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RESUMO

SA, Murilo Soares, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, marco de 2023.
Avaliacao do indice de proliferacéo celular ki67 como fator prognoéstico em
cadelas com neoplasias mamaéarias dos histotipos carcinomas papilares e
tubulares. Orientador: Igor Luiz Salardani Senhorello.

Os tumores mamarios séo as neoplasias mais prevalentes em cadelas, portanto,
representam um problema clinico significativo. O Ki67 € o biomarcador mais
estudado para proliferagdo tumoral e é encontrado em muitos tipos de tumores.
Esse estudo objetivou demonstrar a eficiéncia do marcador imuno-histoquimico
Ki67 como um indice fidedigno para estabelecer prognéstico mediante
comparacao de sobrevida de cadelas acometidas por carcinomas mamarios
simples dos histotipos papilares e tubulares, além de comparar suas expressfes
em diferentes situacfes clinico-patolégicas. Para isso, as amostras de tecidos
mamarios foram divididas em trés grupos experimentais; G1 (adenomas
tubulares), G2 (carcinomas simples sem metastase) e G3 (carcinomas simples
com metdstase em linfonodos). Os tecidos foram submetidos imuno-
histoquimica com o anticorpo MIB-1 (Dako®) e as expressdes de Ki67 foram
comparadas entre 0os grupos, nas diferentes variaveis clinico-patolégicas e em
relacdo a sobrevida global para diferentes pontos de corte de Ki67. Foram
utilizados os testes estatisticos de Tukey e curva de Kaplan-Meier pelo programa
GraphPad Prisma 8.1 adotando um nivel de significancia de 5%. Foi observado
que os tumores menores que 3 centimetros (69,2%) foram a maioria, sendo o
histotipo papilar o mais prevalente (53,8%), o grau histologico | (29%) foi o
predominante e o indice mitético variou principalmente de 0-9 (66%). Com
relacdo a expresséao de Ki67 observou-se que carcinomas simples expressaram
maiores marcacoes de Ki67 se comparado aos adenomas simples (P<0,05), alta
expressdo de Ki67 com pontos de corte de 27% (p=0,048) e 33% (p=0,025)
correlacionam significativamente com o menor tempo de sobrevida global das
cadelas, além de que maiores porcentagens de marcacdo de Ki67 foram
observados em tumores de alto grau, maiores do que 3 centimetros e com indice
mitético elevado. Portanto, o Ki67 pode ser usado como ferramenta para indicar
0 progndstico e tomada de decisdo terapéutica em cdes com esses subtipos
histol6gicos levando em consideracdo pontos de corte acima de 27% de
expressao. Ademais, observou aumento do marcador na presenca de fatores
prognésticos desfavoraveis.

Palavras-chave: tumor mamario, carcinoma, biomarcador, sobrevida



ABSTRACT

SA, Murilo Soares, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES. March, 2023.
Evaluation of the advanced cellular ki67 index as a prognostic factor in
bitches with mammary neoplasms of the histotype papillary and tubular
carcinomas. Advisor: Igor Luiz Salardani Senhorello.

Mammary tumors are the most prevalent neoplasms in bitches, therefore, they
represent a significant clinical problem. Ki67 is the most studied biomarker for
tumor apoptosis and is found in many types of tumors. This study aimed to
demonstrate the efficiency of the Ki67 immunohistochemical marker as a reliable
index to establish prognosis by comparing the survival of bitches affected by
simple mammary carcinomas of the papillary and tubular histotypes, in addition
to comparing their expressions in different clinicopathological situations. For this,
mammary tissue samples were divided into three experimental groups; G1
(tubular adenomas), G2 (simple carcinomas without metastasis) and G3 (simple
carcinomas with metastasis in lymph nodes). Tissues underwent
immunohistochemistry with MIB-1 antibody (Dako®) and Ki67 expressions were
compared between groups, in different clinicopathological variables and in
relation to overall survival for different Ki67 cutoff points. Tukey's statistical tests
and the Kaplan-Meier curve were used using the GraphPad Prisma 8.1 program,
adopting a significance level of 5%. It was observed that tumors smaller than 3
cm (69.2%) were the majority, with papillary histotype being the most prevalent
(53.8%), histological grade | (29%) predominating and the mitotic index varied
mainly from 0-9 (66%). Regarding Ki67 expression, it was observed that simple
carcinomas express higher Ki67 markings compared to simple adenomas
(P<0.05), high expression of Ki67, with cutoff points of 27% (p=0.048) and 33%
(p=0.025) significantly correlated with the shorter overall survival time of the
bitches, in addition to the fact that higher percentages of Ki67 marking were
observed in high-grade tumors, larger than 3 centimeters and with a high mitotic
index. Therefore, Ki67 can be used as a tool to indicate prognosis and therapeutic
decision-making in dogs with these histological subtypes, taking into account
cutoff points above 27% of Ki67 expression. In addition, it observed an increase
in the marker in the presence of unfavorable prognostic factors.

Keywords: mammary tumor, carcinoma, biomarker, survival



1. INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida tanto em seres humanos como em
cées, a incidéncia de cancer também aumentou (KASZAK et al., 2018). Os
tumores mamarios sao as neoplasias mais prevalentes em cadelas, portanto,
representam um problema clinico significativo (LANA et al., 2007). Dentre os
tumores mamarios caninos, aproximadamente 50% sdo malignos com padrao
de crescimento destrutivo e infiltrativo, levando a recorréncia, metastase e morte.
O tipo de tumor mais comum entre eles é carcinoma tubular (adenocarcinoma),
seguido de carcinoma papilar, carcinoma solido, carcinoma complexo e
carcinossarcoma (SORENMO et al., 2013; CASSALI et al., 2020). Os tumores
mamarios benignos séo principalmente fibroadenomas, papilomas ductais,

tumores mistos benignos e adenomas simples (KASZAK et al., 2018).

E comum encontrar mais de um tipo de tumor em diferentes glandulas
mamarias do mesmo paciente (KASZAK et al., 2018). A ampla possibilidade de
comportamentos e tipos histolégicos dos tumores mamarios contribui para o
desafio clinico de estabelecer um progndstico fidedigno, sobretudo quando
somados a fatores predisponentes que dependem das caracteristicas individuais
de cada animal, sendo eles: idade, exposicdo prévia a hormdnios exdgenos, raca
e peso (SORENMO et al., 2013).

No que se referem as caracteristicas tumorais, varios estudos relacionam
o tamanho do tumor, tipo e grau histolégico, como pleomorfismo celular, indice
mit6tico, presenca de areas necroticas, invasdo peritumoral e linfatica, além de
metastase de linfonodos regionais, evolugéo clinica e presenca de metastases a
distancia como determinantes no planejamento terapéutico a ser instituido
(GOLDSCHMIDT et al., 2011; SENHORELLO et al., 2020).

Na medicina humana ja é rotineiro o uso de biomarcadores moleculares
no cancer de mama com finalidade progndéstica (PAYNE et al., 2008). Os
biomarcadores sdo geralmente proteinas que podem ser medidas no sangue ou
em outros tecidos (por exemplo, em tecido tumoral) e podem dar informagdes

sobre a presenca de uma doenca, resultados do tratamento ou prognostico



adicional para o paciente (KASZAK et al., 2018). Na medicina veterinaria um dos
biomarcadores mais estudados séo os de proliferacdo como o Ki67 (KASZAK et
al., 2018).

O Ki67 consiste em uma proteina nuclear nao histona expressa em todas
as fases do ciclo celular, exceto durante a fase GO onde se torna indetectavel
(KASZAK et al., 2018), e devido a essa caracteristica € considerado uma forma
mais precisa para determinar o indice proliferativo quando comparado com o
meétodo de contagem mitética realizado na histologia simples que marca apenas
as células em mitose (PENA et al., 1998; CASSALI et al., 2020).

Muitos estudos tém associado um maior indice de Ki67 com um pior
progndstico e menor sobrevida, assim como tem sido associado com 0s tumores
de pior caracteristicas; maior tamanho, presenca de metastase em linfonodos
regionais, ulceracao e inflamacao das glandulas (CARVALHO et al., 2016), e em
sua maioria 0 objeto de estudo foram neoplasias mamarias complexas e
histologicamente mais agressivas e ndo existem estudos individualizando os
subtipos histolégicos simples quanto ao comportamento do Ki67 (SANTOS et al.,
2013; KADTHUR et al., 2011).

Esse estudo objetivou demonstrar a eficiéncia do marcador imuno-
histoquimico Ki67 como um indice fidedigno para estabelecer progndstico
mediante comparacdo de sobrevida de cadelas acometidas por carcinomas
mamarios simples dos histotipos papilares e tubulares em diferentes pontos de
cortes, além de comparar as expressdes desse marcador com as variaveis

clinico-patoldgicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasia maméria

Os tumores da glandula mamaria em cadelas sdo de grande importancia
na medicina veterinaria, sendo estes 0s tumores que mais ocorrem em cadelas
e aproximadamente 50 a 85% sao malignos (NUNES et al., 2018; OLIVEIRA
FILHO et al., 2010). Atualmente, ha grande interesse nos tumores mamarios
caninos, tanto do ponto de vista prognoéstico quanto terapéutico e do ponto de
vista patogénico, além de ser uma base estudo como ferramenta de oncologia

comparativa para os humanos (FOSTER, 2009).

A causa dos tumores mamarios em cadelas é multifatorial, fatores de risco
hormonais foram descritos, além de fatores nutricionais e a propria predisposi¢cao
genética (BEAUVAIS et al., 2012). Os hormdnios (enddgenos e exdgenos) tém
a capacidade de estimular a proliferacdo celular e isso leva as alteracGes
genéticas que por fim, favorecem a carcinogénese (HENDERSON, FEIGELSON,
2000). De fato, os hormonios sexuais estao entre os principais fatores de risco
para o cancer, com a exposicdo da mama aos hormoOnios ovarianos, como
estrogénio e progesterona, aumenta significativamente a possibilidade de cancer
(DAVIDSON e STABENFELDT, 2014). Além disso, a administracdo de alguns
progestagenos, incluindo Acetato de Medroxiprogesterona, Acetato de Megestrol
e Acetato de Cloromadinona, podem aumentar o risco de desenvolvimento de
tumores mamarios (MORRIS e DOBSON, 2007).

Ademais, a idade € um fator de risco significante para o desenvolvimento
de tumores mamarios em cadelas (SORENMO et al., 2013). Uma maior
incidéncia é observada em cées de meia-idade e mais velhos, incluindo a faixa
etaria de 8 a 10 anos (STRATMANN et al., 2008; SORENMO et al., 2013).

O diagndstico é baseado na anamnese e no exame fisico, o principal
indicio clinico observado é o aumento de volume nas mamas (DE NARDI et al.,
2009). A citologia aspirativa pode ser usada para diagnosticar o tumor, mas €
frequentemente usada para detectar metastases em linfonodos regionais e

diferenciar neoplasias mamarias de cutaneas (CASSALI et al.,, 2017). No
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entanto, o exame histopatolégico é o método de confirmagéo para as neoplasias
mamarias (DALECK, 2016). E o estadiamento dos tumores mamarios visa
avaliar o tamanho do tumor, o acometimento de linfonodos regionais e a
existéncia de metastases a distancia, o que permite determinar o prognostico da
doenca e planejar o tratamento (CASSALI et al., 2014).

A maioria das neoplasias da glandula mamaria é de origem epitelial. No
entanto, existem tipos histoldégicos mistos que consistem em tecido epitelial e
mioepitelial com areas de cartilagem e 0sso, e alguns tumores sdo de origem
estritamente mesenquimal (MEDEIROS, 2017). Os tumores epiteliais sdo muitas
vezes classificados de acordo com sua extensdo histopatologica e
heterogeneidade (MEDEIROS, 2017).

Os carcinomas mamarios sdo as neoplasias mais comuns em cadelas e
frequentemente se tornam fatais devido ao desenvolvimento de metastases
(SILVA, 2018). As metastases para os linfonodos regionais representam o
primeiro passo no processo metastatico e um dos mais importantes fatores
progndsticos do carcinoma mamario em cadelas e em humanos (FITZGIBBONS
et al, 2000). O comprometimento linfonodal é frequentemente seguido do
desenvolvimento de metastases a distancia, principalmente no pulméo, o que
gera um desfecho fatal para a doenca, podendo acometer figado, bago, ossos e
adrenais (SILVA, 2018).

Os carcinomas simples foram encontrados com a maior frequéncia de
ocorréncia em diversos estudos (OLIVEIRA FILHO et al., 2010; TAVASOLY et
al., 2013; YOSHIDA et al., 2014). No estudo retrospectivo conduzido por
OLIVEIRA FILHO e colaboradores (2010) o carcinoma simples foi o tipo
histol6gico mais prevalente tanto em bidpsias (29,1%) quanto em necropsias
(41,45%), sendo o carcinoma tubulo-papilar mais prevalente também em
biépsias (23,28%) e necropsias (31,58%). Da mesma forma que TAVASOLY e
colaboradores (2013) também observaram em um estudo retrospectivo, o
carcinoma simples 56,8% como tipo de tumor mais frequentemente, assim como,
destes 80,9% eram subclassificados como carcinoma tubulo-papilar. Além disso,

varios autores relataram que os carcinomas simples sdo mais agressivos e tém
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um prognostico pior do que os carcinomas complexos (CASSALI et al., 2012;
CASSALI et al., 2014).

O tratamento da maioria das neoplasias mamarias é a remocao cirurgica
completa, pois permite o diagndstico histologico, podendo inclusive ser curativo
(CIRILLO, 2008). Ja a quimioterapia é indicada no tratamento de doencas
sistémicas ou metastéticas, devendo ser aplicada aos tumores mamarios como
terapia adjuvante, que, juntamente com a cirurgia, visa tentar a cura do animal
(DE NARDI et al, 2008). Por fim, observou-se que os pacientes submetidos a
esses procedimentos tém melhor qualidade de vida e podem até alterar o avancgo
da doenca (DE NARDI et al, 2008, CIRILLO, 2008).

2.2 Biomarcador Ki67

A apresentacdo, 0 comportamento clinico, a morfologia e as
caracteristicas bioldgicas da neoplasia mamaria em cadelas sdo extremamente
mutaveis, sendo um dos maiores desafios prever e prognosticar o curso clinico
da patologia e o melhor regime terapéutico a aplicar (HICKS, KULKARNI, 2008;
RAKHA, ELLIS, 2009).

As células em resposta a carcinogénese apresentam moléculas, que
podem estar presentes no sangue ou em outros fluidos biolégicos, que refletem
a atividade da neoplasia (HENRY e HAYES, 2012). Porém, os tumores de mama
diferem morfologicamente e biologicamente, isso dificulta a selecdo de

marcadores tumorais adequados para o diagnéstico (KASZAK et al., 2018).

O Ki67 € o biomarcador mais estudado para proliferacdo e apoptose
tumoral canina e é encontrado em muitos tipos de tumores (KASZAK et al.,
2018). Em tumores de mama, este € o biomarcador preditivo mais utilizado
(KASZAK et al., 2018, NUNES et al., 2018). O Ki67 € uma proteina nucleolar ndo
histona codificada por gene MKI-67 e s6 pode ser detectada no ndcleo da célula
durante a interfase e a mitose (KASZAK et al., 2018). O Ki67 se move para a
superficie do cromossomo e assim, pode ser detectado ja na fase G1 do ciclo
celular e aumenta nas fases S e G2 (KASZAK et al.,, 2018). Tem a mais alta
expressao na fase M, e sua expressao desaparece rapidamente apos a mitose,
sendo que ja na fase GO é indetectavel (TOKUDA et al., 2017; KASZAK et al.,
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2018, UXA et al.,, 2021). Portanto, a expressédo de Ki67 indica o estado da
proliferacéo celular. De fato, Ki67 € altamente expresso em células cancerigenas
e tem sido proposto como um marcador prognostico de cancer (MENON et al.,
2019; YANG et al., 2017).

O Ki67 funciona como um surfactante que permite a motilidade
cromossOmica e sua interagdo com fuso mitético, impedindo assim o colapso do
cromossoma em massa de cromatina ap6s a desmontagem do envelope nuclear
(MENON et al., 2019). Além disso, o Ki67 tem papéis na transcricdo do RNA e
na compactacdo e organizacdo da heterocromatina possivelmente por
complexos de metilacdo de histonas necesséarios para a manutencdo da
heterocromatina (MENON et al., 2019). Esses recursos durante a biogénese do
ribossomo podem possivelmente explicar a ligacéo entre a proliferacao celular e
expressao de Ki67 (MENON et al., 2019).

Este biomarcador esta positivamente correlacionado com a progressao do
cancer e, portanto, pode ser também um indicador de prognéstico (TOKUDA et
al., 2017). Nao apenas € um biomarcador sérico, mas também celular e técnicas
como imuno-histoquimica, Western blotting, e SDS-PAGE ja foram testadas e
podem ser colocadas para mensurar sua expressdao (NOWAK et al., 2007,
TOKUDA et al.,, 2017, THEJASWINI et al., 2022). Sua importancia esta na
determinacao do indice mitético ja que para a coloracao de rotina em histologia
como hematoxilina e eosina ndo € tdo precisa quanto a coloracdo imuno-
histoquimica com Ki67 (NOWAK et al., 2007; TOKUDA et al., 2017). Além disso,
pode ser avaliada em amostras citoldgicas de bidpsia por agulha fina da glandula
mamadaria canina, o que gera uma opc¢ao para o diagnostico precoce do tumor
(CHOl et al., 2011).

Um estudo foi realizado para avaliar seu valor como biomarcador sérico,
utilizando um kit ELISA especifico para caes para sua determinacdo (NEUMANN
et al., 2017). O Ki67 foi indetectavel no soro de caes saudaveis, enquanto 0s
niveis séricos em céaes portadores de tumor correlacionaram-se positivamente
com o grau do tumor (NOWAK et al., 2007). Os niveis de Ki-67 na coloragao
imuno-histoquimica foram significativamente menores em tumores de mama

benignos do que malignos, e valores altos foram associados positivamente com
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metéstase, mau progndstico e baixa sobrevida em cées (GIZINSKI et al., 2003;
NOWAK et al., 2015). A expressao do Ki67 € maior em tumores com avaliacao
clinica e histopatolégica ruim, caracteristicas como tumor de tamanho grande,
inflamacéo e ulceracdo da glandula mamaria, invasdo de tecidos circundantes e
metéstases linfonodais (GIZINSKI et al., 2003; NOWAK et al., 2015).

Um estudo conduzido com diversos tipos histolégicos de tumores
mamarios em cadelas, o maior indice foi observado em tumor mamario misto
maligno e a expressao de Ki67 em tumores benignos foi significativamente
menor que os tumores malignos (KRISHNA et al., 2022). Além disso, outro
estudo concluiu que a expressao de Ki67 é um fator progndstico independente
em tumores mamarios em cdes e que evidenciou um forte valor progndstico
gquando comparado aos parametros clinicos ou histolégicos tradicionalmente
usado para prever o resultado do paciente, como tamanho do tumor, grau
histologico e modo de crescimento (SANTOS et al., 2013).

Segundo um estudo da expressao de ki67 nos carcinomas mamarios de
diferentes subtipos histolégicos de cadelas, onde foi avaliado a correlagdo com
variaveis patolégicas e prognostico, foi observado que quanto maior a expressao
de Ki67 maior € a atividade proliferativa e que também obteve uma correlacéo

com menor tempo de sobrevida em geral (BRUNETTI et al., 2020).

De acordo com o Consenso Brasileiro, o indice de proliferagcdao deve ser
determinado pela coloracdo de Ki67 avaliada em pelo menos 1000 células
neoplasicas em campos de grande aumento (400X). Os pontos de corte de 14%,
20%, 22%, 24%, 27% e 33% ja foram determinados, mas o cut-off sugerido é =

20% (ITO et al.,, 1996; LAVALLE et al.,, 2012; DE ARAUJO et al., 2015;

CARVALHO et al., 2016; NUNES et al., 2018; CASSALI et al., 2020).

Em seu estudo KADTHUR et al. (2011), observaram que apenas 27% dos
cées com valores de Ki67 inferior a 14% vieram a Obito devido a malignidade e

agueles com valores superiores tiveram progndstico ruim. Resultados que
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corroboram com os encontrados por CARVALHO et al (2016) que estabeleceram

como ponte de corte valores iguais ou superiores a 22%.

Dado o importante papel do Ki67 na proliferacéo celular, a inibicdo de Ki67
pode ser considerada ao projetar novas estratégias para a terapia do cancer.
Ki67 é proposto como um alvo terapéutico atraente para o cancer porque €
altamente expresso na maioria das células malignas, mas raramente é detectado
em células normais (YANG et al, 2017). Um estudo relatou que o
oligonucleotideo metilado direcionado ao Ki67 pode efetivamente inibir a
proliferacdo enquanto induz a apoptose de células de carcinoma renal (LASKIN
et al., 2012). Além disso, virus oncoliticos podem se replicar seletivamente em
células tumorais, levando a disseminacao intratumoral do virus (CHEN et al.,
2015). Portanto, um experimento criou o adenovirus condicionalmente replicativo
(ZD55- Ki67) para manter a capacidade litica do adenovirus oncolitico porém
com acao contra Ki67 e assim, induziu apoptose em células de cancer renal in

vitro e inibiu a crescimento de cancer em camundongos (CHEN et al., 2015).

Portanto, este biomarcador é muito promissor; contudo, mais estudos em
grupos mais homogéneos de tumores de mama em caes devem ser realizados.
Isso se deve, em grande parte, a variabilidade metodologica de expresséao Ki67
(como tipo de anticorpo, tipo de amostra, tipo de fixador, métodos de
recuperacdo de antigeno, método de pontuacao, etc.) e limitagdes no desenho
e analises de estudos que relataram sobre este marcador (ABUBAKAR et al.,
2016). Dessa maneira, torna-se fundamental uma padronizacéo para a definicdo
precisa do Ki67 e a sua quantificacdo determina importantes informacgdes

prognosticas, além das variaveis clinico-patoldgicas utilizadas tradicionalmente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de Etica

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UVV, Espirito Santo, Brasil sob o protocolo n® 568-
2020 e ao Comité de Etica em Experimentacéo Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da UNESP-Jaboticabal (protocolo n° 016384/17). Os
proprietarios que aceitaram participar do projeto receberam orientacdo e

assinaram um termo de consentimento livre esclarecido.
3.2 Amostragem do material

As amostras foram obtidas de tecidos neoplasicos em parafina de
cadelas atendidas no Hospital Veterinario "Professor Ricardo Alexandre
Rippler" da UVV e no Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel" da
FCAV/UNESP Jaboticabal que passaram por mastectomia conforme
estabelecido rotineiramente por cada instituicdo. As amostras foram
provenientes do banco de dados do setor de patologia veterinaria das duas
instituicées. Um total de 70 amostras de tecidos mamarios divididos em 3
grupos foram analisadas (CASSALI et al., 2014).

* Grupo 1 (G1): 19 amostras de adenoma mamario simples.

* Grupo 2 (G2): 43 amostras de carcinomas mamarios simples e nao

metastaticos.

* Grupo 3 (G3): 8 amostras de carcinoma mamario simples com metastase em

linfonodo.

A ficha clinica dos animais selecionados foi avaliada para as seguintes
informacdes clinico-patoldgicas: raca, idade, tipo histoldgico, tamanho do tumor,
grau histologico, indice mitotico e tempo de sobrevida global (TSG). Com relacéo
ao grau histoldgico, os grupos foram divididos em grau |, Il e Ill, seguindo a
classificacéao histopatolégica de ELSTON e ELIS (1991).
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Para determinacdo do tempo de sobrevida global (TSG) levou em
consideracdo o dia do diagndstico até a data de morte. Nos casos em que 0
animal permanecia vivo ao final dos 3 anos (tempo minimo de acompanhamento
do dltimo animal), estes eram classificados como censurados, as informacdes
foram atualizadas ao final do periodo experimental por meio de ligacbes

telefbnicas aos tutores e registradas nos prontuarios.
3.3 Imuno-histoquimica

As analises foram realizadas no laboratério de imuno-histoquimica da
FACV/UNESP Jaboticabal. Para imunomarcacédo do Ki67 foi utilizado anticorpo
monoclonal de camundongo (MIB-1, 1:100, Dako) e o protocolo foi o descrito
anteriormente por SIERRA et al. (2018).

Os blocos com as amostras parafinizadas foram cortados na espessura
de 3um e estendidos em laminas de vidro sinalizadas. As laminas foram
desparafinadas e reidratadas como realizado rotineiramente e as secdes
submetidas a recuperacao antigénica em panela de vapor tipo steamer por 30
segundos a 126°C em solucdo tampdao de citrato (pH 6) e a incubacdo em
anticorpo primario por 2 horas em temperatura de 22°C. Para a detecc¢do, foi
utilizado um sistema comercial de detecc¢éo de polimeros (polimero Novolink DS,
Leika Byosistems). As amostras foram contrastadas com hematoxilina de Harris

e montadas apés a desidratacdo em concentracdes graduadas de alcool e xilol.

Para a contagem do Ki67, cinco campos em 400x de magnificacdo
contendo areas com maior proporcéo de células positivas foram fotografadas, e
em cada campo foi realizada a contagem manual com o auxilio do programa
ImageJ de 200 células totalizando 1000 células (De Matos, et al., 2006; Kadthur

et al., 2011), desse valor foi obtida a porcentagem de células positivas.
3.4 Analise estatistica

Para a andlise de proporgdes foram elaboradas tabelas de frequéncia com
os dados clinico-patologicos (raca, idade, grau histologico, tipo histolégico,
tamanho tumoral, estagio e indice mitotico). Além disso, 0s grupos
experimentais, bem como, as variaveis clinico-patologicas foram comparados

pelo método de Tukey em relagdo a média de expressao de Ki67.
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Para analise de sobrevida foram considerados varios pontos de corte para
a alta expressao do Ki67 conforme trabalhos realizados anteriormente; 214%
(KADTHUR et al., 2011), 220% (ARAUJO et al., 2015), 222% (CARVALHO et
al., 2016),224% (ITO et al., 1996) 227% (LAVALLE et al.,2012) e 233% (NUNES
et al., 2018). Para determinar as curvas de sobrevida foi utilizada a analise de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevida global, comparadas
pelo teste de Long-rank, essas também foram utilizadas para as variaveis clinico-
patoldgicas. Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prisma 8.1 adotando

um nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

De acordo com os resultados do estudo observou-se que 0s animais sem
raca definida (SRD) foram os mais prevalentes, com 18 animais (34,7%), seguido
de Poodle e York Shire Terrier, ambos com 5 animais (9,6%). A média de idade
dos cées foi de 10 anos, com intervalo entre 5 a 15 anos. A maior prevaléncia foi
de tumores menores que 3 centimetros (69,2%) sendo o histotipo papilar o mais
prevalente (53,8%). O grau histoldgico | (29%) foi o predominante nesse estudo
e o indice mitdtico variou principalmente de 0-9 (66%). Além disso, o estagio da
doenca foi principalmente o estagio | (67,3%), seguido do estagio IV (15,4%). As

variaveis clinico-patoldgicas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis clinico-patolégicas observadas nos animais com carcinoma
mamario simples.

No. de
Variavel Clinica cdes Porcentagem Média (intervalo)
SRD 18 34, 7%
Poodle 5 9,6%
York Shire Terrier 5 9,6%
Pinscher 4 7.7%
Golden Retriever 3 5,8%
Shih Tzu 3 5,8%
Raca
Pit Bull 2 3,8%
Fox Paulistinha 2 3,8%
Lhasa Apso 2 3,8%
Border Collie 2 3,8%
Qutros 6 11,6%
Idade (anos) 10 (5-15)
Tamanho (maior
eixo) <3 cm 36 69,2%
23cm 16 30,8%
o Papilar 28 53,8%
Histotipo Tubular 24 46.2%
Grau histoldgico I 29 55,8%
Il 18 34,6%

19



Il 5 9,6%

Indice mit6tico/10

cga 0-9 40 66%
> 9 21 34%
I 35 67,3%
Estagio . S 9.6%
1] 4 7,7%
\Y% 8 15,4%

SRD: Sem raca definida; <3 cm: menor do que trés centimetros; = 3 cm: maior

ou igual a trés centimetros; cga: campo de grande aumento

As variaveis clinico-patolégicas sobre necrose e ulceracdo ndo foram
incluidas na tabela diante da baixa frequéncia apresentada nesse estudo. Em
relacdo ao indice de proliferacédo celular Ki67, as médias dos grupos G1, G2 e
G3foram 8,71%, 17,07% e 25,40%, respectivamente. Avaliando a expressao de
Ki67 entre os grupos experimentais observou-se diferenca significante entre o
Gl e G2 (p=0,0235) e G1 e G3 (p=0,0023), entretanto ndo houve diferenca entre
G2 e G3 (p=0,1398). Carcinomas simples e carcinomas simples com metastase
em linfonodos expressaram maiores marcacfes de Ki67 se comparados aos
adenomas simples (Figura 1).

Por conseguinte, comparando a expressao de Ki67 entre os histotipos
observou-se média de marcacdo de 18,53% para 0s carcinomas papilares e
18,14% para os tubulares ndo havendo diferenca entre eles (p=0,9096) (Figura
1).

Expressao de Ki67 Expressao de Ki67

504 l ** | 404 ns
r ns 1 m Gl ——]

40 | = G2 ° 304
° N
% * = G3 il
S 2 20-
= ]
= 204 ED
S = 104

10

0- 0-

I
G G2 G3 Papilar Tubular

Grupos Histotipos

Figura 1- Representacdo grafica da expressdo de Ki67 nos grupos
experimentais (G1, G2 e G3) e nos diferentes histotipos. O asterisco representa

diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 2- Fotomicrografia da marcacdo imuno-histoquimica nuclear de Ki67
(clone MIB-1, Dako; 1:100) em adenomas simples (A), carcinomas simples ndo
metastaticos (B) e carcinomas simples com metastase em linfonodos (C).
Magnificacdo de 400X, em microscépio Novel (BM2100) acoplado a camera
Bioptika (CMOS-HD).

Com relagéo a expressdo de Ki67 e o tempo de sobrevida global das
cadelas com carcinomas mamarios simples, ndo foram observadas diferencas
significantes nos pontos de corte 14% (p=0,1337), 20% (p=0,0548), 22%
(p=0,0514) e 24% (p=0,0658). Entretanto, houve diferenca significante em
relacdo a alta expressao de Ki67 de 27% (p=0,048) e 33% (p=0,025) e o tempo

de sobrevida global das cadelas desse estudo (Figura 3).

Portanto, de acordo com os resultados na condi¢ao de alta expressao de
Ki67 para os pontos de corte de 227% e =33% os animais tiveram uma mediana
de sobrevida global de 365 dias e 540 dias (p=0,0048 e p=0,0025),

respectivamente. Além disso, 90% e 100% dos animais foram a ébito durante o
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periodo de acompanhamento quando os tumores expressaram mais de 27% e
33% de Ki67, respectivamente. Em contraste, tumores com expressoes de Ki67
com ponto de corte menor (224%, 222%, 220% e 214%) foram associados a
medianas de sobrevida global maiores variando entre 735 dias a 870 dias e nao

tiveram impacto a sobrevivéncia dos animais (p>0,05) (Tabela 2).
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Figura 3- Analise estatistica das expressbes de Ki67 e tempo de sobrevida
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global de cadelas portadoras de carcinomas mamarios simples pelo método de

Kaplan-Meier.

Tabela 2- Dados de porcentagem de sobrevivéncia e mediana de sobrevida dos
animais com carcinoma mamario simples para os diferentes pontos de corte de

ki67 analisados pelo método de Kaplan-Meier e teste de Log-rank.

Ki67 % Sobrevivéncia % Mediana (dias) P-Valor
4 2%8 indefnido 0,1337
Z;g 3650,?7O Indéﬁiido 0,0548
<22 50.00 indefndo 00514
24 5620 indefnido 00658
o7 50.00 indefnido 0.0048"
= (5)'70,2 Indefinido 0,0025%

Segundo a analise de expresséo de Ki67 e as variaveis-clinico patoldgicas
observou-se que o grau histolégico (p=0,0120), o tamanho do tumor (p=0,0223)
e o indice mitético (p=0,0370) apresentaram diferenca estatistica significante em
relacdo a expressédo de Ki67. Maiores porcentagens de marcacao de Ki67 foram
observados em tumores de alto grau, maiores do que 3 centimetros e com indice

mitotico elevado (Tabela 3).

Tabela 3- Relacdo entre as variaveis-clinico patolégicas e a porcentagem de

marcacdo de ki67 nas cadelas com carcinomas mamarios simples.

Marcagao ki67

Variaveis N % P-valor

Grau histoldgico I 29 14,6 0,0120*
11 23 23,1

Tamanho <3cm 36 15,8 0,0223*
>3 cm 16 24,1

indice Mitético <9 40 16,7 0,0370*
>9 12 23,8

Além disso, de acordo com as analises das variaveis clinico-patoldgicas

e o tempo de sobrevida, conforme o0 maior grau histologico (p=0,0425 e mediana
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sobrevida de 705 dias), o maior tamanho do tumor (p=0,0019 e mediana
sobrevida de 580 dias), o maior indice mitético (p=0,0001 e mediana sobrevida
de 330 dias) e a presenca metastase (p=0,048 e mediana sobrevida de 515,5
dias) menor o tempo de sobrevida dos animais. Entretanto, o tipo histolégico ndo
interferiu na sobrevida (p>0.05), com isso, tanto o histotipo papilar quanto o
tubular obtiveram altas medianas com 983 e 999 dias, respectivamente (Figura
04 e Tabela 04).

Grau histolégico Histotipo
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Figura 4- Analise estatistica das variaveis clinico-patolégicas e tempo de
sobrevida global de cadelas portadoras de carcinomas mamarios simples pelo
método de Kaplan-Meier.
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Tabela 4- Dados de porcentagem de sobrevivéncia e mediana de sobrevida dos
animais com carcinoma mamario simples para as variaveis clinico-patologicas

pelo método de Kaplan-Meier e teste de Log-rank.

Variaveis Sobrevivéncia % Mediang _(dias) P-Valor
his%g;ico ||/I||| gé:ig '”d%'g'd" 0,0425*
Histotipo ?ﬁglijlgr 28:88 833;2 0,9177
oS30 MR oy
R
Metastase PArL:assee?\ttee 22:88 '”‘;ig'fgd" 0,048
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5. DISCUSSAO

As variaveis clinico-patologicas investigadas nesse estudo estdo em sua
grande maioria em consonancia com a literatura. A idade é um fator influente nos
tumores mamarios, sendo que a frequéncia dos tumores de mama aumenta a
partir dos seis anos de idade (MOULTON, 1990). De acordo com LANA et al.
(2007) a média de idade para a manifestacdo do tumor é de 10 a 11 anos, sendo
que a média da idade dos caes nesse estudo foi de 10 anos, com intervalo entre

5 a 15 anos.

Diversas racas sao relatadas com maior prevaléncia para o
desenvolvimento de tumores mamarios, de acordo com o estudo os animais sem
raca definida foram os mais prevalentes. A maior incidéncia em animais sem
raca definida deve-se provavelmente ao fato de haver o predominio de cées
mesticos em nosso pais (HATAKA, 2004), além de que os atendimentos do
hospital veterinario universitario sdo um servico com um valor mais acessivel.
FOSSUM (2019) cita o Poodle, Boston Terrier, Fox Terrier e Daschund como
racas com maior prevaléncia, corroborando ao observado no presente estudo

no qual observou-se caes da raca Poodle como a segunda raca mais frequente.

A maior prevaléncia foi de tumores menores que trés centimetros, o grau
histoldgico |, bem diferenciados e estagio de doenca |, ou seja, tumor restrito a
uma parte do corpo, sem comprometimento linfatico ou metastase a distancia.
Tais resultados também corroboram com outros estudos conduzidos no Brasil
em que a maior prevaléncia foi de tumores em estagio | ou de histopatologia
mais favoravel (GUNDIM et al., 2016; REGO et al., 2012). Portanto, esse
resultado pode revelar que a posse responsavel faz com que os tutores de
animais hoje em dia estejam mais atentos aos sinais clinicos de mudanca e
doencas, além disso, a disseminacdo da informacéo sobre tumores mamarios

auxilia a um diagndstico precoce.

O tipo histolégico mais prevalente foi o carcinoma papilar, porém
apresenta pouca diferenca quando comparado ao carcinoma tubular. Os

carcinomas papilares sado tumores histologicamente caracterizados por uma
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proliferacéo epitelial papilar arborescente com estroma fibrovascular central, ja
o carcinoma tubular é caracterizado por proliferacdo de células epiteliais
dispostas de forma predominantemente tubular, sendo que a quantidade de
estroma pode variar consideravelmente (CASSALI et al. 2011). O presente
estudo somente avaliou o histotipo papilar e tubular, porém o estudo conduzido
por SILVA (2018) que avaliou varios tipos histologicos observou maior
prevaléncia do carcinoma tubular (12,4%) em comparacdo com o carcinoma
papilar (6,2%).

Em relacéo ao indice de proliferacéo celular Ki67, foi observado um maior

indice de proliferacdo nos grupos de tumores malignos como G3, carcinoma
mamario simples com metastase em linfonodo (25,40%), seguido do grupo G2,
carcinomas mamarios simples e nao metastaticos (17,07%), quando comparado
ao grupo G1, adenoma mamario simples (8,71%). Tal fato corrobora com o
estudo conduzido por RODRIGUES e colaboradores (2016) em que a
porcentagem de células Ki67 positivas foi significativamente maior em tumores
malignos em comparagao com os benignos (P < 0,001). Da mesma forma que
foi observado um aumento do indice Ki67 em tumores de diversos subtipos
histologicos no estagio Il, possivelmente devido ao maior numero de células sob

proliferagdo com a expressao da proteina Ki67 (KADTHUR et al., 2011).

Apesar dos resultados demonstrarem proliferacdo celular Ki67 maior em
neoplasias malignas do que neoplasias benignas, ndo houve associacao
significativa com tipo histologico papilares/tubulares, esse mesmo resultado foi
obtido por PENA et al. (1998), em que tumores benignos nio foram
discriminados de displasias nem neoplasias malignas com formagdes

tubulares/papilares diferenciadas daquelas sem tais estruturas.
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Além disso, existe uma relagdo positiva para expressdo de Ki67 com
tamanho tumoral maior, indice mitético e grau histolégico de malignidade, ou
seja, de acordo com o estudo pacientes que apresentam grau histolégico Il
(p=0,0120), tamanho maior que trés centimetros (p=0,0223) e indice mitético
maior que nove (p=0,0370) apresentam maior expressdao de Ki67. Essas
descobertas destacam o papel crucial do Ki67 na progressdo tumoral
(RODRIGUES et al., 2016). Resultados semelhantes ja foram descritos, em que
houve uma diferenga estatistica da associacdo de expressdo do Ki67 com
tamanho tumoral maior, tipo histoldgico, indice mitético, grau histolégico de
malignidade (RODRIGUES et al., 2016). Porém em consonancia com NOWAK
(2016) nao foi observado diferengas significativas na expressao de Ki67 entre

tumores metastéticos e tumores ndo metastaticos. A alta expressdo de Ki67

associada as variaveis clinico-patologicas reforca o papel prognéstico desse

marcador tumoral em carcinomas mamarios simples.

Com relacdo a expressao de Ki67 e o tempo de sobrevida global das
cadelas com carcinomas mamarios simples, ndo foram observadas diferencas
significantes nos pontos de corte 14% (p=0,1337), 20% (p=0,0548), 22%
(p=0,0514) e 24% (p=0,0658). Entretanto, houve diferenca significante em
relacdo a alta expressao de Ki67 27% (p=0,048) e 33% (p=0,025) e o tempo de
sobrevida global dos animais, com pior prognéstico. Esses resultados
demonstram que animais com carcinomas simples que expressam Ki67 em mais
de 27% das células tém menores chances de sobrevivéncia e esse dado pode
ser usado em conjunto com outros fatores prognosticos para tomada de deciséo

da terapia adjuvante.

Este biomarcador esta positivamente correlacionado com a progressao do
cancer e, portanto, pode ser também um indicador de prognostico (TOKUDA et
al., 2017). De acordo com o estudo conduzido por BRUNETTI et al. (2020) no
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qual foi investigado as taxas de proliferacdo de tumores mamarios para avaliar
seu impacto no prognaostico, um ponto de corte de 33,3% foi usado para distinguir
tumores mamarios de “alta proliferagao” versus “baixa proliferacao” e que esse
valor de corte definiu grupos de tumores que se correlacionam diretamente com
a sobrevida, corroborando aos nossos achados. Tais resultados sdo divergentes
de KADTHUR (2011), o qual observou uma clara associacao entre a morte por
malignidade e o indice Ki67 usando a mediana do indice Ki67 com valor de corte
de contagem de 14,27%, ou seja, indices maiores que 14,27% tinham pior
prognostico. No entanto, um ponto de corte padrao para contagens de Ki67 em
tumores mamarios em cadelas ainda néo foi definido, visto que a maioria dos
estudos utiliza uma grande variedade de tipos histoldégicos apresentando

resultados conflitantes.

Juntamente com outros estudos, a expressdao do Ki67 mostrou uma
associacdo estatisticamente significativa com o tamanho do tumor, indice
mitotico, grau histologico (RODRIGUES et al., 2016). Além disso, de acordo com
as analises das variaveis clinico-patoldgicas e o tempo de sobrevida, conforme
0 maior grau histolégico (p=0,0425), o maior tamanho do tumor (p=0,0019), o
maior indice mitdtico (p=0,0001) e a presenca metastase (p=0,048) menor o
tempo de sobrevida dos animais. Corroborando com GUNDIM (2016) o grau
histol6gico se mostrou um parametro fidedigno para a avaliagdo prognoéstica dos
carcinomas mamarios. Da mesma forma que o diametro do tumor foi confirmado
como fator progndstico independente (RASOTTO et al., 2017). De acordo com
PENA et al.,, (1998) altos valores de indice de Ki67 foram positivamente
correlacionados com metastase, morte por neoplasia, baixas taxas de sobrevida

livre de doenca e baixas taxas de sobrevivéncia.

De acordo com o Consenso Brasileiro de neoplasias mamarias em céaes

e gatos, o cut-off sugerido € = 20% (CASSALI et al., 2020) o que n&o corrobora
aos nossos achados para carcinomas simples. Nossos resultados ampliam o
conhecimento sobre os marcadores de prognoéstico em tumores da glandula

mamaria em caes principalmente por individualizar os tipos histolégicos, dessa
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forma, trazendo resultados mais fidedignos em relacédo ao ponto de corte do
Ki67. E sugerem que, além das variaveis clinico-patologicas ja utilizadas
atualmente, informagdes progndsticas adicionais podem ser obtidas por meio da
analise da atividade proliferativa com o Ki67. Dessa forma, esse marcador pode
ser incluido na avaliacdo de rotina dos tumores mamarios para uma avaliagédo
mais precisa sobre progndstico levando em consideracao esses resultados para

carcinomas mamarios simples.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicaram que o indice de proliferacao celular Ki67
nos pontos de corte 27% e 33% correlacionam significativamente com o menor tempo
de sobrevida global de cadelas com carcinomas mamarios simples dos histotipos
papilares e tubulares, podendo ser usado como ferramenta para indicar o prognéstico
e tomada de decisao terapéutica em cédes com esses subtipos histologicos. Ademais,

observou aumento do marcador na presenca de fatores prognosticos desfavoraveis.
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