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RESUMO

A imuno-histoquímica pode ser aplicada na
oncologia veterinária para a definição do imunofenótipo
neoplásico, com possibilidades ilimitadas de utilização. A
técnica baseia-se na identificação de antígenos “in situ”, que
podem apresentar valor prognóstico e terapêutico. A expressão
de receptores de estrógeno e progesterona está diretamente
relacionada ao melhor prognóstico para os neoplasmas
mamários, enquanto a super-expressão do receptor KIT
(CD117), proteínas Ki-67 (MIB-1), VEGF, CD31 e COX-2
podem ser associados à progressão tumoral para vários tipos
histológicos. Essa associação possui valor preditivo em
potencial, tendo em vista a possibilidade da utilização de
bloqueadores específicos. Esta revisão tem como objetivo
apresentar as possibilidades da utilização da imuno-
histoquímica nos tumores de cães, visando à definição mais
precisa do prognóstico e a indicação de tratamentos específicos
para cada paciente.

Palavras-chave: patologia, oncologia, cão, neoplasias,
prognóstico.

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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INTRODUÇÃO

O câncer é a principal causa de morte em
cães de países desenvolvidos (CRAIG, 2001;
PROSCHOWSKY et al., 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 prevenção de doenças infecciosas e
parasitárias, nutrição, terapêutica e prática médica
(WITHROW, 2007).

A definição de um prognóstico correto e o
sucesso do tratamento estão diretamente relacionados
com a anatomopatologia do tumor, sendo o exame
histopatológico imprescindível na oncologia (WERNER
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& WERNER, 2009). No entanto, o grande número de
informações acerca da biologia tumoral de diferentes
tipos neoplásicos em cada espécie, exige um diagnóstico
mais acurado, abrangendo características celulares e
moleculares dos neoplasmas que vão além da definição
de malignidade (RAMOS-VARA et al., 2008).

Com o advento da imunopatologia a partir
de 1940, surgiram as primeiras técnicas imuno-
histoquímicas. Elas se baseiam na utilização de
anticorpos para identificação de um antígeno “in situ”,
em tecido fresco ou cortes histológicos processados
rotineiramente (LEONG & WRIGHT, 1987; RAMOS-
VARA, 2005; RAMOS-VARA, 2011). Para tanto, são
aplicados anticorpos primários monoclonais ou
policlonais capazes de reagirem com um único epítopo
antigênico ou com vários epítopos de um mesmo
antígeno, respectivamente (RAMOS-VARA, 2005;
AMORIM, 2009). Em seguida, é adicionado um
anticorpo secundário, direcionado contra a espécie
animal em que foi produzido o anticorpo primário (HSU
et al., 1981). A ligação entre o anticorpo e o antígeno
não pode ser visualizada na microscopia de luz, a não
ser que esta esteja marcada com componentes
fluorescentes, enzimas ou metais (RAMOS-VARA,
2005). As enzimas são os componentes mais utilizados,
com destaque para a peroxidase que, mediante a
imunorreatividade e presença de um cromógeno, produz
um precipitado marrom no sítio da ligação antígeno-
anticorpo (RAMOS-VARA, 2011).

Anticorpos comerciais utilizados contra
epítopos antigênicos humanos ou outras espécies
devem ser testados antes da aplicação na rotina da
clínica de animais de companhia (RAMOS-VARA et
al., 2008). É necessário que haja reação cruzada entre
as proteínas de cada espécie para que o anticorpo se
ligue ao antígeno (RAMOS-VARA, 2005; AMORIM,
2009). Alguns marcadores imuno-histoquímicos só
podem ser aplicados em tecido fresco ou congelado
(RAMOS-VARA, 2011). O processamento de rotina com
fixação do material em formol impossibilita a utilização
de alguns anticorpos (FERNANDEZ et al., 2005).

A imuno-histoquímica pode ser aplicada na
oncologia veterinária, como ferramenta auxiliar, para o
diagnóstico exato de neoplasmas indiferenciados e
determinação da origem de metástases (WERNER et
al., 2005; RAMOS-VARA et al., 2008). A identificação
de receptores celulares e moléculas relacionadas à
progressão tumoral permite caracterizar o
imunofenótipo das células neoplásicas (MOHAMMED
et al., 2011), constituindo fatores prognósticos e
preditivos importantes (WERNER et al., 2005; RAMOS-
VARA et al., 2008).

Segundo ABREU & KOIFMAN (2002),
fatores prognósticos são parâmetros possíveis de
serem mensurados no momento do primeiro diagnóstico
e que podem ser utilizados para a classificação dos
pacientes oncológicos em pelo menos três categorias.
A primeira é caracterizada pelos pacientes cujo
prognóstico é tão bom que dispensa a necessidade de
tratamentos adjuvantes à cirurgia. A segunda é
representada pelos indivíduos que apresentam maiores
riscos de disseminação ou progressão 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 específica, direcionada ao imunofenótipo
neoplásico (CHUN & THAMM, 2007). Nessa categoria,
o fator prognóstico torna-se mais interessante e assume
um caráter preditivo da terapêutica a ser instituída
(ABREU & KOIFMAN, 2002).

O objetivo desta revisão é apresentar as
possibilidades da utilização da imuno-histoquímica na
oncologia veterinária de pequenos animais, visando a
uma definição mais precisa do prognóstico e indicação
de tratamentos específicos para cada paciente,
considerando o imunofenótipo neoplásico.

DESENVOLVIMENTO

Marcadores celulares nos tumores mamários
A expressão de determinadas moléculas nos

neoplasmas mamários está diretamente relacionada à
progressão da doença e permite categorizar os pacientes
em diferentes grupos prognósticos (ROUZIER et al.,
2005). A imuno-histoquímica é utilizada de forma
rotineira para o câncer de mama da mulher (PEROU et
al., 2000) e permite a definição de pelo menos quatro
grupos mais importantes quanto ao diagnóstico e
tratamento (Tabela 1).

O receptor do fator de crescimento
epidérmico (epidermal growth factor receptor, EGFR),
codificado pelo proto-oncogene c-erbB-1, pertence à
mesma família do HER-2 (codificado pelo gene c-erbB-
2). É expresso em 57% dos tumores mamários triplo-
negativos (fenótipo basal) das mulheres, sendo
associado à pior sobrevida (VIALE et al., 2009). No
entanto, a indicação de uma terapia-alvo para
neoplasmas mamários com esse imunofenótipo ainda
não está bem definida (PEROU et al., 2000; VIALE et
al., 2009). Outros genes e proteínas expressos pelas
células epiteliais e basais/mioepiteliais da mama também
são explorados com expressão muito variável e
importância prognóstica/preditiva pouco esclarecida
(RAKHA et al., 2008).  A super-expressão dos fatores
de crescimento epidermal EGFR e HER2 nos carcinomas
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mamários da cadela possivelmente estão relacionados
ao desenvolvimento e progressão tumoral, mas os
resultados são controversos (RUTTEMAN et al., 1994;
DUTRA et al., 2004; HSU et al., 2009). Em um estudo
realizado por BERTAGNOLLI et al. (2011), foi
identificada maior expressão de EGFR nos
componentes malignos dos tumores mamários mistos
da cadela, sugerindo participação desse receptor na
aquisição do fenótipo epitelial maligno. O mesmo
resultado não foi observado para os receptores HER-2.

Assim como ocorre na espécie humana
(PEROU et al., 2000), a expressão de receptores de
estrógeno e progesterona é claramente relacionada ao
melhor prognóstico dos pacientes caninos com
carcinomas mamários (GRAHAM et al., 1999;
SORENMO, 2003). A inibição dos receptores de
estrógeno, por meio de drogas anti-estrogênicas, como
o tamoxifeno e a ovário-histerectomia, podem
influenciar na sobrevida desses pacientes (SORENMO,
2003; LANA et al., 2007; TAVARES et al., 2010). No
entanto, apesar do potencial terapêutico, o tamoxifeno
pode promover efeitos colaterais graves na cadela
relacionados ao efeito agonista em outros tecidos,
como, por exemplo, no útero, aumentando o risco do
desenvolvimento de piometra (TAVARES et al., 2010).
Na gata, existem indícios de que a perda da
dependência hormonal ocorra em estágios precoces
do desenvolvimento dos neoplasmas mamários,
geralmente associados a um pior prognóstico
(RUTTEMAN et al., 1991).

Tumores mistos são neoplasmas frequentes
na mama da cadela e estão associados ao
desenvolvimento de focos carcinomatosos em seu
componente epitelial (BERTAGNOLLI et al., 2009). Essa
transformação maligna dá origem aos carcinomas em
tumores mistos “in situ”, ainda delimitados pelas
células mioepiteliais, ou invasores, cuja progressão
tumoral encontra-se mais avançada (GARTNER et al.,
1999; BERTAGNOLLI et al., 2009). A marcação imuno-
histoquímica específica para a-actina (proteína expressa
no citoplasma de células musculares lisas) e p63

(proteína codificada pelo gene p63 e expressa no núcleo
das células mioepiteliais) pode auxiliar o patologista a
avaliar a integridade da camada de células mioepiteliais.
A perda da expressão dessas moléculas pode ser
associada a um pior prognóstico (GAMA et al., 2003).

A E-caderina está relacionada à adesão
celular e a variação de sua expressão pode representar
um fator prognóstico para os adenocarcinomas
mamários da mulher (KNUDSEN & WHEELOCK, 2005)
e da cadela (PIEKARZ, 2007). Imuno-marcações
reduzidas de E-caderina estão associadas ao fenótipo
maligno e a perda de sua expressão pode estar
relacionada ao desprendimento celular, que favorece a
disseminação tumoral (PIEKARZ, 2007). No entanto,
observa-se a super-expressão dessa proteína em focos
metastáticos e carcinomas inflamatórios, o que sugere
uma dinâmica reversível na produção da E-caderina,
de forma que sua re-expressão possa ser importante
para o crescimento tumoral (BRUNETTI et al., 2005).

Marcadores celulares no linfoma
O prognóstico para o linfoma em cães e

gatos também está diretamente relacionado ao
imunofenótipo do neoplasma, dentre outras
características (VAIL & YOUNG, 2007). As células
leucocitárias têm moléculas do citoplasma, núcleo e
membrana celular conhecidas como grupos de
diferenciação (cluster of differentiation, CD), o que
permite distinguir linfócitos T, positivos para CD3, de
linfócitos B, reativos para CD79a (AMORIM, 2009).
Linfomas de células T apresentam pior prognóstico em
comparação ao de células B, sendo associados a
períodos mais curtos de remissão 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 mastócito/
células-tronco (mast/stem cell growth factor, SCGF),
ou simplesmente ligante KIT (THAMM & VAIL, 2007).

Tabela 1 - Imunofenótipo do câncer de mama na mulher e sua relação com a graduação histológica e predição terapêutica.

Grupo ER* PR* Her-2* Graduação Terapia específica

Luminal-A + + - Baixa Inibidores de ER*
(tamoxifeno)

Luminal-B + + + Intermediária Inibidores de ER*
(tamoxifeno)

HER2 - - + Alta Inibidores de HER-2*
(trastuzumab)

Basal - - - Alta Em estudo

*(ER – receptor de estrógeno, PR – receptor de progesterona, HER-2 – receptor de fator de crescimento epidérmico humano-2, +
imunomarcação positiva, - imunomarcação negativa). Adaptado de PEROU et al., 2000.
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Mutações no c-KIT (resultando na ativação em
oncogene) e expressão/localização aberrante do
receptor KIT estão associadas à patogênese de diversas
doenças neoplásicas no cão e na espécie humana
(WEBSTER et al., 2006).

O ligante KIT e seu respectivo receptor
atuam como um modulador do desenvolvimento e da
função de mastócitos (THAMM & VAIL, 2007). A
expressão de CD117 nos mastocitomas caninos é
elevada, sendo possível observar três padrões de
imunomarcação com diferenças no prognóstico. KIT I
é a marcação perimembranosa, ocorrendo em 73% dos
mastocitomas de grau I, 69% dos mastocitomas de grau
II e 31% dos mastocitomas de grau III; KIT II é a
marcação citoplasmática focal, observada em 28% dos
mastocitomas de grau I, 24% dos mastocitomas de grau
II e 39% dos mastocitomas de grau III; KIT III é a
marcação citoplasmática difusa que ocorre em
aproximadamente 30% dos mastocitomas de grau III
(ARAÚJO, 2011). Os padrões II e III de imunomarcação
representam uma localização aberrante da proteína e
estão relacionados à maior risco de recidiva local e
menor sobrevida, indicando pior comportamento
biológico (WEBSTER et al., 2006). WEBSTER et al.
(2006) observaram maior ocorrência de mutações no
gene c-KIT em mastocitomas caninos de graduação
mais elevada (graus II e III). No entanto, alguns
pacientes com mutações identificadas no c-KIT não
apresentaram expressão aberrante do receptor KIT. Isso
sugere que fatores adicionais possam ser responsáveis
pela localização aberrante deste receptor nos
mastocitomas caninos (WEBSTER et al., 2006). No
homem, a expressão aberrante do receptor KIT já foi
observada no câncer de pequenas células do pulmão e
no câncer de próstata, enquanto mutações no c-KIT
foram associadas ao desenvolvimento do tumor
estromal gastrointestinal (WEBSTER et al., 2006).

A utilização 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 ligação
do ATP no sítio das quinases, particularmente nos
receptores do tipo KIT, bloqueando sua fosforilação
(ABRAMS et al., 2003; LONDON et al., 2009). LONDON
et al. (2009) selecionaram cães com mastocitomas
recorrentes de graus II e III e demonstraram a eficácia
do fosfato de toceranib em 60% dos pacientes com
mutação no c-KIT e em 31,3% dos pacientes sem
mutação. Os resultados significativos desse estudo
podem justificar a importância da marcação imuno-
histoquímica para CD117 e identificação da mutação
no gene c-KIT, a fim de predizer a resposta ao
tratamento.

Marcadores de proliferação celular
A imuno-histoquímica pode ser utilizada

também para a marcação do índice de proliferação
celular em diferentes neoplasmas. Alguns anticorpos
ligam-se apenas às células em replicação, o que permite
a avaliação da taxa de proliferação tumoral que, por
sua vez, pode ser associada ao prognóstico (VAIL &
WITHROW, 2007, CASSALI et al., 2011). De uma forma
geral, tumores com maiores índices proliferativos
apresentam curso mais agressivo com aumento do risco
de metástases, mas melhor resposta à quimioterapia
(SORENMO, 2003). O antígeno nuclear de proliferação
celular (proliferating cell nuclear antigen, PCNA),
expresso principalmente na fase S do ciclo celular e a
proteína Ki-67 (reconhecida principalmente pelo
anticorpo monoclonal MIB-1), expressa em todas as
fases, exceto G0, representam os principais marcadores
utilizados para definição da taxa de proliferação celular.
O PCNA possui meia-vida muito longa, o que pode
resultar em superestimação do número de células em
divisão (AMORIM, 2009). Linfomas caninos de alto e
baixo grau possuem taxa de multiplicação celular
distintas. Esse fato justifica as diferenças observadas
na resposta à quimioterapia e velocidade de progressão
da doença (KIUPEL et al., 1999). Deve-se lembrar que
esses marcadores reagem com as células em replicação,
mas não detectam a velocidade de proliferação, que
varia conforme a duração do ciclo biológico da célula
envolvida (AMORIM, 2009).

Marcadores de angiogênese tumoral
As células tumorais produzem fatores pró-

angiogênicos, como, por exemplo, o fator de
crescimento do endotélio vascular (vascular
endothelial growth factor, VEGF). A formação de novos
vasos sanguíneos, ou angiogênese, é essencial para o
crescimento, manutenção e disseminação de um
neoplasma (ARGYLE & KHANNA, 2007). A super-
expressão de VEGF pode ser avaliada pela marcação
imuno-histoquímica e representa um fator prognóstico
ruim independente (AMORIM, 2009). A ação de fatores
angiogênicos pode ser estimulada por hormônios e
outras substâncias mediante a expressão de receptores
dessas moléculas na célula tumoral (ARGYLE &
KHANNA, 2007).

De forma indireta, pode-se avaliar a
angiogênese tumoral medindo-se a densidade de
microvasos através de imunomarcação com CD31,
glicoproteína de origem endotelial expressa apenas em
vasos sanguíneos (LAVALLE et al., 2009;
MOHAMMED et al., 2011). No entanto, nem sempre
há correlação entre a densidade microvascular e a
expressão de VEGF, visto que outros fatores pró-
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angiogênicos também são necessários para maturação
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 fibroblástico ácido e básico (acidic
fibroblast growth factor, aFGF e basic fibroblast
growth factor, bFGF), prostaglandina E

2 
e interleucina-

8 (CHUN & THAMM, 2007).
A inibição de mecanismos pró-angiogênicos

em pacientes com aumento da densidade de microvasos
pode resultar em maior intervalo livre de doença 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

catalíticas relacionada à formação de mediadores
inflamatórios (BEAM et al., 2003). A isoforma COX-1 é
expressa apenas constitutivamente e está relacionada
à homeostase do indivíduo, enquanto a COX-2 pode
ser expressa de forma induzível no sítio inflamatório
(COSTA et al., 2002). Várias citocinas pró-inflamatórias,
fatores de crescimento, carcinógenos e oncogenes
podem induzir a atividade da COX-2. A expressão dessa
enzima em processos neoplásicos, tanto na espécie
humana, quanto em outras espécies animais está
relacionada à progressão tumoral, sendo considerada
um fator de prognóstico ruim para vários tipos
histológicos (CHUN & THAMM, 2007). A COX-2 e
seus produtos inibem a apoptose (aumentando a
expressão de proteínas anti-apoptóticas homólogas de
células B, como o Bcl-2), diminuem a adesão celular,
destroem a membrana basal, induzem a proliferação
celular, favorecem a angiogênese (aumentando a
produção de VEGF) e mantêm a resposta inflamatória,
que, por sua vez, contribui para a carcinogênese
(COSTA et al., 2002; CHUN & THAMM, 2007;
CASSALI et al., 2011).

A marcação imuno-histoquímica de COX-2
é maior em mastocitomas e nos neoplasmas mamários
caninos de graduação mais elevada (AMORIM, 2009;
CASSALI et al., 2011), além de representar um valor
preditivo em potencial, tendo em vista a possibilidade
da associação de inibidores seletivos da COX-2, como
o firocoxib, em tratamentos adjuvantes (LAVALLE et
al., 2009; CASSALI et al., 2011). No entanto, expressões
reduzidas de ciclo-oxigenase-2 em diferentes
neoplasmas felinos sugerem um baixo poder preditivo
desse marcador nessa espécie (BEAM et al., 2003).

CONCLUSÃO

As possibilidades para utilização da técnica
imuno-histoquímica em oncologia veterinária são
ilimitadas. A avaliação da proliferação celular,
angiogênese, expressão de COX-2 e outros marcadores
celulares representam fatores prognósticos e preditivos
para inúmeros processos neoplásicos.

Infelizmente, na Medicina Veterinária, a
análise imuno-histoquímica ainda não é rotina e até
mesmo o exame anatomopatológico tem sido, por vezes,
negligenciado. A definição de um prognóstico preciso
e a escolha de um tratamento mais adequado só podem
ser inferidos a partir da obtenção de um diagnóstico
detalhado, sendo necessário, em alguns casos, explorar
o imunofenótipo neoplásico (CASSALI et al., 2011).
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