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RESUMO 

O melanoma é reconhecidamente uma neoplasia extremamente agressiva, apesar de uma 

morbidade não tão significativa entre os cânceres de pele, possui alta taxa de mortalidade, tanto 

em medicina humana quanto veterinária. Aliado a isso, o melanoma canino, por apresentar 

características histopatológicas e moleculares semelhantes às humanas, é considerado um bom 

modelo para estudos comparativos de desenvolvimento e progressão neoplásica. Sabe-se que 

um importante parâmetro de agressividade tumoral é o índice proliferativo e apoptótico, onde 

tumores mais agressivos devem apresentar maiores taxas de proliferação celular e menores 

taxas de apoptose. Nesse contexto, é descrito que a resistência a apoptose é uma característica 

importante relacionada ao desenvolvimento tumoral. O estudo da apoptose, evento ainda pouco 

compreendido em melanomas, pode auxiliar na compreensão sobre agressividade e progressão 

desses tumores. Assim, esse trabalho tem como objetivo caracterizar e correlacionar a expressão 

imunohistoquímica de Ki67, Bcl-2, Bax, Caspase-3, Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada, 

bem como com as características histopatológicas observadas em melanomas caninos. Foram 

selecionados 40 casos de melanomas caninos cutâneos e orais, para avaliação histopatológica 

(presença de êmbolo, desmoplasia, atividade juncional, índice mitótico, ulceração) e realização 

da técnica de imunohistoquímica. Entre os marcadores, Ki67 se correlacionou apenas com a 

expressão de Bax,de forma positiva, Bcl-2 foi relacionado positivamente com Caspase-3 

clivada e Caspase-9 clivada e a elevação da expressão de Caspase-3 clivada está relacionada ao 

aumento da expressão de Caspase-9 clivada. Observou-se diferença significativa quando 

associados os grupos de baixa e alta expressão de Ki67 e os grupos de baixa e alta expressão de 

Caspase-3 clivada (35% dos casos com baixas expressões de ambos marcadores). Entre os 

grupos oral e cutâneo, o segundo apresentou uma maior expressão de Caspase-9 clivada. Não 

foi encontrada nenhuma associação entre o índice mitótico, as características histológicas e os 

grupos de alta e baixa expressão dos marcadores imuno-histoquímicos estudados. Assim, nosso 

trabalho evidenciou que uma maior proliferação celular e uma maior expressão de proteínas 

anti-apoptóticas estão relacionadas a um aumento da expressão de proteínas pró apoptóticas. 

Foi observado também que melanomas orais, tido como mais agressivos, apresentam menor 

expressão de proteína indutora da cascata de apoptose quando comparado aos melanomas 

cutâneos. 

 

PALAVRAS-CHAVES: melanoma, imunohistoquímica, cão, apoptose, Bax, Bcl-2, caspase-

3, caspase-9, Ki67. 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Melanoma is an extremely aggressive neoplasm, although it’s morbidity is not so significant 

among skin cancers. It has a high mortality rate in both human and veterinary medicine. In 

addition, canine melanoma, due to its histopathological and molecular characteristics similar to 

the human ones, is considered a good model for comparative studies of development and 

neoplastic progression. It is known that na important parameter of tumor aggressiveness is the 

proliferative and apoptotic index, where more aggressive tumors must present higher rates of 

cell proliferation and lower rates of apoptosis. In this context, resistance to apoptosis is 

described as na important feature related to tumor development. The study of apoptosis, na 

event still poorly understood in melanomas, may help in understanding the aggressiveness and 

progression of these tumors. Thus, this work aims to characterize and correlate the 

immunohistochemical expression of Ki67, Bcl-2, Bax, Caspase-3, Caspase-3 cleaved and 

Caspase-9 cleaved, as well as the histopathological features observed in canine melanomas. We 

selected 40 cases of cutaneous and oral canine melanomas for histopathological evaluation 

(presence of plunger, desmoplasia, junctional activity, mitotic index, ulceration) and 

immunohistochemical technique. Among the biomarkers, Ki67 correlated only with Bax 

expression, positively, Bcl-2 was positively related to cleaved Caspase-3 and Caspase-9 

cleaved, and the elevation of cleaved Caspase-3 expression is related to increased expressionof 

Caspase-9 cleaved. Was observed a significant difference when the low and high Ki67 

expression groups and the low and high expression groups of Caspase-3 cleaved (35% of cases 

with low expression of both biomarkers) were associated. Among the oral and cutaneous 

groups, the second presented a greater expression of Caspase-9 cleaved. No association was 

found between the mitotic index, the histological characteristics and the high and low 

expression groups of the immunohistochemical biomarkers studied. Thus, our work has shown 

that increased cell proliferation and increased expression of anti-apoptotic proteins are related 

to an increase in the expression of pro-apoptotic proteins. It was also observed that oral 

melanomas, considered to be more aggressive, have lower expression of apoptosis cascade 

inducing protein when compared to cutaneous melanomas. 

 

KEYWORDS: melanoma, immunohistochemistry, dog, apoptosis, Bax, Bcl-2, caspase-3, 

caspase-9, Ki67. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Definido como uma neoplasia decorrente da transformação maligna dos melanócitos (ALI et 

al., 2013; FERLAY et al., 2010), o melanoma é um tipo de tumor que acomete principalmente 

a epiderme, trato uveal dos olhos e folículos capilares (SCHATTON et al., 2008). Nas últimas 

décadas sua incidência aumentou significativamente (ARMSTRONG & GOLDSTEIN, 2009; 

RASTRELLI et al., 2014) e apesar de ser menos frequente do que outras neoplasias de pele 

como carcinoma basocelular e de células escamosas, sua letalidade é mais elevada, devido sua 

característica altamente invasiva, causando mais que 75% das mortes por câncer de pele 

(ARRANGOIZ et al., 2016). No Brasil corresponde a 4% dos casos de câncer de pele e estima-

se 6.260 novos casos para o ano de 2018 (INCA, 2018). O diagnóstico do melanoma baseia-se 

principalmente nos achados clínicos e histopatológicos (ROLIM et al., 2012), onde se observa 

o padrão celular dos melanócitos e outras características como presença de ulceração, êmbolos, 

desmoplasia, atividade juncional e avaliação do índice mitótico (BERGIN et al., 2011; 

SCHULTHEISS, 2006; SMITH et al., 2002). 

 

O melanoma, assim como em humanos, atinge também outras espécies, por isso, é amplamente 

utilizada como modelo de estudo comparativo (DELLA PORTA et al., 1995; KUSEWITT, 

1996; LEY, 2002; OVERWIJK, 2001; SIMPSON et al., 2013). No cão é responsável por 

aproximadamente 7% das neoplasias malignas que acometem a espécie (GOLDSCHMIDT & 

HENDRICK, 2002; GROSS et al., 2005), e atinge diferentes sítios anatômicos tais como a 

cavidade oral, pele, olhos e dígitos (CURTIN et al., 2005; OMHOLT et al., 2011), sendo os 

orais sabidamente mais agressivos (BOSTON et al., 2014). Além disso, o modelo canino é tido 

como bom parâmetro de estudo comparativo, pela similaridade das características moleculares, 

histopatológicas e clínicas às observadas em humanos (SIMPSON et al., 2013). 

 

O câncer é resultado de vários eventos genéticos e epigenéticos, sendo necessárias várias 

mutações celulares para a iniciação, promoção e progressão tumoral. Portanto, no processo de 

carcinogênese, as mutações são resultado de alterações no DNA, pela ativação de proto-

oncogenes em oncogenes, e pela perda da função de genes supressores de tumor, responsáveis 

por controlar o ciclo celular, os mecanismos de reparo do material genético danificado e morte 

celular (CAMARDA, et al., 2017; HANAHAN, WEINBERG, 2000; WEINBERG, 2008). 
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Um marcador amplamente utilizado e bem estabelecido para avaliar progressão e agressividade 

tumoral é a proliferação celular, em melanomas observada principalmente a partir da expressão 

de Ki67 (WEINSTEIN et al., 2014). Já a apoptose, apesar de intimamente ligada com o 

processo carcinogênico e controle da população celular (LAO et al., 2006; LOWE, LIN, 2000), 

possui poucos estudos para confirmar sua ligação direta com o estadiamento nesse tipo tumoral 

(MODIANO, 1999). O que se sabe é que, em melanomas, índices apoptóticos se apresentam 

em números diminuídos, sendo inversamente proporcionais à agressividade da neoplasia 

(GLINSKY, 1997; STAUTON, GAFFNEY, 1995).  

 

O melanoma tem grande importância devido a sua alta agressividade, elevado índice 

metastático e baixa resposta terapêutica, fazendo com que as modalidades tradicionais de 

tratamento para estágios mais avançados apresentem resultados insatisfatórios (CAINI et al., 

2009; FERLAY et al., 2010).  

 

Dessa forma, apesar da avaliação da divisão celular e das características histopatológicas bem 

definidas como marcadores prognósticos, ainda se torna necessário novas descobertas e 

parâmetros, que podem acrescentar ao conhecimento e desenvolvimento do tumor, e, mais 

ainda, que acrescentem na aplicação das terapias atualmente utilizadas. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1) Melanoma  

 

O melanoma é uma neoplasia caracterizada pela malignização dos melanócitos e é considerado 

entre os cânceres de pele o mais agressivo, com alta taxa de metastização e mortalidade, sendo 

que a sobrevida de 5 anos em pacientes com melanoma maligno metastático gira apenas em 

torno de 14% (FERLAY, 2010; MILLER 2006). É o décimo nono tipo de câncer mais comum 

no mundo, com mais de 230 mil novos casos diagnosticados em 2012. Tem maiores incidências 

em países de população predominantemente de pele clara, como os do norte da América e da 

Europa, bem como Austrália e Nova Zelândia (SITUM, et al., 2014). Apesar de uma incidência 

menor nos países da América do Sul, segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), a taxa 

de mortalidade no Brasil em 2013 foi de 1.547 mortes; para 2018, estima-se o aparecimento de 

6.260 novos casos no país.  



16 
 

 

A pele é a principal barreira para o ambiente externo e depende dos melanócitos para 

fornecer, entre outras coisas, fotoproteção e termorregulação, através da melanina, 

sintetizada pelos melanócitos. Além da melanina existem os carotenóides e a hemoglobina, 

outros pigmentos de menor contribuição para essas funções e presentes em outros  tipos 

celulares. (LIN, FISHER, 2007) 

 

Os melanócitos possuem um citoplasma em formato de glóbulo de onde saem prolongamentos 

que seguem em direção à superfície da epiderme, têm como principal função a produção da 

melanina, sendo os principais responsáveis pela pigmentação da pele e do cabelo e que, 

assim, contribuem para as diferentes graduações de coloração nos indivíduos e proteção 

contra danos causados pela radiação ultravioleta, por sobreviverem a um considerável 

estresse genotóxico (LIN, FISHER, 2007). Os melanócitos humanos estão distribuídos 

principalmente na epiderme e nos folículos pilosos, mas estão presentes também na mucosa, 

olhos e cérebro, entre outros tecidos (YAMAGUCHI, HEARING, 2014). 

 

Os grânulos contendo melanina são conhecidos como melanossomas e são exportados dos 

melanócitos para os queratinócitos adjacentes, onde a maioria dos pigmentos é 

encontrada. Como resultado, as diferenças de pigmentação podem surgir da variação no 

número, tamanho, composição e distribuição dos melanossomos, enquanto os números de 

melanócitos tendem a permanecer relativamente constantes em estados fisiológicos (LIN, 

FISHER, 2007). 

 

Os melanócitos da pele são derivados da crista neural, o que influencia nas propriedades 

exclusivas desse tipo de célula. As células da crista neural são células pluripotentes que 

surgem do ponto mais distante do tubo neural entre o ectoderma superficial e a placa 

neural. (KAWAKAMI, FISHER,2011 ; SOMMER, 2011). Após a indução da crista neural, as 

células-tronco sofrem transição epitéio-mesênquima (TEM) com perda de adesão a células 

vizinhas e, eventualmente, migração celular. Neste processo, os fatores de transcrição 

Snail/Slug reprimem a expressão da E-caderina e o subseqüente descolamento e movimento 

celular (BANDARCHI, 2013). Além dos melanócitos, as células da crista neural dão origem 

a neurônios e células gliais, medula adrenal, células cardíacas e tecido craniofacial (LE 

DOUARIN, 2004). Os melanoblastos, precursores dos melanócitos, migram, proliferam e se 
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diferenciam rumo a seus eventuais destinos na epiderme basal e folículos pilosos, embora a 

distribuição precisa dos melanócitos varie entre as espécies (BANDARCHI, 2013; LIN, 

FISHER, 2007). Sugere-se que esses mecanismos, podem ser os responsáveis por conferir aos 

melanomas as características agressivas e o alto índice de metástases observado na maioria das 

vezes (MORT, JACKSON, PATTON, 2015; TSAO et al., 2012).  

 

O acometimento do tumor se dá principalmente na epiderme, olhos e folículos capilares e tem 

um processo de tumorigênese diverso (SCHATTON et al., 2008) se estabelecendo a partir do 

momento em que os melanócitos, devido às alterações genéticas e epigenéticas, começam a se 

multiplicar de forma desordenada, formando ninhos celulares, iniciando um processo de 

angiogênese, até chegar na disseminação por vasos sanguíneos e linfáticos. Frequentemente, no 

caso de melanomas, a disseminação ocorre para outros sítios do organismo, caracterizando 

assim o processo de metástase. O alto poder metastático do melanoma caracteriza o principal 

fator de agressividade desse tumor (MILLER, 2006). 

 

Existem vários fatores de risco, endógenos e exógenos, associados ao desenvolvimento de 

melanoma (WILLYARD, 2014). Entre os genéticos podem ser citados o quadro prévio de 

melanoma, histórico familiar da doença e nevos benignos e displásicos múltiplos 

(BANDARCHI, 2010). Já os fatores de risco de origem ambiental incluem: exposição 

prolongada e intermitente ao sol, tendência a bronzear-se facilmente e, exposição ultravioleta. 

A olho nu, os efeitos da radiação UV são marcados por "queimadura solar" e/ou "bronzeado", 

porém, mesmo em baixas doses de exposição o dano ao DNA pode ocorrer antes que haja 

qualquer evidência de mudança na pele (HEENEN, GIACOMONI, GOLSTEIN, 2001). 

Pessoas de pele clara, cabelos loiros ou ruivos, nevos congênitos e imunossupressão também 

podem apresentar maior susceptibilidade (KATSAMBAS, NICOLAIDOU, 1996; MERKLE, 

1991; SCHNEIDER, MOORE, SAGEBIEL, 1994). 

 

Histologicamente os melanomas são identificados por formações de populações de 

melanócitos, organizados em ninhos ou blocos, na derme e/ou epiderme, com células de 

citoplasma abundante, núcleos alongados ou ovalados e nucléolos evidentes apresentando 

padrão celular fusiforme e/ou epitelióide.  (GOLDSCHMIDT et al., 1998). O grau de 

pigmentação também é variável entre os tumores, sendo que nem todos os melanomas se 

apresentam pigmentados (MCCLAINET al., 2012). Nesses casos, torna-se necessário o 
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diagnóstico diferencial a partir da expressão protéica de Melan-A e PNL-2 para confirmação 

do tipo neoplásico (MAZIÈRE ET AL., 2002; MORRIS ET AL., 2008). 

 

As informações de tipo histológico do tumor, espessura do tumor, classificação de Clark - 

definidos de acordo com as camadas da pele acometidas pela lesão (CLARK ET AL., 1969), 

presença ou ausência de ulceração, regressão, índice mitótico, presença e quantidade de 

linfócitos infiltrantes tumorais, presença de invasão capilar e presença de invasão perineural 

são as exigidas num laudo histopatológico de um melanoma. Avaliação de possíveis metástases 

em linfonodos sentinelas e outros órgãos também tem importante contribuição para avaliação 

prognóstica do paciente (PAYETTE, 2009). 

 

O American Joint Committee on Cancer (AJCC), em 2009, publicou os novos parâmetros 

utilizados para o estadiamento do melanona segundo o sistema TNM, principal parâmetro 

clínico-patológico para avaliação prognóstica da doença.  T determina que segundo o tamanho 

da neoplasia, com subdivisões incluindo a espessura do tumor e a taxa mitótica; o N inclui o 

número de linfonodos metastáticos, e sua carga tumoral; já a categoria M é definida por 

quaisquer metástases à distância e metástases viscerais (PAYETTE, 2009; SITUM, 2014). 

 

O melanoma não é uma neoplasia exclusiva da espécie humana (DELLA PORTA et al., 1995; 

KUSEWITT, 1996; LEY, 2002; OVERWIJK, 2001; SIMPSON et al., 2013) por isso, além da 

importância no cenário médico veterinário, existem diversos modelos comparativos, in vivo e 

in vitro, que mimetizam o comportamento e a carcinogênsese do melanoma humano e são 

importantes para correlacionar e entender o processo tumorigênico da doença (SIMPSON et 

al., 2013). 

 

2.2) Melanoma canino  

 

Em cães, o melanoma possui grande relevância clínica e representa cerca de 7% das neoplasias 

malignas que acometem esse animal, com relatos de até 100.000 diagnósticos por ano nos EUA 

(HILL, et al., 2000, GROSS, et al., 2005) e, assim como no humano atinge diferentes sítios 

anatômicos tais como a cavidade oral, pele, olhos e dígitos, sendo os dois primeiros com maior 

incidência (GOLDSCHMIDT, HENDRICK, 2002; OMHOLT, 2011). É considerada a 

neoplasia que mais acomete a cavidade oral da espécie canina (BERGMAN, 2007), sendo 

https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/mitosis-rate
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/distant-metastasis
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/visceral-metastasis
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correlacionados com maior agressividade e pior prognóstico quando comparado a melanomas 

dados em outros locais (GROSS et al., 2005). Num contexto geral possui sobrevida reduzida, 

devido principalmente a um diagnóstico tardio, dificuldade de resposta aos tratamentos 

convencionais e alto poder metastático, assim como nos humanos (GROSS et al., 2005). 

 

O melanoma canino não apresenta predisposição relacionada ao sexo, e tendem a acometer 

raças que possuem a pele intensamente pigmentada, além de uma maior incidência em animais 

adultos a idosos e sem raça definida (CAMARGO, CONCEIÇÃO, COSTA, 2008). 

 

Diferentes autores demonstram o uso do modelo canino no estudo do melanoma 

(GOLDSCHMIDT, HENDRICK, 2002; SIMPSON, 2013). Tal fato se justifica devido ao fato 

do cão apresentar características moleculares, histopatológicas e clínicas similares às 

observadas em humanos (SIMPSON, 2013).  

 

A iniciação e desenvolvimento do melanoma canino se assemelham em muitos aspectos com o 

humano (MODIANO, 1999). Alguns aspectos moleculares já foram estudos com um caráter 

comparativo em relação à neoplasia em humanos, levando-se em consideração análises 

genéticas para CDK4, NRAS, BRAF, PTEN, GNAQ e KIT, porém, investigações mais 

aprofundadas são necessárias para a melhor compreensão sobre o desenvolvimento do 

melanoma nessa espécie (NISHIYA et al., 2016). 

 

2.3) Marcadores oncogênicos em melanomas  

 

Assim como outras neoplasias, o melanoma possui processo carcinogênico complexo, que 

envolve várias vias, estruturas e moléculas (BANDARCHI, 2013). Possui também uma 

infinidade de marcadores, prognósticos e preditivos, para avaliar e acompanhar o 

desenvolvimento tumoral. 

 

Quando as células sofrem danos no seu código genético, precisam de outros fatores para 

continuar sua progressão. Nas células melanocíticas, por exemplo, uma proliferação 

desenfreada pode ser desencadeada por uma ativação indevida da proteína quinase ativadora de 

mitose, que por conseqüência pode resultar em mutações do tipo NRAS e BRAF – mutações 

presentes em 15 e 50 %, respectivamente, nos diagnósticos de melanoma (MILLER, 2006; 
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EKEDAHL et al., 2013). Contudo, estudos mais aprofundados, correlacionando com outros 

marcadores prognósticos associados, local de ocorrência, relação com sobrevida precisam ser 

explorados em maior profundidade. 

 

Um marcador amplamente utilizado para avaliar progressão e agressividade tumoral em 

melanoma é o Ki67, uma proteína expressa em todo o ciclo celular, exceto em G0 e com uma 

marcação imuno-histoquímica confiável para avaliação da proliferação celular, mais até que a 

contagem de mitoses (WEINSTEIN et al., 2014). O Ki67 é considerado um marcador 

extremamente sensível e útil na avaliação prognóstica e monitoramento do tratamento da 

doença, bem como para avaliar o risco do desenvolvimento de metástases do melanoma 

(BROWN; GATTER, 2002). 

 

Além do índice de proliferação celular, outros critérios histopatológicos devem ser 

considerados na análise de melanomas. O melanoma pode apresentar duas principais variações 

de morfologia celular: células fusiformes e epitelióides. Aparentemente, tipos histológicos 

epitelióide apresentam maior alteração na cromatina, o que está relacionado a uma maior 

agressividade em neoplasias pigmentadas (CHI et al., 1993). Por vezes, tumores com 

predominância de células fusiformes tendem a apresentar tecido desmoplásico entre seus 

componentes histológicos (WEISSINGER et al., 2014). A desmoplasia, considerada na 

medicina humana como um subtipo de melanoma e não somente um achado histológico, trata-

se da deposição de tecido conjuntivo fibroso em meio ao estroma tumoral. Ainda não se sabe 

se o aspecto possível desmoplásico dessa neoplasia confere um pior ou melhor prognóstico ao 

paciente (MACEDO PASCHOAL et al., 2012). A presença de atividade juncional é descrita no 

melanoma humano como um subtipo chamado de melanoma lentiginoso. Esse tipo de atividade 

consiste na migração de melanócitos da camada basal da epiderme para a porção mais externa 

dessa mesma camada. Muitas vezes, o acúmulo de vários melanócitos fora da camada basal da 

epiderme é descrito como “melanoma in situ”. Por vezes, essa migração pode ocorrer também 

em lesões melanocíticias benignas, como em nevus lentiginosos (KING, 2011). Os tumores 

pigmentados tendem a apresentar um comportamento diverso aos tumores amelanóticos. Em 

humanos, os grânulos de melanina tumorais exercem influência sobre os melanócitos 

neoplásicos, facilitando o desenvolvimento de metástases. Porém, na espécie canina, os tumores 

orais amelanóticos apresentam maiores índices proliferativos quando comparados aos 

pigmentados (TEIXEIRA et al., 2015).  
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A apoptose ainda não é considerada como um biomarcador bem descrito para o melanoma, 

porém há uma intensa busca por fatores de morte celular alterados durante a progressão do 

tumor, já que ela considerada como um mecanismo chave para controle da carcinogênese 

(LAO et al., 2006; LOWE, LIN, 2000) e sabe-se que defeitos em múltiplos níveis nas principais 

vias apoptóticas foram descritos no melanoma (GROSSMAN, ALTIERI, 2001). Tem sido 

observado que os índices apoptóticos se apresentam em níveis baixos nos melanomas, sendo 

mais evidente esse fato em estágios avançados e tumores mais agressivos (GLINSKY, 1999; 

STAUNTON, GAFFNEY, 1995). Falhas importantes do controle da morte celular podem 

estar associadas a três tipos de alterações moleculares: ativação de fatores antiapoptóticos, 

inativação de efetores pró-apoptóticos e reforço de sinais de sobrevivência (SOENGAS, 

1999). 

 

Além disso, existe uma parte importante nas abordagens terapêuticas que são destinadas a 

melhorar a ação de drogas antitumorais convencionais usando ou se associando às vias 

apoptóticas (REED, 2000; REED 2001) 

 

2.4) Apoptose  

O processo apoptótico, conhecido como uma forma de “suicídio celular” representa uma morte 

celular programada, caracterizada por critérios morfológicos e bioquímicos e pode ser 

considerada como uma contrapartida da mitose (ELMORE, 2007; SOENGAS, LOWE, 2003).  

 

O código genético consiste em genes definidos que previnem ou promovem a apoptose. Esses 

genes, por sua vez, controlam os passos bioquímicos que compõem o processo da morte celular 

programada. As alterações bioquímicas levam, finalmente, aos critérios morfológicos que 

definem a apoptose, incluindo a perda da assimetria de membrana, ruptura da função 

mitocondrial, formação de bolhas citoplasmáticas, condensação e marginação da cromatina, 

formação de corpos apoptóticos e fagocitose por macrófagos e células normais. Diferente da 

necrose, a inflamação e a destruição da arquitetura tecidual não são características associadas à 

apoptose (MODIANO, 1999; SOENGAS, LOWE, 2003).  
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A apoptose é extensivamente estudada e indica que o destino de uma célula depende de uma 

rede complexa de sensores e de reguladores positivos e negativos cujo balanço determinará 

se a célula sofrerá a apoptose (SOENGAS, LOWE, 2003). 

 

Os mecanismos são altamente complexos e sofisticados, envolvendo uma cascata de eventos 

moleculares dependentes de energia. Existem duas vias apoptóticas principais: a via 

extrínseca está ligada a eventos que envolvem "receptores de morte ligados à membrana" e 

a via intrínseca ou mitocondrial, associada principalmente às funções dessa organela. Há 

também evidências de que as duas vias estão ligadas e que as moléculas em uma via podem 

influenciar a outra. Existe ainda uma via adicional que envolve a citotoxicidade mediada por 

células T e morte celular dependente de granzima-perforina. A via intrínseca, mais ligada 

aos processos carcinogênicos é regulada tanto positiva, quanto negativamente.  Sinais 

negativos envolvem a ausência de certos fatores de crescimento, hormônios e citocinas que 

podem levar à falha na supressão dos programas de morte, desencadeando, assim, a apoptose. 

Já quando ocorre positivamente, é desencadeada principalmente por radiação, toxinas, 

hipóxia, hipertermia, infecções virais e radicais livres (ELMORE, 2007; SOENGAS, LOWE, 

2003).  

 

Todos esses estímulos causam alterações na membrana mitocondrial interna que resulta em 

uma abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (MPT), perda do potencial 

transmembrana mitocondrial e liberação de dois grupos principais de proteínas pró-

apoptóticas, normalmente seqüestradas do espaço intermembranar, para o citosol (ELMORE, 

2007, SAELENS, 2004).  

 

O controle e a regulação desses eventos mitocondriais apoptóticos ocorrem através de 

membros da família de proteínas Bcl-2, que rege a permeabilidade da membrana 

mitocondrial e podem ser pró-apoptóticos ou anti-apoptóticos. Até o momento, um total de 

25 genes foram identificados na família Bcl-2. Algumas das proteínas anti-apoptóticas 

incluem Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, e algumas das proteínas pró-

apoptóticas incluem Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad , Bim, Bik e Blk. Acredita-se que o principal 

mecanismo de ação da família de proteínas Bcl-2 seja a regulação da liberação de citocromo 

c da mitocôndria via alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial (CORY, 

ADAMS, 2002). 
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Todo esse decurso tem grande interferência de uma família de proteases, as caspases. As 

caspases incluem caspases iniciadoras – 8 e 9, que clivam pró-formas inativas das caspases 

efetoras – 3, 6 e 7, principalmente, ativando-as. Uma vez ativadas, essas proteases clivam 

enzimas e proteínas essenciais para a viabilidade da célula (ELMORE, 2007). 

 

A liberação do citocromo c é seguida pela formação de um complexo citoplasmático de massa 

molecular alta, denominado apoptossomo. Essa formação é início da via intrínseca: formação 

de apoptossomo mediada por mitocôndrias, seguida de ativação de caspases-9, responsável pela 

clivagem da caspase-3. A caspase-3, considerada efetora e presente nas vias intrínseca e 

extrínseca, desempenha um fundamental papel de execução no passo final do processo 

apoptótico, produzindo, principalmente, a fragmentação do DNA (ELMORE, 2007; 

SOENGAS, LOWE, 2003). 

 

Mesmo com uma descrição importante na literatura sobre apoptose e carcinogênese ainda se 

torna necessário estudos mais aprofundados sobre como essas vias se correlacionam, 

principalmente nos melanomas, para terem uma aplicabilidade mais efetiva no 

acompanhamento da tumorigênese e das terapias utilizadas. 

 

Diante de estudos prévios sugere-se que, em melanomas, uma maior agressividade está 

relacionada a uma maior proliferação celular e a uma evasão da apoptose, consequentemente 

com menor expressão de marcadores pró-apoptóticos e aumento de marcadores anti-

apoptóticos.Nesse sentido, os resultados do trabalho podem auxiliar na compreensão da 

oncogênese no modelo espontâneo canino,sugerindo relevantes informações preditivas e 

prognósticas no cenário veterinário, bem como fornecer informações comparativas relevantes 

para o estudo desses tumores em seres humanos. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1) Objetivo geral  

 

Caracterizar a expressão de marcadores da cascata apoptótica - Bax, Bcl-2, Caspase-3, Caspase-

3 clivada e Caspase-9, e sua relação com a proliferação celular, determinada pela expressão de 
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Ki67, bem como com as características histopatológicas em melanomas caninos orais e 

cutâneos. 

 

3.2) Objetivos específicos 

 

• Classificar e caracterizar, de acordo com os critérios histopatológicos empregados em 

diagnóstico canino, melanomas caninos cutâneo e oral. 

 

• Quantificar a expressão imuno-histoquímica de Ki-67, Bax, Bcl-2, Caspase-3, Caspase-3 

clivada e Caspase-9 clivada em células neoplásicas de melanomas caninos cutâneo e oral. 

 

• Correlacionar as características histopatológicas e a expressão dos marcadores Ki-67, Bax, 

Bcl-2, Caspase-3, Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada em células neoplásicas de 

melanomas caninos cutâneo e oral. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1) Aspectos éticos 

 

Este trabalho foi realizado de acordo com os princípios éticos para uso de animais em 

experimentação e após aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA/CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 008/2016). 

 

4.2) Casos 

 

Foram analisados 40 casos de melanomas cutâneos e orais, mantidos em blocos de parafina, 

recuperados do arquivo do Laboratório do Comportamento Celular e do Laboratório de 

Patologia Comparada, ambos do Departamento de Patologia da Universidade Federal de Minas 

Gerais, recebidos entre 2005 e 2016, obtidos de excisão cirúrgica de cães atendidos no Hospital 

Veterinário da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG). 

 

4.3) Avaliação Histopatológica 
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Cortes de 4μm de tecidos fixados em formol neutro e tamponado a 10%, mantidos em parafina 

foram corados com a técnica hematoxilina-eosina (HE). Cada amostra foi reexaminada para 

confirmação do diagnóstico morfológico de acordo com os critérios estabelecidos pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (GOLDSCHMIDT, 1998). 

 

As seguintes características foram determinadas na avaliação histopatológica: a morfologia das 

células neoplásicas (fusiformes ou epitelióides), grau de pigmentação das lesões (0: ausência 

de pigmentação; 1: 1-25% de células tumorais pigmentadas; 2: 26-50% de células tumorais 

pigmentadas e 3: >51% de células tumorais pigmentadas), índice mitótico, evidência de invasão 

vascular (êmbolo neoplásico), ulceração, desmoplasia e presença de atividade juncional 

(lentiginosa ou pagetóide). O cálculo de índice mitótico foi realizado a partir da média do 

número de mitoses em 10 campos de maior aumento. 

 

4.4) Imuno-histoquímica 

 

Para a imuno-histoquímica, foram realizados cortes de 4μm, que foram fixados em lâminas 

gelatinizadas. Foi realizada a técnica para a avaliação de Melan-A, (utilizado para a 

confirmação diagnóstica de melanoma em tumores amelanóticos e pigmentados), Ki-67, 

(avaliação do índice proliferativo), Caspase-3, Caspase-3 clivada, Caspase-9 clivada, Bax e 

Bcl-2 (proteínas envolvidas na cascata de apoptose) (Tabela 1). O experimento foi realizado 

através do método do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase. Primeiramente, todas as 

lâminas foram submetidas ao processo de desparafinização, através de banhos de 15 minutos 

em dois recipientes contendo Xilol, e reidratação, através de banhos de 3 minutos em álcoois 

com diluições decrescentes (100%, 100%, 90% e 80%) e 10 banhos sucessivos em água 

destilada. A recuperação antigênica foi realizada através de calor úmido (banho-maria a 98ºC) 

por 20 minutos ou de calor pressurizado a uma temperatura de 125⁰C por 40 minutos (Pascal®), 

com solução de citratopH 6,0 (DakoCytomation Target RetrievalSolution) ou EDTA pH 9,0 

(DakoCytomation Target RetrievalSolution) diluído a uma concentração de 10%,  e 

posteriormente resfriado em temperatura ambiente por 20 minutos. Para bloqueio da peroxidase 

endógena as lâminas foram incubadas por três tempos de 5 minutos em solução de H2O2 10% 

em álcool metílico. Para bloqueio das proteínas endógenas as lâminas foram incubadas por 20 

minutos em Protein Block Serum – Free Ready to Use (Dako North America; Via Real 

Carpinteria, CA, USA) (Melan-A, Ki67, Caspase-3 clivada, Caspase-9 clivada, Bax e Bcl-2) 
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ou solução de leite em pó integral (Molico, Nestlé®) 8% (Caspase-3). Os reagentes foram 

aplicados pela técnica manual, sendo que as lâminas para Melan-A, Ki-67, Caspase-3 clivada, 

Caspase-9 clivada, Bax e Bcl-2 foram incubadas com os respectivos anticorpos primários, por 

um período de 16 horas (overnight), a 4⁰C; já as lâminas para Caspase-3 tiveram incubação por 

1 hora em temperatura ambiente. A amplificação da reação foi realizada através do sistema 

comercial Novolink (Novolink Polymer Detection Sistem; Leica Biosistems, Newcastle upon 

Tyne, UK) ou HRP (AdvanceTM HRP; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA) 

de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. A reação entre antígenos e anticorpos 

foi visualizada através da revelação com o cromógeno 3.3’-Diaminobenzidina (DAB) (Dako) 

por 3 minutos. Após a lavagem do cromógeno, as lâminas para Melan-A, Ki67, Caspase-3, Bax 

e Bcl-2 foram contra corados por Giemsa, diluído a 20%, por um período de 30 minutos. As 

lâminas para Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada passaram por esse mesmo processo, porém 

com um banho rápido em hematoxilina, seguido de lavagem em água corrente por 5 minutos 

antes da aplicação do Giemsa. Posteriormente, as lâminas foram submetidas a um processo de 

diferenciação em ácido acético glacial a 1%, desidratadas em álcool absoluto e álcool 

isopropílico e montadas com Entellan® (Merck). Para a obtenção dos controles negativos, os 

respectivos anticorpos primários foram substituídos por tampão fosfato-salino (PBS). Como 

controle positivo interno para Melan-A e Ki-67 foi-se observado a marcação positiva em 

melanócitos e de células epiteliais da camada basal da epiderme, respectivamente. Para os 

outros anticorpos foram utilizados fragmentos histológicos de timo murino em involução como 

controle positivo. 

 

Tabela 1. Lista de anticorpos, com os respectivos fabricantes, clones, diluição, tempo de 

incubação do anticorpo primário, método de recuperação antigênica e anticorpo secundário 

segundo padronização prévia do grupo de pesquisa. 

 

Anticorpo Fabricante Clone Diluição Tempo de 

incubação 

Recuperação 

antigênica 

Anticorpo 

secundário 

Ki67 Dako MIB-1 1:50 16h Citrato + calor 

úmido pressurizado 

Novolink 

 

Anticorpo Fabricante Clone Diluição Tempo de 

incubação 

Recuperação 

antigênica 

Anticorpo 

secundário 
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Melan-A Dako A103 1:100 16h Citrato + calor 

úmido pressurizado 

Novolink 

Bax Abcam Ab7977 1:50 16h EDTA + calor 

úmido pressurizado 

HRP 

Bcl-2 Dako 124 1:50 16h EDTA + calor 

úmido pressurizado 

HRP 

Caspase-

3 

NeoMarkers CPP32 1:100 1h Citrato + calor 

úmido pressurizado 

Novolink 

Caspase-

3 clivada 

CellSignaling Asp175 1:50 16h Citrato + calor 

úmido pressurizado 

HRP 

Caspase-

9 clivada 

CellSignaling D353 1:100 16h Citrato + calor 

úmido 

Novolink 

 

4.5) Avaliação da imuno-histoquímica 

 

Todas as análises histológicas foram realizadas em microscopia óptica convencional, em 

objetiva de 40x (Olympus – BX41). 

A positividade para Melan-A foi identificada pela presença de marcação citoplasmática de cor 

amarronzada distinta e foi avaliada por um método semiquantitativo previamente descrito; 

foram considerados positivos os casos que apresentaram a marcação citoplasmática em mais 

que 10% das células neoplásicas (SMEDLEY et al., 2011). 

 

Para a determinação do índice proliferativo das lesões, através da imuno-histoquímica para Ki-

67, considerou-se positividade as células que possuíam núcleo imunomarcado. Para contagem 

foi realizada a identificação de áreas hot spots no tumor, onde foram contadas um total de 500 

células tumorais por lâmina, em objetiva de 40x (Olympus – BX41).Dentro do total de células 

contadas, fez-se o cálculo de porcentagem do número de células que apresentavam marcação, 

obtendo-se assim, o índice requerido. 

 

A análise Caspase-3, Caspase-3 clivada, Caspase-9 clivada, Bax e Bcl-2, proteínas presentes na 

cascata de apoptose, também foi feita considerando o percentual de células neoplásicas com 
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marcação amarronzada no citoplasma e no núcleo a partir da contagem de 500 células,em 

objetiva de 40x (Olympus – BX41). 

 

4.6) Análise estatística 

 

Para a análise estatística, foi utilizada o software InStat (GraphPad Software), versão 3.0. A 

normalidade dos dados foi verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para relacionar 

as variáveis, foi utilizado o Teste Qui-quadrado ou método Exato de Fisher. Possíveis 

correlações foram avaliadas pelo Teste de Spearman ou Pearson, sendo considerada correlação 

elevada se R≥0,6 (DANCEY, REIDY, 2005). Para os resultados quantitativos realizou-se ainda 

a comparação de médias pelo teste t ou Mann-Whitney. Foram considerados resultados 

estatisticamente significativos aqueles que apresentaram P≤0,05. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Os resultados serão apresentados na forma de artigo científicos que se encontra nas normas do 

periódico a que será submetido.  

 

Artigo: A expressão de proteínas da via intrínseca da apoptose estão relacionadas a uma 

maior proliferação em melanomas caninos 

 

Este trabalho será submetido ao Journal of Histochemistry and Cytochemistry, que possui 

Qualis CAPES B1 na área de avaliação Medicina II e fator de impacto de 2.816. 
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RESUMO 

 

O melanoma é reconhecidamente uma neoplasia extremamente agressiva, por possuir alta taxa 

de mortalidade, tanto em humanos quanto animais. Sabe-se que um importante parâmetro de 

agressividade tumoral é o índice proliferativo e apoptótico, onde tumores mais agressivos 

apresentam maiores taxas de proliferação celular e baixas taxas de apoptose. Entretanto, 

ativação da apoptose ainda é pouco compreendido em melanomas. Apesar de serem 

identificados menores índices apoptóticos em melanomas em estágio avançado, a expressão de 

proteínas envolvidas nesse processo não necessariamente está condicionada a uma maior 

agressividade nesse tipo tumoral. Assim, esse trabalho tem como objetivo correlacionar a 

expressão imuno-histoquímica de algumas proteínas envolvidas na ativação intríseca da 

apoptose (Bcl-2, Bax, Caspase-3, Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada) com o 

comportamento proliferativo, por meio da expressão de Ki67, em melanomas caninos cutâneos 

e orais. Foram selecionados 40 casos de melanomas caninos cutâneos e orais, arquivados em 

blocos de parafina, para avaliação histopatológica (presença de êmbolo, desmoplasia, atividade 

juncional, índice mitótico, ulceração) e realização da técnica de imunohistoquímica. Foram 

observadas correlações positivas entre um maior índice proliferativo e a maior expressão de 

Bax, entre as expressões de Bcl-2, Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada, e as expressões de 

Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada. Ademais, observou-se associação significativa entre 

baixas expressões de Ki67 e Caspase-3 clivada, além de um menor índice médio de expressão 

de Caspase-9 clivada em melanomas orais, quando comparados a lesões cutâneas. Não foi 

encontrada nenhuma associação entre o índice mitótico, as características histopatológicas e os 

grupos de alta e baixa expressão dos marcadores imuno-histoquímicos estudados. Assim, 

nossos resultados demonstram que, a maior expressão de marcadores de proliferação e da 

proteína anti-apoptótica Bcl-2 está associado a uma maior expressão das proteínas pró-

apoptóticas, Caspase 3, 9 e Bax. Tais achados indicam que mecanismos de morte celular 

programada podem ainda estar associados ao controle da proliferação celular nos melanomas 

caninos.  

 

PALAVRAS-CHAVES: melanoma, imunohistoquímica, cão, apoptose, proliferação celular.  
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INTRODUÇÃO 

O melanoma é uma neoplasia caracterizada pela malignização dos melanócitos e é considerado 

entre os cânceres de pele o mais agressivo, com alta taxa de metastização e mortalidade (1, 2). 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), a taxa de mortalidade no Brasil em 2013 foi 

de 1.547 mortes; para 2018, estima-se o aparecimento de 6.260 novos casos no país (3). O 

acometimento do tumor se dá principalmente na epiderme, olhos e folículos capilares e tem um 

processo de tumorigênese diverso, podendo ser tanto genético, como apresentar fatores 

epigenéticos (4). 

 

O melanoma em cães também tem grande relevância clínica e representa cerca de 7% das 

neoplasias malignas que acometem esse animal, com relatos de até 100.000 diagnósticos por 

ano nos EUA (5, 6, 7) e, assim como no humano atinge diferentes sítios anatômicos tais como 

a cavidade oral, pele, olhos e dígitos (7, 8, 9).  

 

Existem diversos modelos animais para estudo de melanoma, sendo frequentemente citado o 

modelo canino (7, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Dentre as justificativas desse modelo baseia-se no 

cão apresentar características moleculares, histopatológicas e clínicas similares às observadas 

em humanos, por estas semelhanças são propostos como modelos comparativos oncológicos 

pré-clínicos (11).  

 

O melanoma, devido a sua alta agressividade, elevado índice metastático e baixa resposta 

terapêutica, pode resultar com que as modalidades tradicionais de tratamento apresentem 

resultados insatisfatórios, principalmente para estágios mais avançados (2, 16). Por isso, existe 

uma parte importante nas abordagens terapêuticas que são destinadas a melhorar a ação de 

drogas antitumorais convencionais usando ou se associando às vias apoptóticas (17, 18).  

 

Estudos revelam que a apoptose pode ser considerada como um mecanismo chave para 

controle da carcinogênese (19, 20). A apoptose é definida como um fenômeno de morte celular 

programada, caracterizada por critérios morfológicos e bioquímico, que se contrapõe ao 

processo de divisão celular. Todo esse decurso tem grande interferência de estrutura e 

moléculas, dependentes uns dos outros e também de gasto energético (21, 22). Os membros da 

família de proteínas Bcl-2 são essenciais logo no início do processo; eles regem a 
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permeabilidade da membrana mitocondrial e podem ser pró-apoptóticos ou anti-apoptóticos, 

dependendo da subfamília e da proteína expressa. Algumas das proteínas anti-apoptóticas 

incluem Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, e algumas das proteínas pró-

apoptóticas incluem Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad , Bim, Bik e Blk (23).Há também as 

caspases: proteínas pertencentes à família das proteases onde as caspases iniciadoras – 8 e 9, 

clivam pró-formas inativas das caspases efetoras – 3, 6 e 7 principalmente, ativando-as. Uma 

vez ativadas, essas proteases clivam enzimas e proteínas essenciais para a viabilidade da célula 

(21, 24, 25).  

 

Estudos mostram que os índices apoptóticos se apresentam em níveis baixos nos melanomas, 

sendo mais evidente esse fato em estágios avançados e tumores mais agressivos (26, 27), 

contudo a expressão de proteínas presentes nesse processo ainda é pouco esclarecedora. Assim, 

esse trabalho tem por objetivo caracterizar a expressão de proteínas envolvidas na cascata de 

apoptose e sua relação com a proliferação celular, determinada pela expressão de Ki67, bem 

como com as características histopatológicas observadas em melanomas caninos cutâneos. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Aspectos éticos 

 

Este trabalho foi realizado de acordo com os princípios éticos para uso de animais em 

experimentação e após aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA/CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 008/2016). 

 

Casos 

 

Foram analisados 40 casos de melanomas cutâneos e orais, mantidos em blocos de parafina, 

recuperados do arquivo do Laboratório do Comportamento Celular e do Laboratório de 

Patologia Comparada, ambos do Departamento de Patologia da Universidade Federal de Minas 

Gerais. Os materiais foram recebidos entre 2005 e 2016, obtidos de excisão cirúrgica de cães 

atendidos no Hospital Veterinário da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG). 

 

Avaliação Histopatológica 
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Cortes de 4μm de tecidos fixados em formol neutro e tamponado a 10%, mantidos em parafina 

foram corados com a técnica hematoxilina-eosina (HE). Cada amostra foi reexaminada para 

confirmação do diagnóstico morfológico de acordo com os critérios estabelecidos pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (28). 

 

As seguintes características foram determinadas na avaliação histopatológica: a morfologia das 

células neoplásicas (fusiformes ou epitelióides), grau de pigmentação das lesões (0: ausência 

de pigmentação; 1: 1-25% de células tumorais pigmentadas; 2: 26-50% de células tumorais 

pigmentadas e 3: >51% de células tumorais pigmentadas), índice mitótico, evidência de invasão 

vascular (êmbolo neoplásico), ulceração, desmoplasia e presença de atividade juncional 

(lentiginosa ou pagetóide). O cálculo de índice mitótico foi realizado a partir da média do 

número de mitoses em 10 campos, em objetivade 40x (Olympus – BX41). 

 

Imuno-histoquímica 

 

Para a imunohistoquímica, foram realizados cortes de 4μm, que foram fixados em lâminas 

gelatinizadas. Foi realizada a técnica para a avaliação de Melan-A, (utilizado para a 

confirmação diagnóstica de melanoma em tumores amelanóticos e pigmentados), Ki-67, 

(avaliação do índice proliferativo), Caspase-3, Caspase-3 clivada, Caspase-9 clivada, Bax e 

Bcl-2 (proteínas envolvidas na cascata de apoptose) (Tabela 1). O experimento foi realizado 

através do método do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase. Primeiramente, todas as 

lâminas foram submetidas ao processo de desparafinização, através de banhos de 15 minutos 

em dois recipientes contendo Xilol, e reidratação, através de banhos de 3 minutos em álcoois 

com diluições decrescentes (100%, 100%, 90% e 80%) e 10 banhos sucessivos em água 

destilada. A recuperação antigênica foi realizada através de calor úmido (banho-maria a 98ºC) 

por 20 minutos ou de calor pressurizado a uma temperatura de 125⁰C por 40 minutos (Pascal®), 

com solução de citratopH 6,0 (DakoCytomation Target Retrieval Solution) ou EDTA pH 9,0 

(DakoCytomation Target Retrieval Solution) diluído a uma concentração de 10%,  e 

posteriormente resfriado em temperatura ambiente por 20 minutos. Para bloqueio da peroxidase 

endógena as lâminas foram incubadas por três tempos de 5 minutos em solução de H2O2 10% 

em álcool metílico. Para bloqueio das proteínas endógenas as lâminas foram incubadas por 20 

minutos em Protein Block Serum – Free Ready to Use (Dako North America; Via Real 
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Carpinteria, CA, USA) (Melan-A, Ki67, Caspase-3 clivada, Caspase-9 clivada, Bax e Bcl-2) 

ou solução de leite em pó integral (Molico, Nestlé®) 8% (Caspase-3). Os reagentes foram 

aplicados pela técnica manual, sendo que as lâminas para Melan-A, Ki-67, Caspase-3 clivada, 

Caspase-9 clivada, Bax e Bcl-2 foram incubadas com os respectivos anticorpos primários, por 

um período de 16 horas (overnight), a 4⁰C; já as lâminas para Caspase-3 tiveram incubação por 

1h em temperatura ambiente. A amplificação da reação foi realizada através do sistema 

comercial Novolink (Novolink Polymer Detection Sistem; LeicaBiosistems, Newcastle upon 

Tyne, UK) ou HRP (AdvanceTM HRP; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA) 

de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. A reação entre antígenos e anticorpos 

foi visualizada através da revelação com o cromógeno 3.3’-Diaminobenzidina (DAB) (Dako) 

por 3 minutos. Após a lavagem do cromógeno, as lâminas para Melan-A, Ki67, Caspase-3, Bax 

e Bcl-2 foram contra corados por Giemsa, diluído a 20%, por um período de 30 minutos. As 

lâminas para Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada passaram por esse mesmo processo, porém 

com um banho rápido em hematoxilina, seguido de lavagem em água corrente por 5 minutos 

antes da aplicação do Giemsa. Posteriormente, as lâminas foram submetidas a um processo de 

diferenciação em ácido acético glacial a 1%, desidratadas em álcool absoluto e álcool 

isopropílico e montadas com Entellan® (Merck). Para a obtenção dos controles negativos, os 

respectivos anticorpos primários foram substituídos por tampão fosfato-salino (PBS). Como 

controle positivo interno para Melan-A e Ki-67 foi-se observado a marcação positiva em 

melanócitos e de células epiteliais da camada basal da epiderme, respectivamente. Para os 

outros anticorpos foram utilizados fragmentos histológicos de timo murino em involução como 

controle positivo. 

 

Avaliação da imuno-histoquímica 

 

Todas as análises histológicas foram realizadas em microscopia óptica convencional, em 

objetiva de 40x (Olympus – BX41). 

 

A positividade para Melan-A foi identificada pela presença de marcação citoplasmática de cor 

amarronzada distinta e foi avaliada por um método semiquantitativo previamente descrito; 

foram considerados positivos os casos que apresentaram a marcação citoplasmática em mais 

que 10% das células neoplásicas (29). 
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Para a determinação do índice proliferativo das lesões, através da imunohistoquímica para Ki-

67, considerou-se positividade as células que possuíam núcleo imunomarcado. Para contagem 

foi realizada a identificação de áreas hot spots no tumor, onde foram contadas um total de 500 

células tumorais por lâmina, em objetiva de 40x (Olympus – BX41). Dentro do total de células 

contadas, fez-se o cálculo de porcentagem do número de células que apresentavam marcação, 

obtendo-se assim, o índice requerido. 

 

A análise Caspase-3, Caspase-3 clivada, Caspase-9 clivada, Bax e Bcl-2, proteínas presentes na 

cascata de apoptose, também foi feita considerando o percentual de células neoplásicas com 

marcação amarronzada, citoplasmática e nuclear, a partir da contagem de 500 células em 

objetivade 40x (Olympus – BX41). 

 

Análise estatística 

  

Para a análise estatística, foi utilizada o software InStat (GraphPad Software), versão 3.0. A 

normalidade dos dados foi verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para relacionar 

as variáveis, foi utilizado o Teste Qui-quadrado ou método Exato de Fisher. Possíveis 

correlações foram avaliadas pelo Teste de Spearman ou Pearson. Para os resultados 

quantitativos realizou-se ainda a comparação de médias pelo teste t ou Mann-Whitney. Foram 

considerados resultados estatisticamente significativos aqueles que apresentaram P≤0,05. 

 

RESULTADOS 

 

Confirmação diagnóstica 

 

Todos os casos incluídos neste trabalho tiveram seu diagnóstico confirmado por um patologista 

veterinário (E.F.). Para confirmação diagnóstica, todas as amostras foram confirmadas como 

melanomas a partir da coloração imuno-histoquímica positiva para Melan-A no citoplasma de 

pelo menos 10% das células neoplásicas (Figura 1). 

 

Parâmetros histológicos 
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Foram determinadas as seguintes ocorrências das características histológicas presentes nas 

amostras tumorais: pigmentação, morfologia das células neoplásicas (fusiforme ou epitelióide), 

presença de atividade juncional (tipos lentiginoso e pagetoide), desmoplasia e invasão vascular 

tumoral, tanto em amostras cutâneas quanto orais (Tabela 2). 

 

Foi observado um índice mitótico médio de 4,08 + 2,77 nas amostras analisadas. Contudo, não 

foram identificadas diferenças significantes entre com os parâmetros histológicos analisados. 

 

Expressão imuno-histoquímica 

 

A marcação imuno-histoquímica para Ki67 foi determinada quando presente estritamente no 

núcleo das células neoplásicas; a marcação de Caspase-3, Bcl-2, Bax, Caspase-3 clivada e 

Caspase-9 clivada foi considerada quando observada a imunomarcação citoplasmática e nuclear 

em células neoplásicas. A marcação de caspase foi considerada somente quando associada a 

fenômenos citológicos compatíveis com apoptose.  

 

Dentre os casos estudados, foram desconsiderados os casos onde a reação imuno-histoquímica 

não apresentou uma boa qualidade na marcação e/ou os marcadores não reagiram de acordo 

com os parâmetros pré-determinados. Assim, foram estudadas as expressões de Ki67, Caspase-

3, Bcl-2, Bax, Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada foram consideradas em 100% (40/40), 

87,5% (35/40), 80% (32/40), 75% (30/40), 85% (34/40) e 77,5% (31/40) das amostras 

respectivamente. 

 

Na obtenção do índice de marcação para Ki-67 foi observada uma média de células marcadas 

de 28,60% ± 18,10% e uma mediana de 23,74% (Figura 2A e 2B). Para Bcl-2 o índice de 

marcação apresentou uma média de 5,22% ± 4,01% e uma mediana de 4,50% de células 

marcadas (Figura 2C e 2D). O índice de marcação para Bax apresentou uma média de 9,76% ± 

5,95% e uma mediana de 8,50% de células marcadas (Figura 2E e 2F). No índice de marcação 

para Caspase-3, foi visto uma média de 11,78% ± 4,69% e uma mediana de 11,80% de células 

marcadas (Figura 3A e 3B).  No índice de marcação para Caspase-3 clivada, foi visto uma 

média de 3,57% ± 2,84% e uma mediana de 2,90% de células marcadas (Figura 3C e 3D). No 

índice de marcação para Caspase-9 clivada, foi visto uma média de 2,75% ± 2,74% e uma 
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mediana de 1,20% de células marcadas (Figura 3E e 3F). Os grupos foram divididos como baixa 

e alta expressão a partir da mediana de cada marcador. 

 

Quando associados com os grupos de alta e baixa expressão dos marcadores imuno-

histoquímicos estudados, divididos a partir da mediana das amostras de cada grupo, não foi 

encontrada nenhuma associação entre as características histológicas e o índice mitótico das 

amostras analisadas. 

 

Relação entre os marcadores de proliferação celular e de apoptose 

 

Na análise de correlação entre a expressão dos marcadores analisados, foi observada uma 

relação positiva entre a expressão de Bax e Ki67 (r = 0,3852; p = 0,0335) (Figura 4), e uma 

relação positiva entre a expressão Bcl-2 com a Caspase-3 clivada (r = 0,6113; p = 0,0009) 

(Figura 5), e com a Caspase-9 clivada (r = 0, 5736; p = 0, 0,0034) (Figura 6). Além disso, foi 

identificada também que a elevação da expressão de Caspase-3 clivada esteve relacionada ao 

aumento da expressão de Caspase-9 clivada (r = 0,6352; p = 0,0004) (Figura 7). 

 

Quando divididos os casos em alto e baixo índice proliferativo, a partir da mediana calculada 

da contagem de Ki67, foram obtidos 20 casos de baixa proliferação (média de 14,87% ± 5,70%) 

e 20 casos de alta proliferação (média de 42,33% ± 16,03%). Foi possível observar uma 

associação significativa entre a ocorrência de baixa expressão de Ki67 e baixa expressão de 

Caspase-3 clivada (P = 0,0454), onde 35% dos casos apresentavam baixa expressão de Ki67 e 

baixa expressão de Caspase-3 clivada. Contudo, não foi observada diferença significativa na 

análise de média de expressão entre dos marcadores para apoptose, quando divididos a partir 

dos grupos de baixa e alta proliferação. 

 

Quando os casos foram divididos em melanomas orais e cutâneos, para análise da média de 

expressão dos marcadores (Tabela 3), somente a Caspase-9 clivada apresentou diferença 

estatística de expressão (P = 0,0347); sendo que o grupo oral apresentou uma média de 1,44% 

± 1,15% e o grupo cutâneo uma média de 3,49% ± 3,24% de células marcadas (Figura 9). 

 

DISCUSSÃO 
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No presente estudo, observamos uma relação positiva significantes entre o índice proliferativo 

e a expressão da proteína pro-apoptótica Bax, e entre a expressão da proteína anti-apoptótica 

Bcl-2 e a Caspase-3 clivada e Caspase-9 clivada. Demonstrando uma aparente relação entre os 

mecanismos que promovem uma maior proliferação celular e a indução da apoptose em 

melanomas caninos. Tais resultados são extensivamente discutidos, a partir da teoria que genes 

supressores de tumor e protooncogenes são alguns dos grandes responsáveis por esse 

equilíbrio, principalmente nas neoplasias (30, 31, 32). 

 

A carcinogênese se apresenta como um processo complexo e variável, com uma infinidade de 

causas e onde todo esse desenvolvimento representa um conjunto de etapas que ocorrem 

progressivamente, como observado quando encontramos uma relação entre os marcadores pró 

e anti-apoptóticos nos melanomas estudados. Durante esse ciclo, as células potencialmente 

cancerosas acumulam defeitos genéticos que a fazem ter uma vantagem proliferativa em relação 

às demais, mas ao mesmo tempo vão de frente a um programa celular que visa eliminar essas 

células danificadas. Assim, é essencial que as células cancerígenas adquiram instrumentos para 

contornar a morte celular programada (33). 

 

A apoptose pode ser considerada um mecanismo que atua no controle da proliferação celular, 

pois é o principal tipo de morte da célula que ocorre quando o dano ao DNA é irreparável (34). 

Através da identificação de moléculas envolvidas na regulação e execução do processo 

apoptótico e sua conseqüente influência no desenvolvimento do melanoma, pode-se fomentar 

novas estratégias terapêuticas casos os tumores sejam elegíveis – bem descritos por desenvolver 

tal mecanismo (21). Nossas evidências sugerem que o aumento da expressão de alguns fatores 

regulatórios importantes, envolvidos nessa cascata, podem levar ao aparecimento da neoplasia 

e ao mesmo tempo promover mecanismo de indução morte das células neoplásicas. 

 

Melanomas com prognósticos piores e que se apresentam em estágios avançados tendem a ter 

índices apoptóticos reduzidos (26, 27). Nesses mesmos estudos foram mostrados que uma perda 

significante do controle da morte celular pode estar associada a três tipos de alterações 

moleculares: ativação de fatores anti-apoptóticos, inativação de efetores pró-apoptóticos e 

reforço de sinais de sobrevivência correlacionando assim a relevante possibilidade de um 

favorecimento da apoptose como alvo terapêutico em um número significativo de trabalhos (35, 

36, 37, 38). Contudo, nossos dados demonstram que, em melanomas caninos, alguns desses 
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eventos pró-apoptóticos estão preservados e provavelmente esses tumores podem ser alvos 

significantes para essas propostas terapêuticas. 

 

Dentre os mecanismos de ativação da apoptose, a disfunção mitocondrial é o passo inicial na 

via apoptótica intrínseca (21), onde se observa, nos melanomas, uma variedade de desregulação 

das moléculas presentes nessa via. Os membros da família de proteínas Bcl-2 controlam e a 

regulam os eventos mitocondriais apoptóticos. Nossos dados demonstram que a maior 

presença dessa proteína está relacionada a presença de caspases efetoras da apoptose. 

Possivelmente, a correlação entre a expressão dessas proteínas podem estar relacionadas a 

uma tentativa de balanceamento entre a morte e sobrevivência celular, visto que proteínas 

anti-apoptóticas ligam-se à BAX, que é pró-apoptótica, impedindo sua ativação. O balanço das 

interações entre os diferentes membros da família BCL-2 determina se as células iniciarão a 

apoptose (39, 40).  

 

Linhagens celulares de melanomas humanos, após sofrerem alterações moleculares ou 

químicas, apresentaram um maior índice apoptótico. Nesses estudos, uma maior ocorrência de 

apoptose era acompanhado e comprovado por uma elevação significativa de Bax e por infra-

regulação de Bcl-2 (41, 42), bem como um aumento da expressão das caspases, principalmente 

da caspases-3 e da caspase-9 (38, 41, 42). Linhagens celulares de melanomas murinos, quando 

passadas por estimulação molecular ou química, apresentaram uma elevação significativa de 

caspases-3 e caspase-8 (37, 42). 

 

De acordo com a literatura esperava-se uma relação proporcional de índices apoptóticos com 

marcadores indicativos de maior agressividade tumoral (maior proliferação, presença de 

êmbolos neoplásicos, maior índice mitótico). Os dados indicaram uma correlação positiva entre 

a expressão de Ki67 e de Bax, que fomentam a ideia de quanto mais proliferativo, e 

consequentemente mais agressivo o tumor, maior a expressão de proteínas pro-apoptóticas, na 

tentativa de limitar a população celular. Tal fato tem sido hipotetizado, após a observação de 

que a indução da apoptose, in vitro, promovem uma variação da relação Bax / Bcl-2, 

aumentando a expressão de Bax (38). 

 

Nas correlações entre os próprios índices apoptóticos, a correlação entre um aumento da 

expressão de Bcl-2, sabidamente anti-apoptótico, com a caspase-3 clivada e caspase-9 clivada 
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pode indicar um acúmulo de expressão protéica de Bcl-2 geneticamente modificada, já que o 

clone utilizado não é específico para proteínas funcionais, ou se tratar de um mecanismo de 

sobrevivência tumoral, frente a indução da apoptose. Apesar de não ser bem elucidade na 

literatura, pode haver ainda um feedback entre esses marcadores, onde uma maior expressão de 

Bcl-2 indicaria uma tentativa do tumor de evadir da apoptose, aumentada pela maior presença 

das caspases, ou o contrário, onde uma maior a expressão de caspases aumentaria justamente 

para tentar frear os mecanismos anti-apoptóticos induzidos pelo Bcl-2. 

 

Na via intrínseca da apoptose, a Caspase-9, iniciadora, é a responsável pela clivagem da 

Caspase-3, efetoras, responsável pelo final da cascata apoptótica e a morte da célula em si (24, 

25). Diante disso, a correlação do aumento proporcional de Caspase-3 clivada e Caspase-9 

clivada como mostrado no trabalho já era algo esperado. 

 

Melanomas orais, apesar de uma baixa incidência, apresentam um prognóstico mais 

desfavorável em relação ao cutâneo, apresentando um índice de sobrevida após 5 anos entre 15-

38%, mostrando-se assim potencialmente fatal (44, 45). Isso se deve principalmente por um 

diagnóstico tardio (46) e a alta ocorrência de metástases a distância no pulmão e/ou fígado (47) 

e da heterogeneidade desse tipo de neoplasia (48). A menor expressão de caspase-9 nesse tipo 

tumoral, quando relacionado aos tumores cutâneos, serve como endosso a esse fato, pois um 

menor índice da proteína apoptótica indica menor controle da população celular. 

 

Diante dos casos estudados, podemos concluir que existe uma relação entre os marcadores 

apoptóticos com a proliferação celular, bem como entre eles mesmos e a localização tumoral. 

Tais eventos demonstram um potencial alvo terapêutico em melanomas caninos, a apoptose, 

presente em casos com elevado índice proliferativo. 
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FIGURAS E LEGENDAS 

Figura 1. Fragmento de melanoma, imuno-histoquímica. Cão. Contra-coloração com Giemsa. 

200X.Melanoma cutâneo com imunomarcação citoplasmática para Melan-A em mais de 10% 

das células neoplásicas. 
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Figura 2. Fragmento de melanoma, imunohistoquímica. Cão. Giemsa. A) Melanoma cutâneo 

com imunomarcação nuclear fraca e escassa para Ki67. B) Melanoma cutâneo com 

imunomarcação nuclear forte e difusa para Ki67. C) Melanoma oral. Seta: imunomarcação 

nuclear fraca e escassa para Ki67. Asterisco: área de pigmentação melânica. D) Melanoma oral 

com imunomarcação nuclear forte e difusa para Ki67.  
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Figura 3. Fragmento de melanoma, imunohistoquímica. Cão. Giemsa. A) Melanoma cutâneo 

com rara imunomarcação fraca citoplasmática para Bcl-2. B) Melanoma cutâneo. Seta: 

imunomarcação citoplasmática e nuclear forte e difusa para Bcl-2. C) Melanoma oral. Seta: 

imunomarcação citoplasmática e nuclear forte e escassa para Bcl-2. B) Melanoma oral. Seta: 

imunomarcação citoplasmática e nuclear forte e difusa para Bcl-2. Asterisco: área de 

pigmentação melânica.  
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Figura 4. Fragmento de melanoma, imunohistoquímica. Cão. Giemsa. A) Melanoma 

cutâneo.com rara imunomarcação fraca, citoplasmática e nuclear para BAX. B) Melanoma 

cutâneo com imunomarcação citoplasmática  forte e difusa para BAX. C) Melanoma oral com 

imunomarcação citoplasmática e nuclear fraca e escassa para BAX. D) Melanoma oral com 

imunomarcação citoplasmática e nuclear forte e difusa para BAX. 
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Figura 5. Fragmento de melanoma, imunohistoquímica. Cão. Giemsa. A) Melanoma cutâneo 

com algumas imunomarcações citoplasmáticas e nucleares fracas para Caspase-3. B) 

Melanoma cutâneo com imunomarcação citoplasmática e nuclear forte e difusa para Caspase-

3. C) Melanoma oral com imunomarcação citoplasmática e nuclear fraca e escassa para 

Caspase-3. D) Melanoma oral com imunomarcação citoplasmática e nuclear forte e difusa para 

Caspase-3. 
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Figura 6. Fragmento de melanoma, imunohistoquímica. Cão. Giemsa e Hematoxilina. A) 

Melanoma cutâneo com raras imunomarcações citoplasmáticas e nucleares fortes para Caspase-

3 clivada. B) Melanoma cutâneo com imunomarcação citoplasmática e nuclear moderada e 

difusa para Caspase-3 clivada. C) Melanoma oral com rara imunomarcação citoplasmática e 

nuclear forte para Caspase-3 clivada. D) Melanoma oral com imunomarcação citoplasmática e 

nuclear forte e difusa para Caspase-3 clivada.  
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Figura 7. Fragmento de melanoma, imunohistoquímica. Cão. Giemsa e Hematoxilina. A) 

Melanoma cutâneo com única imunomarcação citoplasmática e nuclear forte para Caspase-9 

clivada. B) Melanoma cutâneo com imunomarcação citoplasmática e nuclear forte e difusa para 

Caspase-9 clivada. C) Melanoma oral com raras imunomarcações citoplasmáticas fracas para 

Caspase-9 clivada. D) Melanoma oral com imunomarcação citoplasmática e nuclear forte e 

difusa para Caspase-9 clivada. 
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Figura 8. Correlação do percentual da expressão imuno-histoquímica de Bax e Ki67 em 

amostras de melanomas caninos. (r = 0,3852; p<0,05). 

 

 

 

Figura 9. Correlação do percentual da expressão imuno-histoquímica de Caspase-3 clivada e 

Bcl-2 em amostras de melanomas caninos (r = 0,6113; p<0,05).  
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Figura 10. Correlação do percentual da expressão imuno-histoquímica de Caspase-9 clivada e 

Bcl-2 em amostras de melanomas caninos (r = 0, 5736; p<0,05).  
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Figura 11. Correlação do percentual da expressão imuno-histoquímica de Caspase-9 clivada e 

Caspase-3 clivada em amostras de melanomas caninos (r = 0,6352; p<0,05).  

 

 

 

Figura 12. Percentual médio de expressão de Caspase-9 clivada em melanomas caninos orais 

e cutâneos. Dados expressos por análises de média. Média grupo oral: 1,44% ± 1,15%; média 

do grupo: 3,49% ± 3,24% (p<0,05). 
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TABELAS E LEGENDAS 

 

Tabela 1. Lista de anticorpos, com os respectivos fabricantes, clones, diluição, tempo de 

incubação do anticorpo primário, método de recuperação antigênica e anticorpo secundário. 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Percentual das características histológicas analisadas em todas as amostras. 

Diagnóstico morfológico Úlcera Pigmentação 
Desmo- 

plasia 
Atividade juncional Êmbolo 

Epitelióide Fusiforme Misto  0 1 2 3  Lentiginosa Pagetóide  

80% 17,5% 2,5% 65% 35% 40% 20% 5% 27,5% 30% 25% 42,% 

 

 

 

 

 

 

Anticorpo Fabricante Clone Diluição Tempo de 

incubação 

Recuperação 

antigênica 

Anticorpo 

secundário 

Ki67 Dako MIB-1 1:50 16h Citrato + calor úmido 

pressurizado 

Novolink 

Melan-A Dako A103 1:100 16h Citrato + calor úmido 

pressurizado 

Novolink 

Caspase-3 NeoMarkers CPP32 1:100 1h Citrato + calor úmido 

pressurizado 

Novolink 

Caspase-3 

clivada 

CellSignaling Asp175 1:50 16h Citrato + calor úmido 

pressurizado 

HRP 

Caspase-9 

clivada 

CellSignaling D353 1:100 16h Citrato + calor úmido Novolink 

Bax Abcam Ab7977 1:50 16h EDTA + calor úmido 

pressurizado 

HRP 

Bcl-2 Dako 124 1:50 16h EDTA + calor úmido 

pressurizado 

HRP 
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Tabela 3. Percentual médio da expressão imuno-histoquímica em melanomas orais e caninos. 

 

Marcadores Melanomas Orais Melanomas Cutâneos 

Ki67 32,27% ± 20,67% 25,28% ± 15,42% 

Bax 58,6% ± 30,34% 39,06% ± 26,69% 

Bcl-2 29,13% ± 20,43% 19,75% ± 13,17% 

Caspase-3 51,43% ± 20,47% 65,21% ± 24,52% 

Caspase-3 clivada 13,75% ± 9,51% 21,5% ± 16,79% 

Caspase-9 clivada* 7,21% ± 5,75% 17,46% ± 16,24% 

* P = 0,0347 na comparação de médias entre os melanomas orais e cutâneos. 
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6. CONCLUSÃO GERAL 

 

Nossos resultados permitiram concluir que:  

i) Existe uma associação diretamente proporcional dos níveis de Ki67 e Bax, 

sugerindo uma relação entre ao aumento da proliferação celular com o aumento da 

taxa de apoptose; 

ii) Uma alta expressão de Bcl-2 é acompanhado de maiores índices de Caspase-3 

clivada e Caspase-9 clivada, inferindo um possível acúmulo de Bcl-2 não funcional 

ou até mesmo uma relação de feedback negativo entre os marcadores, numa 

tentativa das proteínas pró apoptóticas compensarem o aumento da expressão anti-

apoptótica ou vice-versa; 

iii) Existe uma correlação entre a expressão de caspases clivadas 3 e 9, explicado por 

estarem diretamente ligadas uma à outra na via intríseca da apoptose; 

iv) Melanomas orais, quando comparados aos cutâneos, apresentam a expressaão de 

caspase-9 clivada diminuída, sugerindo que a maior agressividade desse tipo 

tumoral, pode estar relacionado a uma maior evasão à apoptose pela redução da 

expressão de caspase 9. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Sabidamente, o melanoma é uma neoplasia altamente agressiva, com um grande poder de 

invasibilidade e migração, o que aumenta a taxa de mortes causadas pela doença principalmente 

pelo comum aparecimento de metástases. Nos melanomas caninos o quadro se apresenta de 

forma semelhante, sendo agravado pelo fato do diagnóstico ser feito mais tardiamente ainda 

que em humanos. 

 

Alguns marcadores prognósticos e preditivos são bem estabelecidos para avaliação tumoral e 

condução das terapias anti-neoplásicas. Proliferação celular e características histológicas, como 

localização do tumor e presença de êmbolos neoplásicos, já são amplamente usados na 

oncologia. Porém, nos melanomas, pela heterogeneidade do tumor e uma sabida resistência e 

baixa resposta às terapias convencionais, torna-se necessário o conhecimento e estabelecimento 

de novos parâmetros que auxiliarão o estadiamento, acompanhamento e tratamento da doença. 

 

A apoptose está intimamente ligada à progressão tumoral, por ser considerada um processo 

contrário à divisão celular. Nos melanomas o índice apoptótico se apresenta reduzido e têm-se 

a apoptose como bom possível alvo terapêutico.  

 

Portanto, estudos direcionados à expressão de proteínas envolvidas em todo o processo 

apoptótico em melanomas, que busquem elucidar as vias e funções envolvidas com estas 

moléculas, também carecem de maior atenção. 
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9.  ANEXOS 

 

Anexo A. Certificado do Comitê de Ética em Experimentação Animal – CETEA/CEUA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


