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RESUMO 

O tumor de mama é a neoplasia mais frequente nas cadelas, e o aprimoramento de 

métodos investigatórios sobre sua origem e desenvolvimento fazem com que novas 

pesquisas surjam no intuito de desvendar os mecanismos elaborados pelo organismo na 

tentativa de se defender contra esta enfermidade.  A expressão da proteína de choque 

térmico (HSP) tem sido observada em muitas neoplasias, incluindo o câncer de mama. 

O objetivo deste trabalho foi investigar a expressão extracelular das proteínas de choque 

térmico (HSPs) a níveis medular e periférico em cadelas portadoras de neoplasias 

mamárias atendidas no serviço ambulatorial do Hospital Veterinário da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco. Foram coletadas amostras de 40 cadelas, destas, 20 eram 

portadoras de neoplasias mamárias e foram encaminhas para mastectomia formando o 

grupo estudo, e outras 20 cadelas clinicamente sadias foram encaminhadas para cirurgia 

de ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva (grupo controle). A HSP 90 kDa foi 

detectada em 20% das amostras do grupo estudo e em 10 % das amostras do grupo 

controle a nível periférico e a HSP 99 kDa se expressou em 50% das amostras do grupo 

estudo a nível medular. Outra proteína detectada foi a de peso molecular 150 kDa, 

também considerada como proteína ligada ao estresse celular, sua expressão foi 

evidênciada em 25% das amostras a nível medular no grupo estudo. De um modo geral, 

os resultados obtidos demonstraram haver expressão sorológica das proteínas ligadas ao 

estresse celular tanto a nível medular quanto a nível periférico em cadelas portadoras de 

neoplasias mamárias, porém não se pode afirmar que a suas expressões extracelulares 

estejam ligadas unicamente à presença da neoplasia. 

 

Palavras Chave: HSP, Medula óssea, Canino. 

  

ABSTRACT 

Tumor of the breast is the most common tumor in bitches, and how to apprimorate the 

methods to investigative about its origin and development causes is a new research in 

order to unravel the mechanisms established by the body in an attempt to defend against 

this disease. The goal of this study was to investigate the expression of extracellular 

heat shock protein (HSPs) to the bone marrow and peripheral levels in bitches with 

mammary tumors, met in the Veterinary Hospital outpatient service of the Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, 40 samples were collected from these bitches, 20 were 

with mammary tumors, and were forwarded to mastectomy forming the group study, 

and other clinically healthy 20 bitches were forwarded to sterilization (O.S.H) elective 

(control group). HSP 90 kDa has been detected in 85% of the samples of peripheral 

level study group, 60% samples of the bone marrow in the same group and 35% of the 

samples of peripheral level control group. Another protein detected was the molecular 

weight 150 kDa, also regarded as linked to cellular stress, her expression was appear in 

25% of the samples at bone marrow and in 75% of the samples at peripheral level group 

study. Generally, the results obtained demonstrate there is expression of sorological 

proteins linked to cellular stress both at the peripheral and bone marrow levels in 

bitches with mammary tumors, though we cannot say that their extra-cellular 

expressions are connected only at presence of tumor. 

  

Key Words: HSP, Bone Marrow, Dogs. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O estudo do câncer de mama em cadelas reveste-se de importância pela 

frequência com que surgem na rotina clínica de pequenos animais, constituindo uma das  

formas mais comuns de neoplasias nesta espécie (OLIVEIRA FILHO et al, 2010). As 

modificações na expressão de determinadas proteínas, associadas ao processo de 

malignização celular, necessitam ser caracterizadas e podem se tornar um dos pontos-

chave no diagnóstico e na terapia tumoral. Um segmento promissor, são as pesquisas a 

respeito da resposta celular ao estresse, envolvendo um grupo de proteínas denominadas 

“proteínas de choque térmico” ou HSP (heat shock protein) (WEI et al., 1995; 

NYLANDSTED et al., 2004; SOTI et al., 2005). As aplicações clínicas provenientes 

destes estudos são potencialmente vastas e podem ser fundamentais em diversas 

doenças, como o câncer (CIOCCA et al., 1993; LIU et al., 1996; VARGAS et al., 1998; 

SOTI et al., 2005).  

O termo “proteína de choque térmico” tem caráter genérico na descrição de 

eventos biológicos, uma vez que diferentes estímulos podem induzir o mesmo 

mecanismo de defesa celular. Células de todos os organismos respondem a uma 

variedade de condições estressantes através de uma rápida transcrição e subsequente 

tradução desta série de proteínas altamente conservadas (WELCH, 1993). As HSPs 

surgem na literatura como uma das classes de proteínas de estresse melhor estudadas, o 

aumento de sua expressão foi inicialmente evidenciado em Drosophila sp. por Ritossa 

em 1962, por meio do choque térmico (incubação em diferentes temperaturas elevadas). 

Hoje já se sabe que a resposta ao “heat shock” é uma propriedade geral de todas as 

células, tanto em condições de hipertemia quanto de demais estados que levem à 

alterações homeostáticas (WELCH, 1993). 

 As HSPs como proteínas intracelulares são de fundamental importância para a 

sobrevivência das células, não apenas em condições de estresse, onde se vê aumento na 

síntese de proteínas dirigidas à reparação de danos celulares, mas também em eventos 

de transporte e enovelamento de proteínas em formação (MORIMOTO, 1993; STUART 

et al., 1994). Porém alguns estudos demostram que a presença das HSPs não se restringe 

apenas ao meio intracelular, elas se apresentam no compartimento extracelular também, 

porém sua origem e os mecanismos que utilizam para afetar as funções celulares ainda 

são pouco conhecidos. Estudos recentes como os de Milani (2005), sugerem que as 

HSPs expressas em meio extracelular podem provir de necrose celular, e que as mesmas 

adquirem propriedades que lhes permitem realizar funções específicas como a 

apresentação de antígenos tumorais às células de defesa, funcionando como uma terapia 

imunológica contra o câncer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

2. OBJETIVO 

 

 Investigar a expressão extracelular das proteínas de choque térmico (HSPs) a 

níveis medular e periférico em cadelas (Canis familiaris) portadoras de neoplasias 

mamárias. 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. HEMATOPOIESE E A COLETA DA MEDULA ÓSSEA 

 

A hematopoiese ou hemopoiese (hemato ou hemo significa sangue, poiesis 

significa fazer) é realizada no sistema hematopoiético, o qual é contituído por células-

tronco hematopoiéticas (CTH), células precursoras, células sanguíneas 

morfofuncionalmente maduras e tecido de sustentação da hematopoiese (microambiente 

hematopoiético), localizado nas cavidades medulares de ossos chatos e longos, baço, 

fígado, linfonodos e timo. O sistema hematopoiético é uma rede integrada de células 

que inicia o ciclo contínuo de diferenciação de uma pequena população de CTH que dão 

origem a todas as células heterogêneas funcionais do sangue e do sistema imune, 

fundamentando a teoria monofilética da origem do sangue (GASPER, 2000). 

O desenvolvimento do sistema vascular e hematopoiético se inicia em uma fase 

precoce da vida embrionária e continua no feto podendo ser dividida em três períodos 

distintos: mesoblástico, hepático e mielóide. Após a fertilização e implatação do óvulo, 

pode-se observar o aparecimento de grupos de células no mesênquima embrionário, 

estes grupos de células são denominadas ilhotas sanguíneas e representam os elementos 

progenitores do sistema vascular e hematopoiético. As células periféricas das ilhotas 

sanguíneas formam a parede dos primeiros vasos sanguíneos e as mais centrais 

originam as células sanguíneas primitivas denominadas hemocitoblastos (GASPER, 

2000). 

 No interior do saco vitelino, as células mesenquimais primitivas produzem as 

chamadas células-tronco hematopoiéticas. As células-tronco do saco vitelino, por sua 

vez, semeiam fígado, baço, linfonodos e timo do feto, expandindo o território de 

formação das células sanguíneas. Ao final do primeiro terço de vida intra-uterina, o 

fígado fetal assume o papel principal na hematopoiese. Observam-se aglomerados de 

células hematopoiéticas nos sinusóides hepáticos, e apesar da presença de células 

granulocíticas e megacariocíticas, os elementos precursores da série vermelha 

representam 50% das células nucleadas encontradas no fígado. Sua atividade começa a 

diminuir no segundo terço da gestação, porém continua produzindo células sanguineas 

durante as primeiras semanas da vida extra-uterina (LATIMER, 1997). 

 As hemácias são as primeiras células sanguíneas que aparecem no embrião. É 

possível distinguir duas linhagens celulares, ambas derivadas de hemocitoblastos de 

aspectos semelhantes que amadurecem em sítios diferentes; intravascular e 

extravascular. No início da vida embrionária, os glóbulos vermelhos derivam dos 

eritroblastos primitivos, que se formam principalmente na luz dos vasos, chamados de 

megaloblastos. São células volumosas com citoplasma policromatófilo, núcleo de 

cromatina fina e regularmente distribuída; estas células dão origem a eritrócitos grandes, 

hipocrômicos e de contornos irregulares (CHRISTENSEN, 1989). 



 

 

 

 

 Por volta da metade do período de vida intra-uterina, formam-se cavidades 

medulares no interior dos ossos e inicia-se rapidamente a hematopoiese em sítio ósseo, 

ao final deste período, a medula óssea torna-se o principal local de desenvolvimento das 

células sanguíneas, precedidas pelo baço, produzindo granulócitos, monócitos, 

eritrócitos, megacariócitos e alguns linfócitos. A princípio a celularidade dos espaços 

medulares é pequena sendo predominantemente leucopoética, porém ocorre 

rapidamente a proliferação dos tecidos eritropoiéticos e a medula óssea torna-se 

totalmente celular com representação de todas as linhagens celulares (RASKIN, 1998). 

O volume medular do feto e do neonato é consideravelmente menor quando 

comparado ao de indivíduos jovens e adultos, devido ao fato de que a maior parte do 

esqueleto é ainda cartilaginosa, sendo os ossos longos dos membros proporcionalmente 

pequenos. Assim, o volume verdadeiro da medula óssea é mais ou menos igual ao 

volume total de células hematopoiéticas, desta maneira a reativação ou persistência de 

hematopoiese extra medular, sobretudo nos órgãos abdominais como fígado e baço, é o 

único processo pelo qual o feto ou neonato podem aumentar a produção e a reserva 

hematopoiética (RASKIN, 1998). 

A medula ativa (medula vermelha) participa na formação e liberação de várias 

linhagens de células sanguíneas, armazenamento e reciclagem de ferro, fagocitose de 

restos celulares e produção de anticorpos (THRALL, 2007). A celularidade normal da 

medula óssea é variável e depende principalmente da idade do indivíduo. Normalmente 

cerca de 50% é de medula vermelha e consiste em células nucleadas, outros 50% são 

medula amarela e correspondem à gordura. Os elementos celulares nucleados 

encontrados correspondem às linhagens eritróide, mielóide, monocítica, linfocítica, 

megacariocítica e do estroma medular (GRINDEM, 2002). Indivíduos adultos são 

capazes de aumentar a produção medular de eritrócitos de seis a oito vezes quando 

submetidos a estresse hemolítico crônico, transformando os espaços ocupados com 

gordura em medula óssea vermelha ativa, particularmente em estados neoplásicos 

(LATIMER, 1997).  

Segundo Grindem (2002), os tipos celulares presentes na medula óssea são 

bastante heterogêneos em relação ao tamanho, formato e ao imunofenótipo. Em estudos 

iniciais, apenas as células-tronco hematopoiéticas eram consideradas como sendo 

células-tronco pluripotenciais comuns. 

Estudos recentes têm revelado a plasticidade das células-tronco, que podem se 

diferenciar em células não hematopoiéticas de vários tecidos, incluindo aquelas do 

sistema nervoso central, pulmões, músculos esqueléticos, do fígado, pâncreas, pele, 

trato gastrointestinal e coração (LEE et al., 1993; GUSSONI et al., 2002; OKAMOTO, 

2002; BADIAVAS et al., 2003).  

A capacidade proliferativa das células-tronco declina com o passar do tempo 

(LIPSCHITZ et al., 1994), podendo causar implicações clínicas à recuperação da 

medula óssea em animais idosos, após agressão medular. 

A avaliação citológica da medula óssea deve ser feita de acordo com 

informações do histórico, sinais clínicos, exame físico e resultados laboratoriais do 

paciente além dos parâmetros hematológicos de uma amostra de sangue periférico 

coletado horas antes da coleta da amostra de medula óssea para citologia (TYLER et al, 

2009). O exame da medula óssea é geralmente gratificante na avaliação de animais com 

anemias arregenerativas, neutropenia persistente ou trombocitopenia persistente 



 

 

 

 

(KEARNS; EWING,. 2006; WEISS, et al. 2006). A avaliação citológica também pode 

ser empregada para a verificação do envolvimento da medula em algumas condições 

neoplásicas como em linfomas e mastocitomas, para a identificação de agentes 

etiológicos e em pacientes com evidências de quadros de hiperglobulinemia 

(WELLMAN; RADIN, 1999; GRINDEM, 2002). Com o material coletado pode-se 

realizar diversos exames, como o mielograma, proteinograma, imunohistoquímica, 

citogenética e bioquímica. Desta forma, a avaliação ideal da celularidade medular 

requer a integração das informações obtidas do aspirado à luz dos achados da avaliação 

do sangue periférico (FLEURY, 2007). 

Os principais distúrbios mieloproliferativos estão relacionados ao aumento da 

celularidade das linhagens mielóides ou eritróides podendo estar diretamente ligados 

com a resposta à perda sanguínea e destruição celular. Elevações inexplicadas no 

número de células são exemplos de anormalidades proliferativas em que o mielograma 

está indicado, e incluem a policitemia, leucocitose ou trombocitose persistentes. 

Existem várias condições secundárias que resultam em policitemia, como a hipóxia, 

desidratação, neoplasias, hipertireoidismo ou contração esplênica. A elevação 

inexplicada de qualquer linha leucocitária sem uma doença inflamatória aparente é um 

também um fator indicativo para a avaliação da medula. O aumento no número de 

plaquetas pode ser secundário à perda crônica de sangue, inflamação crônica, 

esplenectomia, síndrome de "Cushing" e diabetes mellitus. Entretanto, uma 

trombocitose inexplicada pode ser resultado de uma neoplasia da linhagem plaquetária e 

o exame da medula óssea torna-se necessário. (THRALL, 2007). 

A coleta de medula óssea é considerada como um procedimento pouco invasivo, 

rápido e fácil quando comparado à biópsia. Além de não causar prejuízos ao animal, ela 

tem poucas contra-indicações e as complicações são raras. A contenção, a sedação e a 

anestesia geralmente oferecem mais riscos aos pacientes do que o procedimento em si.  

A hemorragia é uma preocupação teórica mesmo em animais trombocitopênicos. 

As infecções iatrogênicas são possíveis, mas o risco é mínimo, especialmente se a pele 

da área pela qual é realizado o aspirado estiver adequadamente preparada  (HARVEY, 

1984; HOFF, et al. 1985 e GRINDEM, et al. 2002). 

Em 1929, utilizou-se pela primeira vez a punção aspirativa da medula óssea para 

o estudo citológico sistemático, proporcionando o reconhecimento e a descrição das 

células precursoras hematopoiéticas. Três décadas mais tarde, Macfalard relatou as 

vantagens da retirada de um fragmento ósseo, utilizando agulha de Silverman. Com este 

método, obtinha-se uma maior quantidade de material, o que possibilitava maior 

número de cortes e de colorações histológicas. Em 1971, Jamshidi criou uma nova 

agulha para realização de biópsia de medula óssea, a qual apresentava a vantagem de ser 

menos traumática e mais confortável ao manuseio. A agulha de Jamshidi foi modificada 

por Inwood alguns anos depois, a fim de melhorar a obtenção do material celular 

(CURY, 2003). 

 De acordo com Raskin (1998), existem diversas agulhas para uso clínico. Tais 

agulhas servem tanto para a administração de diversos produtos sanguíneos, soluções e 

agentes farmacológicos em situações de emergência, quanto para a coleta de material 

para exames cito e histopatológicos e transplantes (JUNIOR, et al., 2008). 

 Quando é preciso uma grande quantidade de medula óssea, sugere-se a 

utilização de agulhas com um calibre maior a fim de aumentar o volume coletado em 



 

 

 

 

menor tempo (OLIVEIRA, 2008; TOGNOLI et al., 2009). Situações assim são 

requeridas nas coletas visando à obtenção de células para transplantes de medula óssea 

nos casos de pacientes oncohematológicos e transplantes de células-tronco obtidas do 

isolamento da fração total colhida, o que difere dos cultivos celulares, que requerem 

uma quantidade menor de células da medula óssea. No isolamento, a quantidade de 

medula óssea a ser colhida é maior, pois nesse material deverá conter o número de 

células suficientes para o transplante. 

 Em cães e gatos, a medula óssea pode ser obtida na epífise dos ossos longos e 

nas regiões do íleo, como crista ilíaca ou borda acetabular. A crista ilíaca em cães é 

referida como via de acesso para coleta de medula óssea pela facilidade de localização, 

tanto para obtenção das células mononucleares, quanto para aquisição de células 

medulares, em exames histopatológicos (SAMOTO, 2006; CASTANIA, 2007; 

ZAMPROGNO, 2007; SALGADO, 2008). 

 Em cães de pequeno porte ou gatos, é preferível realizar a coleta de amostras 

medulares na região trans-ilíaca ou porção proximal do fêmur. Punções trans-ilíacas 

reduzem o risco de lesões provocadas pelo deslizamento acidental de agulha pela crista 

ilíaca (RASKIN, 1998). Para cães obesos ou musculosos, a porção crânio-lateral da 

tuberosidade maior do úmero é a melhor opção para coleta de material (RASKIN, 1998; 

ZAMPROGNO, 2007).  

Em medicina veterinária, as pesquisas envolvendo transplante de células-tronco 

hematopoiéticas vêm crescendo e a terapia autóloga com células–tronco provenientes da 

medula óssea mostra-se efetiva para estimulação celular em reparos teciduais 

(ZAMPROGNO, 2007; OLIVEIRA, 2008; TOGNOLI et al., 2009). 

 Os modelos experimentais de transplantes de sangue periférico e medula óssea 

em cães têm propiciado informações pré-clínicas de extrema importância nos 

transplantes em humanos (NAKAGE et al., 2003). 

 

3.2. RESPOSTA CELULAR IMUNOLÓGICA ANTITUMORAL: EFEITOS 

CELULARES E MECANISMOS 

 

 O ciclo celular consiste em uma sequência de processos: divisão nuclear 

(mitose) e divisão citoplasmática (citocinese), mas antes de uma célula típica poder se 

dividir deve ocorrer uma dobra no volume celular e duplicação de todos os conteúdos. 

Esse controle do sistema de ciclo celular tem atividade de enzimas e proteínas 

responsáveis por conduzir cada etapa do processo no tempo apropriado. Ele se baseia 

em duas famílias de proteínas que são chave para seu funcionamento, a primeira é a 

família das proteinoquinases, enquanto que a segunda é uma família de proteínas 

ativadoras especializadas, chamadas ciclinas (PELÚZIO, et al., 2006). 

 Grande parte da defesa imunológica provém da ação de dois mecanismos 

básicos, a imunidade inata específica não antigênica e a imunidade adquirida específica 

antigênica (FEARON et al. 1996; MEDZIHITOV et al. 1997). Nos mamíferos, os 

mecanismos-chave presentes no sistema imune inato incluem a habilidade de 

reconhecer o patógeno ou o tecido injuriado e sinalizar a presença dos mesmos para as 

células responsáveis pela resposta imune adquirida. O sistema imune inato é o 

responsável pelo processo inflamatório primário e seus componentes incluem células 

fagocíticas, células “natural killer” e interferon. Evolutivamente dá-se o 



 

 

 

 

desenvolvimento da imunidade adquirida cujos mecanismos-chave são a habilidade de 

realizar o rearranjo genético na família das imunoglobulinas e nos receptores de células 

T (RCT) permitindo a criação de uma ampla diversidade de anticorpos antígeno-

específicos e consequente memória antigênica específica (MATZINGER, 1994). 

 O sistema imune adquirido é altamente sofisticado e eficaz, mas para isto precisa 

ser regulado e conduzido por células denominadas de células apresentadoras de 

antígenos (CAAs). As células dendríticas (DCs) são caracterizadas de CAAs, pois 

possuem a habilidade de induzir a resposta imune primária e isto permite o 

estabelecimento de uma memória imunológica (BANCHEREAU et al. 1998). DCs 

progenitoras encontradas na medula óssea dão origem às precursoras que irão atuar a 

nível de tecidos e órgãos e onde irão residir como células imaturas com alta capacidade 

fagocítica. Estão presentes em órgãos não linfóides, incluindo o epitélio (epiderme e 

mucosa), a derme e interstício de órgãos em geral. Também são encontradas no sangue, 

na linfa e em todos os órgãos linfóides (SOUZA et al., 1999; KELLER, 2001). 

Seguindo a injúria tecidual ou orgânica, DCs imaturas capturam o antígeno e 

subsequentemente migram para os órgãos linfóides onde é capturada pelas células T 

antígeno-específicas, cujos receptores de membrana encontrados nas mesmas, 

reconhecem e captam os antígenos ligados às DCs (BANCHEREAU; STEINMAN, 

1998).  

 As células dendríticas quando imaturas são definidas como células marcadoras 

de superfície que possuem grande capacidade funcional, elas expressam receptores 

como CCR-1, CCR-2, CCR-3 e CXCR-1. São fagocíticas e apresentam alta capacidade 

de macropinocitose, o que lhes confere a capacidade de capturar os antígenos 

(BANCHEREAU et al. 2000) e são capazes de interagir com linfócitos T e B e modular 

as suas respostas (SOUZA et al., 1999; KELLER, 2001).  

As células dendríticas progenitoras são originadas de duas linhagens, mielóide e 

linfóide (BANCHEREAU et al., 2000; SHORTMAN e LIU, 2002). Células dendríticas 

derivadas de linhagens distintas diferem na sua distribuição tecidual, produção de 

citocinas e condições de crescimento (ADAMS et al.,2005). A linhagem mielóide dá 

origem às DCs convencionais ou “mielóides”, compostas por: células de Langerhans 

(LCs), células dendríticas intersticiais (IDCs) e células dendríticas derivadas de 

monócitos (moDCs) (SZABOLCS et al., 1996; GATTI et al., 2000). As moDCs podem 

ser encontradas em órgãos linfóides periféricos e na circulação sanguínea, onde 

produzem grandes quantidades de fatores de necrose tumoral (TNF-α) em resposta a 

patógenos e outras causas de inflamação (ROSSI e YOUNG, 2005). As LCs e IDCs 

estão distribuídas em locais “estratégicos” do organismo em que possivelmente pode 

ocorrer o primeiro encontro do antígeno com o sistema imune. Assim, as LCs estão 

presentes na superfície epitelial da pele e mucosas, e as IDCs nos tecidos subepiteliais 

da derme e interstício de órgãos sólidos (ROSSI e YOUNG, 2005). 

Células dendríticas “mielóides” são, ainda, subdivididas em sub-populações; 

porém, não foram claramente descritas as funções de cada sub-população (HEATH et 

al., 2001).  A sub-população de DCs CD11b+ parece ser especializada no 

processamento de antígenos exógenos para apresentação em associação com moléculas 

do Complexo Principal de Histocompatiblidade de classe II (MHC II). As DCs CD8α+ 

são especializadas na captura de células mortas e exercem papel na resistência a certas 

infecções virais. Esta sub-população também têm sido associada ao mecanismo de 



 

 

 

 

apresentação cruzada, que é a capacidade de processar antígenos que não se replicam, 

para apresentação às células T através de moléculas de classe I (DUDZIAK et al., 

2007).  

A linhagem linfóide, por sua vez, é precursora das células dendríticas 

plasmocitóides, as quais exercem importante papel na imunidade antiviral. São também 

encontradas no sangue e órgãos linfóides e são produtoras de IFNs α associando-se à 

resposta imune antitumoral (GROUARD et al., 1997; ADAMS et al., 2005). 

Células dendríticas utilizam diversos mecanismos para capturar os antígenos: 

fagocitose, endocitose, pinocitose e interação com receptores específicos. As proteínas 

dos antígenos são processadas em peptídeos e apresentadas na superfície celular ligadas 

às moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I ou II, 

onde serão reconhecidas por células T antígeno-específicas (ADAMS et al., 2005).  

Antígenos adquiridos no ambiente extracelular são tipicamente processados e 

apresentados associados às moléculas de MHC de classe II, ao passo que moléculas de 

MHC de classe I associam-se a antígenos presentes no compartimento citosólico 

(GUERMONPREZ et al., 2003; HOUDE et al., 2003; ACKERMAN et al., 2005). 

 A interação entre as DCs e células T provém primeiramente pela existência de 

moléculas que promovem esta interação. Esta relação requer pimeiramente a existência 

de dois sinais: o reconhecimento do complexo de peptídeos na DC pelo receptor de 

antígeno-específico na célula T, e o segundo sinal é a interação entre a molécula 

expressada pelas DCs (CD 40, CD 80 e CD 86) e seus “ligantes” nas células T. Os dois 

sinais devem ser promovidos pela mesma célula, e as células T que recebem estes sinais 

tornam-se ativadas e começam a produzir citocinas (ADLER et al. 1998). 

  As citocinas são agentes secretados por um tipo de célula imunológica que 

estimula outro tipo de célula. São proteínas com atividades diversificadas como 

mediação de respostas imunes e inflamatórias; atuação sobre vários tipos de células e 

atuação sobre processos de síntese de RNAm. Dentre as citocinas, estão as interleucinas 

e os interferons (HEATH et al. 2001). 

As células T reconhecem o antígeno exclusivamente como peptídeo apresentado 

pelo Complexo de Histocompatibilidade Molecular tipo I (MHC I) ou II (MHC II). 

Todas as células nucleadas são equipadas com o mecanismo de processo endógeno 

antigênico guiado pelo MHC I. O processo pelo MHC II (exógeno) é restrito às células 

apresentadoras de antígenos. Dentre elas as DCs são equipadas com os dois mecanismos 

e em adição podem ainda empregar um terceiro processo de apresentação denominado 

“cross-presentation” (HEATH et al., 2001) 

 Pelo processo denominado exógeno (MHC II) partículas antigênicas solúveis são 

capturadas por macropinocitose e subsequentemente degradadas no endossomo. 

Geralmente neste processo as cadeias de peptídeos têm de 13-20 aminoácidos. Nas 

células dendríticas imaturas o MHC II está retido em um compartimento celular especial 

(Figura 1B). Um estímulo inflamatório desencadeia a maturação da DC, resultando em 

uma translocação do MHC II para a superfície da célula, onde lá permanece estável por 

vários dias até ser reconhecido pelas células CD 4+T (ADLER et al, 1998). 

  Antígenos apresentados às células T pelo MHC I (Figura 1A) são geralmente 

derivados de proteínas intracelulares e degradados em peptídeos de oito a nove 

aminoácidos (KURST et al. 1996). O processo se inicia no citosol pelo proteosoma, os 

peptídeos são geralmente transportados para o retículo endoplasmático (RE) pelo TAP 



 

 

 

 

(transporte associado ao processo antigênico) Várias “chaperonas” residentes no RE 

facilitam e controlam o processo guiado para o MHC I. Os peptídeos migram então 

através do complexo de golghi (CG) para a superfície da célula onde então serão 

reconhecidos pelas células CD8+T (HEATH et al. 2001). 

            A                                                              B 

 
Figura 1 A e B: Caminho de processamento antigênico pelo MHC I e MHC II respectivamente (HEATH, et al. 2001). 
 

Dentre as células apresentadoras de antígenos (CAAs) as DCs têm a habilidade 

única de guiar peptídeos de origem exógena ao MHC I e este processo é denominado de 

“cross-presentation” (Figura 2), porém a localização intracelular do complexo de 

peptídeos - MHC I durante este processo permanece uma icógnita (YEWDELL et al. 

1999; AMIGORENA, 2003). 

 A descoberta científica de que células T são capazes de reconhecer antígenos 

tumorais in vitro, indica claramente que o sistema imune tem potencial para identificar e 

eventualmente eliminar as células neoplásicas, contudo, o fato pelo qual os tumores 

desenvolvem-se e crescem indicam falhas no controle imunológico do crescimento 

tumoral. Vários passos estão envolvidos na indução da imunidade tumoral como: a 

apresentação das moléculas tumorais pelas DCs precursoras que envolvem a captura das 

mesmas e apresentação na forma de antígeno-específico associado ao tumor (TAA) 

pelas DCs imaturas; a seleção e ativação de células T pelo antígeno tumoral e o 

reconhecimento dos elementos específicos que levam à eliminação do tumor após os 

efeitos do reconhecimento dos TAAs pelas células T (HEATH et al., 2001). 

 



 

 

 

 

 
Figura 2: Caminho de apresentação do antígeno pelo método “cross-presentation” (HEATH, et al. 2001). 

 

 Tumores têm desenvolvido mecanismos para escapar da vigilância imunológica 

influenciando negativamente na habilidade das células CAAs às células T específicas, 

tanto bloqueando o reconhecimento antigênico pelo sistema imune, quanto afetando a 

atividade das células T (HEATH et al., 2001). 

 Células tumorais produzem uma grande quantidade de citocinas com capacidade 

imunosupressora que afetam negativamente na maturação e função das células 

imunológicas. In vitro estudos mostram que elas podem inibir a diferenciação e 

maturação das DCs, inibir a apresentação de antígenos e a proliferação e atividade dos 

linfócitos, além de causar apoptose das células T. (KHONG et al. 2002). 

 O surgimento da teoria da imunovigilância tumoral vêm do conhecimento da 

estrutura bem definida do antígeno associado ao tumor e a determinação do “caminho 

molecular” para a indução e manutenção de uma resposta imune anti-tumoral (HEATH 

et al., 2001). 

 Estudos científicos que demonstram o surgimento de células T citotóxicas no 

combate aos TAAs funcionam como provas imunológicas e têm importância crítica para 

o desenvolvimento de imunoterapias como as vacinas no combate ao câncer. Porém, 

contrário aos resultados obtidos em testes laboratorias, a resposta clínica em pacientes 



 

 

 

 

humanos não vêm obtendo o mesmo resultado. Avalisando-se detalhadamente o 

mecanismo, percebe-se dois desafios para o desenvolvimento e aplicações da 

imunoterapia contra o câncer que são a baixa imunogenicidade dos TAAs e a habilidade 

do tumor em escapar ao reconhecimento e destruição pelo sistema imune (MILANI et 

al. 2005). 

 

3.3. PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO – HEAT SHOCK PROTEINS 

(HSP) 

 

 As HSPs foram descobertas por Ritossa em 1962, ao observar que a exposição 

de células da glândula salivar de Drosophila sp. ao calor, dinitrofenol ou salicilatos 

causaram o surgimento de um novo padrão de espessamento em cromossomos que 

representam sítios específicos de transição para a síntese de proteínas. O estresse 

térmico ou químico induz a expressão de genes, até então quiescentes, que fazem com 

que as células estressadas fabriquem grande quantidade de determinada classe de 

proteínas, chamadas de proteínas de choque térmico. O processo pelo qual essas células 

respondem ao estresse ficou conhecido como “Heat Shock Response” (HRS) ou 

resposta ao choque térmico (NEFTI; DAVIS, et al., 2005). 

 Nas décadas seguintes, vários pesquisadores demonstraram que as HSPs são 

filogeneticamente uma das mais bem conservadas famílias de proteínas encontradas em 

todos os organismos, desde procariontes a eucariontes, animais e vegetais. Em sua 

função clássica as HSPs são moléculas “chaperonas” que fornecem assistência ao 

processo de desdobramento das proteínas e sua translocação (GEORGOPOULOS; 

WELCH, 1993; BUKAU; HORWICH, 1998). 

 Chaperona é uma palavra inexistente no dicionário português e serve para 

designar substâncias que, sem fazer parte da estrutura final das proteínas, evitam 

interações incorretas entre estas, auxiliam em sua montagem final, bem como em sua 

síntese, dobramento e degradação (HENDRIK, 1993; HIGHTOWER et al. 1994). O 

dobramento de proteínas, processo onde são convertidas cadeias lineares de 

polipeptídeos em estruturas tridimensionais, é muito importante em biologia, pois 

possibilita que as proteínas exerçam todas as suas atividades vitais (PEETERMANS, 

1995). 

 O sistema HSP e suas “chaperonas” estão envolvidos em uma série de funções 

do metabolismo proteico, tais como: enovelamento proteico, prevenção de agregação 

induzida por diferentes tipos de estresses e recuperação de agregados de proteínas 

(MAYER et al., 2001). Também participam do transporte de protéinas por membranas e 

da degradação protéica, estabilizando fatores de transcição celular e exercem funções de 

controle de qualidade de protéinas recém-sintetizadas (HENDRICK et al., 1993; 

MAYER et al., 2001). 

 A indução à síntese de HSPs, a nível molecular, provém da resposta celular para 

uma grande variedade de estímulos ameaçadores como o choque térmico, metais 

pesados, estresse oxidativo, febre, inflamações e desidratação. Elas não são induzidas 

apenas pelo estresse, mas estão associadas também em processos fisiológicos como o 

ciclo celular, proliferação e diferenciação celular (MILARSKI; MORIMOTO, 1986). A 

expressão de HSPs associa-se igualmente com estados patológicos, em particular como 

o câncer, interagindo com a proteína p53 e protegendo a célula tumoral de apoptoses 



 

 

 

 

(JOLLY; MORIMOTO, 2000; MOSSER et al., 2000; BEERE e GREEN, 2001; 

GUZHOVA; TYTELL, 2001; PARK, 2002).  

 As HSPs são conhecidas primariamente por suas atividades intracelulares, 

contudo, algumas pesquisas vêm demonstrando que as mesmas podem também atuar a 

nível extracelular, interagindo com o plasmalema e estando presente no sangue 

periférico. A primeira evidência desta inesperada função das HSPs foi sugerida na 

década de 80, quando foi demonstrada a transferência da mesma pelas células gliais aos 

axônios em células cultivadas in vitro (TYTELL et al., 1986; HIGHTOWER e 

GUIDON, 1989). Mais recentemente, observou-se que a HSP 70 sintética tem a 

capacidade de se fusionar com outras proteínas (ex: NF-kB-HSP 70) para serem 

carreadas do meio extracelular ao citoplasma e ao núcleo de diferentes tipos de células 

em culturas in vitro (FUJIHARA e NADLER, 1999). 

 Recentemente a HSP vêm sendo proposta como uma ferramenta na terapia 

imunológica contra o câncer, elas podem funcionar como estrutura de ativação 

associada ao tumor, e se detectada na superfìcie de determinadas células tumorais, vão 

ativar a resposta imune pela ativação das células “natural killer” ou células T (HEATH 

et al., 2001); ou como molécula apresentadora de antígeno, gerando uma resposta imune 

específica através de um complexo determinado de complexo peptídeo-HSP (HSP-PC) 

(SRIVASTAVA; UDONO, 1994; WELLS et al, 2000). 

 Para a maior parte das famílias de HSPs existe pelo menos um membro que 

exerce uma função importante na resposta imune. As funções são diversas, entre elas 

estão a “sinalização de perigo” (CHEN et al., 1999; BREOLER et al., 2001), induzir a 

liberação de citocinas (ASEA et al., 2000; SINGH-JASUJA et al., 2000; KUPPNER et 

al., 2001; ZHENG et al., 2001), estimular a função de outras chaperonas (PANJWANI 

et al., 1999) e participar do mecanismo de “cross-presentation” e consequente estímulo 

de células T (UDONO et al., 1993 e 1994; SUTO et al., 1995; BINDER et al., 2001 e 

CASTELLI t al., 2001). 

 Nas últimas décadas esforços vêm sendo realizados na direção de identificar 

receptores e mecanismos que envolvam a ativação das HSPs e sua ligação com o 

sistema imune adquirido e inato. Identificou-se o CD 91 como receptor para HSPs de 

forma universal para a família HSP 70 e HSP 90 (BASU et al., 2001) posteriormente 

outros dois receptores foram identificados, foram eles o CD 40 e o LOX-1, que podem 

estar envolvidos no mecanismo de “cross-presentation” de antígenos mediados pelas 

HSPs (BECKER et al., 2002; DELNESTE et al., 2002).  

 Outros estudos vêm demonstrando que receptores denominados “Toll-like 

receptors” (TLR) estão envolvidos na ativação e maturação das células dendríticas pelas 

HSPs (VABULAS et al., 2002). Esses receptores de proteínas são importantes 

mediadores na tradução do sinal de resposta imune inata contra processos inflamatórios 

e infecciosos (AKIRA et al., 2000). A ligação do antígeno com o TLR na superfície 

celular resulta em uma cascata de eventos (Figura 3) que se inicia com o recrutamento 

de adaptadores moleculares e finaliza com a produção e liberação de citocinas pró-

inflamatórias (MEDCHITOV et al., 1997; AKIRA et al., 2001). 



 

 

 

 

 
Figura 3: Interação entre HSP no meio extracelular, receptor de membrana e antígeno, resultando na 

liberação de citocinas pró-inflamatórias (MILANI et al., 2002). 

 

 Em 2005, Milani et al. demonstraram que a HSP livre no meio extracelular 

adquire propriedade imunoestimulatória colaborando com as CDs na apresentação do 

antígeno tumoral às células T, seguindo o mecanismo de “cross-presentation”. 
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EXPRESSÃO EXTRACELULAR DAS PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO A 

NÍVEIS MEDULAR E PERIFÉRICO EM CADELAS (Canis familiaris) 

PORTADORAS DE NEOPLASIAS MAMÁRIAS. 

 

EXTRACELLULAR EXPRESSION OF HEAT SHOCK PROTEINS FROM 

BONNE MARROW AND PERIPHERAL BLOOD LEVELS IN BITCHES (Canis 

familiaris) WITH MAMMARY TUMORS. 

 

RESUMO  

O tumor de mama é a neoplasia mais frequente nas cadelas, e o aprioramento de 

métodos investigatórios sobre sua origem e desenvolvimento fazem com que novas 

pesquisas surjam no intuito de desvendar os mecanismos elaborados pelo organismo na 

tentativa de se defender contra esta enfermidade.  A expressão da proteína de choque 

térmico (HSP) tem sido observada em muitas neoplasias, incluindo o câncer de mama. 

O objetivo deste trabalho foi investigar a expressão extracelular das proteínas de choque 

térmico (HSPs) à níveis medular e periférico em cadelas portadoras de neoplasias 

mamárias atendidas no serviço ambulatorial do Hospital Veterinário da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco. Foram coletadas amostras de 40 cadelas, destas, 20 eram 

portadoras de neoplasias mamárias e foram encaminhas para mastectomia formando o 

grupo estudo, e outras 20 cadelas clinicamente sadias foram encaminhadas para cirurgia 

de ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva (grupo controle). A HSP 90 kDa foi 

detectada em 20% das amostras do grupo estudo e em 10 % das amostras do grupo 

controle a nível periférico e a HSP 99 kDa se expressou em 50% das amostras do grupo 

estudo a nível medular. Outra proteína detectada foi a de peso molecular 150 kDa, 

também considerada como proteína ligada ao estresse celular, sua expressão foi 

evidênciada em 25% das amostras a nível medular no grupo estudo. De um modo geral, 

os resultados obtidos demonstraram haver expressão sorológica das protéinas ligadas ao 

estresse celular tanto a nível medular quanto a nível periférico em cadelas portadoras de 

neoplasias mamárias, porém não se pode afirmar que a suas expressões extra-celulares 

estejam ligadas unicamente à presença da neoplasia. 

Palavras Chave: HSP, Medula óssea, Canino. 

 

ABSTRACT  

Tumor of the breast is the most common tumor in bitches, and how to apprimorate the 

methods to investigative about its origin and development causes is a new research in 

order to unravel the mechanisms established by the body in an attempt to defend against 

this disease. The goal of this study was to investigate the expression of extracellular 

heat shock protein (HSPs) to the bone marrow and peripheral levels in bitches with 

mammary tumors, met in the Veterinary Hospital outpatient service of the Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, 40 samples were collected from these bitches, 20 were 

with mammary tumors, and were forwarded to mastectomy forming the group study, 

and other clinically healthy 20 bitches were forwarded to sterilization (O.S.H) elective 

(control group). HSP 90 kDa has been detected in 85% of the samples of peripheral 

level study group, 60% samples of the bone marrow in the same group and 35% of the 

samples of peripheral level control group. Another protein detected was the molecular 

weight 150 kDa, also regarded as linked to cellular stress, her expression was appear in 



 

 

 

 

25% of the samples at bone marrow and in 75% of the samples at peripheral level group 

study. Generally, the results obtained demonstrate there is expression of sorological 

proteins linked to cellular stress both at the peripheral and bone marrow levels in 

bitches with mammary tumors, though we cannot say that their extra-cellular 

expressions are connected only at presence of tumor. 

Key Words: HSP, Bone Marrow, Dogs. 

 

INTRODUÇÃO 
O estudo do câncer de mama em cadelas reveste-se de importância pela 

frequência com que surgem na rotina clínica de pequenos animais, constituindo uma das  

formas mais comuns de neoplasias nesta espécie (OLIVEIRA FILHO et al, 2010). As 

modificações na expressão de determinadas proteínas, associadas ao processo de 

malignização celular, necessitam ser caracterizadas e podem se tornar um dos pontos-

chave no diagnóstico e na terapia tumoral. Um segmento promissor, são as pesquisas a 

respeito da resposta celular ao estresse, envolvendo um grupo de proteínas denominadas 

“proteínas de choque térmico” ou HSP (heat shock protein) (WEI et al., 1995; 

NYLANDSTED et al., 2004). As aplicações clínicas provenientes destes estudos são 

potencialmente vastas e podem ser fundamentais em diversas doenças, como o câncer 

(CIOCCA; CLARCK, 1993; LIU; MULLER, 1996; VARGAS; TELLO, 1998; SOTI et 

al., 2005).  

As HSP foram descobertas por Ritossa em 1962, ao observar que a exposição de 

células da glândula salivar de Drosophila sp. ao calor, dinitrofenol ou salicilatos 

causaram o surgimento de um novo padrão de espessamento em cromossomos que 

representam sítios específicos de transição para a síntese de proteínas. O estresse 

térmico ou químico induz a expressão de genes, até então quiescentes, que fazem com 

que as células estressadas fabriquem grande quantidade de determinada classe de 

proteínas, chamadas de proteínas de choque térmico. O processo pelo qual essas células 

respondem ao estresse ficou conhecido como “Heat Shock Response” (HRS) ou 

resposta ao choque térmico (NEFTI; DAVID, 2005). 

Essas proteínas são conhecidas primariamente por suas atividades intracelulares, 

contudo, algumas pesquisas vêm demonstrando que as mesmas podem também atuar a 

nível extracelular, interagindo com o plasmalema e estando presente no sangue 

periférico. A primeira evidência desta inesperada função das HSPs foi sugerida na 

década de 80, quando foi demonstrado a transferência da mesma pelas células gliais aos 

axônios em células cultivadas in vitro (TYTELL, 1986; HIGHTOWER e GUIDON, 

1989). 

Recentemente a HSP vem sendo proposta como uma ferramenta na terapia 

imunológica contra o câncer, pode funcionar como estrutura de ativação associada ao 

tumor, e se detectada na superfìcie de determinadas células tumorais, vai ativar a 

resposta imune através das células “natural killer” ou células T (HEATH et al, 2001). 

As células T, assim como outras células fagocíticas, fazem parte do sistme 

imune inato, que é o responsável pelo processo inflamatório primário. Evolutivamente 

dá-se o desenvolvimento da imunidade adquirida a qual permite a criação de uma ampla 

diversidade de anticorpos antígeno-específicos e consequente memória antigênica 

específica (MATZINGER, 1994). 



 

 

 

 

O sistema imune adquirido é altamente sofisticado e eficaz, mas para isto precisa 

ser regulado e conduzido por células denominadas de células apresentadoras de 

antígenos (CAA). As células dendríticas (DC) são caracterizadas de CAA, pois possuem 

a habilidade de induzir a resposta imune primária e isto permite o estabelecimento de 

uma memória imunológica (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998). DC progenitoras 

encontradas na medula óssea dão origem às precursoras que irão atuar a nível de tecidos 

e órgãos e onde irão residir como células imaturas com alta capacidade fagocítica. Estão 

presentes em órgãos não linfóides, incluindo o epitélio (epiderme e mucosa), a derme e 

interstício de órgãos em geral. Também são encontradas no sangue, na linfa e em todos 

os órgãos linfóides (SOUZA et al., 1999; KELLER, 2001). Seguindo a injúria tecidual 

ou orgânica, DC imaturas capturam o antígeno e subsequentemente migram para os 

órgãos linfóides onde são capturadas pelas células T antígeno-específicas, cujos 

receptores de membrana encontrados nas mesmas, reconhecem e captam os antígenos 

ligados às DC (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998). 

 A interação entre as DC e células T provém primeiramente pela existência de 

moléculas que promovem esta interação. Esta relação requer pimeiramente a existência 

de dois sinais: o reconhecimento do complexo de peptídeos na DC pelo receptor de 

antígeno-específico na célula T, e o segundo sinal é a interação entre a molécula 

expressada pelas DC (CD 40, CD 80 e CD 86) e seus “ligantes” nas células T. Os dois 

sinais devem ser promovidos pela mesma célula, e as células T que recebem estes sinais 

tornam-se ativadas e começam a produzir citocinas (ADLER et al. 1998). 

Nas últimas décadas, esforços vêm sendo realizados na direção de identificar 

receptores e mecanismos que envolvam a ativação das HSP e sua ligação com o sistema 

imune adquirido e inato. Identificou-se o CD 91 como receptor para HSP de forma 

universal para a família HSP 70 e HSP 90 (BASU et al., 2001) posteriormente outros 

dois receptores foram identificados, foram eles o CD 40 e o LOX-1, que podem estar 

envolvidos no mecanismo de “cross-presentation” de antígenos mediados pelas HSP 

(BECKER et al., 2002; DELNESTE et al., 2002).  

Outros estudos vêm demonstrando que receptores denominados “Toll-like 

receptors” (TLR) estão envolvidos na ativação e maturação das células dendríticas pelas 

HSP. Esses receptores de proteínas são importantes mediadores na tradução do sinal de 

resposta imune inata contra processos inflamatórios e infecciosos (AKIRA; KAISHO, 

2000). A ligação do antígeno com o TLR na superfície celular, resulta em uma cascata 

de eventos (Figura 3) que se inicia com o recrutamento de adaptadores moleculares e 

finaliza com a produção e liberação de citocinas pró-inflamatórias (MEDCHITOV et 

al., 1997; AKIRA; KAISHO, 2001). 

A descoberta científica de que células T são capazes de reconhecer antígenos 

tumorais in vitro, indica claramente que o sistema imune tem potencial para identificar e 

eventualmente eliminar as células neoplásicas, contudo, o fato pelo qual os tumores 

desenvolvem-se e crescem indicam falhas no controle imunológico do crescimento 

tumoral (HEATH et al., 2001). 

 Devido à importância que a neoplasia mamária representa na rotina clínica e 

cirúrgica de pequenos animais, e frente às descobertas das atividades imunológicas 

conferidas a determinadas proteínas que se expressam em condições celulares de 

desequilíbrio homeostático, fez-se necessário a avaliação da expressão das proteínas de 



 

 

 

 

choque térmico frente à presença da neoplasia, no intuito de fornecer dados para futuros 

estudos voltados ao aprimoramento do diagnóstico e terapia antitumoral em animais. 

 Objetivou-se com este estudo investigar a expressão das proteínas de choque 

térmico a níveis medular e periférico em cadelas portadoras de neoplasias mamárias. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 SELEÇÃO DOS PACIENTES 

 O projeto foi primeiramente encaminhado à Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (decisão CTA-DMV 

n° 79/10). Após aprovação da CEUA e autorização dos tutores dos animais, o estudo foi 

realizado no Hospital Veterinário do Departamento de Medicina Veterinária da mesma 

Universidade, e em uma clínica veterinaria particular. Foram utilizadas 40 cadelas 

adultas, de idade, peso e raças variadas, atendidas na rotina ambulatorial e cirúrgica. Os 

animais foram então divididos em dois grupos, o primeiro grupo foi formado por 

cadelas sadias, encaminhadas ao centro cirúrgico para realização de 

ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva, e foi considerado como grupo controle. O 

segundo grupo, que foi considerado como grupo estudo, foi formado por cadelas 

portadoras de neoplasias mamárias e encaminhadas ao bloco cirúrgico para 

mastectomias. 

 Ainda no atendimento ambulatorial, todos os animais foram examinados 

clinicamente e foi solicitada a radiografia torácica das cadelas com neoplasias mamárias 

a fim de evidenciar a existência de metástases, só participando do estudo as cadelas que 

não apresentaram tal alteração. Nos pacientes aptos foi realizada a colheita de três mL 

de sangue periférico pela veia cefálica esquerda, esta alíquota foi depositada em frasco 

contendo solução de EDTA a 10% (Ácido etilenodiaminotetraacético) como substância 

anticoagulante e então destinada à realização de hemograma pré-operatório. 

PROCEDIMENTO CIRÚRGICO E ANESTESIA 

Os pacientes que não apresentaram alterações hematológicas, foram 

encaminhados para a sala de preparação pré-operatória, onde foram administrados os 

protocolos pré-anestésico e analgésico composto por Acepromazina 0,2% (0,1 mg/kg 

I.M.) e Cloridrato de tramadol (2 mg/kg I.M.) respectivamente. Posteriormente foi 

realizada a tricotomia do campo operatório e do sítio de coleta da medula óssea e 

administrou-se por venóclise solução fisiológica 0,9% (NaCl). Como protocolos anti-

inflamatório e antibiótico pré-operatório, todos os animais receberam Cetoprofeno (1 

mg/kg I.V.) e Cefalotina sódica (30 mg/kg I.V.), protocolos estes que se estenderam no 

período pós-cirúrgico por via oral e na mesma dosagem SID e BID, respectivamente, 

durante cinco dias. Foi realizada indução anestésica nos pacientes com a utilização de 

Propofol 10% (4 mg/kg I.V.), após a perda do reflexo laringo-traqueal foi realizada 

sondagem orotraqueal e manutenção de plano anestésico com Isofluorano (MASSONE, 

1999).  

 Em seguida à anti-sepsia do campo operatório com álcool 70° e Iodo-povidona a 

10%, as cirurgias de mastectomia e ovariosalpingohisterectomia foram realizadas 

seguindo técnica descrita por Fossum (2002), os pacientes foram reavaliados a cada 48 

horas para limpeza da ferida cirúrgica e troca de curativos e após sete dias, foram 

removidos os pontos cirúrgicos.  

PUNÇÃO E COLHEITA DA MEDULA E DO SANGUE PERIFÉRICO. 



 

 

 

 

No bloco cirúrgico e imediatamente após o término das cirurgias, foi realizada a 

anti-sepsia da região a ser manuseada para coleta da medula, utilizando-se álcool 70° e 

Iodopovidona 10%. A amostra da medula foi então coletada por punção da tuberosidade 

maior do úmero, por intermédio de seringas estéreis de cinco mL. Para penetrar no canal 

medular, foram utilizadas agulhas de calibre 40 x 12 mm (Figuras 4, 5 e 6) e 25 x 7 mm 

proporcionalmente ao tamanho do animal e à espessura da cortical óssea, segundo 

técnica descrita por Castania (2007). 

Foi determinado como protocolo a colheita de dois mL de material medular de 

cada cadela. Metade da alíquota coletada de cada paciente foi acondicionada em tubos 

plásticos tipo ependorf® contendo EDTA 2% como substância anticoagulante para 

realização do mielograma e a outra metade da alíquota foi acondicionada em tubos de 

ensaio sem anticoagulante que foram destinados à centrifugação, após centrifugado o 

material foi então depositado em frascos tipo ependorf® e mantido congelado à 

temperatura de - 4°C para posterior determinação da expressão das HSP por 

eletroforese. 

 

 

 

                            
Figura 4: Punção da cavidade medular, com agulha calibre 40 x 12 mm, do sítio localizado na 

tuberosidade maior do úmero direito. 

 
Figura 5: Agulha 40 x 12 mm, após introdução no canal medular do sítio localizado na tuberosidade 

maior do úmero direito em cadela. 



 

 

 

 

 
Figura 6: Coleta do material medular por punção aspirativa do sítio localizado na tuberosidade maior do 

úmero direito em cadela. 

 

 As amostras de sangue periférico destinadas à investigação da expressão da HSP 

a nível periférico, foram coletadas por venopunção da jugular esquerda, com o paciente 

ainda anestesiado e em decúbito lateral esquerdo, utilizou-se seringas estéreis de três 

mL e agulhas de calibre 25 x 7 mm. A alíquota de cada paciente foi acondicionada em 

tubos de ensaio identificados, sem substância anti-coagulante, para posterior 

centrifugação e obtenção do soro. 

 

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

 Imediatamente após a colheita, as amostras de medula óssea, assim como do 

sangue periférico, foram submetidas a análises nos Laboratórios de Patologia Clínica do 

Departamento de Medicina Veterinária do Hospital Veterinário da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco, de Patologia Clínica Veterinária (Clínica Particular) e do 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco 

(LIKA). 

  Avaliação do hemograma 

 Determinou-se a contagem dos valores de hemácias, leucócitos, plaquetas assim 

como determinação da concentração de hemoglobina, volume globular e índices 

hematimétricos (Volume Corpuscular Médio – VCM e Concentração de Hemoglobina 

Corpuscular Média – CHCM). O sangue foi analisado com auxílio do contador 

automático de células de marca Celm®, modelo C-530 (UFRPE) e por contagem de 

hemácias e leucócitos em câmara de Neubauer® (Clínica Particular), a contagem 

diferencial dos leucócitos foi realizada em esfregaço sanguíneo corado por panótico 

rápido.  

 Mielograma 

 Para a realização do mielograma, a amostra medular foi imediatamente 

acondicionada em frasco plástico tipo ependorf® contendo solução de EDTA a 2% 

como substância anticoagulante. No Laboratório de Patologia Clínica foram 

confeccionados estiraços do material, respeitando intervalo menor que 30 minutos entre 

coleta e elaboração, no intuito de evitar possíveis alterações celulares estruturais 

iatrogênicas. Após a verificação da presença de grumos formados pelas espículas ósseas 

na amostra, esta pequena alíquota foi coletada do tubo plástico com o auxílio de um 

capilar de vidro e então depositada em lâmina de vidro para realização imediata do 



 

 

 

 

estiraço como protocolo descrito por Tyler et al (2009). As lâminas foram então coradas 

com May-Grunwald e Giemsa (MGG) para avaliação e contagem citológica e 

determinação da relação mielóide:eritróide segundo técnica descrita por Thraal (2007).  

 

 Determinação da eletroforese  

 A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com o método de 

Laemmli (1970), usando-se um gel de concentração de 4% e um gel de separação de 

10%. Os géis foram corados por três horas em solução de Comassie brilianet blue 

0,25% e descorados em solução de metanol 45%, ácido acético 10%, até a visualização 

das bandas, sendo posteriormente corado com nitrato de prata. A massa molecular das 

bandas foi determinada através do software LabImage 1D® (loccus) utilizando-se como 

padrão de proteínas GE healthcare®, miosina (220kDa), α-2-macroglobulina (170 kDa), 

α-galactosidase (116 kDa), transferrina (76 kDa) e glutamato desidrogenase (53 kDa) 

(figura 7).  

 
Figura 7: Expressão eletroforética de proteínas séricas medulares e periféricas de cadelas (Canis 

familiaris), utilizando-se como padrão de proteínas (GE healthcare®), miosina (220kDa), α-2-

macroglobulina (170 kDa), α-galactosidase (116 kDa), transferrina (76 kDa) e glutamato desidrogenase 
(53 kDa). 

 

Histopatológico 

 Fragmentos do tecido neoplásico de cada paciente foram recolhidos e 

encaminhados em frascos plásticos contendo formaldeído 10%, ao Laboratório de 

Patologia do Instituto Hermes Pradini© localizado na cidade de Belo Horizonte-MG, 

para realização dos exames histopatológicos. 

 

 



 

 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

HEMOGRAMA 

 Os valores médios de hemácias; hemoglobina; volume globular; proteína 

plasmática total e concentração hemoglobínica corpuscular; plaquetas e leucócitos dos 

grupos estudados estão apresentados nos quadros 1 e 2. 

 No presente estudo, os valores hematológicos médios expressos pelos animais 

do grupo controle, apresentaram-se dentro da normalidade quando comparados aos 

valores padrões para a espécie citados por Jain (1993) e Trhall (2007). Porém, a média 

dos valores de hemácias, hemoglobina e volume globular do grupo estudo apresentou-se 

inferior aos de referência, visto que seis dos 20 pacientes (30%) do grupo em questão 

apresentaram valores de hemoglobina abaixo de 12 g/dl. Paladini et al (2009), citam em 

seu estudo realizado com pacientes portadores de neoplasias que 39% apresentam 

valores hemoglobínicos abaixo de 12 g/dl e que 10% apresentam-se em valores abaixo 

de 10 g/dl onde a prevalência de anemia variou de acordo com o tipo de neoplasia, 

sendo mais frequentes em pacientes com linfoma/mieloma (53%) e menos frequente em 

pacientes com neoplasias mamárias (30%). 

 Segundo Latimer, Meyer. (1992); Kerr (2003) e Bush (2004), animais portadores 

de neoplasias podem expressar variados quadros imunocitológicos que variam entre 

neutrofilia, linfocitose e pancitopenia dependendo da natureza do tumor e de sua 

capacidade de afetar ou não a atividade das unidades formadoras de colônias 

granulocíticas ou agranulocíticas a nível de medula óssea ou tecido linfóide. Supõe-se 

que os pacientes portadores de neoplasias que participaram do presente estudo não 

sofreram, no momento das análises, qualquer influência sobre a atividade 

linfoproliferativa, não apresentando, portanto alterações em comparação aos valores 

padrões para espécie citados por Jain (1993) e Thrall (2007). 

 
 

MIELOGRAMA 

De acordo com Harvey (2001), Grindem (2002) e Thrall (2007), para a coleta de 

material medular são necessários: agulhas para biópsia de medula óssea com calibre de 

15 a 18 gauge por uma a duas polegadas e seringas de dez a 20 mL. As coletas das 



 

 

 

 

amostras medulares do presente estudo foram realizadas segundo técnica descrita por 

Castania (2007) com o uso de agulhas estéreis de calibre 40x12 mm, e seringas estéreis 

de três e cinco mL, o que não demonstrou ser obstáculo algum para obtenção do 

material. 

Segundo Tyler et al (2009), a celularidade normal da medula varia de acordo 

com a idade do animal, pois os grumos medulares de animais muito jovens contêm 

pouquíssima gordura, em média 25% enquanto que 75% são células, em contrapartida 

os animais adultos tem uma relação de 50%-50% e animais mais velhos apresentam a 

relação inversa, onde 75% são gordura. Na pesquisa foram utilizados animais adultos 

com idades variando no intervalo de um a 12 anos, foi possível observar que os animais 

mais velhos apresentavam resistência periosteal maior que os animais mais novos e que 

o material medular dos animais mais jovens apresentava maior quantidade de grumos 

medulares em comparação aos animais senis. 

 Em todos os animais, de ambos os grupos estudados, foi possível obervar no 

material coletado, a existência de grumos celulares e grumos de gordura. Após o 

esfregaço e coloração da lâmina, a análise das amostras apresentaram-se normocelulares 

(quadros 3 e 4). A medula pode ser classificada como hipocelular, normocelular ou 

hipercelular. Ela é dita hipocelular quando existem condições de supressão, condições 

hipoplásicas, doenças infecciosas, condições tóxicas e doenças hipoplásicas idiopáticas. 

A medula normocelular geralmente fornece vários grumos medulares que, de acordo 

com a idade do animal, apresenta uma relação célula:gordura normal, podendo 

apresentar alterações displásicas ou discrasia. Na condição de hipercelularidade, a 

relação gordura:célula estará elevada, e as hiperplasias eritróide, mielóide ou 

granulocítica, assim como doenças mieloproliferativas (leucemias) e infiltração 

neoplásica são os fatores comumente responsáveis (TYLER et al, 2009).  

Em relação à morfologia celular eritróide, em ambos os grupos foi possível 

observar poucas alterações, entre elas a vacuolização citoplasmática (Figura 8). De uma 

forma geral, não foi possível observar alterações dignas de nota em se tratando de 

displasia ou discrasia celulares. De acordo com Trhall (2007), a avaliação morfológica 

da série eritróide deve levar em consideração as anormalidades como alterações 

megaloblásticas, cariólise, picnose das células imaturas e vacuolização citoplasmática 

ou nuclear. Entre as alterações megaloblásticas, incluem-se padrões de cromatina 

nuclear excessivamente condensados, aumento do citoplasma, eritrócitos ortocromáticos 

macrocíticos e aumento do conteúdo de hemoglobina causando policromasia ou 

ortocromia nas células eritróides imaturas. Alterações como a cariólise, picnose e 

vacuolização do citoplasma e nuclear podem ser causadas por condições como necrose 

medular. 

 A anemia não regenerativa normalmente,  é uma das indicações para a avaliação 

citológica da medula óssea, nestes casos frequentemente a medula se encontra 

hipocelular a normocelular com aumento da relação mielóide:eritróide 

(HARVEY,2001). Nenhum dos pacientes apresentaram anemia arregenerativa em 

exame hematológico como também a relação mielóide:eritróide apresentou-se dentro da 

faixa padronizada para a espécie por Tyler et al (2009). 

 Harvey (2001), Grindem (2002), Thrall (2004) e Castania (2007) citam que, para 

determinarmos se houve um aumento generalizado da série granulocítica, a celularidade 

medular e a proporção de células da medula que são granulócitos devem ser 



 

 

 

 

consideradas. A presença de números excessivos de um ou mais estágios da linhagem é 

chamada discrasia, e assim como a presença de alterações celulares displásicas, elas 

podem ter como uma de suas causas as neoplasias. No presente estudo, em relação aos 

valores relativos da série granulocítica, pode-se observar que os animais de ambos os 

grupos apresentaram média dos valores relativos de granulócitos dentro do limite 

considerando-se o desvio padrão, não havendo sinais de displasia ou discrasia (Figuras 

9 e 10). 

 A relação mielóide:eritróide encontrada, demonstrou supremacia das células 

nucleadas de origem mielóide em ambos os grupos estudados, onde a média se 

estabeleceu entre o intervalo máximo e mínimo de 2,22 – 1,69 células mielóides para 

cada uma eritróide, estando dentro do valor de referência consultado (Quadros 3 e 4). 

Segundo Tyler et al., (2009) a relação mielóide:eritróide quantitativa requer a 

classificação de todas as células das duas linhagens encontradas nos campos observados 

e que pelo fato de existir dificuldade na classificação das células medulares e pela alta 

margem de valor padrão determinado para a espécie, a relação mielóide:eritróide 

quantitativa não deve receber respaldo diagnóstico significante, devendo ser apenas 

utilizada como mecanismo de identificação celular em pesquisas envolvendo a medula 

óssea. 

  

 

 
 

 

 



 

 

 

 

 
Figura 8: Esfregaço medular visualizado em objetiva de imersão, demonstrando pró-eritroblasto 

apresentando vacuolização citoplasmática (amostra do grupo estudo). 

 
Figura 9: Esfregaço medular visualizado em objetiva de imersão demonstrando celularidade medular 

padrão (amostra do grupo estudo). Série mielóide granulocítica - MIE: Mielócito, MET: Metamielócito, 

BAST: Bastonete, SEG: Segmentado. Série eritróide-PE: Pró-eritroblasto, EP: Eritroblasto policromático, 

EO: Eritroblasto ortocromático. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
Figura 10: Esfregaço medular visualizado em objetiva de imersão demonstrando componentes celulares 

de linhagem granulocítica mielóide (amostra do grupo estudo). P MIE: Pró-Mielócito, MIE: 

Mielócito,MET: Metamielócito, BAST: Bastonete e SEG: Segmentado. 

 

ELETROFORESE 

Entre as HSP, as de peso molecular 90 kDa e 99 kDa foram as únicas que se 

expressaram. A HSP 90 apresentou-se em quatro das 20 amostras (20%) do grupo 

estudo a nível periférico e em duas das 20 amostras (10%) do grupo controle também a 

nível periférico, já a HSP 99 expressou-se em dez das 20 amostras (50%) do mesmo 

grupo a nível medular, não havendo expressão das mesmas no grupo controle (Quadro 

5). Não foram encontrados na literatura qualquer estudo sobre a expressão das HSP a 

níveis sorológicos em animais, e ainda são poucos os estudos em pacientes humanos, 

entre eles, Milani et al (2005) demonstraram em seu trabalho com pacientes portadores 

de melanoma, que a HSP livre no meio extracelular adquire propriedades 

imunoestimulatórias e in vitro é capaz de carrear o antígeno tumoral às células 

dendríticas para posterior apresentação às células T, seguindo o mecanismo de “cross-

presentation”. Segundo o mesmo autor, o surgimento das HSP a nível extracelular ainda 

é uma icógnita.  

Uma outra proteína, de peso molecular 150kDa (Oxygen regulated protein-ORP) 

considerada como proteína ligada ao estresse celular (MATSUMOTO et al., 1996), teve 

sua expressão evidênciada em alguns pacientes do grupo estudo, não aparecendo nas 

amostras do grupo controle. Segundo os resultados dos estudos experimentais 

realizados, a proteína 150 kDa foi detectada em extratos de cultura de astrócitos de ratos 

expostos à hipóxia por 24 h, aumentando sua expressão ainda mais no período de 

reoxigenação e caindo ao nível basal após 24 h de normóxia, sugerindo que tal proteína 

contribui na resposta celular adaptativa ao estresse isquêmico. Em nosso estudo, 

nenhum paciente apresentou sinais clínicos de hipóxia, seja a nível ambulatorial 

(mucosas normocoradas, FC e FR padrões) ou mesmo no período operatório (onde 

foram monitorados todo o tempo quanto à saturação de oxigênio), entretanto em cinco 

das 20 (25%) amostras do grupo estudo a nível medular foi possível observar a 

expressão desta proteína (Quadro 5). 

 

   



 

 

 

 

 Proteínas 90 kDa 99 kDa 150 kDa 

Nível Periférico Medular Periférico Medular Periférico Medular 

Grupo Estudo 

Grupo Controle          

4 

2 

- 

- 

- 

- 

10 

- 

- 

- 

4 

- 
Quadro 5. Número de amostras que demonstraram expressões eletroforética das proteínas de choque 

térmico e da proteína 150 kDa ligada ao estresse celular e seus respectivos sítios de expressão. 

 

HISTOPATOLOGIA 

 Os laudos dos exames histopatológicos demonstraram que 50% das amostras 

(dez animais) apresentaram neoplasia de caráter maligno, enquanto que os outros 50% 

apresentaram benignidade. Entre os pacientes que obtiveram resultado de malignidade, 

30% (três animais) eram portadores de adenocarcinoma infiltrativo, outros 40% (quatro 

animais) apresentaram carcinoma ductal infiltrativo (havendo metástase para linfonodo 

regional em uma das amostras) e outros 30 % (três animais) apresentaram tumor misto 

maligno. Entre as amostras histopatológicas benignas, 20% (dois animais) apresentaram 

adenoma simples, 10% (um animal) apresentou adenoma complexo multifocal enquanto 

que 70% (sete animais) apresentaram tumor misto benigno. De acordo com Gorman e 

Dobson (1995) e Withrow e Macewen (1996), os tumores de mama representaram 

aproximadamente 52% de todas as neoplasias na fêmea canina, sendo que 50% destas 

são malignas, e que os tumores mamários acometem com maior frequência fêmeas entre 

dez e onze anos de idade, sendo mais raras em animais com menos de cinco anos de 

idade. Dos 20 pacientes portadores de neoplasias mamárias que compuseram os grupos 

estudados, 35% (sete animais) tinham mais de dez anos e 60% (12 animais) tinha a 

faixa etária entre cinco a nove anos e apenas 5% (um animal) tinha menos que dois anos 

de idade. 

Autores citam que, para as neoplasias mamárias em fêmeas da espécie canina, a 

mastectomia constitui a terapia de escolha, com exceção dos carcinomas inflamatórios e 

as metástases à distância (GORMAN e DOBSON, 1995; WITHROW e MACEWEN, 

1996). Neste estudo, todos os pacientes portadores de neoplasias mamárias foram 

submetidos a cirurgia de mastectomia unilateral ou bilateral, segundo técnica descrita 

por Fossum (2002) e de acordo com localização do tumor. Pela possibilidade de 

acompanhamento de 10% dos animais, foi possível observar que eles apresentaram 

metástase local e pulmonar antes dos seis primeiros meses do pós-operatório, e ambos 

eram portadores de carcinoma ductal infiltrativo como diagnóstico histopatológico pré-

operatório. 

 

Oliveira Filho et al (2010), encontraram em seus estudos realizados em 1.647 

cadelas portadoras de neoplasias mamárias, que os carcinomas são as neoplasias 

mamárias malignas mais prevalentes em cadelas (29,1% dos casos), seguido dos 

tumores mistos malignos (21,9%) e em relação as neoplasias benignas, 55,9% foram 

classificados como adenomas, enquanto que 40,2% eram tumores mistos benignos. 

Nesta pesquisa, 40% dos pacientes com neoplasias mamarias malignas eram portadores 

de carcinoma, enquanto que 70% dos pacientes portadores de neoplasias benignas 

apresentaram tumores mistos benignos. 

 

 



 

 

 

 

Histopatológico 90 kDa 99 kDa 150 kDa 

Adenocarcinoma 1 (P) 2 (M) 2 (M) 
Carcinoma 

 
- 3 (M) 2 (M) 

Tumor misto maligno - 1 (M) 1 (M) 
Tumor misto benigno 2 (P) 3 (M) - 
Adenoma simples 1 (P) 1 (M) - 
Quadro 6. Correlação entre as expressões eletroforéticas, nível de expressão (M= medular /P = periférico) 

e os resultados dos exames histopatológicos. 

 

CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos demonstraram haver expressão sorológica das proteínas 

ligadas ao estresse celular tanto a nível medular quanto a nível periférico em cadelas 

portadoras de neoplasias mamárias, porém não se pode afirmar que as suas expressões 

extracelulares estejam ligadas unicamente à presença da neoplasia. 

 De acordo com a correlação entre as expressões eletroforéticas e os resultados 

histopatológicos, podemos concluir que a HSP tem sua expressão mais evidente frente a 

neoplasias mamárias malignas. 
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