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Fatores prognosticos e preditivos dos tumores caninos definidos com auxilio da
imuno-histoquimica

Prognostic and predictive factors of caninetumours defined with immunohistochemistry’s assistance
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RESUMO

A imuno-histoquimica pode ser aplicada na
oncologia veterinaria para a definicdo do imunofenotipo
neoplasico, com possibilidades ilimitadas de utilizacdo. A
técnica baseia-se na identificagdo de antigenos “in situ”, que
podem apresentar valor progndstico e terapéutico. A expressao
de receptores de estrogeno e progesterona esta diretamente
relacionada ao melhor prognoéstico para os neoplasmas
mamarios, enquanto a super-expressdao do receptor KIT
(CD117), proteinas Ki-67 (MIB-1), VEGF, CD31 e COX-2
podem ser associados a progressdo tumoral para varios tipos
histoldgicos. Essa associagdo possui valor preditivo em
potencial, tendo em vista a possibilidade da utilizacdo de
bloqueadores especificos. Esta revisdo tem como objetivo
apresentar as possibilidades da utilizagdo da imuno-
histoquimica nos tumores de cées, visando a definicdo mais
precisa do progndstico e a indicagdo de tratamentos especificos
para cada paciente.

Palavras-chave: patologia, oncologia, cdo, neoplasias,
prognostico.

ABSTRACT

Immunohistochemistry can be applied in veterinary
oncology to define the immunophenotype of neoplastic cells
with unlimited possibilities of application. The technique is
based on the identification of antigens “in situ”, which may
have prognostic and therapeutic value. Expression of estrogen
and progesterone is directly related to better prognosis for
breast cancer, while over-expression of receptor KIT (CD117)
proteins Ki-67 (MIB-1), COX-2, VEGF and CD31 can be

associated with tumor progression for several histological types.
This association has a potential predictive value, due to the
possibility of using specific blockers. This revision aims at
presenting the possibilities of immunohistochemical’s
application in tumors of dogs, searching for a more precise
definition of the prognosis and indication of specific treatments
for each patient.
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INTRODUCAO

O cancer ¢ a principal causa de morte em
cdes de paises desenvolvidos (CRAIG, 2001;
PROSCHOWSKY etal., 2003). Estudos realizados no
Brasil apontam as neoplasias como a segunda maior
causa de mortes em animais de companhia (BENTUBO
et al., 2007) e como a primeira, em animais idosos
(FIGHERA et al., 2008). Esse fato decorre do aumento
da expectativa de vida desses animais, relacionado a
melhorias na prevencdo de doencas infecciosas e
parasitarias, nutricdo, terapéutica e pratica médica
(WITHROW, 2007).

A definicdo de um prognostico correto e 0
sucesso do tratamento estéo diretamente relacionados
com a anatomopatologia do tumor, sendo 0 exame
histopatoldgico imprescindivel na oncologia (WERNER
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& WERNER, 2009). No entanto, o grande ndmero de
informagdes acerca da biologia tumoral de diferentes
tipos neoplasicos em cada espécie, exige um diagnéstico
mais acurado, abrangendo caracteristicas celulares e
moleculares dos neoplasmas que vao além da definigao
de malignidade (RAMOS-VARA et al., 2008).

Com o advento da imunopatologia a partir
de 1940, surgiram as primeiras técnicas imuno-
histoquimicas. Elas se baseiam na utilizacdo de
anticorpos para identificagdo de um antigeno “in situ”,
em tecido fresco ou cortes histologicos processados
rotineiramente (LEONG & WRIGHT, 1987; RAMOS-
VARA, 2005; RAMOS-VARA, 2011). Para tanto, sdo
aplicados anticorpos primarios monoclonais ou
policlonais capazes de reagirem com um nico epitopo
antigénico ou com vérios epitopos de um mesmo
antigeno, respectivamente (RAMOS-VARA, 2005;
AMORIM, 2009). Em seguida, é adicionado um
anticorpo secundario, direcionado contra a espécie
animal em que foi produzido o anticorpo primério (HSU
et al., 1981). A ligacdo entre o anticorpo e 0 antigeno
ndo pode ser visualizada na microscopia de luz, a ndo
ser que esta esteja marcada com componentes
fluorescentes, enzimas ou metais (RAMOS-VARA,
2005). As enzimas sdo 0s componentes mais utilizados,
com destaque para a peroxidase que, mediante a
imunorreatividade e presenga de um cromégeno, produz
um precipitado marrom no sitio da ligacéo antigeno-
anticorpo (RAMOS-VARA, 2011).

Anticorpos comerciais utilizados contra
epitopos antigénicos humanos ou outras espécies
devem ser testados antes da aplicacdo na rotina da
clinica de animais de companhia (RAMOS-VARA et
al., 2008). E necessario que haja reagao cruzada entre
as proteinas de cada espécie para que 0 anticorpo se
ligue ao antigeno (RAMOS-VARA, 2005; AMORIM,
2009). Alguns marcadores imuno-histoquimicos s
podem ser aplicados em tecido fresco ou congelado
(RAMOS-VARA, 2011). O processamento de rotina com
fixagdo do material em formol impossibilita a utilizacéo
de alguns anticorpos (FERNANDEZ et al., 2005).

A imuno-histoquimica pode ser aplicada na
oncologia veterinaria, como ferramenta auxiliar, para o
diagnoéstico exato de neoplasmas indiferenciados e
determinacdo da origem de metastases (WERNER et
al., 2005; RAMOS-VARA et al., 2008). A identificagdo
de receptores celulares e moléculas relacionadas a
progressdo tumoral permite caracterizar o
imunofendtipo das células neoplasicas (MOHAMMED
et al., 2011), constituindo fatores progndsticos e
preditivos importantes (WERNER etal., 2005; RAMOS-
VARAGetal., 2008).

Segundo ABREU & KOIFMAN (2002),
fatores prognosticos sdo parametros possiveis de
serem mensurados no momento do primeiro diagnéstico
e que podem ser utilizados para a classificacdo dos
pacientes oncoldgicos em pelo menos trés categorias.
A primeira é caracterizada pelos pacientes cujo
prognostico é tdo bom que dispensa a necessidade de
tratamentos adjuvantes a cirurgia. A segunda é
representada pelos individuos que apresentam maiores
riscos de disseminacdo ou progressdo tumoral,
podendo ser beneficiados por um tratamento adjuvante
convencional ou mais agressivo. O terceiro grupo inclui
pacientes que podem receber uma terapia de alvo
molecular especifica, direcionada ao imunofenétipo
neoplasico (CHUN & THAMM, 2007). Nessa categoria,
o fator prognostico torna-se mais interessante e assume
um carater preditivo da terapéutica a ser instituida
(ABREU & KOIFMAN, 2002).

O objetivo desta revisdo é apresentar as
possibilidades da utilizagdo da imuno-histoquimica na
oncologia veterinaria de pequenos animais, visando a
uma definicdo mais precisa do progndstico e indicagao
de tratamentos especificos para cada paciente,
considerando o imunofendtipo neopléasico.

DESENVOLVIMENTO

Marcadores celulares nos tumores mamarios

A expressdo de determinadas moléculas nos
neoplasmas mamarios esta diretamente relacionada a
progressdo da doenca e permite categorizar os pacientes
em diferentes grupos prognosticos (ROUZIER et al.,
2005). A imuno-histoquimica é utilizada de forma
rotineira para o cancer de mama da mulher (PEROU et
al., 2000) e permite a definicdo de pelo menos quatro
grupos mais importantes quanto ao diagndstico e
tratamento (Tabela 1).

O receptor do fator de crescimento
epidérmico (epidermal growth factor receptor, EGFR),
codificado pelo proto-oncogene c-erbB-1, pertence a
mesma familia do HER-2 (codificado pelo gene c-erbB-
2). E expresso em 57% dos tumores mamarios triplo-
negativos (fendtipo basal) das mulheres, sendo
associado a pior sobrevida (VIALE et al., 2009). No
entanto, a indicacdo de uma terapia-alvo para
neoplasmas mamarios com esse imunofenétipo ainda
ndo esta bem definida (PEROU et al., 2000; VIALE et
al., 2009). Outros genes e proteinas expressos pelas
células epiteliais e basais/mioepiteliais da mama também
sdo explorados com expressdao muito variavel e
importancia progndstica/preditiva pouco esclarecida
(RAKHA et al., 2008). A super-expressao dos fatores
de crescimento epidermal EGFR e HER2 nos carcinomas
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Tabela 1 - Imunofenétipo do cancer de mama na mulher e sua relagdo com a graduacéo histoldgica e predicdo terapéutica.

Grupo ER* PR* Her-2* Graduagao Terapia especifica
Luminal-A + + - Baixa Inibidores de ER*
(tamoxifeno)
Luminal-B + + + Intermedidria Inibidores de ER*
(tamoxifeno)
HER2 + Alta Inibidores de HER-2*
(trastuzumab)
Basal Alta Em estudo

*(ER - receptor de estrdgeno, PR — receptor de progesterona, HER-2 — receptor de fator de crescimento epidérmico humano-2, +
imunomarcacéo positiva, - imunomarcacio negativa). Adaptado de PEROU et al., 2000.

mamarios da cadela possivelmente estao relacionados
ao desenvolvimento e progressao tumoral, mas os
resultados sdo controversos (RUTTEMAN etal., 1994;
DUTRAetal., 2004; HSU et al., 2009). Em um estudo
realizado por BERTAGNOLLI et al. (2011), foi
identificada maior expressdo de EGFR nos
componentes malignos dos tumores mamarios mistos
da cadela, sugerindo participacdo desse receptor na
aquisicdo do fendtipo epitelial maligno. O mesmo
resultado néo foi observado para os receptores HER-2.

Assim como ocorre na espécie humana
(PEROU et al., 2000), a expressdo de receptores de
estrogeno e progesterona é claramente relacionada ao
melhor progndstico dos pacientes caninos com
carcinomas mamarios (GRAHAM et al., 1999;
SORENMO, 2003). A inibicdo dos receptores de
estrogeno, por meio de drogas anti-estrogénicas, como
o tamoxifeno e a ovario-histerectomia, podem
influenciar na sobrevida desses pacientes (SORENMO,
2003; LANAetal., 2007; TAVARES et al., 2010). No
entanto, apesar do potencial terapéutico, o tamoxifeno
pode promover efeitos colaterais graves na cadela
relacionados ao efeito agonista em outros tecidos,
como, por exemplo, no Gtero, aumentando o risco do
desenvolvimento de piometra (TAVARES et al., 2010).
Na gata, existem indicios de que a perda da
dependéncia hormonal ocorra em estagios precoces
do desenvolvimento dos neoplasmas mamarios,
geralmente associados a um pior progndstico
(RUTTEMAN etal., 1991).

Tumores mistos sdo neoplasmas frequentes
na mama da cadela e estdo associados ao
desenvolvimento de focos carcinomatosos em seu
componente epitelial (BERTAGNOLLI etal., 2009). Essa
transformag&o maligna da origem aos carcinomas em
tumores mistos “in situ”, ainda delimitados pelas
células mioepiteliais, ou invasores, cuja progressao
tumoral encontra-se mais avancada (GARTNER et al.,
1999; BERTAGNOLLI etal., 2009). Amarcagdo imuno-
histoquimica especifica para a-actina (proteina expressa
no citoplasma de células musculares lisas) e p63

(proteina codificada pelo gene p63 e expressa no nucleo
das células mioepiteliais) pode auxiliar o patologista a
avaliar a integridade da camada de células mioepiteliais.
A perda da expressdo dessas moléculas pode ser
associada a um pior prognoéstico (GAMA etal., 2003).
A E-caderina esta relacionada a adesédo
celular e a variagdo de sua expressao pode representar
um fator progndstico para os adenocarcinomas
mamarios da mulher (KNUDSEN & WHEELOCK, 2005)
e da cadela (PIEKARZ, 2007). Imuno-marcacdes
reduzidas de E-caderina estdo associadas ao fenotipo
maligno e a perda de sua expressdo pode estar
relacionada ao desprendimento celular, que favorece a
disseminacdo tumoral (PIEKARZ, 2007). No entanto,
observa-se a super-expressao dessa proteina em focos
metastaticos e carcinomas inflamatdrios, o que sugere
uma dindmica reversivel na produgdo da E-caderina,
de forma que sua re-expressdo possa ser importante
para o crescimento tumoral (BRUNETTI et al., 2005).

Marcadores celulares no linfoma

O prognostico para o linfoma em cées e
gatos também estd diretamente relacionado ao
imunofenétipo do neoplasma, dentre outras
caracteristicas (VAIL & YOUNG, 2007). As células
leucocitérias tém moléculas do citoplasma, nucleo e
membrana celular conhecidas como grupos de
diferenciacdo (cluster of differentiation, CD), o que
permite distinguir linfocitos T, positivos para CD3, de
linfocitos B, reativos para CD79a (AMORIM, 2009).
Linfomas de células T apresentam pior prognéstico em
comparacdo ao de células B, sendo associados a
periodos mais curtos de remissdo e menor sobrevida
(VAIL & YOUNG, 2007).

Marcadores celulares no mastocitoma canino

O proto-oncogene c-KIT codifica o receptor
tirosina-quinase KIT (CD117), cujo substrato é
identificado como fator de crescimento de mastocito/
células-tronco (mast/stem cell growth factor, SCGF),
ou simplesmente ligante KIT (THAMM & VAIL, 2007).
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Mutacdes no c-KIT (resultando na ativacdo em
oncogene) e expressao/localizacdo aberrante do
receptor KIT estéo associadas a patogénese de diversas
doencas neoplésicas no cdo e na espécie humana
(WEBSTER etal., 2006).

O ligante KIT e seu respectivo receptor
atuam como um modulador do desenvolvimento e da
funcdo de mastocitos (THAMM & VAIL, 2007). A
expressao de CD117 nos mastocitomas caninos é
elevada, sendo possivel observar trés padrbes de
imunomarcagdo com diferencas no prognastico. KIT |
é a marcagao perimembranosa, ocorrendo em 73% dos
mastocitomas de grau I, 69% dos mastocitomas de grau
Il e 31% dos mastocitomas de grau Ill; KIT 1l é a
marcacao citoplasmatica focal, observada em 28% dos
mastocitomas de grau I, 24% dos mastocitomas de grau
Il e 39% dos mastocitomas de grau IlI; KIT Ill é a
marcacdo citoplasmatica difusa que ocorre em
aproximadamente 30% dos mastocitomas de grau 11l
(ARAUJO, 2011). Os padrdes 1 e 111 de imunomarcagio
representam uma localizagdo aberrante da proteina e
estdo relacionados a maior risco de recidiva local e
menor sobrevida, indicando pior comportamento
bioldgico (WEBSTER et al., 2006). WEBSTER et al.
(2006) observaram maior ocorréncia de mutacfes no
gene c-KIT em mastocitomas caninos de graduagédo
mais elevada (graus Il e I11). No entanto, alguns
pacientes com mutac6es identificadas no c-KIT ndo
apresentaram expressdo aberrante do receptor KIT. Isso
sugere que fatores adicionais possam ser responsaveis
pela localizacdo aberrante deste receptor nos
mastocitomas caninos (WEBSTER et al., 2006). No
homem, a expressédo aberrante do receptor KIT j& foi
observada no cancer de pequenas células do pulmao e
no cancer de prostata, enquanto mutagdes no c-KIT
foram associadas ao desenvolvimento do tumor
estromal gastrointestinal (WEBSTER et al., 2006).

A utilizacdo de inibidores dos receptores
tirosina-quinase representa uma terapia-alvo relevante
no tratamento do mastocitoma canino (YAMADA et
al., 2011). O toceranib é um potente inibidor da ligagao
do ATP no sitio das quinases, particularmente nos
receptores do tipo KIT, bloqueando sua fosforilagdo
(ABRAMSetal., 2003; LONDON etal., 2009). LONDON
et al. (2009) selecionaram cdes com mastocitomas
recorrentes de graus Il e 111 e demonstraram a eficacia
do fosfato de toceranib em 60% dos pacientes com
mutacdo no c-KIT e em 31,3% dos pacientes sem
mutacdo. Os resultados significativos desse estudo
podem justificar a importancia da marcagdo imuno-
histoquimica para CD117 e identificacdo da mutacao
no gene c-KIT, a fim de predizer a resposta ao
tratamento.

Marcadores de proliferacéo celular

A imuno-histoquimica pode ser utilizada
também para a marcagdo do indice de proliferagdo
celular em diferentes neoplasmas. Alguns anticorpos
ligam-se apenas as células em replicacao, o que permite
a avaliacdo da taxa de proliferacdo tumoral que, por
sua vez, pode ser associada ao prognostico (VAIL &
WITHROW, 2007, CASSALI etal., 2011). De uma forma
geral, tumores com maiores indices proliferativos
apresentam curso mais agressivo com aumento do risco
de metastases, mas melhor resposta a quimioterapia
(SORENMO, 2003). O antigeno nuclear de proliferagao
celular (proliferating cell nuclear antigen, PCNA),
expresso principalmente na fase S do ciclo celular e a
proteina Ki-67 (reconhecida principalmente pelo
anticorpo monoclonal MIB-1), expressa em todas as
fases, exceto GO, representam os principais marcadores
utilizados para defini¢do da taxa de proliferacéo celular.
O PCNA possui meia-vida muito longa, o que pode
resultar em superestimacgdo do nimero de células em
divisdo (AMORIM, 2009). Linfomas caninos de alto e
baixo grau possuem taxa de multiplicacdo celular
distintas. Esse fato justifica as diferengas observadas
na resposta a quimioterapia e velocidade de progressao
dadoenca (KIUPEL et al., 1999). Deve-se lembrar que
esses marcadores reagem com as células em replicacéo,
mas ndo detectam a velocidade de proliferacdo, que
varia conforme a duragdo do ciclo bioldgico da célula
envolvida (AMORIM, 2009).

Marcadores de angiogénese tumoral

As células tumorais produzem fatores pro-
angiogénicos, como, por exemplo, o fator de
crescimento do endotélio vascular (vascular
endothelial growth factor, VEGF). A formacéo de novos
vasos sanguineos, ou angiogénese, é essencial para o
crescimento, manutencdo e disseminagdo de um
neoplasma (ARGYLE & KHANNA, 2007). A super-
expressdo de VEGF pode ser avaliada pela marcagéo
imuno-histoquimica e representa um fator progndstico
ruim independente (AMORIM, 2009). Aacéo de fatores
angiogénicos pode ser estimulada por hormdnios e
outras substancias mediante a expressdo de receptores
dessas moléculas na célula tumoral (ARGYLE &
KHANNA, 2007).

De forma indireta, pode-se avaliar a
angiogénese tumoral medindo-se a densidade de
microvasos através de imunomarcagdo com CD31,
glicoproteina de origem endotelial expressa apenas em
vasos sanguineos (LAVALLE et al., 2009;
MOHAMMED et al., 2011). No entanto, nem sempre
ha correlacdo entre a densidade microvascular e a
expressdo de VEGF, visto que outros fatores proé-
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angiogénicos também sdo necessarios para maturagao
e funcionamento dos novos vasos (AMORIM, 2009),
com destaque para o fator de crescimento derivado de
plaquetas (platelet-derived growth factor, PDGF), fator
de crescimento fibroblastico acido e béasico (acidic
fibroblast growth factor, aFGF e basic fibroblast
growth factor, bFGF), prostaglandina E, e interleucina-
8 (CHUN & THAMM, 2007).

A inibicdo de mecanismos pré-angiogénicos
em pacientes com aumento da densidade de microvasos
pode resultar em maior intervalo livre de doenca e
aumento da sobrevida dos pacientes, sendo, portanto,
uma forma de tratamento direcionado bastante efetiva
(SORENMO, 2003; CHUN & THAMM, 2007).

Ciclo-oxigenase-2 (COX-2)

A ciclo-oxigenase é uma classe de enzimas
cataliticas relacionada a formacdo de mediadores
inflamatdrios (BEAM et al., 2003). Aiisoforma COX-1é
expressa apenas constitutivamente e esta relacionada
a homeostase do individuo, enquanto a COX-2 pode
ser expressa de forma induzivel no sitio inflamatério
(COSTAZetal., 2002). Vérias citocinas pro-inflamatdrias,
fatores de crescimento, carcin6genos e oncogenes
podem induzir a atividade da COX-2. Aexpressdo dessa
enzima em processos neoplasicos, tanto na espécie
humana, quanto em outras espécies animais esta
relacionada a progressao tumoral, sendo considerada
um fator de progndstico ruim para varios tipos
histoldgicos (CHUN & THAMM, 2007). ACOX-2 e
seus produtos inibem a apoptose (aumentando a
expressdo de proteinas anti-apoptdticas homologas de
células B, como o Bcl-2), diminuem a adesao celular,
destroem a membrana basal, induzem a proliferacdo
celular, favorecem a angiogénese (aumentando a
producdo de VEGF) e mantém a resposta inflamatdria,
que, por sua vez, contribui para a carcinogénese
(COSTA et al., 2002; CHUN & THAMM, 2007;
CASSALl etal., 2011).

A marcacdo imuno-histoquimica de COX-2
€ maior em mastocitomas e nos neoplasmas mamarios
caninos de graduacdo mais elevada (AMORIM, 2009;
CASSALI et al., 2011), além de representar um valor
preditivo em potencial, tendo em vista a possibilidade
da associacdo de inibidores seletivos da COX-2, como
o firocoxib, em tratamentos adjuvantes (LAVALLE et
al., 2009; CASSAL I etal., 2011). No entanto, expressoes
reduzidas de ciclo-oxigenase-2 em diferentes
neoplasmas felinos sugerem um baixo poder preditivo
desse marcador nessa espécie (BEAM et al., 2003).

CONCLUSAO

As possibilidades para utilizagao da técnica
imuno-histoquimica em oncologia veterinaria sdo
ilimitadas. A avaliacdo da proliferacdo celular,
angiogénese, expressdo de COX-2 e outros marcadores
celulares representam fatores progndsticos e preditivos
para inimeros processos neoplasicos.

Infelizmente, na Medicina Veterinéria, a
andlise imuno-histoquimica ainda nao é rotina e até
mesmo o exame anatomopatolégico tem sido, por vezes,
negligenciado. A definicdo de um prognostico preciso
e aescolha de um tratamento mais adequado s6 podem
ser inferidos a partir da obtencdo de um diagndstico
detalhado, sendo necessario, em alguns casos, explorar
o imunofendtipo neoplésico (CASSALl etal., 2011).
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