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RESUMO 

 O tumor de mama é o tipo de neoplasia mais importante em cadelas intactas. 

Mutações no gene supressor de tumor p53 levam à superexpressão da proteína em 

neoplasias mamárias e tem sido associado a pior prognóstico em mulheres, porém seu 

valor prognóstico em cadelas portadoras de tumores mamários é controverso. 

Objetivou-se avaliar a expressão de p53 em tumores mamários caninos (TMC) e 

verificar sua correlação com características clinicopatológicas, tumorais e sobrevida 

total (ST), avaliando ainda o intervalo livre de doença (ILD) e o tempo de 

desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) de cadelas submetidas à 

mastectomia parcial. Cem cadelas foram acompanhadas por um período mínimo de dois 

anos. A determinação da expressão de p53 foi realizada por meio de 

imunohistoquímica, utilizando a técnica de estreptoavidina-biotinaperoxidase. Foram 

consideradas positivas amostras com mais de 10% de células neoplásicas marcadas, 

avaliadas quanto à porcentagem e intensidade de marcação. 96% (96/100) dos tumores 

eram malignos. Verificou-se superexpressão de p53 em 65% (65/100) dos tumores. 

Notou-se correlação entre superexpressão de p53 e subtipo histológico (p=0,017), sendo 

os carcinomas tubular e complexo os que mais frequentemente expressaram. Verificou-

se maior escore de marcação e maior intensidade de marcação em neoplasias de alto 

grau histológico. Cadelas com tumores mamários que superexpressaram p53 

apresentaram menor ST (p= 0,012), porém não houve correlação entre expressão de p53 

e ILD (p= 0,441) e TDTMR (p= 0,240). A idade da cadela ao diagnóstico foi um fator 

que também influenciou a ST, sendo pior em cadelas com mais de oito anos (p=0,023). 

Este estudo demonstrou que a superexpressão de p53 em neoplasias mamárias de 

cadelas está associada a pior sobrevida e deve ser considerada como importante fator 

prognóstico.     

Palavras-chave: P53, sobrevida, canina, tumor de mama. 

  

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 Breast cancer is the most important neoplasm in intact bitches. Mutations in p53 

tumor suppressor gene lead to overexpression of p53 protein in mammary neoplasms 

and have been associated a worse prognosis in women, but its prognostic value in 

canine mammary tumors (CMT) is controversial. The aim of this study was evaluate the 

p53 expression in CMT and verify its correlation with clinical, pathological, tumor 

features and overall survival (OS), also evaluating the disease free interval (DFI) and 

tumor development interval in the breast remnant (TDIBR) of bitches submitted to 

partial mastectomy. One hundred bitches were followed up for a minimum of two years. 

Determination of p53 expression was performed by immunohistochemistry using the 

streptavidin-biotin-peroxidase technique. Samples with more than 10% of labeled 

neoplastic cells were considered positive, which were also evaluated for percentage and 

marking intensity. P53 overexpression was found in 65% (65/100) of the tumors. There 

was a correlation between p53 overexpression and histological subtype, which was 

higher in tubular and complex carcinomas (p = 0.017), and a higher marker score and 

higher labeling intensity was observed in high histological grade neoplasms (p = 0.023 

and p = 0.030, respectively). However, there was no correlation between p53 expression 

and DFI (p = 0.441) and TDIBR (p = 0.240). The age of the dog at diagnosis was a 

factor that also influenced OS, being worse in bitches with more than eight years (p = 

0.023). This study demonstrated that the p53 overexpression in CMT should be 

considered as an important prognostic factor, related to a worse survival. 

KEYWORDS: p53, survival, canine, breast cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Tumores mamários caninos (TMC) representam 50 a 70% de todos os tumores 

que acometem fêmeas caninas intactas (GOLDSCHMIDT et al., 2017), sendo reportada 

taxa de malignidade de aproximadamente 50% (FOALE E DEMETRIUOU, 2011; 

SALAS et al., 2015).  

Assim, por se constituir em importante problema de saúde nesta população, além 

da cadela ser considerada modelo para estudo devido às similaridades clínicas e 

moleculares dos TMC com as neoplasias mamárias em mulheres (QUEIROGA et al., 

2011), pesquisas envolvendo a busca por marcadores moleculares que auxiliem na 

determinação do prognóstico dos TMC tem se intensificado nos últimos anos (TONG et 

al., 2016). Dentre esses marcadores, a P53 assume importância devido seu papel na 

manutenção da estabilidade genômica, regulando o ciclo celular e induzindo a apoptose 

(YAMAMOTO et al., 2014). 

O gene p53 é um dos genes supressores de tumores e a perda das suas funções 

inibitórias de crescimento contribui para a transformação maligna e/ou progressão 

tumoral (PERKINS; VANDE WOUDE, 1993). A mutação do gene p53 prejudica a 

habilidade da célula em detectar danos no DNA e resulta na superexpressão da proteína 

p53 no núcleo das células tumorais, podendo ser detectada por meio da 

imunohistoquímica. Já em sua forma inalterada, a p53 não se acumula nas células, pois 

possui uma meia-vida curta (cerca de 20 a 30 minutos), não sendo detectável por este 

método (HAINAUT; WIMAN, 2007). 

  Em mulheres com neoplasia mamária, já foi verificada correlação entre 

superexpressão da p53 e estadiamento TNM, envolvimento de múltiplos órgãos, maior 

taxa de recorrência e menor sobrevida (YANG et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2014). 

Já em cadelas, poucos estudos tem avaliado o valor prognóstico da superexpressão 

dessa proteína, além de apresentarem resultados controversos, por vezes com estudos 

demonstrando relação entre superexpressão de p53 e maior agressividade tumoral 

(DOLKA et al., 2016) e, em outros, esta relação não sendo verificada (LEE et al., 2004; 

ZUCCARI et al., 2005). 

As controvérsias apresentadas quanto ao valor prognóstico da p53 pode estar 

relacionada a fatores como: realização de avaliações com pequeno número pacientes, 

acompanhamento clínico por curto período de tempo, avaliação em conjunto de 
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diferentes subtipos e estágios tumorais e uso de diferentes métodos para avaliação da 

p53 (BERTHEAU et al., 2013).  

 Assim, os objetivos deste estudo foram: avaliar a expressão de p53 nos TMC 

através da imunohistoquímica e verificar sua correlação com características 

clinicopatológicas, tumorais e sobrevida total (ST), avaliando ainda o intervalo livre de 

doença (ILD) e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) 

de cadelas submetidas à mastectomia parcial.  

 

2.  REVISÃO DE LITERATURA 

 

 2.1. Anatomia da glândula mamária da cadela 

  

 A cadela possui cinco pares de glândulas mamárias, dispostas de forma simétrica 

e lateral à linha média, que se estendem da parte ventral do tórax à região inguinal 

(TYLER, 2002). São denominadas e numeradas conforme sua localização anatómica. 

Os pares craniais são denominados torácicos, os seguintes abdominais e os últimos 

inguinais (DAVIDSON e STABENFELDT, 2014).  

 A numeração das glândulas mamárias da cadela segue o sentido craniocaudal. O 

número 1 corresponde às glândulas torácicas craniais (T1), o número 2 às torácicas 

caudais (T2), o 3 às abdominais craniais (A3), o 4 às abdominais caudais (A4) e o 5 às 

inguinais (I). As glândulas mamárias abdominais caudais e inguinais são as que 

apresentam maior quantidade de tecido glandular, sendo, portanto, mais volumosas. 

Algumas cadelas podem apresentar apenas quatro pares de glândulas mamárias e cerca 

de 50% não possui uma das glândulas abdominais craniais (TYLER, 2002; REESE et 

al., 2016). 

 Cada glândula mamária é constituída por lóbulos de glândulas túbulo-alveolares 

compostas. São separados entre si por septos de tecido conjuntivo denso e tecido 

adiposo. A secreção proveniente de cada lóbulo é drenada para o ducto interlobular e 

depois para o ducto galactóforo. Cada mamilo possui em média 20 aberturas distintas, 

relacionadas ao sistema de ductos e glândulas (TYLER, 2002). As alterações 

características do ciclo estral da cadela levam ao crescimento e proliferação da glândula 

mamária em cada ciclo, mesmo quando não há procriação (REESE et al., 2016). 

 Quanto às características celulares, os ductos galactóforos são revestidos por 

uma dupla camada de células epiteliais cúbicas ou cilíndricas baixas. Os ductos 
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interlobulares apresentam epitélio simples cilíndrico, podendo ser cúbico no caso dos 

ductos intralobulares (DAVIDSON e STABENFELDT, 2014). 

 As glândulas mamárias de carnívoros recebem irrigação adicional dos ramos 

mamários da artéria torácica lateral. O linfonodo axilar recebe a drenagem linfática das 

glândulas torácicas (1 e 2), e o linfonodo inguinal superficial recebe a drenagem das 

glândulas 4 e 5. Os linfáticos da terceira glândula mamária comumente drenam através 

do linfonodo axilar, mas também podem drenar caudalmente. Uma boa compreensão do 

fluxo linfático é clinicamente importante em casos de neoplasias mamárias (FOALE e 

DEMETRIOU, 2011; REESE et al., 2016).  

  

 2.2 As neoplasias mamárias em cadelas 

  

 Os TMC possuem etiologia multifatorial, podendo estar correlacionados a 

fatores genéticos, nutricionais, ambientais, infecciosos e principalmente, hormonais 

(RÊGO et al., 2015).   

A frequente proliferação e subsequente regressão das glândulas mamárias da 

cadela em cada ciclo estral pode ser um fator de predisposição ao desenvolvimento dos 

TMC (REESE et al., 2016). Neste sentido, as neoplasias mamárias em cadelas são quase 

100% preveníveis quando estas são castradas antes do primeiro ciclo estral, podendo 

também ter a incidência consideravelmente reduzida com ovariohisterectomia (OSH) 

(antes dos 2,5 anos de idade) ou anteriormente aos quatro primeiros períodos estrais 

(FORD e MAZZAFERRO, 2013; KRISTIANSEN et al., 2016).  

 A maioria dos TMC ocorre primariamente nas glândulas caudais, possivelmente 

devido a maior quantidade de tecido glandular, sendo comum (50 a 60%) a ocorrência 

de tumores múltiplos (SORENMO et al., 2011). Ademais, é importante considerar que 

tumores mamários múltiplos geralmente não são do mesmo subtipo histológico, tendo, 

portanto, comportamento biológico diferente (SOLANO-GALLEGO, 2012). 

 Geralmente, quando as cadelas portadoras de neoplasia mamária são 

apresentadas para cuidados veterinários, essas neoplasias já possuem longo tempo de 

evolução, o que é desfavorável para a sobrevida dessas pacientes (SORENMO et al., 

2011; SORENMO et al., 2013; CÔTÉ, 2015).  

 Tendo em vista as similaridades apresentadas pelas neoplasias mamárias em 

cadelas e mulheres, a cadela tem sido um modelo para estudo deste câncer em humanos, 
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tornando essas pesquisas de elevada importância (BURKE et al., 2012; TONG et al., 

2016). 

  

 2.3 Epidemiologia 

  

 A incidência de neoplasias mamárias em cadelas varia em decorrência da região 

de origem do estudo, já que são diferentes as características apresentadas por cada 

população. A incidência dos TMC nos Estados Unidos é menor que em muitos outros 

países, devido prática comum da OSH em animais jovens (GOLDSCHMIDT et al., 

2017). Já no Brasil, apresentam elevada incidência (SORENMO et al., 2011; 

SORENMO et al., 2013). 

 Atualmente, são descritas por corresponderem a 50-70% dos tumores que 

ocorrem nas fêmeas intactas, sendo malignas em 50% dos casos (GOLDSCHMIDT et 

al., 2017). 

 Machos apresentam incidência menor ou igual a 1% se comparado às fêmeas, e 

geralmente ocorrem associados a anormalidades funcionais que induzem ginecomastia, 

como tumores funcionais das células de Sertoli (RIBAS et al., 2012). 

 Dentre as características epidemiológicas, a raça e a idade são fatores envolvidos 

na ocorrência dessas neoplasias (SORENMO et al., 2013). Cadelas de meia idade ou 

idosas (com mais de sete anos) são as mais afetadas, sendo nove e dez anos as idades 

médias de acometimento mais reportadas (ZUCCARI et al., 2005; SORENMO et al., 

2011; RIBAS et al., 2012; SILVA et al., 2014).  

 As raças que demonstram maior incidência são: Poodle, Pastor Alemão, Cocker 

Spaniel, Maltês, Yorkshire e Dachshund (SORENMO et al., 2011; DOBSON, 2013; 

CÔTÉ, 2015). Entretanto, é importante considerar que a incidência dos TMC nas 

diferentes raças pode variar em relação à região do estudo (DOBSNON, 2013). Uma 

maior ocorrência de TMC em cães sem raça definida (SRD) comparada a cães de raças 

puras pode ser observada em estudos no Brasil (RIBAS et al., 2012; CALDAS et al., 

2016; GUNDIM et al., 2016). 

 Quanto ao porte do cão, diferentes observações são relatadas. Segundo 

Goldschmidt et al. (2017) os TMC tendem a ocorrer mais frequentemente em animais 

de raças puras de pequeno porte. Já nos estudos realizados por Peña et al. (2012) e 

Dolka et al. (2016) foi verificada maior ocorrência de TMC em cadelas de grande porte, 

sendo ainda, contatada neste último, relação com a expressão de p53.  
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 2.4 Diagnóstico 

  

 O diagnóstico dos TMC envolve a realização de minuciosas avaliações clínica, 

citopatológica e histopatológica, as quais tem o objetivo de predizer o comportamento 

biológico do tumor com a maior acurácia possível (SOLANO-GALLEGO, 2012). 

Informações referentes ao histórico da paciente, quanto a ciclo reprodutivo, uso de 

progestágenos, abortos, pseudogestação e outras lesões que tenham sido observadas 

pelo proprietário, devem ser registradas (CÔTE, 2015). 

 Alterações hematológicas relacionadas à neoplasia mamária podem ser 

observadas, sendo anemia normocítica normocrômica e leucocitose neutrofílica as 

alterações mais frequentes em casos de estágio avançado da doença (III, IV ou V) 

(SILVA et al., 2014).   

No exame físico, as glândulas mamárias devem ser palpadas individualmente e 

inspecionadas quanto à presença de tumores, inflamação ou hipertrofia (FORD e 

MAZZAFERRO, 2013). Os linfonodos axilares e inguinais também devem ser palpados 

a procura de alterações em seu tamanho, consistência e mobilidade (SORENMO et al, 

2013; CÔTÉ, 2015). Tendo em vista a drenagem linfática da cadeia mamária, ao exame 

clínico os linfonodos regionais devem ser explorados, fazendo-se importante também a 

realização de exames de imagem (FORD e MAZZAFERRO, 2013). 

 Os nódulos mamários devem ser avaliados quanto ao tamanho, formato, 

consistência, presença de aderências (subcutânea ou muscular) ou ulcerações (BURKE 

et al., 2012).  A prévia realização de exame citopatológico em lesões mamárias 

nodulares é importante por permitir uma conduta terapeutica direcionada, uma vez que 

permite a distinção entre cistos mamários, inflamação/infecção e neoplasias, auxiliando, 

ainda, na suspeita de malignidade ou benignidade da lesão (SOLANO-GALLEGO, 

2012; CASSALI et al., 2013; CASSALI et al., 2017). 

  A aspiração de cistos mamários revela um material líquido de coloração que 

pode variar de esverdeada a amarronzada, apresentando microscopicamente, células 

espumosas (células epiteliais secretoras descamadas) e macrófagos contendo pigmento.  

As lesões hiperplásicas e displásicas incluem a hiperplasia unilobular e multilobular, 

adenose e epiteliose, sendo caracterizadas pela proliferação do epitélio secretor ou 
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ductal das células mioepiteliais. Citologicamente, são difíceis de serem distinguidas das 

neoplasias benignas (SOLANO-GALLEGO, 2012). 

 Tendo em vista a drenagem linfática da cadeia mamária, ao exame clínico os 

linfonodos regionais devem ser explorados, fazendo-se importante também, realização 

de exames de imagem (FORD e MAZZAFERRO, 2013). Ainda, a aspiração de 

linfonodos regionais alterados pode auxiliar no diagnóstico de metástase, já que em 

tumores malignos que metastatizam, células tumorais localizadas nas glândulas 

abdominais caudais e inguinais são drenadas para os linfonodos inguinais e podem 

atingir os pulmões via ducto torácico (SOLANO-GALLEGO, 2012; FORD e 

MAZZAFERRO, 2013). 

 Neste sentido, é imprescindível a realização de exame radiográfico torácico, bem 

como exame ultrassonográfico da região abdominal, a qual pode revelar a presença de 

metástases para órgãos dessa cavidade, ou demais alterações importantes, como 

esplenomegalia ou hepatomegalia (RIBAS et al., 2012).   

 O exame histopatológico é geralmente realizado após exérese cirúrgica. Tendo 

em vista que em casos de múltiplos tumores mamários, cada um deles pode apresentar 

um subtipo histológico diferente, para o exame, todos os nódulos devem ser coletados e 

avaliados (SOLANO-GALLEGO, 2012; SORENMO et al., 2013) . 

 Análises imunohistoquímicas por vezes podem ser requeridas, seja para 

confirmação da origem da neoplasia, para determinação da expressão de receptores para 

estrógeno e progesterona, ou como auxiliar na determinação do prognóstico (CASSALI 

et al., 2013;CASSALI et al., 2017). 

 

 2.5 Classificação e gradação histológica 

 

 As neoplasias da glândula mamária são classificadas quanto ao comportamento 

em benignas ou malignas. Histologicamente, a diferenciação entre tumores malignos e 

benignos se baseia no tipo, arranjo, invasão neoplásica, pleomorfismo e presença ou 

ausência de componentes mesenquimais não neoplásicos (SORENMO et al., 2013). 

 Propostas de classificação para os TMC têm sido descritas a fim de contribuir 

com a avaliação prognóstica, já que por vezes o subtipo histológico demonstra-se 

correlacionado a uma pior sobrevida (SOLANO-GALLEGO, 2012; RASOTTO et al., 

2017).  
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  Ao longo dos anos, essa classificação tem sido aprimorada a fim de facilitar sua 

aplicação.  Em 1974, a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou a primeira 

classificação histológica internacional de tumores dos animais domésticos, incluindo 

neoplasias e displasias da glândula mamária, baseada nas classificações propostas em 

três estudos anteriores (MISDORP et al., 1971; MISDORP et al., 1972; MISDORP et 

al., 1973) sofrendo modificações posteriores, baseadas em Misdorp et al. (1999).  

 Em 2011, baseando no descrito pela OMS, uma proposta de atualização da 

classificação dos TMC foi realizada por Cassali et al. (2011), sendo reavaliada em 2013 

(Cassali et al., 2013). Ainda, Goldschmidt et al. (2011) também realizaram uma 

proposta de classificação para os TMC baseada na classificação da OMS de 1974 e 

1999, sendo as neoplasias primariamente dividas em: epitelial maligna, tipos especiais 

de neoplasia epitelial maligna, mesenquimais malignas, mista maligna, 

hiperplasia/displasia, neoplasias do teto e hiperplasia ou displasia do teto (melanose) 

(GOLDSCHMIDT et al., 2011). 

Atualmente, Goldschmidt et al. (2017) classifica as alterações mamárias caninas 

em hiperplasia/displasia, neoplasias benignas (adenoma – simples e complexo,  

adenoma ductal, fibroadenoma, mioepitelioma e tumor misto benigno) e malignas 

(epiteliais, mesenquimais e mistas – epiteliais e mesenquimais). As neoplasias 

mamárias epiteliais malignas são as mais frequentes, podendo ser citadas dentre elas o 

carcinoma in situ, carcinoma simples (tubular, tubulopapilar, cístico-papilar e 

cribiforme), complexo, micropapilar, sólido, comedocarcinoma, anaplásico, em tumor 

misto, mioepitelioma maligno, ductal, intraductal.  

 A gradação histológica possui significante correlação com a agressividade 

tumoral. O sistema Nottingham, também denominado método de gradação histológica 

de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) modificado por Elston e Ellis (1991), foi o primeiro 

descrito para gradação histológica de tumores de mama, baseando-se na formação 

tubular, no pleomorfismo nuclear e no índice mitótico. Com base nesse sistema de 

classificação inicialmente proposto, Cassali et al. (2013) descreveram a determinação do 

grau histológico da seguinte forma: formação tubular (1 ponto: mais que 75% do tumor 

constituído por túbulos, 2 pontos: entre 10% e 75% de formação tubular e 3 pontos: 

túbulos em menos de 10% do tumor); no pleomorfismo nuclear (1 ponto: núcleo 

pequeno e regular, 2 pontos: moderada variação nuclear e aumento de tamanho e 3 

pontos: grande variação no tamanho e formato); e no número de mitoses avaliado em 

objetiva de 40x em 10 campos (1 ponto: 0-8 mitoses, 2 pontos: 9-16, e 3 points: mais de 
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17 mitoses). Assim, o grau é determinado em I quando se somam de 3 a 5 pontos, em 

grau II para 6-7 pontos e grau III para 8-9 pontos. A gradação histológica segundo 

Goldschmidt et al. 2017 segue os mesmos parâmetros, diferindo apenas quanto a 

avaliação do número de mitoses (1 ponto: 0-9; 2 pontos: 10-19 e 3 pontos: ≥20 mitoses). 

 Tumores de baixo grau histológico estão associados a período livre de doença 

mais longo e com menor taxa de recorrência, quando comparados a tumores de alto grau 

(FOALE E DEMETRIOU, 2011). Estudos relataram maior taxa de ocorrência de 

metástases em carcinomas mamários grau III, comparados aos de grau I e II (DIAS et 

al., 2016; DOLKA et al., 2016; GUNDIM et al., 2016).  

 

 2.6 Fatores prognósticos 

  

 Os fatores prognósticos podem ser definidos como as várias características 

clínicas, patológicas e biológicas apresentadas pelos indivíduos e seus tumores, que 

permitem realizar uma previsão da evolução clínica e do tempo de sobrevida do 

paciente após a cirurgia (BENAVENTE et al., 2016). Um marcador é considerado 

preditivo quando útil na seleção de pacientes para tratamentos específicos e 

individualizados (DOLKA et al., 2016). 

 Cães com tumores menores que três centímetros de diâmetro apresentam melhor 

prognóstico, comparado a cães com tumores de diâmetro maior (FOALE e 

DEMETRIOU, 2011; COTÉ, 2015; CALDAS et al., 2016). Relata-se um tempo médio 

de sobrevida de 22 meses para cães com tumores malignos menores que três 

centímetros, e de 10 meses para cães com neoplasia maligna maior que cinco 

centímetros (FOALE e DEMETRIOU, 2011).  

 Em menor grau, obesidade também pode contribuir para o desenvolvimento dos 

TMC (FORD e MAZZAFERRO 2013; SORENMO et al., 2013). O sobrepeso ou 

obesidade em cadelas está associado à ocorrência de TMC em idade mais jovem com 

precoce invasão linfática (LIM et al., 2015). Alguns estudos têm sugerido mecanismos 

relacionados à ligação entre obesidade e tumorgênese, sendo eles: efeito de adipocinas 

(LORINCZ e SUKUMAR, 2006), presença de mediadores inflamatórios e estrogênio 

local produzido dentro dos tecidos adiposos e do próprio tumor via atividade da enzima 

aromatase (SIMPSON e BRONW, 2013).  

O uso de progestágenos e histórico de pseudogestação são fatores relatados por 

favorecer a formação de tumores mais agressivos (SORENMO et al, 2013; DAVIDSON 
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e STABENFELDT, 2014). Por outro lado, a OSH precoce (antes do primeiro cio) 

reduz consideravelmente (99,5%) o risco de desenvolvimento de neoplasia mamária 

(GOLDSCHMIDT et al., 2017). Isso se deve a influencia de altos níveis de estrogênio e 

progesterona contribuírem para o surgimento desses tumores (SORENMO et al, 2013; 

CÔTÉ, 2015), com expressão de receptores para esses hormônios na maioria dos TMC 

e redução significativa dessa expressão após OSH (MAINENTI et al., 2014).  

 A definição do estágio clínico possibilita a determinação da extensão do tumor 

contribuindo para o estabelecimento do prognóstico e tratamento adequado 

(SORENMO et al., 2011; SORENMO et al., 2013; GUNDIM et al., 2016). O 

estadiamento clínico é determinado de acordo com o sistema TNM proposto pela OMS 

para os tumores caninos, sendo T = tamanho do tumor primário, N = estado dos 

linfonodos regionais e M = presença ou ausência de metástases à distância (Tabela 1) 

(OWEN, 1980; CASSALI et al., 2013; CASSALI et al., 2017; SORENMO et al., 2013). 

Tumores de estádio III, IV e V têm sido associados a menor tempo de sobrevida 

comparado a tumores no estádio I ou II (YAMAGAMI et al., 1996; 

KARAYANNOPOULOU et al., 2005). Com isso, o estadiamento clínico combinado 

aos demais fatores prognósticos deve ser considerado na determinação prognóstica dos 

TMC (YAMAGAMI et al., 1996). 

   

Tabela 1. Estadiamento clínico (TNM) para cadelas com neoplasia mamária (OWEN, 

1980 - adaptado). 

 

Estádio T N M 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T3 N0 M0 

IV Qualquer T N1 M0 

V Qualquer T Qualquer N M1 

*T= tumor/N= linfonodo regional /M= metástase. T1 = tumor < 3 cm, T2 = 3 a 5 cm, T3 = tumor > 5 cm; 

N1= metástase em linfonodo regional; M1 = metástase à distância. 

 

 2.7 P53 nas neoplasias mamárias 
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 O gene p53 (TP53) localiza-se no cromossomo 17 e codifica uma proteína 

nuclear com peso molecular de 53 kD, chamada de proteína p53. A primeira descrição 

dessa proteína foi realizada em 1979, detectada ao formar um complexo com o antígeno 

T do vírus símio (SV-40), sendo referida como uma oncoproteína e, em 1989, como 

gene supressor de tumor (HAINAUT e WIMAN, 2007).  

 A p53 é a proteína responsável por inibir o crescimento de células expostas a 

injúrias químicas ou físicas, incluindo as células neoplásicas, sendo denominada guardiã 

do genoma (HAINAUT e WIMAN, 2007). A atribuição do termo “guardiã do genoma” 

a p53 deve-se à sua função de monitorar a integridade do genoma, atuando como um 

sensor de danos no DNA e auxiliando o sistema de reparo, influenciando no ciclo 

celular e induzindo a apoptose (YAMAMOTO et al., 2014). Assim, com a perda da 

função da p53, uma proliferação anormal celular é favorecida, levando ao 

desenvolvimento de tumores (HAINAUT e WIMAN, 2007). 

 Em sua forma inalterada, a p53 não se acumula nas células, pois possui uma 

meia-vida curta (cerca de 20 a 30 minutos), não sendo detectável por meio de 

imunohistoquímica. Em contrapartida, sua forma alterada possui uma meia-vida 

significativamente mais longa, se acumulando no núcleo das células e podendo ser 

evidenciada por métodos imunohistoquímicos. Dessa forma, a determinação de um 

imunofenótipo neoplásico realizada através da análise imunohistoquímica, com 

identificação de antígenos “in situ” pode ser de considerável valor prognóstico e 

terapêutico (VEENA et al., 2014; DOLKA et al., 2016; TONG et al., 2016). 

 Atualmente, observa-se que aproximadamente 70% dos cânceres humanos 

possuem uma deficiência na função do gene p53 (BERTHEAU et al., 2013). Com 

relação às neoplasias mamárias, o gene encontra-se mutado em aproximadamente 30% 

das mulheres com tumores, com variações nessa frequência dentro dos subtipos 

histológicos (BURKE et al., 2012; YANG et al., 2016). Assim, nota-se uma maior 

expressão em tumores com origem em células luminais (54%) que em tumores com 

origem em células basais (25%) (DUMAI et al., 2013). De forma semelhante, em 

tumores mamários em cadelas também tem apresentado uma taxa de expressão de cerca 

de 30% (VEENA et al., 2014, DOLKA et al., 2016). 

 O papel da p53 com relação à sobrevida das cadelas ainda não é totalmente 

claro. Ademais, estudos correlacionando a expressão de p53 em CMT com a sobrevida 

são escassos. Dos realizados, Dolka et al. (2016) não verificaram correlação da 

superexpressão dessa proteína com a sobrevida.  Já Lee et al., (2004) constataram 
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associação entre a superexpressão de p53 e uma menor sobrevida, com essa 

superexpressão sendo apenas um fator independente de pior prognóstico para os TMC. 

As controvérsias apresentadas quanto ao valor prognóstico da p53 pode estar 

relacionada a fatores como: realização de avaliações com pequeno número de pacientes, 

acompanhamento clínico por curto período de tempo, avaliação em conjunto de 

diferentes subtipos e estágios tumorais e uso de diferentes métodos para avaliação da 

p53 (BERTHEAU et al., 2013).  

 Dessa forma, pesquisas relacionadas às alterações do gene p53 e sua 

consequente imunoexpressão nas células tumorais podem auxiliar na avaliação dos 

TMC, se tornando um elemento com grande valor prognóstico (HAINAUT e WIMAN, 

2007).  

 

2.8 Tratamento 

 A primeira linha de tratamento para tumores mamários é a cirurgia, exceto para 

o carcinoma inflamatório, o qual deve ser realizado terapia de controle regional 

(CASSALI et al., 2013; CASSALI et al., 2017). Isso se deve ao fato de serem 

extremamente agressivos, com a cirurgia não tendo valor no controle ou paliação da 

doença (MACPHAIL, 2015). 

 Para os demais subtipos histológicos de neoplasias mamárias, a remoção 

cirúrgica é satisfatória, sendo curativa para a maioria dos tumores de estágio I, não 

invasivos e bem diferenciados (CASSALI et al., 2013, CASSALI et al., 2017).Além 

disso, a excisão permite o diagnóstico histológico, e mesmo quando não curativa, 

contribui por melhorar a qualidade de vida ou alterar a progressão da doença 

(MACPHAIL, 2015). 

 A escolha da técnica cirúrgica irá depender do tamanho do tumor, da 

consistência, da localização e do estado da paciente. Quando a massa apresenta 

diâmetro de até um centímetro, firme e não aderida às estruturas, é indicada 

nodulectomia simples total. Entretanto, se a histopatologia revelar malignidade, uma 

cirurgia futura mais extensa é recomendada. A abordagem para massas maiores que um 

centímetro, envolve a remoção de acordo com a drenagem linfática. A sobrevida não é 

influenciada pela técnica utilizada, a não ser que seja feita remoção tumoral incompleta 

(FOALE e DEMETRIOU, 2011; HORTA et al., 2014; MACPHAIL, 2015; DIAS et al., 

2016).  
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 Quando a excisão completa não é possível em um único procedimento, uma 

nova cirurgia deve ser realizada, aguardando o tempo de três a quatro semanas após a 

primeira para que haja adequado relaxamento e recuperação da pele. A OSH pode ser 

realizada momentos antes da mastectomia, para evitar que células tumorais atinjam a 

cavidade abdominal (FORD e MAZZAFERRO, 2013; CÔTE, 2015; MACPHAIL, 

2015). 

 Recentemente, em medicina veterinária, observa-se que o emprego da 

quimioterapia adjunta pós-cirúrgica pode ser benéfica para controle de alguns tumores 

malignos. Em alguns casos a radioterapia e hormonioterapia também podem ser 

consideradas como terapia complementar no tratamento dos TMC (CASSALI et al., 

2017; GOLDSCHMIDT et al., 2017) 
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 12 

Resumo  13 

O tumor de mama é o tipo de neoplasia mais importante em cadelas intactas. 14 

Mutações no gene supressor de tumor p53 levam à superexpressão da proteína em 15 

neoplasias mamárias e tem sido associado à pior prognóstico em mulheres, porém seu 16 

valor prognóstico em cadelas portadoras de tumores mamários é controverso. 17 

Objetivou-se avaliar a expressão de p53 em tumores mamários caninos (TMC) e 18 

verificar sua correlação com características clinicopatológicas, tumorais e sobrevida 19 

total (ST), avaliando ainda o intervalo livre de doença (ILD) e o tempo de 20 

desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) de cadelas submetidas à 21 

mastectomia parcial. Cem cadelas foram acompanhadas por um período mínimo de dois 22 

anos. A determinação da expressão de p53 foi realizada por meio de 23 

imunohistoquímica, utilizando a técnica de estreptoavidina-biotinaperoxidase. Foram 24 

consideradas positivas amostras com mais de 10% de células neoplásicas marcadas, 25 
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avaliadas quanto à porcentagem e intensidade de marcação. 96% (96/100) dos tumores 26 

eram malignos. Verificou-se superexpressão de p53 em 65% (65/100) dos tumores. 27 

Notou-se correlação entre superexpressão de p53 e subtipo histológico (p=0,017), sendo 28 

os carcinomas tubular e complexo os que mais frequentemente expressaram. Verificou-29 

se maior escore de marcação e maior intensidade de marcação em neoplasias de alto 30 

grau histológico. Cadelas com tumores mamários que superexpressaram p53 31 

apresentaram menor ST (p= 0,012), porém não houve correlação entre expressão de p53 32 

e ILD (p= 0,441) e TDTMR (p= 0,240). A idade da cadela ao diagnóstico foi um fator 33 

que também influenciou a ST, sendo pior em cadelas com mais de oito anos (p=0,023). 34 

Este estudo demonstrou que a superexpressão de p53 em neoplasias mamárias de 35 

cadelas está associada a pior sobrevida e deve ser considerada como importante fator 36 

prognóstico.     37 

 Palavras-chave: P53, sobrevida, canina, tumor de mama. 38 

 39 

Introdução 40 

 41 

 Tumores mamários caninos (TMC) representam 50 a 70% de todos os tumores 42 

que acometem fêmeas caninas intactas (GOLDSCHMIDT et al., 2017), sendo reportada 43 

taxa de malignidade de aproximadamente 50% (FOALE E DEMETRIUOU, 2011; 44 

SALAS et al., 2015).  45 

Assim, por se constituir em importante problema de saúde nesta população, além 46 

da cadela ser considerada modelo para estudo devido às similaridades clínicas e 47 

moleculares dos TMC com as neoplasias mamárias em mulheres (QUEIROGA et al., 48 

2011), pesquisas envolvendo a busca por marcadores moleculares que auxiliem na 49 

determinação do prognóstico dos TMC tem se intensificado nos últimos anos (TONG et 50 
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al., 2016). Dentre esses marcadores, a P53 assume importância devido seu papel na 51 

manutenção da estabilidade genômica, regulando o ciclo celular e induzindo a apoptose 52 

(YAMAMOTO et al., 2014). 53 

O gene p53 é um dos genes supressores de tumores e a perda das suas funções 54 

inibitórias de crescimento contribui para a transformação maligna e/ou progressão 55 

tumoral (PERKINS; VANDE WOUDE, 1993). A mutação do gene p53 prejudica a 56 

habilidade da célula em detectar danos no DNA e resulta na superexpressão da proteína 57 

p53 no núcleo das células tumorais, podendo ser detectada por meio da 58 

imunohistoquímica. Já em sua forma inalterada, a p53 não se acumula nas células, pois 59 

possui uma meia-vida curta (cerca de 20 a 30 minutos), não sendo detectável por este 60 

método (HAINAUT; WIMAN, 2007). 61 

  Em mulheres com neoplasia mamária, já foi verificada correlação entre 62 

superexpressão da p53 e estadiamento TNM, envolvimento de múltiplos órgãos, maior 63 

taxa de recorrência e menor sobrevida (YANG et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2014). 64 

Já em cadelas, poucos estudos tem avaliado o valor prognóstico da superexpressão 65 

dessa proteína, além de apresentarem resultados controversos, por vezes com estudos 66 

demonstrando relação entre superexpressão de p53 e maior agressividade tumoral 67 

(DOLKA et al., 2016) e, em outros, esta relação não sendo verificada (LEE et al., 2004; 68 

ZUCCARI et al., 2005). 69 

As controvérsias apresentadas quanto ao valor prognóstico da p53 pode estar 70 

relacionada a fatores como: realização de avaliações com pequeno número pacientes, 71 

acompanhamento clínico por curto período de tempo, avaliação em conjunto de 72 

diferentes subtipos e estágios tumorais e uso de diferentes métodos para avaliação da 73 

p53 (BERTHEAU et al., 2013).  74 
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 Assim, os objetivos deste estudo foram: avaliar a expressão de p53 nos TMC 75 

através da imunohistoquímica e verificar sua correlação com características 76 

clinicopatológicas, tumorais e sobrevida total (ST), avaliando ainda o intervalo livre de 77 

doença (ILD) e tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente (TDTMR) 78 

de cadelas submetidas à mastectomia parcial.  79 

  80 

Material e métodos 81 

 82 

 Animais e avaliação histopatológica 83 

  84 

 Foram incluídas neste estudo 100 cadelas portadoras de neoplasia mamária, 85 

encaminhadas ao Hospital Veterinário da Universidade Federal de Uberlândia (HV – 86 

UFU), Minas Gerais, Brasil para avaliação clínica. Este projeto foi aprovado pela 87 

CEUA (Comitê de Ética do Uso de Animais) da Universidade Federal de Uberlândia, 88 

no protocolo 127/15. 89 

 Os critérios de inclusão dos animais no estudo foram: cadelas portadoras de 90 

neoplasias mamárias, encaminhadas para mastectomia (total ou parcial, conforme 91 

avaliação cirúrgica) com exame clínico detalhado, exames de imagem (radiografia 92 

torácica e avaliação ultrassonográfica de órgãos da cavidade abdominal) para pesquisa 93 

de metástases. O critério de exclusão foi a não remoção completa de todos os nódulos 94 

tumorais mamários. 95 

No exame físico da glândula mamária o tamanho dos tumores foi aferido com 96 

auxílio de paquímetro, sendo classificados com relação ao maior diâmetro em T1 (< 3 97 

cm), T2 (3 a 5 cm) e T3 (> 5 cm) (Owen, 1980). As variáveis foram avaliadas por dois 98 

observadores (TAM e NPS) em conjunto.  99 
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O tratamento instituído para todas as cadelas foi cirúrgico. Após exérese dos 100 

tumores foram coletadas amostras de glândula mamária e linfonodos regionais (axilares 101 

ou inguinais, dependendo da localização tumoral). As amostras foram fixadas em 102 

formol tamponado a 10%, por 48 horas e processadas rotineiramente para confecção de 103 

lâminas histológicas coradas em hematoxilina e eosina.  104 

Amostras dos linfonodos regionais foram avaliadas microscopicamente para 105 

detecção de metástase. O estadiamento clínico (TNM) foi realizado conforme proposto 106 

pela Organização Mundial da Saúde – OMS (Sorenmo et al. 2013, adaptado de Owen, 107 

1980).  108 

A análise histopatológica foi realizada conforme proposto por Goldschmidt et al. 109 

(2017) e o diagnóstico foi atribuído por dois patologistas (TAM e LFG). O grau 110 

histológico foi atribuído de acordo com o sistema Nottingham, modificado por Elston e 111 

Ellis (1991). Tendo em vista a proposta analítica de estudo, nos casos que apresentaram 112 

mais de um subtipo histológico de tumor mamário, considerou-se o mais maligno.  113 

 114 

Análise da sobrevida 115 

 116 

As cadelas foram clinicamente acompanhadas com periodicidade quadrimestral, 117 

até a data do óbito ou por um período mínimo de dois anos. Dados sobre o estado geral 118 

da paciente, ocorrência ou não de recidiva, surgimento de novos tumores em glândulas 119 

mamárias remanescentes ou ocorrência de metástase foram registrados. Foram 120 

necropsiadas aquelas que vieram a óbito no decorrer deste estudo e foram 121 

voluntariamente encaminhadas pelos proprietários ao Setor de Patologia Animal - UFU. 122 

 Realizou-se a avaliação do tempo de sobrevida total (ST), do intervalo livre de 123 

doença (ILD) e o tempo de desenvolvimento de tumor em mama remanescente 124 
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(TDTMR). A ST foi definida como o tempo pós-mastectomia até a data da morte ou 125 

eutanásia; o ILD foi o tempo pós-mastectomia até o desenvolvimento de recidiva ou 126 

metástase, e o TDTMR foi determinado como o tempo pós-mastectomia até o 127 

surgimento de tumor em glândula mamária remanescente. 128 

 129 

Análise imunohistoquímica 130 

 131 

 A imunohistoquímica para avaliação da expressão de p53 foi realizada em 132 

secções dos tumores mamários com 4 μm dispostas sobre lâminas, conforme método 133 

proposto por Veena et al. (2014), com modificações. A recuperação antigênica por calor 134 

foi realizada em panela de pressão por 10 minutos em solução de hidroximetil-135 

aminometano (TRIS) - ácido etilenodiamino tetra-acético dissódico (EDTA), 10 mM, 136 

pH 9. Em seguida, as lâminas foram lavadas com tampão salina fosfato (Phosphate 137 

Buffered Saline – PBS 1x) e os cortes foram contornados com caneta hidrofóbica (Dako 138 

S200230). 139 

 O bloqueio da peroxidase foi realizado em solução contendo 95% de metanol e 140 

5% de água oxigenada, durante 20 minutos. Para o bloqueio das proteínas inespecíficas 141 

utilizou-se Protein Block (Polymer Kit, Novolink), durante cinco minutos. O anticorpo 142 

anti-P53 (clone D07, Cell Marque) foi diluído 1:400 em soro albumina bovina (BSA) 143 

1% (Amresco, 0332).  144 

Os cortes receberam anticorpo diluído e foram incubados por 18h, à 4ºC em 145 

câmara úmida. Como controle positivo da reação, utilizou-se corte histológico de 146 

seminoma canino sabidamente positivo para p53; e o controle negativo foi realizado 147 

através da omissão do anticorpo primário.  148 
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A reação foi revelada com diaminobenzina (DAB – Polymer Kit, Novolink). As 149 

lâminas foram contra coradas com Hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich, St. Louis, 150 

Missouri, USA) por 3 minutos e montadas sob lamínula. 151 

A análise microscópica das amostras submetidas à imunohistoquímica foi feita 152 

de acordo com a frequência (média do número de células neoplásicas reativas em 10 153 

campos, objetiva de 40x) e a intensidade de marcação para p53 (ausente, fraca, 154 

moderada e forte). A marcação para o anticorpo foi classificada como negativa quando 155 

menos de 10% das células tumorais apresentaram marcação e positiva quando a 156 

porcentagem de células marcadas foi superior a 10% (DOLKA et al., 2016).  157 

A expressão de p53 foi avaliada conforme os escores: 0 (negativa) = de 0 à 10% 158 

de células marcadas, 1 = de 11% à 30% de células marcadas, 2 = de 31% à 50% de 159 

células marcadas, e 3 = acima de 50% de célula marcadas.   160 

A marcação citoplasmática foi observada, porém só foi registrada como positiva 161 

quando a marcação nuclear também estava presente, como recomendado por Lee et al., 162 

2004; Dolka et al., 2016; Kim et al., 2016. 163 

 164 

Análise estatística 165 

 166 

Os dados foram analisados utilizando o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 167 

2007). O teste exato de Fisher e o teste qui-quadrado foram utilizados para comparar as 168 

características clinicopatológicas e tumorais das pacientes caninas nos grupos de p53-169 

positivas e p53-negativas. A análise multivariada por meio da correlação canônica foi 170 

utilizada para comparar os variados subtipos histológicos nos grupos positivos e 171 

negativos para p53; e ainda na comparação dos subtipos histológicos com o escore de 172 

marcação e a intensidade. Ainda, o teste qui-quadrado e o teste G foram utilizados, 173 
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conforme o caso, para comparação do grau histológico e do estadiamento TNM com 174 

escore e a intensidade de marcação.  175 

O tempo de ST, ILD e o TDTMR foram analisados através do método de 176 

Kaplan-Meier e emprego do teste Log-Rank. Para avaliação da sobrevida foram 177 

censuradas as cadelas que ainda estavam vivas até o final do estudo e que tiveram a 178 

causa do óbito não relacionada à ocorrência de neoplasia mamária ou indeterminada; 179 

para o ILD foram censuradas as cadelas que estavam livres de recidiva ou metástase até 180 

o final do estudo e para avaliação do TDTMR foram censuradas as cadelas em que foi 181 

realizada mastectomia total ou não foi detectado surgimento de tumor em glândula 182 

mamária remanescente. A análise multivariada pela regressão de Cox foi utilizada para 183 

comparação das variáveis preditoras para a neoplasia mamária e o tempo de ST. Em 184 

todos os testes foi adotado o nível de significância de p≤0,05. 185 

 186 

Resultados 187 

 188 

 Características das pacientes e tumores  189 

  190 

 Com relação às características clinicopatológicas, os tumores mamários foram 191 

mais frequentes em cadelas idosas (≥ 8 anos), com média de idade de 10,28±2,82 anos 192 

e, quanto à raça, 52% (52/100) eram sem raça definida (SRD). Trinta e duas cadelas 193 

estavam em estádio IV (32/96 – 33,44%) (Tabela 1). 194 

 Quanto às características tumorais, 40% das cadelas apresentaram tumores 195 

menores que três centímetros de diâmetro (T1). Microscopicamente, os tumores 196 

malignos foram os mais frequentes (96/100 - 96%), sendo o carcinoma complexo o 197 
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subtipo histológico mais observado (29/100 - 30,20%). Da gradação histológica, 198 

observou-se predomínio de neoplasias de grau II (47/96 – 48,96%). 199 

 200 

Tabela 1. Frequência das características clinicopatológicas e tumorais em cadelas 201 

com neoplasia mamária.   202 

 203 
Número de pacientes 100  

Idade ± DP, Mínimo/Máximo (anos) 10,28 ± 2,82 (4-17) 

      Adultas 34 (34%) 

      Idosas 66 (66%) 

Raça  

      SRD 52 (52%) 

      Raças  48 (48%) 

               Poodle 15 (31,25%) 

               Pinscher 8 (16,67%) 

               Yorkshire 5 (10,41%) 

               Dachshund 4 (8,33%) 

               Basset 4 (8,33%) 

               Pit Bull 3 (6,25%) 

               Cocker 2 (4,17%) 

               Pastor alemão 2 (4,17%) 

               Shitzu 2 (4,17%) 

               Outras (Lhasa, Rottweiler e Fila) 3 (6,25%) 

Tamanho tumoral  

      T1 (< 3 cm) 40 (40%) 

      T2 (3 a 5 cm) 27 (27%) 

      T3 (> 5 cm) 33 (33%) 

Tipo histológico  

      Benignos  4 (4%) 

                    Adenoma mamário 2 (50%) 

                    Fibroadenoma mamário 2 (50%) 

      Malignos 96 (96%) 

          Origem epitelial  

                    Carcinoma complexo 29 (30,20%) 

                    Carcinoma tubular 24 (25%) 

                    Carcinoma em tumor misto 15 (15,61%) 

                    Carcinoma sólido 11 (11,45%) 

                    Carcinoma papilar 7 (7,29%) 

                    Carcinoma túbulo-papilar 3 (3,12%) 

                    Carcinoma micropapilar invasor 1 (1,04%) 

                    Carcinoma in situ 1 (1,04%) 

                    Carcinoma anaplásico 1 (1,04%) 

          Origem mesenquimal  

                    Fibrossarcoma mamário 2 (3,12%) 

                    Osteossarcoma mamário 1 (1,04%) 

          Origem mesenquimal e epitelial  

                    Carcinossarcoma 1 (1,04%) 

Grau histológico n= 96 

      I 41 (42,71%) 

      II 47 (48,96%) 

      III 8 (8,33%) 

TNM n=96 

     I 28 (29,17%) 
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    II 15 (15,62%) 

    III 12 (12,5%) 

    IV 32 (33,34%) 

    V 9 (9,37%) 

DP = desvio padrão 204 

 205 

 Expressão imunohistoquímica de p53 206 

 207 

Marcação nuclear positiva foi observada em 65 amostras (65%). Raras células 208 

tiveram marcação apenas no citoplasma, sendo estas desconsideradas. O carcinoma 209 

tubular (70,83% - 17/24) e o carcinoma complexo (68,96% - 20/29) foram os subtipos 210 

histológicos que mais expressaram p53. Das quatro neoplasias benignas, uma amostra 211 

(25%) de fibroadenoma mamário foi positiva.  212 

A análise das correlações das características clinicopatológicas e tumorais 213 

observadas nos grupos de cadelas p53-positivas e p53-negativas encontra-se na tabela 2. 214 

O subtipo histológico influenciou na expressão da p53 (p=0,017). Não houve correlação 215 

entre a expressão de p53 e idade, raça, tamanho tumoral, grau histológico e TNM 216 

(p>0,05). 217 

 Quanto ao escore de marcação observado, 35 (35%) amostras foram 218 

classificadas em escore 0 (negativas).  Das positivas, 25/65 (38,46%) apresentaram 219 

escore 1, 15/65 (23,08%) eram escore 2 e 25/65 (38,46%) foram classificadas em escore 220 

3. Da intensidade de marcação, 15/65 (23,08%) foram classificadas como intensidade 221 

fraca, 33/65 (50,77%) em moderada e em 17/65 (26,15%) casos como forte (Figura 1). 222 

 Houve correlação entre escore de marcação e grau histológico (p=0,023), sendo 223 

que neoplasias de grau III apresentaram maior quantidade de células marcadas (escore 224 

3) e tumores de grau I apresentaram menor porcentagem de células marcadas (escore 1). 225 

Quanto à intensidade de marcação da p53, a maioria dos tumores de grau I ou II 226 

demonstrou intensidade moderada ou fraca (p=0,030).  227 
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Não houve relação entre subtipo histológico e TNM com o escore de marcação 228 

(p=0,221 e p=0,088, respectivamente), assim como não houve associação entre subtipo 229 

histológico e TNM com intensidade de marcação (p= 0,248 e p= 0,922, 230 

respectivamente) (Tabela 3). 231 

 232 

 233 

Figura 1. Escore e intensidade de marcação da p53 em neoplasias mamárias de cadelas. 234 

A) Carcinoma sólido, escore 0 – (negativo). IHQ, 40x, 50 μm. B) Núcleos 235 

imunomarcados: Carcinoma complexo, escore 1 (positiva,  11-30% de núcleos 236 

marcados), intensidade fraca. IHQ, 40x, 50 μm. C) Carcinoma complexo, escore 2 237 

(positiva, 31-50% de núcleos marcados), intensidade moderada. IHQ, 40x, 50 μm. D) 238 

Carcinoma complexo, escore 3 (>50% de núcleos marcados), intensidade forte. IHQ, 239 

40x, 50 μm. 240 
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Tabela 2. Correlação entre as características clinicopatológicas e expressão de p53 241 

em cadelas portadoras de neoplasia mamária. 242 

Características P53 positivas (n=65) P53 negativas (n=35) p-valor 

Idade ao diagnóstico    0,189
1
 

≤ 8 anos 19 (29,23%) 15 (42,86%)  

> 8 anos 46 (70,77%) 20 (57,14%) 
 

Raças   0,677
1
 

Raça pura 30 (46,15%) 18 (51,43%)  

SRD 35 (53,85%) 17 (48,57%) 
 

Tamanho tumoral   0,970
2
 

T1 (≤3 cm) 26 (40,00%) 14 (40,00%)  

T2 (> 3 e≤ 5 cm) 18 (27,70%) 9 (25,71%)  

T3 (> 5 cm) 21 (32,30%) 12 (34,29%) 
 

Subtipo histológico   0,017
3
* 

      Carcinoma complexo 20 (30,77%) 9 (25,71%)  

      Carcinoma tubular 17 (26,15%) 7 (20%)  

      Carcinoma em tumor misto 11 (16,92%) 4 (11,43%)  

      Carcinoma sólido 6 (9,24%) 5 (14,28%)  

      Carcinoma papilar 3 (4,61%) 4 (11,43%)  

      Outros 8 (12,31%) 6 (17,15%)  

Grau histológico (n= 96) n= 64 n= 32 0,872
2
 

       I 27 (42,19%) 14 (43,75%)  

       II 31 (48,43%) 16 (50%)  

       III 6 (9,38%) 2 (6,25) 
 

TNM (n= 96) n= 64 n= 32 0,829
1
 

I, II, III 36(56,25%) 19 (59,37%)  

       IV e V 28 (43,75%) 13 (40,63%)  

*P < 0.05 é considerado significante. 
1
Teste exato de Fisher, 

2
Qui-quadrado.

3
Análise multivariada - 243 

correlação canônica. 244 

 245 

Tabela 3. Correlação entre grau, subtipo histológico e TNM com o escore e 246 

intensidade de marcação para p53 em neoplasias mamárias de cadelas. 247 

 Escore (n, %)  Intensidade (n, %)  

 1 2 3 p-valor Fraca Moderada Forte p-valor 

Grau    0,023
1
*    0,030

1
* 

I 14 (21,88%) 3 (4,68%) 10 (15,62%)  9 (14,06%) 14 (21,88%) 4 (6,25%) 
 

II 8(12,5%) 12 (18,75%) 11(17,19%)  4 (6,25%) 14 (21,88%) 13 (20,31%) 
 

III 2 (3,13%) 0 (0%) 4 (6,25%)  2 (3,12%) 4 (6,25%) 0 (0%) 
 

Subtipo**    0,221
2 

   0,248
2 

CC 7 (10,78%) 4 (6,15%) 9 (13,88%)  5 (7,71%) 7 (10,78%) 8 (12,32%)  

CT 4 (6,15%) 4 (6,15%) 9 (13,88%)  5 (7,71%) 11 (16,93%) 1 (1,53%)  

CTM 4 (6,15%) 5 (7,70%) 2 (3,07%)  2 (3,07%) 6 (9,23%) 3 (4,61%)  

CS 3 (4,61%) 1 (1,53%) 2 (3,07%)  2 (3,07%) 2 (3,07%) 2 (3,07%)  

CP 1 (1,53%) 1 (1,53%) 1 (1,53%)  0 (0%) 3 (4,61%) 0 (0%)  

Outros 4 (6,15%) 2 (3,07%) 2 (3,07%)  1 (1,53%) 4 (6,15%) 3 (4,61%)  

TNM    0,088
3 

   0,922
3
 

I,II,III 17 (26,57%) 9 (14,06%) 10 (15,62%)  9 (14,06%) 18 (28,13) 9 (14,06%)  

IV, IV 7 (10,94%) 6 (9,37%) 15 (23,44%)  6 (9,37%) 14 (21,88%) 8 (12,5%)  

*P < 0.05 é considerado significante. **CC= carcinoma complexo, CT= carcinoma tubular, CTM= 248 

Carcinoma em tumor misto, CS= Carcinoma sólido, CP= carcinoma papilar.
1
Teste G (Willians), 

2
Análise 249 

multivariada – correlação canônica,
3
Teste qui-quadrado. 250 

 251 
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 Sobrevida total, intervalo livre de doença e tempo de desenvolvimento de tumor 252 

em mama remanescente 253 

 254 

 Ao final deste estudo, 59 cadelas haviam morrido e 41 estavam vivas. Das 59 255 

cadelas que vieram a óbito, 27 foram encaminhadas para necropsia, sendo a causa da 256 

morte relacionada à metástase de neoplasia mamária em 21 casos. Dos demais casos (32 257 

cadelas), exames de imagem (radiografia e ultrassonografia) e biópsias realizadas 258 

durante o acompanhamento clínico permitiram relacionar a causa da morte à neoplasia 259 

mamária em 16 casos. Assim, ao todo, em 37 de 59 casos (62,72%) o óbito teve relação 260 

com a neoplasia mamária, não sendo verificada esta relação em 22 casos (14 mortes por 261 

outras causas e oito indeterminadas) sendo estas cadelas censuradas no cálculo da 262 

sobrevida total. A média de sobrevida total (ST) foi de 16,6 ±10,5 meses (500 ±316,15 263 

dias). 264 

 Houve uma maior taxa de óbito no grupo de cadelas com tumores que 265 

superexpressaram p53 (43/65 - 66,16%), comparado ao grupo das cadelas negativas 266 

(16/35 - 45,71%), sendo observada correlação entre a sobrevida e superexpressão de 267 

p53 (p= 0,012) (Figura 2 – A).  268 

Com relação à sobrevida, 38,98% (23/59) das cadelas com tumores que 269 

superexpressaram p53 tiveram sobrevida < 12 meses e 33,90% (20/59) tiveram 270 

sobrevida > 12 meses. Já dentre as cadelas que foram negativas para p53, 3,39% (2/59) 271 

tiveram sobrevida < 12 meses e 23,73% (14/59) tiveram sobrevida > 12 meses. Assim, 272 

cadelas com tumores que superexpressaram p53 tiveram pior sobrevida, sendo 273 

verificada correlação com a superexpressão de p53 (p=0,012, X
2
= 8,02). 274 

  A mastectomia total foi realizada em 32% (32/100) das pacientes deste estudo e 275 

em 68% (68/100) foi feita mastectomia parcial. Das cadelas submetidas à mastectomia 276 
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parcial 27,94% (19/68) tiveram desenvolvimento de tumor em glândula mamária 277 

remanescente. Notou-se recidiva local em 4% das pacientes (4/100), sendo que uma 278 

havia realizado mastectomia total (3,12%; 1/32) e três parcial (4,41%; 3/68). Nas 279 

cadelas que tiveram recidiva local, também ocorreu desenvolvimento posterior de 280 

metástase.  281 

 Quanto às cadelas que tiveram recidiva local ou metástase (37/100), observou-se 282 

uma maior ocorrência no grupo de cadelas com tumores que superexpressaram p53 283 

(29/65 – 44,61%) comparado ao grupo das cadelas negativas (8/35 – 22,88%); e 284 

também uma maior ocorrência de desenvolvimento de novo tumor em mama 285 

remanescente no grupo com superexpressão de p53 (15/65 – 23,07%) comparado ao 286 

negativo (4/35 – 6,15%).  287 

O ILD foi em média 9,3 ± 8,3 meses (280,75 ±251,44 dias), sendo de 10,27 288 

±8,29 meses no grupo de cadelas com tumores que superexpressaram p53 e de 7,62 289 

±8,56 meses no grupo de cadelas negativas.  O TDMR foi em média de 7,9 ±7,4 meses 290 

(239,21 ±223,27 dias), sendo 7,86 ±6,80 meses no grupo com tumores que 291 

superexpressaram p53 e 8,25 ±10,71 meses no grupo negativo. Não obstante, a análise 292 

de ambas estas variáveis (ILD e TDMR) não apresentou correlação com a expressão de 293 

p53 (Figura 2 – B, C respectivamente).  294 
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Figura 2. Curvas de sobrevida Kaplan-Meier para a expressão da proteína p53 em 296 

amostras de neoplasias mamárias de cadelas, em relação a: A) Sobrevida total 297 

(p=0,012); B) Intervalo livre de doença (p=0,441); C) Tempo de surgimento de tumor 298 

em mama remanescente (p=0,240). NS= Não significativo. 299 

 300 

À análise multivariada entre a ST e as variáveis preditoras para a neoplasia 301 

mamária, observou-se correlação com a idade da cadela ao diagnóstico (p=0,02), sendo 302 

confirmada a correlação entre a sobrevida e expressão de p53 (p=0,01). Não houve 303 

correlação entre as demais variáveis analisadas (Tabela 4). 304 

 305 

Tabela 4. Análise multivariada de regressão de Cox da sobrevida total de cadelas 306 

com neoplasia mamária em comparação às variáveis preditoras. 307 

Variáveis Erro Padrão p-valor Taxa de risco IC (95%) 

Idade 0,058 0,023* 0,876 0,782 – 0,982 

Raça 0,053 0,941 1,003 0,904 – 1,114 

Tamanho do tumor 0,231 0,646 0,899 0,571 – 1,415 

TNM 0,126 0,412 1,109 0,865 – 1,422 

Subtipo histológico 0,053 0,275 0,943 0,849 – 1,047 

Grau histológico 0,231 0,470 0,846 0,537 – 1,332 

Expressão de p53 0,398 0,012* 2,719 1,244 - 5,939 

            *P < 0.05 é considerado significante. 308 
 309 

Discussão 310 

A maior ocorrência de neoplasias mamárias malignas, com maior frequência em 311 

cadelas idosas foi retratada nesse estudo, assim como observado por Dolka et al. (2016) 312 

e Rasotto et al. (2017). Ademais, em análise multivariada das variáveis preditoras para a 313 

sobrevida de cadelas com tumor de mama, a idade foi um fator significativo, com 314 

cadelas idosas apresentando pior sobrevida, como também constatado por Dias et al. 315 

(2016) e Dolka  et al. (2016).  316 

Poucos estudos com TMC têm correlacionado subtipo histológico à sobrevida. 317 

Até o momento, Santos et al. (2013) e Rasotto et al. (2017) sugerem uma associação 318 
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dos subtipos carcinoma complexo e tubular a uma maior sobrevida e menor risco de 319 

morte pela doença. Entretanto, no presente estudo não foi observada correlação entre o 320 

subtipo histológico e sobrevida. Nesse sentido, estudos adicionais são necessários para 321 

verificar esta questão.  322 

 Superexpressão de p53 foi relatada em cerca de 30% de mulheres (Dumai et al., 323 

2013) e cadelas portadoras de tumores mamários (Lee et al., 2004; Veena et al., 2014; 324 

Dolka et al., 2016). Os resultados aqui apresentados demonstraram alta expressão de 325 

p53 nos tumores mamários (65%), sendo esta frequencia influenciada pelo subtipo 326 

tumoral. A maior frequência de superexpressão de p53 pode estar relacionada ao 327 

predomínio neste estudo dos subtipos histológicos carcinoma complexo e carcinoma 328 

tubular, uma vez que o tipo histológico influencia na imunoexpressão de p53, além de 329 

Pedraza-Ordoñez et al. (2015) e Kim et al. (2016) também relatarem maior taxa de 330 

expressão desses subtipos.  331 

Escore e intensidade de marcação foram fatores independentes do subtipo 332 

histológico, semelhante ao observado por Teixeira et al. (2011). Já o grau histológico, 333 

geralmente utilizado como indicador prognóstico tumoral (Kim et al., 2016; Rasotto et 334 

al., 2017) demonstrou-se relacionado à intensidade e escore de marcação da p53. 335 

Tumores de alto grau apresentaram maior escore de marcação e maior intensidade de 336 

coloração, assim como observado por Golmohammadi e Pejhan (2012), sendo a alta 337 

expressão da p53 associada a neoplasias mamárias de alto grau e mais agressivas. 338 

Superexpressão de p53 foi observada em 25% das neoplasias mamárias 339 

benignas. Outros estudos já demonstraram superexpressão em tumores mamários 340 

benignos (11%: Muto et al., 2000), sendo relatada em até 100% (Zuccari et al, 2005; 341 

Terra et al., 2012). É importante ressaltar que mutações no gene p53 podem ser o 342 

primeiro evento na carcinogênese dos TMC (Muto et al., 2000), já tendo sido inclusive 343 
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detectadas em glândulas mamárias contralaterais ao tumor em cadelas (Teixeira et al., 344 

2011).  345 

Apesar de tamanho tumoral ser considerado fator prognóstico para os TMC, 346 

sendo reportada uma pior sobrevida para cadelas com tumores maiores que três 347 

centímetros (Cassali et al., 2013; Rasotto et al., 2017), os estudos que assim como este 348 

realizaram a análise do tamanho tumoral nos TMC não observaram correlação com a 349 

superexpressão de p53 (Bertagnolli et al., 2009; Dolka et al., 2016).  350 

Em mulheres, nota-se uma associação entre a expressão de p53 e um estágio 351 

TNM avançado (Yang et al., 2013). Não obstante, neste estudo o estadiamento (TNM) 352 

não foi correlacionado à expressão de p53, escore, intensidade ou à sobrevida das 353 

cadelas, de forma semelhante ao observado por Dolka et al. (2016). 354 

 Em Medicina Veterinária, poucos trabalhos têm avaliado a superexpressão de 355 

p53 em TMC com relação à sobrevida. Lee et al. (2004) verificaram correlação entre a 356 

superexpressão de p53 e pior sobrevida, de forma semelhante ao observado neste 357 

estudo. Já Zuccari et al. (2005) não verificaram correlação entre superexpressão de p53 358 

e sobrevida ou ILD. Dolka et al (2016) apesar de correlacionarem a superexpressão de 359 

p53 à ocorrência de tumores pouco diferenciados, com alto índice mitótico, invasivos e 360 

com presença de necrose, também não constataram correlação quanto ao tempo de 361 

sobrevida total.  As controvérsias apresentadas quanto ao valor prognóstico da p53 pode 362 

estar relacionada a fatores como: realização de avaliações com pequeno número de 363 

pacientes, acompanhamento clínico por curto período de tempo, avaliação em conjunto 364 

de diferentes subtipos e estágios tumorais e uso de diferentes métodos para avaliação da 365 

p53 (Bertheau et al., 2013).  366 

A superexpressão de p53 nos TMC se mostrou fortemente correlacionada à 367 

sobrevida, sendo que cadelas com tumores que superexpressaram p53 tiveram menor 368 
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sobrevida, assim como relatado em mulheres Said et al., 2013; Yang et al., 2013; 369 

Yamamoto et al., 2014). Entretanto, diferente dos tumores mamários em mulheres 370 

(Yang et al., 2013; Yamamoto et al., 2014) os TMC não demonstraram correlação entre 371 

superexpressão de p53 e ILD.  372 

A imunohistoquímica é um método eficiente para detecção de mutações do gene 373 

p53, já tendo sido estabelecida correlação entre superexpressão dessa proteína e 374 

ocorrência de mutações no gene p53 (Lee et al., 2004), levando ao seu acúmulo no 375 

núcleo das células tumorais (Maki, 2010; Tong et al, 2016). Assim, na avaliação da 376 

superexpressão, recomenda-se que seja considerada como positiva a expressão nuclear 377 

da proteína, sendo considerada a marcação citoplasmática apenas quando a nuclear 378 

também estiver presente na mesma célula (Lee et al., 2004; Yang et al., 2013; Dolka et 379 

al., 2016; Kim et al., 2016). Entretanto, alguns estudos consideram como verdadeira a 380 

marcação exclusivamente citoplasmática da p53, justificando sua ocorrência pelo 381 

sequestro da proteína alterada para esse compartimento celular (Behrens et al., 2001; 382 

Teixeira et al., 2011) o que pode contribuir para resultados controversos entre autores. 383 

 Horta et al. (2014) em avaliação da técnica cirúrgica em cadelas com tumor de 384 

mama, verificaram novo tumor em glândula mamária remanescente em 23,08% 385 

(33/143) das cadelas avaliadas, estando este valor próximo ao verificado nesse estudo 386 

(27,94%). Quanto ao TDTMR, este não apresentou correlação com a superexpressão de 387 

p53, possivelmente devido ao pequeno número de cadelas que desenvolveram tumor em 388 

mama remanescente (19/100).  Até o momento, não foram publicados estudos 389 

relacionando TDTMR e superexpressão de p53 em cadelas com tumores mamários. 390 

    391 

Conclusão 392 
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 Este estudo demonstrou que a superexpressão de p53 em neoplasias mamárias de 393 

cadelas está relacionada à pior sobrevida, embora não apresente relação com o intervalo 394 

livre de doença e tempo de surgimento de tumor em mama remanescente. Esta 395 

superexpressão ocorre com alta frequência e pode ser influenciada pelo tipo histológico, 396 

sendo mais observada nos carcinomas tubular e complexo. Demonstrou-se ainda que a 397 

idade da cadela ao diagnóstico também é importante fator prognóstico, determinando 398 

menor sobrevida em cadelas idosas. Dessa forma, sugere-se que a análise da p53 deve 399 

ser considerada como um método complementar para adequada determinação do 400 

prognóstico e tratamento dos TMC. 401 
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