambiente neoplasico € suficiente para
exercer efeito progndstico positivo.

Os mastocitos podem inibir o crescimento tumoral pela liberagcdo de
peroxidase endbégena que € citotoxica para células neoplasicas de mamiferos
(HERDENSON et al., 1981), por citotoxidade natural (BHOWMICK & MOSES,
2005), e pelo recrutamento de neutrdfilos, eosindfilos, linfécitos e macréfagos
(HE e WALLS, 1998).

Os mastdcitos secretam varias moléculas como o fator semelhante a
heparina, interleucina-8, fator de crescimento endotelial que promove a
neovascularizacao, histamina que suprime a resposta imune, fator crescimento
derivado das plaquetas e o fator de stem-cell, que sao mitogénicos e as
proteases que promovem a metastases (THEOHARIDES, 2004).

Outra hipétese que indica que os mastécitos tem um progndstico melhor
para o paciente é de que eles podem também inibir o crescimento neoplasico
pela secregcdo de interleucina-1, interleucina-4, interleucina-6, e fator de
necrose tumoral (TNF-a) que induzem a apoptose de células endoteliais
(LATTI, 2003); e sulfato de condroitina que inibe metastases (KOKENYESI,
2001).

Os mastdcitos que liberam a protease quimase estimulam a apoptose
em diferentes células (HARA, 1999), e inibem a angiogénese, pelo fato de
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exercer efeito citotdxico na musculatura lisa dos vasos (LESKINEN, 2003). Ja
0s mastocitos que liberam a protease triptase estimulam a inflamacédo e o
recrutamento de fibroblastos, que induz a fibrose tumoral e, por conseguinte
limitando o crescimento neoplasico e as metastases (RUOSS, 1991).
Entretanto, estudo recente indica que a triptase aumenta a migragéo e a
invasdo das células neoplasicas malignas, contudo, nao interfere na

proliferacao das mesmas (XIANG, 2010).

Este estudo mostra que os mastocitos estdo presentes no foco
neoplasico em 96,08% (98/102) das amostras. Sao predominantes em areas
onde o tecido conjuntivo é abundante, e principalmente ao redor dos vasos. Os
mastécitos também apareceram em menor nimero entre as células epiteliais
acinares e tubulares.

Ha variagdo na concentragdo de mastocitos conforme o tipo
histomorfoldgico da neoplasia, entretanto, ndo ha diferengas marcantes entre
as médias dos diferentes tipos de neoplasias. A neoplasia que apresentou o
maior numero médio de mastdcitos foi o carcinoma simples do tipo
tubulopapilifero, seguido pelo carcinoma complexo, carcinossarcoma,
carcinoma simples do tipo anaplasico, carcinoma simples do tipo sélido e pelo
carcinoma de células fusiformes.

Quanto a influéncia dos mastocitos na proliferacdo das células
neoplasicas, foi observada correlagéo significativa positiva entre 0 niumero de
mastocitos e o indice de proliferagdo (Ki-67) (p<0,05) para o carcinoma
complexo. Assim, neste tipo de neoplasia mamaria os mastocitos podem ser
um dos responsaveis pelo estimulo proliferativo observado. Nos demais tipos
de neoplasias ndo foram observados correlagdes significativas.

Sabe-se que a triptase secretada pelos mastécitos, além de promover a
angiogénese, € também conhecida como agente mitogénico (OZDEMIR, 2006).

O estimulo mitogénico exercido pelos produtos liberados pelos
mastocitos é controverso. Quanto a influéncia dos mastécitos no indice de
apoptose das células neoplasicas, nao foram observadas correlacoes
significativas e entre 0 nimero de mastécitos e o indice apoptético (caspase-3)
para todas as neoplasias estudadas. Alguns autores consideram que o0s

mastécitos possuem uma funcdo inibitéria sobre o crescimento do tecido
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neoplasico, que é exercida por meio do efeito pronecrolitico ou pré-apoptédtico
de componentes de seus granulos, como o TNF-a, granzimas e quimase
(OZDEMIR, 2006; CHING, 2006). Os resultados obtidos neste estudo nao
corroboram esta afirmativa.

A analise de correlagdo entre morte e proliferacdo celular, mostrou
correlagéo significativa negativa nos carcinomas de células fusiformes, entre o
indice apoptotico (Caspase-3) e o indice de proliferacdo (NORs). Ou seja, no
carcinoma de células fusiformes quando se tem aumento do nimero das NORs
€ observado diminuicdo do indice apoptético.

A mesma andlise ndo mostrou correlagcbes significativas entre o indice
apoptoético (caspase-3) e os indices de proliferacao estudados (Ki-67 e NOR)

nas outras neoplasias.

6.3.2 Avaliacao quantitativa das NORs

Uma clara correlagédo entre 0 aumento da contagem das NORs e baixa
sobrevivéncia foi demonstrada em carcinoma colorretal (MORAN et al., 1989;
OFNER et al., 1990; RUSCHOFF et al., 1990a).

Pich et al. (2000), estudando varios tipos de neoplasias verificaram que
a analise das AgNORs é um fator prognostico importante.

Morita et al. (1991) relataram que o numero das NORs por nucleo igual
ou superior a 6, indica baixa sobrevivéncia em pacientes humanos com
carcinoma de es6fago.

O valor prognostico da analise das AQNORs em cées foi sugerido por
Bostock et al. (1989) estudando mastocitomas. Cadelas com carcinoma
mamario, que possuem contagem das NORs por nucleo menor que 8, tem um
melhor progndstico e uma sobrevida maior, diferente dos animais com
contagem das NORs acima de 8 por nucleo, que morrem antes de completar
um ano pés intervengéo cirurgica (BOSTOCK et al., 1992).

Pessoa (2005) e Suzano (2007) estudando caes portadores de linfomas
de baixo e alto grau de malignidade, também relataram maior nimero das

NORs por nucleo em caes com linfomas de alto grau de malignidade.
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Corréa et al. (2004) estudando a area nuclear e das NORs em
neoplasias benignas e malignas de mama em cadelas, relataram que ha
diferenga significativa, com expressao maior da area das AgNOR por nacleo
em neoplasias malignas.

No presente estudo houve pequena variagcdo na quantidade das NORs
por nucleo (3,39 a 5,36 NORs) nos diferentes tipos de neoplasias, e apesar de
ndao haver diferenca estatistica significante entre os diferentes tipos
histomorfol6gicos de neoplasias, a média das NORs foram superiores as
encontradas por Léhr (1997).

Neste estudo o tipo neoplasico que apresentou a maior média das NORs
foi o carcinoma simples tubulo-papilifero, seguido do carcinoma complexo.
Entretanto, estes tipos de neoplasia sdo 0os menos agressivos conforme a
classificacao histopatoldgica da WHO. Os resultados descritos por Bostock et
al. (1992), que relataram que os carcinomas mamarios com contagem menor
que 8 por nucleo possuem melhor prognéstico, podem ter sido influenciados
pela técnica de coloracdo da AgNOR empregada, visto que os precipitados de

prata sobre as células pode influenciar a contagem das NORs.

6.4 Avaliacao imunoistoquimica das amostras

6.4.1 Avaliacao do indice apoptético (caspase 3)

Poucos sao os relatos de uso da caspase-3 em neoplasias mamarias em
caes, contudo, Dukers et al (2002) estudando neoplasias linfoides, diz que a
caspase-3 tem sido considerada um dos melhores métodos de determinacao
do indice de apoptose, esta técnica € mais confiavel do que a contagem dos
corpos apoptoticos.

Para Alberts (1999), London e Vail (2007) a apoptose pode ser um
marcador favoravel para individuos com neoplasia mamaria, uma vez que este
fendbmeno estabilizaria o crescimento e impediria a evolucao do tumor.

Portanto se o paciente possuir elevado indice apoptético e juntamente
elevado indice de proliferacdo celular, ndo tem progndstico favoravel (DE
JONG et al., 2000).
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Dubin e Stoppani (2000) relatam que se o indice apoptético da amostra
neoplasica for elevado, esta cresce lentamente, enquanto que, se for baixo a
neoplasia cresce rapidamente.

O estudo de Terzian et al. (2007), também relata correlacdo entre a
marcacao pela caspase-3 e a marcacao pelo Ki-67.

O presente estudo revela imunomarcacéo pela caspase-3 em 94,12%
(96/102) das amostras. As amostras apresentaram indice apoptético variavel
entre os diversos tipos morfoldgicos, entretanto, a andlise das médias néo
mostra diferenca entre os diferentes tipos morfolégicos das neoplasias.

A analise de correlacado de Spearman entre morte e proliferagcao celular,
mostrou correlagao significativa negativa nos carcinomas de células fusiformes,
entre o indice apoptético (Caspase-3) e o indice de proliferacdo (NORs). Ou
seja, no carcinoma de células fusiformes quando se tem aumento do numero

das NORs é observado diminui¢cao do indice apoptético.

6.4.2 Avaliacao do indice de proliferacao (Ki-67 — MIB 1)

Varios autores relatam que a avaliagdo da expressao do Ki-67 em
neoplasias € um fator prognostico importante no que tange a proliferacdo
celular (PREZIOSI et al., 1995; KREITZ, et al., 2000).

A expressdo do Ki-67 em neoplasias mamarias de humanos e de caes
mostra correlacdo positiva com o tamanho da massa, aparecimento de
metastase, expressdo de receptores de estrégeno, morte pela neoplasia e
baixa taxa de sobrevivéncia (BROWN & GATTER, 1990; VERONESE e
GAMBACORTA, 1997; BOUZUBAR et al., 1989; NIETO et al., 1998 E ALENZA
et al., 2000).

Zuccari et al. (2008) que o Ki-67 apresenta melhores resultados quando
se quer avaliar a proliferacéo celular, e que € um fator prognéstico desfavoravel
quando associado aos carcinomas.

No presente estudo foi constatado que a expressdo do Ki-67 nos
carcinomas do tipo simples, aumenta conforme aumenta o grau de malignidade

destes. Segundo Pena et al. (1998) o indice proliferativo é independente do tipo
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histolégico nos tumores malignos da mama, embora nos carcinomas sélidos se

apresente mais alto do que nos carcinomas que apresentam formacéo tubular.

No carcinoma do tipo complexo e nos carcinossarcomas a expressao do
ki-67 também € alta, o que vem corroborar os achados de Terzian et al. (2007)
e Zuccari et al. (2008).

A analise da expressao do Ki-67 em todas as amostras estudadas revela
que houve predominio da marcacao com escore (++) quando 10 a 50% das

células eram positivas.

6.4.3 Comentarios Finais

O interesse pelo estudo das neoplasias mamarias vem de sua alta
frequéncia nas fémeas caninas. Ultimamente o foco das pesquisas tem sido
centrado na determinagéo de fatores de progndstico para este tipo de cancer. A
complexidade e a heterogeneidade caracteristicas das neoplasias mamarias
tem sido o principal obstaculo a este tipo de abordagem.

Consideram-se atualmente como fatores prognésticos o tamanho do
tumor, o envolvimento ganglionar, presenca de metastases, o tipo histoldgico, o
grau de malignidade, o grau de diferenciagao nuclear, a reatividade do tecido
linfoide adjacente ao tumor, o grau de invasao, o crescimento intravascular, a
atividade de receptores hormonais e o indice proliferativo.

A continuidade dos estudos destes fatores e de outros que venham a
surgir permitird um melhor entendimento das neoplasias mamarias, levando a
uma abordagem clinica e principalmente a estratégias de tratamento mais

eficientes.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram concluir que:

» As fémeas sem raca definida apresentaram maior prevaléncia de

neoplasia mamaria;

» Nas fémeas com raca definida a que apresentou maior prevaléncia foi a

raca Poodle;
» A média de idade das cadelas com neoplasia mamaria foi de 8,6 anos;

» Os mastocitos estdo presentes ao redor e dentro do foco neoplasico na
quase totalidade das amostras;

» Os mastécitos influenciaram significativamente a proliferacao celular no

carcinoma do tipo complexo;

» As técnica da AgNOR mostrou 6tima marcagcdo nas neoplasias

mamarias,

» Quanto maior o indice de proliferacdo (NORs) nos carcinomas de

células fusiformes menor € o indice apoptético;
» A expressao do Ki-67 foi elevada na quase totalidade das amostras;

» Nos carcinomas do tipo simples a expressdao do Ki-67 aumenta

conforme aumenta o grau de malignidade;

» A expressdo da caspase-3 também € elevada nas neoplasias de mama,
principalmente nas células dos carcinomas do tipo simples.
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