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Resumo 

 
O Ki-67 trata-se de uma proteína nuclear expressa em todas as fases do ciclo celular, 

excepto na fase de repouso, utilizada como marcador de prognóstico em vários tumores. 

A contagem manual é um método amplamente utilizado para avaliar o índice de Ki-

67, no entanto é moroso e pouco prático. Com este estudo, pretendeu-se comparar a contagem 

manual com a análise automatizada (ImmunoRatio) no cálculo do índice de Ki-67, definir a 

melhor metodologia para a análise de amostras através do plug-in ImmunoRatio e ainda 

verificar a capacidade do ImmunoRatio na análise de imagens de menor ampliação (50x). 

Foram analisadas um total de 18 amostras (2 mastocitomas, 11 carcinomas mamários 

felinos e 5 tumores mamários caninos). Em amostras homogéneas foram selecionados cinco 

campos aleatórios e, em amostras heterogéneas, três campos aleatórios e três campos com um 

elevado número de células Ki-67-positivas (hotspots).   

Verificou-se uma correlação forte, positiva e estatisticamente significativa e uma 

concordância quase perfeita entre a contagem manual e as diferentes análises realizadas no 

plug-in ImmunoRatio (ImmunoRatio 200x sem estroma, ImmunoRatio 400x sem estroma e 

ImmunoRatio 200x com estroma). O estudo sugere ainda que a utilização do plug-in em 

imagens de menor ampliação (50x) permite obter resultados idênticos à média das contagens 

manuais da mesma amostra. 

Pode assim concluir-se que a utilização do ImmunoRatio pode ser uma alternativa 

viável e rápida à contagem manual. No entanto, sugere-se que nos casos  em que se obtenham 

valores próximos dos valores limite indicativos de agressividade, se reconfirme com a 

contagem manual. 

 

Palavras-chave: Carcinomas Mamários Felinos, ImmunoRatio, Imunohistoquímica, 

Ki-67, Mastocitomas, Tumores Mamários Caninos 
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Abstract 
	

Ki-67 is a nuclear protein expressed in every phase of the cell cycle, except in the 

resting phase, which is used as a prognostic marker for various types of tumours. 

Manual counting is a widely used method to evaluate the Ki-67 index, even though it 

is a time-consuming and laborious. In this study, the objectives were to compare the method 

of manual counting with automated analysis (ImmunoRatio) when determining the Ki-67 

index, to define the best methodology for sample analysis through the ImmunoRatio plug-in, 

and verify its capacity to analyse lower magnification images (50x). 

A total of 18 samples were analysed (2 mast cell tumours, 11 feline mammary 

carcinomas and 5 canine mammary tumours). In homogeneous samples, five random fields 

were chosen and, in heterogeneous samples, three random fields and three fields with a high 

number of Ki-67 positive cells (hotspots) were selected. 

A strong correlation, positive and statistically significant, and an almost perfect 

concordance between the manual count and the different analyses performed with the 

ImmunoRatio plug-in (ImmunoRatio 200x without stroma, ImmunoRatio 400x with stroma 

and ImmunoRatio 200x with stroma) were verified. This study also suggests that using the 

plug-in with lower magnification images (50x) allows for identical results to the manual count 

average for the same sample. 

It can thus be concluded that the use of ImmunoRatio can be a viable and faster 

alternative to manual counting. Nevertheless, it is suggested that, in the cases where 

approximate values to the aggressiveness indicative limit are obtained, manual counting 

should be used to confirm these values. 

 

Keywords: Canine Mammary Tumours, Feline Mammary Carcinomas, 

Immunohistochemistry, ImmunoRatio, Ki-67, Mast Cell Tumours 
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RELATÓRIO DE ESTÁGIO 
	

No âmbito do plano de estudos do Mestrado Integrado em Medicina Veterinária  

ministrado na Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade Lusófona de Humanidades 

e Tecnologias, foi realizada a primeira parte do estágio curricular na Referência Veterinária 

na área da neurologia clínica, imagiológica e cirúrgica e a segunda parte no Instituto 

Gulbenkian das Ciências (IGC) na área da histopatologia, totalizando seis meses de 

aprendizagem.  

Referência Veterinária 

O estágio curricular realizado na área da neurologia clínica, imagiológica e cirúrgica 

teve lugar na Referência Veterinária sob orientação do Dr. João Ribeiro no período de 1 de 

Outubro de 2017 a 31 de Dezembro de 2017 com uma duração total de três meses. A 

Referência Veterinária situa-se no Condomínio Empresarial de Alcoitão, na Estrada de 

Manique 1610 em Alcabideche, e tem como objetivo disponibilizar uma estrutura com 

capacidade de auxiliar as necessidades enfrentadas pela clínica geral de animais de 

companhia, de maneira a complementar a sua atividade, funcionando exclusivamente por 

referência ou em segunda opinião.  

 

Ao longo do estágio foi possível o desenvolvimento de diversas atividades, tais 

como:  

- assistência e colaboração nas consultas de neurologia; 

- aprendizagem e execução sistemática do exame neurológico; 

- participação nas atividades de internamento, tais como higienização dos pacientes, 

colocação de cateteres, colheita de sangue e administração de medicação IV, IM e 

oral; 

- realização de radiografias;  

- apoio na execução de ressonâncias magnéticas (RM) e sua interpretação; 

- assistência e colaboração na recolha de líquido-cefalorraquidiano (LCR) da cisterna 

magna e lombar; 
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- participação como circulante e como ajudante de cirurgião em cirurgias de hérnias 

discais cervicais, torácicas e lombares, divertículos aracnóides, tumores 

extramedulares intradurais e extradurais e tumores cerebrais;  

- preparação pré-cirúrgica do paciente, nomeadamente, colocação de cateter 

endovenoso, entubação, preparação do campo cirúrgico, monitorização e 

recuperação anestésica; 

- observação microscópica e análise do LCR; 

- processamento de análises laboratoriais (bioquímicas e hemograma); 

- realização de necrópsias. 

 

O presente estágio permitiu assim, a discussão e acompanhamento de casos clínicos, 

a discussão de diagnósticos diferenciais, a realização de técnicas imagiológicas avançadas e a 

elaboração de planos de tratamento adequados a cada situação. Todas as atividades 

desenvolvidas permitiram integrar e consolidar os conhecimentos adquiridos ao longo do 

percurso académico e desenvolver capacidades práticas e de raciocínio de diagnóstico, bem 

como a compreensão da sua importância no contexto real da profissão.  

 

 

Instituto Gulbenkian das Ciências (IGC) 

 

O estágio curricular realizado na área da Histopatologia teve lugar no IGC sob 

orientação do Dr. Pedro Faísca no período de 1 de Janeiro de 2018 a 31 de Março de 2018 

com uma duração total de três meses. O Instituto Gulbenkian das Ciências situa-se na Rua da 

Quinta Grande, número 6 em Oeiras e tem como objetivo permitir e auxiliar a investigação 

em Portugal.  

 

A Unidade de Histopatologia (UH) do IGC está disponível para todos os grupos 

internos do IGC, mas também para laboratórios associados, instituições académicas e 

empresas privadas. A UH tem disponíveis vários serviços, nomeadamente, processamento e 

inclusão em parafina, microtomia, criotomia, vibrotomia, coloração hematoxilina e eosina 

(H&E) , técnicas histoquímicas (Gram, Giemsa, Ziehl-Neelsen, Periodic Acid-Schiff (PAS), 

Luxol Fast Blue com contraste de Nissl ou PAS, Tricrómio de Masson (TM), Nissl, Perls, 

Luna e outros) e aquisição de imagens de alta qualidade através de um digitalizador de 
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lâminas (HAMAMATSU NanoZoomer-SQ Digital slide scanner C13140-01). A Unidade 

permite a formação em preparação de amostras, vibrotomia e criotomia para novos 

utilizadores e dispõe ainda de consultoria em histologia, patologia comparada e apoio no 

delineamento experimental e na preparação de manuscritos.  

 

Durante o período de estágio foi-me possível trabalhar com amostras histológicas 

provenientes de diferentes modelos: murganho (Mus musculus) e mosca (Drosophila 

melanogaster).  No caso do murganho, observei e analisei amostras histológicas de diferentes 

sistemas, nomeadamente, sistema tegumentar (pele), sistema muscular (músculo), sistema 

circulatório (coração), sistema linfático (baço, linfonodos, medula óssea), sistema respiratório 

(pulmões, brônquios, bronquíolos), sistema gastrointestinal e órgãos anexos (glândulas 

salivares, estômago, fígado, pâncreas, intestino delgado, intestino grosso e apêndice), sistema 

urinário (rins), sistema nervoso central (cérebro) e tecido adiposo. No caso da mosca, apesar 

de todos os sistemas estarem presentes numa única lâmina, a análise debruçou-se 

principalmente sobre o sistema nervoso central (cérebro).  

 

As atividades desenvolvidas ao longo do estágio variaram consoante as experiências 

que estavam a decorrer nos diferentes grupos do IGC. Grande parte das atividades passavam 

inicialmente pela digitalização das lâminas no digitalizador de lâminas HAMAMATSU 

NanoZoomer-SQ Digital slide scanner C13140-01e posterior utilização do software ImageJ 

(ex: criação e execução de macros - macro para seleção e medição da área de adipócitos; 

estudos morfométricos em tecido adiposo – área dos adipócitos; estudos morfométricos no 

coração - área de fibrose e área dos cardiomiócitos). Outra parte das atividades concentrava-se 

na classificação e descrição morfológica de lesões através da utilização do microscópio 

LEICA DMLB2 que se encontrava ligado a um computador MAC OS X Version 10.5.8 

2.4ghz. 

 

O presente estágio permitiu-me assim, adquirir valências em diversas 

funcionalidades do software ImageJ, adquirir e consolidar conhecimentos de interpretação e 

análise de amostras histológicas de modelos animais e apesar da maioria das lâminas 

analisadas apresentarem coloração H&E, tive ainda a possibilidade de visualizar lâminas 

coradas com PAS, TM e oil red (OR). Assim sendo, ao longo dos três meses de estágio no 
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IGC, vários foram os conhecimentos obtidos na área da histopatologia, a qual é um valioso 

instrumento para a investigação científica.  
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I. INTRODUÇÃO 

 
Atualmente, a maioria da informação biomédica é adquirida através de imagens 

(Schindelin et al., 2012). Os avanços na tecnologia em microscopia têm permitido a obtenção 

cada vez mais rápida, acessível e precisa de imagens biomédicas quantitativas, o que exige 

técnicas de processamento e de análise de imagens mais avançadas (Schindelin et al., 2015). 

Assim sendo, os investigadores cada vez mais necessitam, a nível informático, da ajuda de 

programadores para solucionar determinados problemas, acabando os programadores por ter 

um grande impacto na investigação científica atual (Schindelin et al., 2012). 

	

1.1.  ImageJ e Fiji	
	

Desde que os equipamentos de imagem digital entraram no mundo da ciência, o 

objetivo tem sido usar processos computacionais para acelerar tarefas repetitivas de modo a 

obter resultados quantitativos, os quais são mais fidedignos do que as observações 

qualitativas. 

O software NIH ImageJ, antecessor do atual software ImageJ, foi desenvolvido por 

Wayne Rasband no National Institutes of Health (NIH) em 1987 (Schneider et al., 2012; 

Schindelin et al., 2015). O imageJ é um software Java gratuito, simples e de fácil acesso, 

sendo que a sua funcionalidade pode ser alterada consoante as necessidades do usuário 

(Schindelin et al., 2015). O imageJ pode ser utilizado numa plataforma online ou através do 

download do programa em qualquer computador com o Java 1.5 ou posterior (Ferreira, & 

Rasband, 2012). O download do ImageJ está disponível para Windows, Mac OS X e Linux 

(Ferreira, & Rasband, 2012). Uma das principais características do ImageJ é a sua capacidade 

de suportar uma grande variedade de formatos de imagem (Collins, 2007), nomeadamente, 

TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS em 8 bits, 16 bits e 32 bits (Ferreira, & Rasband, 2012). 

O ImageJ não é apenas um software de análise morfométrica, sendo suficientemente 

flexível para ser adaptado aos inúmeros requisitos exigidos pelos laboratórios. Alguns 

exemplos das funcionalidades do software incluem a medição de áreas em tecidos corados 

seletivamente, a contagem de células, a medição da área de uma célula individual e a 

quantificação imunohistoquímica (IHQ) de antigénios, entre outros (Papadopulos et al., 

2007). 
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A adição de macros (listas de instruções simples que descrevem as ações executadas 

por um usuário e que o ImageJ interpreta e repete) e plugins ao programa, permite acrescentar 

diferentes conceitos de análise de imagem (Schindelin et al., 2015). 

Desde o ínicio que o ImageJ tem disponíveis vários plugins, sendo que o seu número 

aumentou rapidamente, existindo mais de 500 plugins no site do ImageJ que disponibilizam 

uma ampla gama de funções. Os plugins podem ser combinados para realizar análises 

complexas e os usuários podem selecionar entre os vários plugins que oferecem 

funcionalidades semelhantes, a ferramenta que mais se adequa ao que pretendem. A longa 

lista de plugins reflete o uso do ImageJ em vários campos da ciência e da engenharia, tais 

como a medicina, a microscopia e a ciência dos materiais (Collins, 2007).  

 As macros apresentam um formato de programação básico, permitindo aos usuários 

em geral, sem experiência em programação, criar a sua própria macro. É possível ao usuário 

gravar a macro que desenvolveu, permitindo a sua partilha, futura utilização e modificação 

conforme necessário (Schneider et al., 2012). De acordo com Schneider et al., (2012) existem 

aproximadamente 325 macros disponíveis no site do ImageJ. 

O software Fiji, utilizado no presente estudo, trata-se de uma variante do ImageJ, 

sendo que a principal diferença é o facto de apresentar os plugins do ImageJ já instalados, 

suplementando-o com funcionalidades adicionais (Schindelin et al., 2012). Este software foi 

desenvolvido com o intuito de facilitar a análise de imagens biomédicas e permite a 

transformação de novos algoritmos em plugins do ImageJ que posteriormente podem ser 

partilhados, através de um sistema de actualização integrado, com outros utilizadores 

(Schindelin et al., 2012). A redundância e o grande número de plugins disponíveis para o 

ImageJ dificultam a identificação de soluções para determinados problemas, sendo que o 

software Fiji contorna esta desvantagem, uma vez que oferece uma seleção de plugins 

organizados por categorias (Schindelin et al., 2012). Schindelin et al. (2012) propõem este 

software como uma plataforma que promove a colaboração produtiva entre ciência 

computacional e as comunidades científicas de investigação.  

	

	

1.2.  ImmunoRatio	
	

O ImmunoRatio trata-se de uma aplicação gratuita que permite a análise automática 

de imagens histológicas imunocoradas de recetores de estrogénio, recetores de progesterona e 
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Ki-67 (Tuominen et al., 2010). Este programa foi desenvolvido pela Universidade de 

Tampere, Finlândia e a sua aplicação encontra-se descrita no artigo “ImmunoRatio: a publicly 

available web application for quantitative image analysis of estrogen receptor (ER), 

progesterone receptor (PR), and Ki-67” publicado na revista Breast Cancer Research em 

2010, sendo que a sua utilização já foi validada num número significativo de estudos 

(Ferguson, 2013). O ImmunoRatio foi desenvolvido como um plug-in para o software de 

análise de imagem ImageJ e é utilizado como um auxiliar de diagnóstico dirigido a técnicos 

treinados para avaliar amostras imunocoradas, uma vez que os resultados obtidos devem ser 

sempre interpretados em conjunto com as imagens das lâminas originais. O ImmunoRatio 

suporta qualquer modelo de câmara de microscópio e vários formatos de imagem, tais como 

JPEG, JPEG2000, TIFF, BMP e PNG. Esta aplicação segmenta os núcleos diaminobenzidina 

(DAB) e hematoxilina da imagem que se pretende analisar, cria uma imagem na qual estes 

componentes se encontram corados de diferentes cores e calcula a percentagem de área 

nuclear DAB sobre a área nuclear total (Tuominen et al., 2010). 

Este software apresenta dois modos de utilização, o básico e o avançado. O modo 

básico consiste na seleção de uma imagem e respetiva análise online, sendo que o utilizador 

apenas intervém na seleção do tamanho médio dos núcleos. No modo avançado é possível a 

intervenção do utilizador em diversas funcionalidades, tais como, a utilização de uma imagem 

em branco para correção do blankfield de modo a melhorar irregularidades na luminosidade e 

no equilíbrio de cores, a especificação manual da escala da imagem original, o ajuste do 

limiar de hematoxilina (componente azul) e DAB (componente castanho), a análise apenas de 

uma região de interesse definida a partir da imagem, a utilização da equação de correção de 

resultados para calibrar a análise e a visualização de uma tabela de resultados (Tuominen et 

al., 2010). 

 

	

1.3.  Biomarcadores de prognóstico 

 

A proliferação celular trata-se de um processo biológico essencial a todos os 

organismos vivos tendo em conta o seu papel no crescimento e na manutenção da homeostase 

dos tecidos (Van Diest et al., 1998). O controlo deste processo é fundamental, no entanto este 

encontra-se completamente desregulado em várias neoplasias (Bishop, 1987; Tumuluri et al., 

2002), sendo que a avaliação da atividade proliferativa das células tumorais se tornou uma 
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ferramenta essencial aos histopatologistas de modo a fornecer informação útil ao diagnóstico, 

comportamento clínico e terapia (Bologna-Molina et al., 2013). 

 O ciclo celular consiste numa série de fases durante as quais ocorrem vários 

fenómenos que permitem a divisão celular, sendo que os genes reguladores celulares 

modulam o ciclo celular através de um grupo de proteínas (Scully et al., 2000). Os 

marcadores proliferativos tratam-se de proteínas específicas ou outros fatores, cuja presença 

nas células indica que as mesmas se encontram em crescimento e em divisão celular 

(Bologna-Molina et al., 2013). 

Hoje em dia o método mais comum para determinar a atividade proliferativa são as 

técnicas de IHQ, cuja utilização se tem tornado cada vez mais rotineira por parte dos 

patologistas (Bologna-Molina et al., 2013). 

Na área da Medicina Veterinária têm sido desenvolvidos vários estudos na tentativa 

de desenvolver métodos menos subjetivos para a previsão do comportamento e prognóstico de 

vários tumores. Os quatro marcadores de proliferação mais comumente reportados em 

Medicina Veterinária são o Ki-67, as Regiões Organizadoras Nucleolares Argirofílicas 

(AgNOR), o Antigénio Nuclear de Proliferação Celular (PCNA) e índice mitótico (Abadie et 

al., 1999; Scase et al., 2006, Seguin et al., 2006;  Romansik et al., 2007). O Ki-67 identifica 

as células que se encontram ativamente em ciclo celular, o AgNOR identifica o tempo de 

progressão do ciclo celular e o PCNA e o índice mitótico identificam as células em fases 

específicas do ciclo celular, fase S e fase M, respetivamente (Van Diest et al., 1998). 

 

 

1.3.1. Ciclo celular 

 

O ciclo celular (Figura 1) consiste na alternância entre a interfase (G1, S, G2) e a 

mitose (M), sendo que a interfase é a fase mais longa. As células não proliferativas 

encontram-se geralmente interrompidas entre as fases M e S (síntese de DNA) e são referidas 

como células em repouso (G0). A maioria das células em tecidos normais encontram-se em 

G0. As células são estimuladas a iniciar o ciclo celular em resposta a fatores externos, 

incluindo fatores de crescimento e de adesão celular (Argyle, & Khanna, 2013). Durante a 

Fase S ocorre a duplicação dos cromossomas enquanto que a maioria dos outros componentes 

celulares são duplicados continuamente durante todo o ciclo. Durante a fase M os 

cromossomas replicados são segregados em núcleos individuais e a célula divide-se em dois 
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Figura 1 – Esquema representativo do ciclo celular. 

(citoquinese). A fase S e a Fase M estão separadas pelas fases G1 e G2, nas quais vários sinais 

intracelulares e extracelulares regulam a progressão do ciclo celular (Alberts et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2. Ki-67 

 

O Ki-67 trata-se de uma proteína nuclear não-histónica com semi-vida inferior a uma 

hora, a qual é expressa em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase de repouso (G0) 

(Gerdes et al., 1984; Bruno, & Darzynkiewicz, 1992; Beresford et al., 2006; Klopfleisch et 

al., 2011). Esta proteína apresenta localização nuclear e os seus níveis de expressão são 

baixos durante a fase G1 e S, posteriormente aumentam durante a fase G2 e atingem o seu 

pico na fase M (mitose). Este padrão de expressão torna o antigénio Ki-67 um marcador de 

proliferação útil e fiável no prognóstico do cancro da mama da mulher (Yerushalmi et al., 

2010; Dowsett et al., 2011). 

O antigénio Ki-67 foi inicialmente detetado pelo anticorpo monoclonal Ki-67, cujo 

nome deriva da cidade de origem (Kiel) e do número do clone original que se encontrava no 
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poço número 67 de uma placa com 96 poços (Gerdes et al., 1983). O anticorpo monoclonal  

Ki-67 foi descrito pela primeira vez em 1983 por Johannes Gerdes e colegas que o sugeriram 

como possível marcador de proliferação celular (Gerdes et al., 1983). O anticorpo monoclonal 

standard para a detecção do Ki-67 é o MIB-1. A fração de células tumorais MIB-1-positivas 

está frequentemente correlacionada com o curso clínico da neoplasia (Ihmann et al., 2004).	

Em Medicina Veterinária está descrita a utilização desta proteína como marcador de 

prognóstico em vários tumores, nomeadamente, mastocitomas, carcinomas mamários felinos, 

carcinomas mamários caninos, melanomas e linfomas, uma vez que é possível avaliar o índice 

de proliferação tumoral através do número de células positivas para Ki-67 na IHQ 

(Mukaratirwa, 2005). Várias investigações concluíram que o índice de Ki-67 apresenta valor 

prognóstico em tumores mamários caninos, sendo que um elevado índice se encontra 

positivamente correlacionado com um elevado risco de metástases e um menor tempo livre de 

doença e sobrevida (Peña et al., 1998; Nieto et al., 2000; Sarli et al., 2002; Zuccari et al., 

2004). Alguns estudos mais antigos, tanto em Medicina Humana como Veterinária, reportam 

um baixo valor prognóstico do Ki-67 em tumores mamários (Rudas et al., 1994; Keshgegian 

& Cnaan, 1995; Lohr et al., 1997). Estas diferenças podem estar relacionadas com o método e 

critério de amostragem e heterogenicidade associada à prevalência e comportamento 

biológico de diferentes tipos histológicos de tumores.  

 

 

1.3.3. PCNA 

 

O PCNA trata-se de uma proteína nuclear não histónica que funciona como co-factor 

da DNA polimerase delta e que está associado a fenómenos de reparação e replicação de 

DNA (McMormick & Hall, 1992; Oyama et al., 1995; Sanchez & Elledge, 1995). A sua 

expressão ocorre em todas as fases do ciclo celular, no entanto os seus níveis de expressão 

variam consoante a fase do ciclo celular. Após a fase G1 a sua expressão aumenta, atingindo o 

seu pico máximo na fase S e diminuindo após a fase G2. Durante a fase M e em células não 

cíclicas (G0) a sua expressão diminui (McMormick & Hall, 1992; Tsuji et al., 1992; Huang et 

al., 1994; Sanchez & Elledge, 1995; Martinez-Lara et al., 1996). O PCNA pode ser detetado 

em todas as fases do ciclo celular e em células não cíclicas, dado que a sua semi-vida varia 

entre 8 a 20 horas (Moldovan et al., 2007). Quando as células se encontram em proliferação 

celular permanecem mais tempo na fase G1/S, o que permite a utilização do PCNA como 
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marcador de proliferação celular, uma vez que a sua expressão aumenta após a fase G1, 

atingindo o pico máximo na fase S. A taxa de síntese do PCNA está diretamente 

correlacionada com a taxa de proliferação celular, no entanto a sua expressão pode ser 

induzida por fatores de crescimento ou por agentes que danifiquem o DNA (Mighell, 1995; 

Mukaratirwa, 2005; De Oliveira et al., 2008). 

Os estudos que abordam o índice de PCNA como marcador de prognóstico foram 

realizados em linfomas caninos, mastocitomas, melanomas e tumores mamários 

(Mukaratirwa, 2005). 

 

 

1.3.4. AgNOR 

 

As NORs são subestruturas nucleares envolvidas na transcrição ribossomal de RNA 

e que contêm proteínas argirofílicas (AgNORs). As AgNORs Agyrophilic Nucleolar 

Organizer Regions - Regiões Organizadoras Nucleolares Argirofílicas são proteínas 

nucleolares que se acumulam em células que se encontram em proliferação. Nas células em 

proliferação a quantidade de proteínas AgNOR aumenta na interfase, desde a fase G1, 

atingindo o seu pico máximo no fim da fase S e mantendo-se constante até à fase G2 (Sirri et 

al., 2000). A quantidade de proteínas AgNOR encontra-se estritamente relacionada com a 

rapidez da proliferação celular (Sirri et al., 2000). Sendo assim, ao contrário do índice Ki-67 e 

do índice PCNA, os quais medem a percentagem de células em proliferação, a contagem de 

AgNOR fornece informação sobre a rapidez da proliferação celular (taxa de proliferação) e 

pode ser determinada recorrendo a métodos imunohistoquímicos em secções histológicas 

(Mukaratirwa, 2005). Durante uma elevada atividade de transcrição as proteínas argirofílicas 

são segregadas, resultando num aumento do número e área de AgNORs impregnadas com 

prata. Os AgNORs podem ser quantificados como número por célula, área por célula ou rácio 

de área de AgNORs por área nuclear (Klopfleisch et al., 2011). 

A contagem de AgNOR utilizada em vários estudos tem demonstrado fornecer 

informação clínica útil à cerca do prognóstico tanto em Oncologia Veterinária como em 

Oncologia Humana (Simões et al., 1994; Destexhe et al., 1995; Johnson et al., 1995; Kiupel 

et al., 1999; Sarli et al., 2002). O valor prognóstico do AgNOR tem sido estudado em apenas 

alguns tumores caninos, nomeadamente, em mastocitomas e tumores mamários (Bostock et 

al., 1989; Simoes et al., 1994; Lohr et al., 1997; Sarli et al., 2002). No entanto, existem 
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diferentes técnicas de coloração histoquímica de AgNOR, o que impossibilita a comparação 

entre os resultados dos estudos realizados por diferentes laboratórios. Assim sendo, esta 

técnica não foi adotada como uma técnica de rotina, dado que cada laboratório teria de validar 

a sua própria técnica de coloração. Na tentativa de resolver este problema, em 1994 formou-se 

um comité internacional de padronização que publicou um método padronizado reproduzível 

de coloração (Aubele et al., 1994). No entanto, não existem estudos em Medicina Veterinária 

que reportem a utilização dos métodos padronizados (Scase et al., 2006). 

 

 

1.3.5. Contagem mitótica 

 

O número total de figuras mitóticas em 10 HPF (high power fields – campo de 

grande ampliação) pode ser reportado através da contagem mitótica (CM) ou do índice de 

atividade mitótica (IAM) (Meuten et al., 2017). O IAM trata-se do número de figuras 

mitóticas em 10 HPF/área, no entanto, normalmente, o valor reportado é a contagem total e 

não a fracção (Jannink et al., 1995; Skaland et al., 2008; Al-Janabi et al., 2013). O índice 

mitótico (IM) é uma fração entre o número total de figuras mitóticas e o número total de 

células que não se encontram em mitose. O IM é o método que se correlaciona melhor com os 

outros meios de determinação da proliferação celular (Ki-67 e PCNA), no entanto os métodos 

imunohistoquímicos ou histoquímicos são métodos mais precisos e objetivos (Meuten et al., 

2017). 

A contagem mitótica pode ser determinada em amostras coradas com hematoxilina-

eosina e continua a ser o método mais tradicional, simples, rápido e de baixo custo. Este 

método permite estimar a proliferação celular em neoplasias mamárias em humanos (Elston & 

Ellis, 1991; Weidner et al., 1994; Aranda & Laforga, 1997) e pode ser utilizado como 

indicador de prognóstico em humanos com carcinoma mamário (Le Doussal et al., 1989; 

Layton & Hopkins, 1993). Ainda assim, a validade da contagem mitótica mantém-se 

controversa, uma vez que o método não se encontra padronizado, existindo discordância entre 

patologistas no que consiste uma figura mitótica (Mukaratirwa, 2005; Dutra et al., 2008). Em 

alguns casos, os patologistas podem ter dificuldade em distinguir entre mitose e necrose 

(núcleo cariorrético e picnótico) e em identificar a prófase e a anafase, em amostras coradas 

com hematoxilina-eosina (Mukaratirwa, 2005). Van Diest et al. (1992) demonstrou que 
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quando são aplicados critérios estritos à forma como se reconhece e conta as figuras mitóticas 

é possível obter uma boa concordância inter-observador.  

Em Oncologia Veterinária o índice mitótico tem sido utilizado tanto para o 

diagnóstico como para o prognóstico de vários tumores (Mukaratirwa, 2005; Luong et al., 

2006; Spangler & Kass, 2006; Romansik et al., 2007; Sanchez et al., 2007). Vários estudos 

reportam o valor prognóstico do índice mitótico em tumores caninos, nomeadamente, 

melanomas (Bostock, 1979), sarcomas de tecidos moles (Bostock & Dye, 1980), 

hemangiopericitomas (Graves et al., 1988), mastocitomas (Bostock et al., 1989), tumores 

mamários (Sarli et al., 2002) e tumores esplénicos de origem não vascular e não linfóide 

(Spangler et al., 1994). Um elevado índice mitótico nestes tumores está associado a uma 

elevada recorrência após excisão cirúrgica e a um menor tempo de sobrevida (Mukaratirwa, 

2005). 

A contagem mitótica ou índice de atividade mitótica pode facilmente ser utilizado 

como procedimento de rotina nas avaliações histopatológicas, sendo a sua maior vantagem o 

facto de poder ser determinado ao mesmo tempo que o diagnóstico histopatológico 

(Mukaratirwa, 2005). 

 

 

1.4.  Tumor Mamário Canino 

 
Os tumores mamários caninos (TMCs) são a neoplasia mais prevalente em cadelas 

não esterilizadas (Lana et al., 2007), sendo que cerca de 40% a 50% apresenta um 

comportamento maligno (Misdorp et al., 1999; Sorenmo, 2003). Os tumores mamários 

malignos apresentam frequentemente um prognóstico reservado a mau, devido às altas taxas 

de recidiva local e de metastastização (Gilbertson et al., 1983; Kurzman & Gilbertson, 1986). 

O risco de incidência de TMCs aumenta com a idade (Schneider, 1970; Taylor et al., 1976), 

sendo que apesar da longevidade de cada raça ter influência na idade à qual os TMCs surgem 

(Egenvall et al., 2005; Rivera et al., 2009), estes afetam em média cães com 10/11 anos (Ginn 

et al., 2007). 

Vários estudos relatam que fatores como o tamanho do tumor (De Las Mulas et al., 

2005; Ferreira et al., 2009), o tipo histológico (Hellmén et al., 1993), o grau histológico (Peña 

et al., 1998, Karayannopoulou et al., 2005), o crescimento (Sarli et al., 2002; De Las Mulas et 

al., 2005), e a metastização dos linfonodos (Pérez-Alenza et al., 1997; Nieto et al., 2000) 
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influenciam o prognóstico dos tumores mamários malignos caninos. O grau histológico do 

tumor, demonstrou fornecer informação particularmente significativa à cerca do prognóstico 

(Gilbertson et al., 1983; Simon et al., 2006).  

Apesar de alguns marcadores de proliferação (Sarli et al., 2002; Matos et al., 2006), 

recetores hormonais (Nieto et al., 2000; De Las Mulas et al., 2005; Gama et al., 2008; Sassi et 

al., 2010) e oncogenes (Ferreira et al., 2009; Hsu et al., 2009) terem demonstrado ser 

potenciais biomarcadores de prognóstico em TMCs, não existe um grande número de estudos 

prospetivos em Medicina Veterinária, o que, consequentemente, torna a sua utilização pouco 

comum na prática clínica. Deste modo, uma vez que os TMCs apresentam características 

patológicas e comportamento clínico bastante variáveis, torna-se necessária a investigação 

futura de marcadores moleculares com valor prognóstico e preditivo, para que se estabeleçam 

indicadores de prognóstico confiáveis, de modo a estimar o risco individual de cada paciente 

(Nieto et al., 2000; Kurilj et al., 2011; Santos et al., 2013). No entanto, a importância 

atribuída por vários autores aos TMCs como modelos biológicos para o estudo de tumores 

mamários em humanos tem contribuído para o crescente interesse em pesquisas sobre o tema 

(Raynaud et al., 1981; Mottolese et al., 1994; Vail & MacEwen, 2000; Lee et al., 2004; 

Lavalle et al., 2009; Queiroga et al., 2011). Assim sendo, têm surgido métodos que permitem 

a avaliação da atividade proliferativa in situ, tais como a deteção imunohistoquímica do Ki-67 

e PCNA e a quantificação de AgNOR, aumentando assim o interesse da sua aplicação para 

fins diagnósticos e prognósticos (Sarli et al., 2002). 

Apesar de muitos estudos demonstrarem o valor prognóstico da proliferação celular 

nos TMCs (Peña et al., 1998; Nieto et al., 2000, Sarli et al., 2002; Zuccari et al., 2004; Matos 

et al., 2006), os resultados são por vezes controversos, o que justifica a necessidade de 

realização de mais estudos nesta área. Existem estudos que revelaram uma associação entre a 

atividade proliferativa dos TMCs e diversas variáveis clínicas e patológicas, como grau 

histológico, pleomorfismo nuclear, ausência de recetores hormonais, metástases e taxa de 

sobrevida (Pérez Alenza et al., 1995; Peña et al., 1998; Geraldes et al., 2000). Nos TMCs o 

índice de Ki-67 demonstrou estar relacionado com a malignidade do tipo histológico 

(Geraldes et al., 2000; Muto et al., 2000; Yang et al., 2006; Morris et al., 2009). 

Peña et al. (1998) verificaram que animais com um baixo índice de Ki-67 

apresentavam maior tempo livre de doença e de sobrevida e que existia uma associação 

significativa entre o índice de Ki-67 e o estado de metastização dos linfonodos. Os dados 

deste estudo suportaram a relação entre o grau do tumor e o índice de Ki-67. Os autores 
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referem ainda que observaram uma correlação significativa entre o Ki-67 e o PCNA no grupo 

das displasias e tumores benignos, mas não nos tumores malignos. Os autores atribuem esta 

ausência de correlação nos tumores malignos aos elevados valores de PCNA e à sua presença 

nas células não cíclicas. Este estudo, concluiu assim, que um índice elevado de Ki-67 era um 

parâmetro prognóstico objetivo para prever o comportamento dos carcinomas mamários 

caninos.   

Zuccari et al. (2008) verificaram uma associação entre os carcinomas e a elevada 

expressão de Ki-67. Estes resultados confirmam os dados reportados por outras literaturas em 

que referem que o Ki-67 é um marcador para carcinomas e que sugere um mau prognóstico 

(Zuccari et al., 2004).  

O estudo de Sarli et al. (2002) revelou que o índice de Ki-67 apresentava relevância 

prognóstica tal como em investigações anteriores (Penã et al., 1998), no entanto os autores 

consideram difícil de comprovar que a informação fornecida pelo índice de Ki-67 seja mais 

útil do que a informação fornecida por uma variável histológica, como por exemplo, o grau de 

invasão (Sarli et al., 2002). 

Dutra et al. (2008) observaram uma correlação positiva entre o índice de Ki-67 e a 

contagem mitótica, o que suporta o facto do Ki-67 ser um indicador eficaz da atividade 

proliferativa em tumores mamários caninos. 

Kurilj et al. (2011) utilizou um cutoff de 20% para o índice de Ki-67 e verificou que 

a maioria dos tumores benignos tinham um índice de Ki-67 inferior a 20% (média de 9,1%), 

sendo que a expressão de Ki-67 foi significativamente elevada em lesões malignas (média de 

29,5%). Neste estudo, o Ki-67 foi proporcional ao grau histológico, tal como descrito por 

Penã et al. (1998), Geraldes et al. (2000), Matos et al. (2006), Thuróczy et al. (2007) e Morris 

et al. (2009).  

Santos et al. (2013) verificaram que o índice de Ki-67 estava fortemente associado 

ao desenvolvimento de recorrências/metástases distantes bem como a um curto tempo livre de 

doença e de sobrevida. Neste estudo, metade dos animais com tumores com índice superior a 

40% desenvolveram recorrência local e/ou metástases distantes e 42% morreram em dois anos 

após a cirurgia.   

Sennazli et al. (2015) referem que um índice de Ki-67 elevado parece estar associado 

a um elevado grau de malignidade em tumores mamários caninos. Este artigo refere também 

que o índice de Ki-67 é um fator de prognóstico valioso associado à agressividade e ao grau 

de diferenciação tumoral.  
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Um estudo publicado em 2016 (Carvalho et al., 2016), no qual foi utilizado um 

cutoff de 22% para o índice de Ki-67 intratumoral e de 14% para o índice de Ki-67 nas 

glândulas mamárias não neoplásicas adjacentes, verificou que os valores médios do índice de 

Ki-67 estavam estatisticamente correlacionados com o índice de Ki-67 das glândulas 

mamárias não neoplásicas adjacentes, tanto em tumores benignos como em tumores malignos. 

O índice de Ki-67 intratumoral estava significativamente associado ao tipo histológico, índice 

mitótico, grau nuclear, grau de diferenciação, grau histológico de malignidade e envolvimento 

dos linfonodos. A média de valores do índice de Ki-67 em glândulas mamarias não 

neoplásicas adjacentes estava significativamente associado ao tamanho do tumor, índice 

mitótico, grau nuclear, grau de diferenciação, grau histológico de malignidade e envolvimento 

dos linfonodos regionais. Neste estudo, o elevado índice de Ki-67 intratumoral e o elevado 

índice de Ki-67 nas glândulas mamárias não neoplásicas adjacentes encontrava-se associado 

significativamente a um menor tempo de sobrevida. Os autores consideram que os fatores de 

crescimento produzidos pelo tumor poderão atuar nas glândulas mamárias não neoplásicas 

adjacentes por sinalização parácrina, contribuindo para um microambiente tumoral altamente 

proliferativo.  

 

 

1.5.  Carcinoma Mamário Felino 

 
A neoplasia mamária é uma doença observada predominantemente em gatos de 

meia-idade e mais velhos, sendo que a idade média do diagnóstico é entre 10 e 12 anos de 

idade (Dorn et al., 1968; Hayden et al., 1971; Weijer et al., 1972; Misdorp et al., 1991). 

Os tumores mamários felinos (TMFs), segundo o Registo de Neoplasia Animal da 

Califórnia (CANR) são a terceira neoplasia mais frequente em gatas, com uma taxa de 

incidência anual de 25,4/100.000 e representam 12% dos tumores em gatos, 

independentemente do sexo (Dorn et al., 1968). Vascellari et al. (2009) num estudo em duas 

províncias do norte da Itália relataram que os tumores mamários felinos representavam 16% 

de todos os tumores em gatos e 25% dos tumores em fêmeas (Vascellari et al., 2009). 

Egenvall et al. (2010) reportam os tumores mamários felinos como o tumor mais comum, 

tendo estes uma incidência de 40% nesta espécie. Ao contrário dos cães e dos humanos, 80% 

a 96% dos tumores mamários felinos tem comportamento maligno, sendo que a maioria são 

carcinomas (Moulton, 1978; Bostock, 1986a). Cerca de 80% a 90% são carcinomas simples 
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hormono-independentes (envolvem um único componente celular neoplásico: luminal 

epitelial) (Nielsen, 1967; Hayden, et al., 1989; Misdorp et al., 1999) e os tipos histológicos 

mais comuns são: carcinomas tubulares, papilares, sólidos e cribiformes (Sorenmo, 2013). As 

taxas de metastização variam de 50% a 90%, sendo que os linfonodos (83%), pulmões (83%), 

fígado (25%) e pleura (22%) são os locais de metastização mais frequentes (Hahn & Adams, 

1977; Hahn et al., 1994). 

Existem alguns estudos em carcinomas mamários felinos (CMFs) que correlacionam 

a idade, tamanho do tumor, metastização regional e grau de malignidade com a sobrevida 

(Weijer & Hart, 1983; MacEwen et al., 1984; Seixas et al., 2011), no entanto existe pouca 

informação relacionada com o índice de proliferação. Assim sendo, o estudo de outros fatores 

de prognóstico pode fornecer informação útil relativamente à biologia do tumor, permitindo a 

escolha de uma terapia adequada e, consequentemente, um melhor acompanhamento dos 

pacientes (Soares et al., 2016).  

Ao longo do tempo, tem vindo a ser proposto o uso de alguns índices proliferativos 

(De Vico et al., 1995; Castagnaro et al., 1998a; Castagnaro et al., 1998b; Funakoshi et al., 

2000), tais como a quantificação de proteínas AgNOR, o índice mitótico e a deteção 

imunohistoquímica de antigénios (PCNA e Ki-67) para fins diagnósticos e prognósticos.  

Em Medicina Veterinária, apesar do índice de Ki-67 ter sido investigado como fator 

de prognóstico nos CMFs, não existem muitos dados que avaliem a correlação entre este 

índice e o tempo de sobrevida (Millanta et al., 2002; Preziosi et al., 2002; Seixas et al., 2011) 

e não existe um protocolo padrão para a avaliação da proliferação celular através da IHQ do 

Ki-67. A falta de dados relativamente ao nível do cutoff explica a inexistência de valores 

validados para o CMF (Castagnaro et al., 1998b;  Preziosi et al., 2002; Pereira et al., 2004; 

Seixas et al., 2011). No entanto, Soares et al. (2016) realizaram um estudo no qual, tendo em 

conta os resultados obtidos, sugeriram a utilização de um valor ótimo de cutoff para CMFs de 

14%. Este estudo baseou-se nos valores de cutoff reportados em Medicina Humana, sendo 

que, recentemente, foi recomendada a uniformização do cutoff de Ki-67 a 14% para o cancro 

da mama na mulher (Cheang et al., 2009).  

Vários estudos em CMFs relacionam a malignidade de uma lesão a um índice de Ki-

67 mais elevado e um índice de Ki-67 mais baixo a lesões benignas (Castagnaro et al., 1998b; 

Millanta et al., 2002; Preziosi et al., 2002; Burrai et al., 2010; Rasotto et al., 2011; Seixas et 

al., 2011). 
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Num estudo em que os pacientes foram acompanhados um ano após a cirurgia, 

Castagnaro et al. (1998b) demonstraram que um valor de Ki67 <25,2%, estava 

significativamente associado ao aumento da sobrevida. Resultados semelhantes foram obtidos 

por Rasotto et al. (2011). 

Seixas et al. (2011) concluíram que o Ki-67 estava relacionado com tempo de 

sobrevida, no entanto não estava significativamente associado ao tempo livre de doença. 

Neste estudo o tempo de sobrevida foi de 7 meses em animais com índice de Ki-67 >36,1% e 

de 14 meses em animais com índice de Ki-67 < 36,1%. Seixas et al. (2011) referiram assim, 

que o índice de Ki-67 pode ser usado para distinguir as gatas com bom e mau prognóstico, tal 

como o índice mitótico. Estes resultados estão de acordo com estudos previamente publicados 

por Weijer & Hart (1983) e Castagnaro et al. (1998b). 

Preziosi et al. (2002) e Millanta et al. (2002) referem que o índice de Ki-67 não foi 

significativo na previsão do prognóstico em CMFs.  

Soares et al. (2016) desenvolveram um estudo no qual pretenderam validar o valor 

prognóstico do índice de Ki-67 nos CMFs e determinar o melhor valor de cutoff. Este estudo 

evidenciou uma correlação forte e positiva entre o índice de Ki-67 do tumor primário e o 

índice de Ki-67 das metástases locais e distantes. Soares et al. (2016) confirmaram a 

associação entre a sobre expressão do Ki-67 no tumor primário e o comportamento agressivo 

do tumor, uma vez que as lesões metastáticas apresentaram índices de Ki-67 superiores 

(média de 48,2%) às lesões primárias (26%). Os autores consideraram que o valor de cutoff 

que melhor prevê o resultado clínico dos CMFs é de 14%, sendo que observaram um risco de 

morte associada ao tumor de 2,4x superior em gatos com tumores primários com índice de Ki-

67 superior ou igual a 14%. Para além disso, os autores observaram ainda uma forte 

associação entre os níveis de Ki-67 e o tamanho do tumor (Weijer & Hart, 1983; MacEwen et 

al., 1984), o grau de malignidade (Seixas et al., 2011), a presença de áreas de necrose (Pereira 

et al., 2004; Seixas et al., 2011) e a baixa expressão de recetores de estrogénio (RE) (Millanta 

et al., 2006), o que reforça a relevância deste marcador no acompanhamento clínico dos 

CMFs (Soares et al., 2016) 

 

 

 

 



	 32 

1.6.  Mastocitoma 
 

O mastocitoma (MCT) é o tumor cutâneo mais comum em cães e representa cerca de 

16 a 21% da totalidade dos tumores cutâneos (Brodey, 1970; Finnie & Bostock, 1979; 

Bostock, 1986b; Rothwell et al., 1987). Os mastocitomas afetam qualquer raça, no entanto os 

Golden Retrievers, Labradores Retrievers, Boston Terriers, Boxers e Pugs são raças mais 

predispostas. Um estudo revelou que os Pugs têm maior predisposição para apresentar 

múltiplos MCTs ao diagnóstico (56%), no entanto estes tumores demonstram um 

comportamento mais benigno, resultando raramente em morte (McNiel et al., 2006). Os 

MCTs podem afetar cães de qualquer idade, no entanto, normalmente, surgem em cães de 

meia idade a geriátricos. Embora não exista nenhuma etiologia identificada na maioria dos 

tumores, 25-30% dos tumores de grau intermédio a elevado apresentam mutações no recetor 

tirosina-quinase c-Kit (Downing et al., 2002; Letard et al., 2008). Os MCTs podem estar 

localizados em qualquer parte do corpo e podem apresentar-se entre o tecido subcutâneo e/ou 

a derme e têm uma aparência muito variada, desde nódulos muito superficiais, móveis e de 

consistência branda a muito profundos, fixos e firmes (Garrett, 2014). 

O grau histológico dos mastocitomas é considerado o fator de prognóstico mais 

consistente e confiável disponível, embora não permita prever o comportamento de todos os 

tumores (Bostock, 1973; Patnaik et al., 1984; Simões et al., 1994; Murphy et al., 2004). A 

classificação do grau histológico pode ser feita com base em dois sistemas de classificação 

diferentes, o sistema de Patnaik et al. (1984) e o sistema de Kiupel et al. (2011). O sistema de 

classificação proposto por Patnaik et al. (1984) classifica os tumores em três graus (grau I: 

bem diferenciado; grau II: diferenciação intermédia; grau III: pouco diferenciado ou 

anaplásico), tendo em conta a extensão da lesão, a celularidade, a morfologia celular, o 

número de mitoses e a reação estromal. Tendo em conta este sistema de classificação os 

mastocitomas de grau I raramente apresentam metastização e estão associados a tempos de 

sobrevida mais longos e a um melhor prognóstico. Os mastocitomas de grau III apresentam 

um comportamento mais agressivo, maior probabilidade de metastização e pior prognóstico. 

Os tumores de grau II podem apresentar diferentes comportamentos biológicos, sendo difícil 

prever o prognóstico nestes casos (Patnaik et al., 1984; Kiupel et al., 2011; Thompson et al., 

2011; Blackwood et al., 2012). O sistema de classificação de Kiupel et al. (2011) foi 

recentemente desenvolvido na tentativa de colmatar a limitação do Sistema de Patnaik em 

relação aos MCTs de grau II. Este sistema classifica os tumores em dois graus, baixo grau e 
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alto grau, sendo que o diagnóstico dos tumores classificados como de alto grau baseia-se na 

presença de qualquer um dos seguintes critérios: pelo menos sete figuras mitóticas / 10 HPF, 

pelo menos três células multinucleadas / 10 HPF, pelo menos três núcleos bizarros / 10 HPF, 

ou cariomegalia (Kiupel et al., 2011).  

Dado que o grau histológico é muito variável e subjetivo foram desenvolvidos outros 

fatores de prognóstico, tais como a aneuploidia do DNA, o padrão de coloração do c-kit, a 

presença de mutações c-kit, a densidade de microvasos, Ki-67, PCNA e IM na tentativa de 

prever o comportamento biológico dos MCTs grau II (Garrett, 2014). 

O Ki-67, PCNA e AgNOR têm sido usados como marcadores de proliferação em 

MCT cutâneos e vários estudos demonstraram que estes se correlacionam com o 

comportamento biológico do tumor (Bostock et al., 1989; Simoes et al., 1994; Kravis et al., 

1996; Abadie et al., 1999; Scase et al., 2006).  

Existem vários estudos que reportam diferentes valores de cutoff para o índice de Ki-

67 e Vascellari et al. (2013) justificam as diferenças entre os vários valores reportados com a 

utilização de diferentes métodos de contagem da fração de células Ki-67 positivas e sugerem 

a standardização do método de contagem das mesmas.  

Vascellari et al. (2013) definiram que os animais que apresentam um valor de índice 

de Ki-67 igual ou superior ao cutoff  de 10,6% têm uma mortalidade até oito vezes superior. 

Abadie et al. (1999), Scase et al. (2006) e Maglennon et al. (2008) referem que o Ki-

67 é um marcador imunohistoquímico útil como marcador de prognóstico em todos os graus 

de MCT e reportam que é possível dividir os MCTs de grau intermédio com base no índice de 

Ki-67.  

Abadie et al. (1999) reportaram que a contagem superior ou igual a 93 núcleos Ki-67 

positivos em 1000 células tumorais (cutoff de 9,3%) foi associada a uma menor sobrevivência 

em MCTs de grau intermédio.  

Scase et al. (2006) dividiram os MCTs de grau intermédio com base no índice de Ki-

67, utilizando um cutoff de 1,8%, sendo que obtiveram uma probabilidade de sobrevivência 

de 1, 2 e 3 anos menor em cães com um índice de Ki-67 superior a 1,8%. 

Maglennon et al. (2008) reportaram uma mediana de sobrevivência de 292 dias em 

casos de MCTs de grau intermédio com um índice de Ki-67 >1,8% e não obtiveram mediana 

de sobrevida em casos com um índice de Ki-67 <1,8% (Maglennon et al., 2008). Os autores 

deste último estudo referem ainda que o valor cutoff de 1,8% para o índice de Ki-67 maximiza 

a especificidade, minimizando o número de falsos positivos e sugerem que a alternativa seria 
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definir um valor de cutoff que minimizasse a taxa de falsos negativos, de modo a minimizar o 

número de cães que morrem sem beneficiarem de um tratamento mais agressivo. No entanto, 

não foi possível obter um valor de cutoff que reduzisse os falsos negativos, sem diminuir a 

especificidade (Maglennon et al., 2008). Este estudo sugere que a maioria dos cães com teste 

de Ki-67 negativo (Índice de Ki-67 ≤1,8%) terão um excelente prognóstico, uma vez que 

apenas 5% dos cães com índice de Ki-67 ≤1,8% morreram devido ao MCT. Maglennon et al. 

(2008) também verificaram que a maioria dos cães com índice de Ki-67>1,8 morreram devido 

ao MCT.  

Apesar de já ter sido demonstrado por vários autores, serão necessários mais estudos 

que demonstrem a potencial utilidade do Ki-67 para distinguir os MCTs de grau intermédio 

de comportamento benigno e maligno.  

Berlato et al. (2013) demonstraram que tanto o IM como o índice de Ki-67 permitem 

prever o tempo de sobrevida dos cães com MCT independentemente do grau histológico 

(sistema de classificação de Patnaik). A principal limitação do sistema de classificação de 

Patnaik é o facto de não permitir a previsão do prognóstico de MCTs de grau intermédio. Este 

estudo utilizou um cutoff de 5 para o IM e 1% para o índice de Ki-67 nos três graus 

histológicos e 1,8% para o índice de Ki-67 no grau histológico intermédio. Assim sendo, 

Berlato et al. (2013) diferenciaram dois subgrupos com prognósticos diferentes dentro do 

grau intermédio através do índice mitótico (valor cutoff de 5) e do índice de Ki-67 (valor 

cutoff  de 1,8%).  Apesar do IM estar frequentemente incluído no relatório histopatológico da 

maioria dos laboratórios, os autores sugerem a requisição do índice de Ki-67 em algumas 

situações, nomeadamente, quando existe discordância entre a história, as características do 

tumor e o índice mitótico. Os autores referem ainda que não é necessário a realização do 

índice de Ki-67 em cães com metástases nos linfonodos ou com metástases distantes, uma vez 

que estes casos já estão associados a um mau prognóstico. No entanto, os autores consideram 

que faz sentido investigar a atividade proliferativa num cão com múltiplos mastocitomas, mas 

sem metastização nos linfonodos, dado que o prognóstico depende das características de cada 

tumor individualmente (Berlato et al., 2013). 

S. Lelyveld et al. (2015) realizaram um estudo cujo objetivo foi comparar os valores 

do índice de Ki-67 e do índice mitótico obtidos através de laboratórios comerciais e avaliar a 

sua correlação e concordância. Neste estudo foi utilizado o cutoff de 5 para o IM e foram tidos 

em conta diferentes valores de cutoff para o índice de Ki-67 consoante o laboratório que 

avaliou a amostra, tendo sido avaliados 137 casos de acordo com o valor de cutoff de 1,8%, 
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24 casos de acordo com o valor de cutoff de 9,3% e 1 caso consoante o cutoff de 23 células 

positivas/grid area. A correlação obtida entre o índice de Ki-67 e o IM foi moderada, no 

entanto a concordância foi fraca. O IM subestimou a severidade da doença, enquanto que o 

índice de Ki-67 sobrestimou a severidade da doença, sendo que este último foi muito sensível, 

mas pouco específico a prever a morte associada ao MCT. Posteriormente, os autores 

utilizaram um cutoff de 2 para IM, o que permitiu melhorar a sensibilidade e manter a 

especificidade, sugerindo que neste estudo, o IM foi o melhor indicador de morte causada por 

MCT. Os autores deste estudo, referem que com o cutoff de 2, o IM aparenta ser tão bom ou 

até melhor que o Ki-67 a prever o comportamento tumoral e sugerem ainda a estratificação do 

IM em três grupos, tendo o grupo intermédio um valor entre 2-7, tal como um estudo 

preliminar de Elston et al. (2009). Neste estudo o índice de Ki-67 foi útil para fornecer 

informação adicional sobre o prognóstico nos animais com IM<2 (P=0,009), no entanto nos 

animais com IM≥2 não foi útil para prever a taxa de sobrevivência, pelo que os autores 

referem a necessidade de investigações futuras que se foquem nos marcadores de prognóstico, 

principalmente no grupo de IM intermédio. 

 

 

1.7.  Objetivo 

 
A utilização do índice de Ki-67 como fator de prognóstico tem ganho popularidade 

em Medicina Veterinária, no entanto a contagem manual é um método moroso e pouco 

prático. Assim sendo, o presente estudo tem como objetivo avaliar a aplicação do plug-in 

ImmunoRatio no software ImageJ, de modo a obter o índice de Ki-67 em amostras de tumores 

mamários caninos, carcinomas mamários felinos e mastocitomas. Para tal, avaliou-se a 

correlação e a concordância entre os valores obtidos através da contagem manual e da análise 

automatizada (ImmunoRatio) a uma ampliação de 200x. 

 

Para além do objetivo principal acima referido, delinearam-se ainda os seguintes 

objetivos secundários: 

 

• Definir a melhor metodologia para a análise de amostras no ImmunoRatio 

através da avaliação: 
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- da correlação e da concordância entre os resultados da contagem manual a uma 

ampliação de 200x e a análise automatizada a uma ampliação de 400x; 

- da correlação e da concordância entre os resultados da análise automatizada com a 

presença e ausência de estroma a uma ampliação de 200x; 

- da correlação e da concordância entre os resultados da contagem manual a uma 

ampliação de 200x e a análise automatizada com estroma a uma ampliação de 200x; 

- da concordância entre as várias contagens manuais de amostras homogéneas e 

heterogéneas. 

 

• Verificar a capacidade de análise do ImmunoRatio em fotografias de menor 

ampliação (50x) através da avaliação da concordância entre: 

- o valor médio da contagem manual a 200x de cada amostra e o valor obtido pela 

análise automatizada a uma ampliação de 50x. 

 
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



	 37 

II. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1.  Seleção e Caracterização da Amostra 
 

Foram analisadas um total de 18 amostras, nomeadamente, onze carcinomas 

mamários felinos, cinco tumores mamários caninos e dois mastocitomas. As amostras de 

carcinoma mamário felino foram cedidas pela Dra. Maria João Soares através da Faculdade 

de Medicina Veterinária da Universidade Técnica de Lisboa e as amostras de tumor mamário 

canino e de mastocitoma foram cedidas pela Dra. Inês Carvalho através do DNATech. 

Todas as amostras de carcinoma mamário felino foram obtidas a partir de uma área 

representativa de cada lesão (diâmetro de 0,6 cm) selecionada com o intuito de preparar 5 

secções de 3 µm. Posteriormente as secções foram secas a 60ºC durante 1 hora e 

desparafinadas. A recuperação antigénica foi realizada através da fervura das amostras em 

panela de pressão (2 atm), durante 2 minutos, em solução tampão de citrato de sódio (0.01M 

NaCH3COO, pH 6.0). A análise imuno-histoquímica para Ki67 foi realizada com o anticorpo 

policlonal (Thermo Scientific) numa diluição de 1:500, sendo que este foi incubado à 

temperatura ambiente durante 60 minutos. A coloração foi obtida através	 do sistema de 

visualização método de conjugação modificado estreptavidina-peroxidase Novolink 

MaxPolymer Detection System (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha). Por fim, realizou-se 

o contraste das secções com Hematoxilina de Mayer (Merck, NJ, EUA).  

As amostras de tumores mamários caninos e amostras de mastocitomas foram 

obtidas a partir de uma área representativa de cada lesão, impregnadas em parafina, 

submetidas a cortes de 3-4 µm e colocadas em lâminas adesivadas. Posteriormente, os cortes 

permaneceram na estufa a 37º durante a noite e, no dia seguinte, foram desparafinados. A 

recuperação antigénica foi realizada no Módulo PT (Thermo Scientific) em solução tampão 

Tris-EDTA, pH8, durante 10 minutos. A análise imuno-histoquímica para Ki67 foi realizada 

com o anticorpo monoclonal (SP6, Ref. 275R-14, Cell MarqueTM) numa diluição de 1:50, 

sendo que este foi incubado à temperatura ambiente durante 30 minutos. A coloração foi 

obtida através	 do sistema de visualização HiDef DetectionTM HRP Polymer System (Cell 

MarqueTM) e DAB. Por fim, realizou-se o contraste das secções com hematoxilina. 

As lâminas foram digitalizadas através do digitalizador de lâminas HAMAMATSU 

NanoZoomer-SQ Digital slide scanner C13140-01 com o software NDPI view, tendo-se 

obtido as imagens para posterior contagem manual e automatizada (ImmunoRatio). 
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Para a realização da contagem manual e da análise automatizada (ImmunoRatio) 

foram selecionados cinco campos aleatórios em amostras homogéneas e, três campos 

aleatórios e três campos com um elevado número de células Ki-67-positivas (hotspots) em 

amostras heterogéneas, obtendo-se um total de 102 observações individuais (n=102).  

 

 

2.2.  Contagem Manual 

 
A contagem manual foi realizada em imagens com uma ampliação de 200x (≃1000 

células) por um operador, utilizando o software ImageJ com o auxílio do plug-in Cell 

Counter, o qual permite a seleção manual de diferentes tipos de células. Inicialmente, 

selecionou-se o tipo celular que se tencionava contar e, seguidamente, clicou-se nos 

elementos da imagem pretendidos, surgindo na imagem um número colorido correspondente 

ao tipo celular selecionado e obtendo-se uma atualização do contador sempre que se realizou 

um novo “click”, permitindo, no final, obter um valor total de todos os “clicks” realizados. 

Neste trabalho utilizou-se o número 1 com cor azul para marcar as células Ki-67 negativas e o 

número 2 com cor vermelha para marcar as células Ki-67 positivas (Figura 1). O índice de Ki-

67 foi obtido através da razão entre as células Ki-67 positivas e o número total de células da 

imagem.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Mastocitoma 200x - Contagem manual com o auxílio do plug-in cell counter no 
software ImageJ. 1 – células negativas para Ki-67; 2 -  células positivas para Ki-67.  
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2.3.  Análise Automatizada – ImmunoRatio 

 
A análise automatizada foi realizada em imagens com ampliação de 50x, 200x e 

400x através do plug-in ImmunoRatio, o qual segmenta os núcleos DAB e hematoxilina da 

imagem que se pretende analisar, cria uma imagem na qual estes componentes se encontram 

corados de diferentes cores e calcula a percentagem de área nuclear DAB sobre a área nuclear 

total.  

Para eliminação do estroma nas imagens com ampliação de 200x e 400x, foi 

utilizada a função Polygon Selection Tool do ImageJ-Fiji, a qual permitiu criar seleções de 

formato irregular definidas por uma série de segmentos de linha (Figura 2). As áreas 

selecionadas foram removidas através de função Ctrl+F. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neste estudo foi utilizado o modo avançado do plug-in, o que permitiu a intervenção 

do operador na correção do blankfield, na especificação manual da escala da imagem original 

e no ajuste do limiar de hematoxilina (componente azul) e DAB (componente castanho). Os 

resultados obtidos pelo plug-in foram interpretados pelo operador em conjunto com as 

imagens das lâminas originais (Figura 3 e 4), tal como recomendado pelos autores do plug-in. 

 

Figura 3 - Carcinoma mamário felino 400x – Exemplo da função 
Polygon Selection Tool do ImageJ-Fiji para eliminação do estroma.  
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2.4.  Análise Estatística 
	

A análise estatística foi realizada pelo software estatístico IBM SPSS Statistics 25. 

Com o intuito de validar a utilização do plug-in ImmunoRatio, as diferentes imagens 

de cada amostra (cinco imagens no caso das amostras de tumores homogéneos e seis imagens 

no caso das amostras de tumores heterogéneos) foram avaliadas como observações 

individuais, obtendo-se um total de 102 observações válidas (n=102). De maneira a comparar 

a contagem manual (Manual 200x) com o plug-in ImmunoRatio em fotografias com uma 

ampliação de 200x (ImR 200x) foram realizadas duas análises distintas, uma com o objetivo 

de avaliar correlação e outra com o objetivo de avaliar a concordância.  

Para a obtenção da correlação recorreu-se à avaliação da normalidade das amostras 

através do teste de Shapiro-Wilk. Utilizou-se a correlação bivariada para a determinação dos 

coeficientes de correlação, tendo sido utilizado o teste não paramétrico de Spearman, após 

verificados os pressupostos para a realização do teste de hipóteses. Para avaliação da 

concordância calculou-se o coeficiente de correlação intraclasse (ICC). Como nível de 

Figura 4 - Mastocitoma 200x - Análise 
automatizada através do ImmunoRatio. 
Células a azul – células negativas para Ki-
67; células a laranja -  células positivas para 
Ki-67.  
	

Figura 5 - Mastocitoma 400x - Análise 
automatizada através do ImmunoRatio. 
Células a azul – células negativas para Ki-
67; células a laranja -  células positivas para 
Ki-67.  
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significância adotou-se o valor de 5%, admitindo-se existir uma diferença significativa 

quando o valor de p se apresentasse inferior a 0,05. 

 O ICC foi estimado com um intervalo de confiança de 95% (IC) recorrendo a 

modelos mistos de duas vias para avaliar a consistência entre o método manual e as outras 

metodologias. Um ICC elevado geralmente indica melhor consistência. Uma vez que não 

existem valores padrão que sejam universalmente aceites para o ICC, neste estudo foram 

utilizados os valores estabelecidos para o coeficiente Kappa de modo a facilitar a 

interpretação dos resultados (Fleiss, & Cohen, 1973): 0,00-0,20 foi interpretado como “fraca”; 

0,21 a 0,40 como “razoável”;  0,41 a 0,60 como “moderada”; 0,61-0,80 como “forte”; e > 

0,80 como “quase perfeita” (Landis, & Koch, 1977). 

Posteriormente, com o objetivo de verificar qual a melhor metodologia, a correlação 

e a concordância foram ainda analisadas entre a contagem manual e o ImmunoRatio em 

fotografias com uma ampliação de 400x (ImR 400x), com o objetivo de verificar se 

fotografias com uma maior ampliação (400x) são representativas das zonas em análise nas 

fotografias de 200x. Para avaliar a necessidade da remoção de estroma compararam-se os 

resultados, tanto da  contagem manual como do ImmunoRatio 200x sem estroma (ImR 200x), 

com o ImmunoRatio 200x com estroma (Estroma ImR 200x). Avaliou-se ainda a 

concordância entre as diferentes contagens manuais de cada amostra, de modo a verificar a 

variação do valor de Ki-67 entre as várias imagens. Para esta última análise, as amostras 

foram agrupadas em diferentes grupos: amostras homogénas (4 carcinomas mamários felinos 

e 2 mastocitomas) e amostras heterogéneas (7 carcinomas mamários felinos e 5 tumores 

mamários caninos). 

Por fim, foi avaliada a concordância entre o valor médio das contagens manuais de 

cada amostra e o plug-in ImmunoRatio em fotografias com uma ampliação de 50x (ImR 50x).  
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III. RESULTADOS 

 

3.1.  Média e Desvio padrão do Índice de Ki-67  

	
No caso dos tumores mamários caninos, a média do índice de Ki-67 obtido através 

do ImR 200x foi de 11,6% ± 6,7% e a média do índice de Ki-67 obtido através do método 

manual 200x foi de 12,1% ± 7,0%. A média da variação entre os valores de índice de Ki-67 

obtidos pelo ImmunoRatio e pelo método manual foi de 1,4% ± 1,4%. A média do índice de 

Ki-67 obtido através da metodologia Estroma ImR 200x foi de  12,0% ±	6,1%. 

Relativamente aos carcinomas mamários felinos, a média do índice de Ki-67 obtido 

através do ImR 200x foi de 13,9% ± 9,1% e a média do índice de Ki-67 obtido através do 

método manual 200x foi de 15,9% ± 10,4%. A média da variação entre os valores de índice 

de Ki-67 obtidos pelo ImmunoRatio e pelo método manual foi de 2,4% ± 1,8%. A média do 

índice de Ki-67 obtido através da metodologia Estroma ImR 200x foi de  13,0% ±	8,0%. 

Nos mastocitomas a média do índice de Ki-67 obtido através do ImR 200x foi de 

3,1% ± 2,8% e a média do índice de Ki-67 obtido através do método manual 200x foi de 

3,5% ± 3,5%. A média da variação entre os valores de índice de Ki-67 obtidos pelo 

ImmunoRatio e pelo método manual foi de 0,7% ± 0,8%. A média do índice de Ki-67 obtido 

através da metodologia Estroma ImR 200x foi de  2,9% ± 2,7%. 

	

	

3.2. 	Correlação entre as várias metodologias – Coeficiente de correlação 

de Spearman 	
 

Tabela 1 - Coeficientes de correlação do método Manual 200x com as metodologias ImR 200x e ImR 400x. 

 
** n=102; A correlação é significativa no nível 0,01 (2 extremidades). 
 

 

n Correlações Metodologia ImR 200x ImR 400x 

102 Rho de Spearman (𝑟*)  Manual 200x 0,973** 0,942** 
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Todas as correlações, acima referidas (Tabela 1), são classificadas como positivas e 

fortes, sendo estas também consideradas estatisticamente muito significativas (P<0,001). 

A metodologia que apresenta a correlação mais forte com o método Manual 200x é o 

ImR 200x (𝑟*=0,973; P<0,001). 

Os gráficos seguintes evidenciam a excelente correlação entre o método Manual 

200x e o método automatizado a 200x (ImR 200x) (Gráfico 1 e 2) e a elevada correlação entre 

o método Manual 200x e o método automatizado a 400x (ImR 400x) (Gráfico 1 e 3), uma vez 

que todos os pontos se encontram muito próximos da linha de tendência.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
Gráfico  1 - Elevada correlação entre o índice de Ki-67 obtido pelo método Manual 200x e o índice de Ki-67 
obtido pelas outras metodologias (ImR 200x, ImR 400x). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Índice de Ki-67 obtido no ImR 200x   

Ín
di

ce
 d

e 
K

i-6
7 

ob
tid

o 
no

 m
ét

od
o 

M
an

ua
l 2

00
x 

 

Ín
di

ce
 d

e 
K

i - 6
7 

ob
tid

o 
no

 m
ét

od
o 

M
an

ua
l 2

00
x 

Índice de Ki-67 obtido no ImR 400x   

Gráfico 2 - Excelente correlação entre o índice 
de Ki-67 obtido no método Manual 200x e no 
ImR 200x. 

Gráfico 3 - Elevada correlação entre o índice de 
Ki-67 obtido no método Manual 200x e no ImR 
400x. 
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Índice de Ki-67 obtido utilizando o ImR 200x (laranja) e o ImR 
400x (azul). 
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Tabela 2 - Coeficientes de correlação do método Manual 200x com as metodologias ImR 200x e ImR 400x 
estratificados pelo tipo de tumor (Tumor mamário canino, Carcinoma mamário felino e Mastocitoma). 

 
** A correlação é significativa no nível 0,01 (2 extremidades) 

  

 

Seguindo a tendência verificada na análise global, todas as correlações são 

classificadas como positivas, fortes e estatisticamente significativas (P<0,001) na análise 

estratificada (Tabela 2). 

Os tumores mamários caninos e os carcinomas mamários felinos apresentam as 

correlações mais fortes entre o método Manual 200x e o método ImR 200x (𝑟*=0,971; 

P<0,001).  

 

 
Tabela 3 - Coeficientes de correlação do método Estroma ImR 200x com as metodologias ImR 200x e Manual 
200x. 

 
**n=102; A correlação é significativa no nível 0,01 (2 extremidades). 
 

 

Existe uma correlação positiva, forte e estatisticamente significativa tanto entre o 

método ImR 200x sem estroma e o método ImR 200x com estroma (𝑟*=0,968; P<0,001), 

n Correlações Amostra Metodologia ImR 200x ImR 400x 

30 Rho de Spearman 
(𝑟*) 

Tumor mamário 
canino Manual 200x 0,971** 0,909** 

62 Rho de Spearman 
(𝑟*) 

Cacinoma mamário 
felino Manual 200x 0,971** 0,940** 

10 
Rho de Spearman 

(𝑟*) Mastocitoma Manual 200x 0,960** 0,927** 

n Correlações Metodologia Estroma ImR 200x 

102 Rho de Spearman (𝑟*) ImR 200x 0,968** 

102 Rho de Spearman (𝑟*) Manual 200x 0,952** 
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como entre o método Manual 200x e o método ImR 200x com estroma (𝑟*=0,952; P<0,001)  

(Tabela 3). 

Os gráficos seguintes (Gráfico 4, 5 e 6) evidenciam a elevada correlação entre o 

método Estroma ImR 200x e os métodos sem estroma (Manual 200x e ImR 200x), uma vez 

que todos os pontos se encontram muito próximos da linha de tendência.  

 

 

 
Gráfico 4 - Elevada correlação entre o índice de Ki-67 obtido pelo Estroma ImR 200x e as metodologias sem 
estroma (ImR 200x e Manual 200x). 
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Índice de Ki-67 obtido utilizando o ImR 200x (amarelo) e o 
Manual 200x (cinzento). 
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Gráfico 6 - Elevada correlação entre o índice de 
Ki-67 obtido no método Manual 200x e no 
Estroma ImR 200x. 

Gráfico 5 - Elevada correlação entre o índice de 
Ki-67 obtido no método ImR 200x e no Estroma 
ImR 200x. 
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Tabela 4 - Coeficientes de correlação do método Estroma ImR 200x com as metodologias ImR 200x e Manual 
200x estratificados pelo tipo de tumor (Tumor mamário canino, Carcinoma mamário felino e Mastocitoma). 

 
 

  

 

Verifica-se na tabela acima que todas as correlações são classificadas como 

positivas, fortes e estatisticamente significativas (P<0,001) (Tabela 4).  

Os mastocitomas são a neoplasia que apresenta o coeficiente de correlação mais 

elevado entre o método ImR 200x sem estroma e o método ImR 200x com estroma  

(𝑟*=0,979; P<0,001), tal como entre o método Manual 200x e o método ImR 200x com 

estroma (𝑟*=0,985; P<0,001), seguindo-se os carcinomas mamários felinos e por fim os 

tumores mamários caninos. 

 

 

3.3.  Concordância entre as várias metodologias – ICC	

	
Tabela 5 - Concordância entre o método Manual 200x e as metodologias ImR 200x e ImR 400x. 

	
 

Na Tabela 5 pode observar-se uma concordância quase perfeita (>0,80) entre o 

método Manual 200x e as metodologias ImR 200x e ImR 400x, sendo que o valor de 

n Correlações Amostra Metodologia Estroma 
ImR 200X 

Manual 
200x 

30 Rho de Spearman 
(𝑟*) 

Tumor mamário 
canino 

ImR 200x 0,935** 0,909** 

62 Rho de Spearman 
(𝑟*) 

Carcinoma 
mamário felino 

ImR 200x 0,954** 0,947** 

10 Rho de Spearman 
(𝑟*) 

Mastocitoma ImR 200x 0,979** 0,985** 

** n=102; A correlação é significativa no nível 0,01 (2 extremidades). 

n Metodologia ICC (IC 95%) F-value P - value 

102 ImR 200x 0,972 (0,959; 0,981) 70,641 < 0,001 

102 ImR 400x 0,952 (0,930; 0,967) 40,747 < 0,001 
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concordância mais elevado é entre o método Manual 200x e o método ImR 200x (ICC=0,972; 

IC 95% 0,959; 0,981; P<0,001). 

 
Tabela 6 - Concordância entre o método Manual 200x e as metodologias ImR 200x e ImR 400x estratificada 
pelo tipo de tumor (Tumor mamário canino, Carcinoma mamário felino e Mastocitoma). 

 

 

Verifica-se uma concordância quase perfeita (>0,80) entre o método Manual 200x e 

as metodologias ImR 200x e ImR 400x nas várias neoplasias em análise (Tabela 6).  

Os carcinomas mamários felinos apresentam a maior concordância entre o método 

Manual 200x e o método ImR 200x (ICC=0,975; IC 95% 0,958; 0,985; P<0,001), seguindo-se 

os tumores mamários caninos (ICC=0,959; IC 95% 0,916; 0,980; P<0,001) e por fim os 

mastocitomas (ICC=0,951; IC 95% 0,817; 0,988; P<0,001).  

 

 
Tabela 7 - Concordância entre o método Estroma ImR 200x e as metodologias ImR 200x e Manual 200x. 

n Amostra Metodologia ICC (IC 95%) F-value P - value 

30 

Tumor 

mamário 

canino 

ImR 200x 0,959 (0,916; 0,980) 47,998 < 0,001 

ImR 400x 0,933 (0,864; 0,967) 28,691 < 0,001 

62 

Carcinoma 

mamário 

felino 

ImR 200x 0,975 (0,958; 0,985) 77,450 < 0,001 

ImR 400x 0,954 (0,924; 0,972) 42,195 < 0,001 

10 Mastocitoma 
ImR 200x 0,951 (0,817; 0,988) 40,029 < 0,001 

ImR 400x 0,916 (0,698; 0,978) 22,679 < 0,001 

n Metodologia ICC (IC 95%) F-value P - value 

102 ImR 200x 0,964 (0,948; 0,976) 55,138 < 0,001 

102 Manual 200x 0,930 (0,898; 0,952) 27,582 < 0,001 



	 48 

Existe uma concordância quase perfeita (>0,80) entre o método ImR 200x sem 

estroma e o método ImR 200x com estroma (ICC=0,964; IC 95% 0,948; 0,976; P<0,001), tal 

como entre o método Manual 200x e o método ImR 200x com estroma (ICC=0,930; IC 95% 

0,898; 0,952; P<0,001) (Tabela 7). 

 

 
Tabela 8 - Concordância entre o método Estroma ImR 200x e as metodologias ImR 200x e Manual 200x 
estratificada pelo tipo de tumor (Tumor mamário canino, Carcinoma mamário felino e Mastocitoma). 

  

 

Na Tabela 8 pode verificar-se uma concordância quase perfeita (>0,80) entre os 

métodos com e sem estroma nos vários tipos de tumor em estudo, sendo que os mastocitomas 

apresentam o valor de concordância mais elevado, tanto entre o método ImR 200x sem 

estroma e o método ImR 200x com estroma (ICC=0,986; IC 95% 0,946; 0,997; P<0,001), 

como entre o método Manual 200x e o método ImR 200x com estroma (ICC=0,958; IC 95% 

0,843; 0,990; P<0,001). 

 

 

n Amostra Metodologia ICC (IC 95%) F-value P - value 

30 Tumor mamário 
canino 

ImR 200x 0,962 (0,921; 0,982) 51,414 < 0,001 

Manual 200x 0,937 (0,872; 0,969) 30,656 < 0,001 

62 Carcinoma 
mamário felino 

ImR 200x 0,961 (0,936; 0,976) 49,984 < 0,001 

Manual 200x 0,929 (0,884; 0,956) 27,015 < 0,001 

10 Mastocitoma 

ImR 200x 0,986 (0,946; 0,997) 145,560 < 0,001 

Manual 200x 0,958 (0,843; 0,990) 47,115 < 0,001 
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3.4. 	Concordância entre as várias contagens manuais de amostras 

homogéneas e heterogéneas– ICC 

 
Tabela 9 - Concordância entre as diferentes contagens manuais de amostras homogéneas. 

 

 

Na Tabela 9 verifica-se uma concordância moderada (0,41 e 0,60) entre as várias 

contagens manuais de cada amostra homogénea (ICC=0,509; IC 95% 0,162; 0,883; P=0,001). 

	
	
Tabela 10 - Concordância entre as diferentes contagens manuais de amostras homogéneas estratificada pelo tipo 
de tumor. 

 

 

No caso dos mastocitomas obteve-se uma concordância quase perfeita (>0,80) entre 

as várias contagens manuais de cada amostra (ICC=0,955; IC 95% 0,723; 1,000; P<0,001), 

sendo que no caso dos carcinomas mamários felinos não foi possível realizar o cálculo do 

ICC (Tabela 10). 

 

 
Tabela 11 - Concordância entre as diferentes contagens manuais de amostras heterogéneas. 

n ICC (IC 95%) F-value P - value 

6 0,509 (0,162; 0,883) 6,193 0,001 

n Amostra ICC (IC 95%) F-value P - value 

4 Carcinoma mamário 
felino 

------ ------ ------ 

2 Mastocitoma 0,955 (0,723; 1,000) 106,495 < 0,001 

n ICC (IC 95%) F-value P - value 

12 0,558 (0,324; 0,805) 8,579 < 0,001 
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Verifica-se uma concordância moderada (0,41 e 0,60) entre as várias contagens 

manuais de cada amostra heterogénea (ICC=0,558; IC 95% 0,324; 0,805; P<0,001) (Tabela 

11). 

 

 
Tabela 12 - Concordância entre as diferentes contagens manuais de amostras heterogéneas estratificada pelo tipo 
de tumor. 

 
 

Na Tabela 12, no caso dos tumores mamários caninos verifica-se uma concordância 

forte (0,61 a 0,80) entre as várias contagens manuais de cada amostra (ICC=0,669; IC 95% 

0,327; 0,949; P<0,001) e no caso dos carcinomas mamários felinos observa-se uma 

concordância moderada (0,41 a 0,60) entre as várias contagens manuais de cada amostra 

(ICC=0,416; IC 95% 0,129; 0,810; P=0,001). 

 

 

3.5.  Concordância entre a média das contagens manuais a 200x e o 

método ImR 50x – ICC 
 

 

Tabela 13 - Concordância entre a média das várias contagens manuais a 200x e o método ImR 50x. 

 

 

n Amostra ICC (IC 95%) F-value P - value 

5 Tumor mamário canino 0,669 (0,327; 0,949) 13,146 < 0,001 

7 Carcinoma mamário 
felino 

0,416 (0,129; 0,810) 5,276 0,001 

n ICC (IC 95%) F-value P - value 

18 0,879 (0,706; 0,953) 15,528 < 0,001 
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Na Tabela 13 obteve-se uma concordância quase perfeita (>0,80) entre a média das 

várias contagens manuais a 200x e o método ImR 50x (ICC=0,879; IC 95% 0,706; 0,953; 

P<0,001). 

 

 
Tabela 14 - Concordância entre a média das várias contagens manuais a 200x e o método ImR 50x estratificada 
pelo tipo de tumor (Tumor mamário canino, Carcinoma mamário felino e Mastocitoma). 

 

 

Pode observar-se na Tabela 14 uma concordância quase perfeita (>0,80) entre a 

média das várias contagens manuais a 200x e o método ImR 50x nos vários tipos de tumor em 

estudo, sendo que o valor de concordância mais elevado entre estas metodologias foi obtido 

nos mastocitomas (ICC=0,999; IC 95% 0,555; 1,000; P=0,013). 

 

 

	
	

	

	

	

	

	

	

	

n Amostra ICC (IC 95%) F-value P - value 

5 Tumor mamário 
canino 

0,841 (0,093; 0,982) 11,574 0,018 

11 Carcinoma mamário 
felino 

0,869 (0,586; 0,963) 14,232 < 0,001 

2 Mastocitoma 0,999 (0,555; 1,000) 2262,418 0,013 
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IV. DISCUSSÃO 

	
Está descrita a existência de uma relação entre a expressão da proteína Ki-67 e a 

proliferação celular (Abadie et al., 1999), sendo que em Medicina Humana, o Ki-67 é o 

marcador de proliferação mais comumente utilizado em tumores mamários (Fitzgibbons et 

al., 2000). Este é considerado um marcador útil e confiável na obtenção do prognóstico nestes 

tumores (Yerushalmi et al., 2010; Dowsett et al., 2011), uma vez que a sua expressão  

demonstrou ter uma correlação positiva com o tamanho do tumor, metastização, expressão de 

receptores nucleares de estrogénio, morte e baixa taxa de sobrevida (Bouzubar et al., 1989; 

Brown & Gatter, 1990; Veronese & Gambacorta, 1992). Em Medicina Veterinária, a 

expressão de Ki-67 pelas células neoplásicas está significativamente associada ao prognóstico 

de alguns tumores (Peña et al., 1998; Maglennon et al., 2008), nomeadamente, em 

mastocitomas (Abadie et al., 1999; Scase et al., 2006; Webster et al., 2007; Maglennon et al., 

2008), tumores mamários caninos  (Penã et al., 1998; Alenza et al., 2000; Nieto et al., 2000) e 

carcinomas mamários felinos (Castagnaro et al., 1998b; Soares et al., 2016), os quais foram 

abordados no presente estudo. 

O presente estudo teve como objetivo validar a contagem do índice de Ki-67 através 

da análise automatizada (ImmunoRatio) de tumores mamários caninos, carcinomas mamários 

felinos e mastocitomas e comparar os resultados obtidos com os resultados da contagem 

manual.   

O International Ki67 in Breast Cancer Working Group recomenda a utilização da 

contagem manual (preferencialmente de pelo menos 1000 células, sendo o mínimo absoluto 

500 células) para a obtenção do índice de Ki-67, no entanto refere que não está estabelecida a 

superioridade deste método relativamente aos métodos de análise de imagem automatizados 

(Dowsett et al., 2011). A contagem manual para contabilização do índice de Ki-67 apresenta 

algumas limitações, por se tratar de um método moroso e pouco prático (Tuominen et al., 

2010; Zhong et al., 2016), sendo que alguns estudos referem que o valor de Ki-67 pode ser 

influenciado pela variação intra-observador e inter-observador (Mikami et al., 2013; Polley et 

al., 2013; Vörös et al., 2013; Vörös et al., 2014). Em Medicina Humana vários autores 

reportam a análise automatizada do Ki-67 como uma alternativa atrativa à contagem manual 

(Tuominen et al., 2010; Fasanella et al., 2011; Konsti et al., 2011; Mohammed et al., 2012; 

Klauschen et al., 2015; Fulawka & Halon, 2016; Zhong et al., 2016; Yeo et al., 2017), sendo 

que no presente estudo, para a realização da análise automatizada, se utilizou o ImmunoRatio. 
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O ImmunoRatio foi desenvolvido como um plug-in (disponível online de forma 

gratuita) para o software de análise de imagem ImageJ e é utilizado como um auxiliar de 

diagnóstico dirigido a técnicos treinados para avaliar amostras imunocoradas (Tuominen et 

al., 2010). A escolha do ImmunRatio para a realização da análise automatizada do presente 

estudo, baseou-se no facto deste plug-in estar disponível online, ser de fácil acesso, ser de 

simples utilização e de estar descrita a sua aplicação em estudos semelhantes em Medicina 

Humana (Tuominen et al., 2010; Yeo et al. 2017).  

No presente estudo todas as amostras foram submetidas a IHQ, sendo que o 

anticorpo utilizado nas amostras de carcinoma mamário felino foi o Ki-67 Rabbit Polyclonal 

Antibody (Thermo Scientific) e o anticorpo utilizado nas amostras de mastocitomas e de 

tumores mamários caninos foi o Ki-67 (SP6) rabbit monoclonal anti-human (Cell MarqueTM). 

O International Ki67 in Breast Cancer Working Group definiu a IHQ como o método de 

eleição para contabilizar e monitorizar a proliferação tumoral e considera como gold standard 

o anticorpo monoclonal MIB-1 (Dowsett et al., 2011). Ainda assim, o grupo sugere a 

comparação da utilização deste anticorpo com outros anticorpos e com outros métodos de 

análise de proliferação (Dowsett et al., 2011), uma vez que está descrito que a utilização de 

outros anticorpos anti Ki-67 pode ter vantagens adicionais (Wong et al., 2007; Zabaglo et al., 

2010). Por exemplo, encontra-se descrito que o anticorpo  Ki-67 (SP6) rabbit monoclonal 

anti-human, utilizado neste estudo, reconhece o mesmo epítopo Ki-67 repetido que o MIB-1 e 

pode providenciar uma maior sensibilidade (Wong et al., 2007) e melhorar a análise 

quantitativa de imagem (Zabaglo et al., 2010), pelo que a utilização deste anticorpo foi 

descrita com sucesso nos estudos de Cheang et al. (2009) e Niu et al. (2010). Também se 

encontra descrita a aplicação do anticorpo Ki-67 Rabbit Polyclonal Antibody, utilizado no 

presente estudo, no estudo de Soares et al. (2016), o qual pretendeu validar a utilização do 

índice de Ki-67 como marcador de prognóstico em gatas com carcinoma mamário e 

estabelecer um valor de cutoff para o índice de Ki-67. Tal como a contagem manual, o método 

de IHQ também apresenta algumas limitações, uma vez que não existe um método validado 

que permita a sistematização do procedimento. Dois estudos identificaram que alguns fatores 

pré-analíticos podem diminuir o índice de Ki-67, nomeadamente, o atraso na fixação, a 

congelação antes da fixação, a utilização de etanol ou solução de Bouin em vez de fixação 

com formalina neutra tamponada, e a utilização de protocolos com EDTA ou com 

descalcificação ácida (Benini et al., 1997; Mengel et al., 2002). Assim sendo, o International 

Ki67 in Breast Cancer Working Group propôs guidelines para analisar, interpretar e reportar o 



	 54 

índice de Ki-67 de modo a reduzir a variabilidade inter-laboratório e melhorar a 

comparabilidade de resultados inter-estudos (Dowsett et al., 2011).  

No estudo de Zhong et al. (2016), realizado em Medicina Humana, com o objetivo 

de comparar a contagem manual com a análise automatizada na contabilização do índice de 

Ki-67 em Cancro da Mama na mulher, foram selecionados pelo menos 3 campos aleatórios 

com uma ampliação de 400x no caso de amostras homogéneas e 3 campos aleatórios e 3 

hotspots com uma ampliação de 400x no caso de amostras heterogéneas. Com base no estudo 

acima referido, no presente estudo foram selecionados 5 campos aleatórios com uma 

ampliação de 200x no caso de amostras homogéneas e 3 campos aleatórios e 3 hotspots com 

uma ampliação de 200x no caso de amostras heterogéneas. No presente estudo optou-se por 

analisar campos com uma ampliação menor (200x), uma vez que esta ampliação, para além de 

abranger um maior número de células por campo, tornando cada imagem mais representativa 

da amostra, é a ampliação considerada ótima para a análise automatizada no ImmunoRatio 

pelos autores do plug-in (Tuominen et al., 2010). Os autores do plug-in exigem a média de 

pelo menos 3 imagens por amostra, tal como na contagem manual o International Ki67 in 

Breast Cancer Working Group recomenda a contagem de pelo menos 3 campos para 

estabelecer um índice de Ki-67 representativo, no entanto com uma ampliação de 400x. 

No presente estudo, como o principal objetivo foi verificar e validar a utilização do 

plug-in ImmunoRatio para contabilização do índice de Ki-67 e não estabelecer um 

prognóstico aos animais dos quais foram recolhidas as amostras, as imagens obtidas da 

amostra presente na lâmina digitalizada (5 imagens nos tumores homogéneos e 6 imagens nos 

tumores heterogéneos) foram analisadas de forma individual (n=102). No entanto, considera-

se que no futuro seria interessante a realização de um estudo semelhante, com uma amostra 

maior, de modo a verificar se a média do índice de Ki-67 das imagens de cada amostra obtido 

pela contagem manual teria um valor prognóstico idêntico à média do índice de Ki-67 das 

imagens de cada amostra obtido pelo ImmunoRatio. A média dos índices de Ki-67 das várias 

imagens de cada amostra obtidos por contagem manual, apenas foi realizada com o intuito 

desta ser comparada com o resultado do índice de Ki-67 obtido através do ImmunoRatio 

numa só imagem a 50x, uma vez que a esta ampliação se pode visualizar e analisar uma 

grande parte da amostra presente na lâmina digitalizada.  

O presente estudo obteve uma correlação positiva, forte e estatisticamente 

significativa entre o índice de Ki-67 obtido através do método Manual 200x e o índice de Ki-

67 obtido através do ImmunoRatio a uma ampliação de 200x (𝑟*=0,973; P<0,001) e 400x 
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(𝑟*=0,942; P<0,001), ou seja, os valores obtidos nos diferentes métodos, variaram no mesmo 

sentido. À semelhança destes resultados verificou-se uma concordância quase perfeita 

(ICC>0,80) entre o método manual e as outras metodologias, o que significa que as várias 

metodologias permitiram aferir resultados idênticos. De acordo com o esperado, a 

metodologia que apresenta a correlação mais forte e o valor de concordância mais elevado 

com o método Manual 200x é o ImR 200x, no entanto a correlação e a concordância entre 

método Manual 200x e o ImR 400x também é muito elevada, evidenciando que, neste estudo, 

uma imagem com uma ampliação de 400x no ImmunoRatio pode ser representativa de uma 

área analisada por contagem manual com ampliação de 200x. Assim sendo, à semelhança dos 

estudos de Tuominen et al. (2010) e de Yeo et al. (2017), os quais compararam a contagem 

manual com o software ImmunoRatio na obtenção do índice de Ki-67 no cancro da mama na 

mulher, verifica-se uma excelente correlação e concordância entre o método manual e o 

ImmunoRatio. Existem vários estudos em Medicina Humana semelhantes ao estudo Yeo et al. 

(2017), os quais reportam com sucesso a análise automatizada face à contagem manual, no 

entanto utilizam outros softwares de análise de imagem (Fasanella et al., 2011; Konsti et al., 

2011; Mohammed et al., 2012; Klauschen et al., 2015; Fulawka & Halon, 2016; Zhong et al., 

2016).  

Na análise estratificada pelo tipo de tumor, os resultados entre o método Manual 

200x e o método ImR a uma ampliação de 200x e 400x seguiram a tendência verificada na 

análise global, ou seja, todas as correlações foram positivas, fortes e estatisticamente 

significativas (P<0,001) e todos os valores de ICC foram quase perfeitos. Embora os 

mastocitomas tenham apresentado valor de concordância ligeiramente mais baixo na análise 

estratificada pelo tipo de tumor, o valor de ICC obtido foi igualmente promissor, no entanto é 

preciso ter em conta a impossibilidade do ImmunoRatio em diferenciar eosinófilos e 

mastócitos, o que se pode refletir numa redução do índice de Ki-67. A elevada concordância 

entre o ImmunoRatio e a contagem manual nos mastocitomas poderá estar assim enviesada 

devido à contagem de eosinófilos pelo plug-in e pelo próprio operador na contagem manual, 

uma vez que a contagem manual foi realizada com uma ampliação de 200x, o que dificultou 

também a distinção dos eosinófilos. Assim sendo, de modo a evitar a redução do índice de Ki-

67 associada à contagem dos eosinófilos, seria interessante a realização de uma macro no 

ImageJ que permitisse a distinção entre eosinófilos e mastócitos tendo em conta o tamanho e 

a forma dos núcleos, uma vez que tal como referido por Yeo et al. (2017), o ImmunoRatio, ao 
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contrário de outros programas de software de análise de imagens comerciais, não consegue 

distinguir as células tumorais das células normais através do tamanho. 

No presente estudo, tal como num estudo de Medicina Humana de Yeo et al. (2017), 

o estroma foi removido nas imagens submetidas à metodologia ImR 200x e ImR 400x, de 

maneira a evitar que as células estromais influenciassem o valor final do índice de Ki-67, uma 

vez que o estudo de Sundara Rajan et al. (2013) demonstrou uma concordância moderada 

entre a contagem manual e a análise automatizada devido à falta de especificidade do 

algoritmo na diferenciação entre núcleos de células tumorais e não tumorais. A contagem 

manual tem como vantagem a capacidade do operador em distinguir células tumorais de 

células estromais na amostra comparativamente com o algoritmo de análise de imagem 

(Konsti et al., 2011), o que explica o facto da média do índice de Ki-67 obtido através da 

metodologia ImR 200x com estroma ser inferior à média do índice de Ki-67 obtido pelo 

método manual nos vários tipos de tumores. Ainda assim, no presente estudo, tanto na análise 

global como na análise estratificada pelo tipo de tumor, obteve-se uma correlação forte, 

positiva e estatisticamente significativa e uma concordância quase perfeita entre o método 

ImR 200x sem estroma e o método ImR 200x com estroma, tal como entre o método Manual 

200x e o método ImR 200x com estroma. Assim sendo, a eliminação das células estromais 

não influenciou demarcadamente os resultados entre os métodos avaliados, ou seja, os valores 

de correlação e concordância apesar de serem mais elevados entre o método Manual 200x e o 

método ImR 200x sem estroma, foram também elevados entre estes métodos e o método ImR 

200x com estroma.  

Na análise estratificada pelo tipo de tumor, os mastocitomas foram o tumor que 

apresentou os valores mais elevados de correlação e concordância, tanto entre o método ImR 

200x sem estroma e o método ImR 200x com estroma (𝑟*=0,979; P<0,001; ICC=0,986; IC 

95% 0,946; 0,997; P<0,001), como entre o método manual 200x e o método ImR 200x com 

estroma (𝑟*=0,985; P<0,001; ICC=0,958; IC 95% 0,843; 0,990; P<0,001), o que pode ser 

justificado pelo facto dos mastocitomas serem o tumor mais homogéneo entre os tumores em 

análise.  

A concordância obtida entre o ImR 200x sem estroma e o ImR 200x com estroma foi 

mais elevada do que a concordância obtida entre o método Manual 200x e o ImR 200x com 

estroma em todos os tipos de tumor. Esta situação pode ser justificada pelo facto do índice de 

Ki-67 ser mais reduzido em ambas as metodologias automatizadas em comparação à 

metodologia manual, uma vez que no método ImR 200x sem estroma, os núcleos Ki-67 
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positivos fracamente corados podem não ter sido considerados devido ao valor de threshold 

selecionado, reduzindo erradamente o índice de Ki-67 e no método ImR 200x com estroma, 

para além da não contabilização de núcleos Ki-67 positivos fracamente corados, acresce o 

facto de ao não se eliminar o estroma, não se eliminarem células que poderão ser consideradas 

Ki-67 negativas, reduzindo também o índice de Ki-67. Assim sendo, tal como esperado, nos 

carcinomas mamários felinos e nos mastocitomas a média do índice de Ki-67 obtido através 

da metodologia ImR 200x com estroma foi inferior à média do índice de Ki-67 obtido através 

da metodologia manual 200x e da metodologia ImR 200x sem estroma. Contrariamente ao 

esperado, no caso dos tumores mamários caninos, a média do índice de Ki-67 obtido através 

da metodologia ImR 200x com estroma foi superior à média do índice de Ki-67 obtido através 

da metodologia ImR 200x sem estroma. Este resultado pode ser justificado pela possível 

contabilização errada de células Ki-67 positivas ao nível do estroma, o qual não foi eliminado 

na metodologia Estroma ImR 200x. 

Nas amostras homogéneas obteve-se uma concordância moderada entre as várias 

contagens manuais (ICC=0,509; IC 95% 0,162; 0,883; P=0,001), uma vez que na análise 

estratificada pelo tipo de tumor, embora os mastocitomas tenham apresentado uma 

concordância quase perfeita (ICC=0,955; IC 95% 0,723; 1,000; P<0,001), não foi possível 

realizar o cálculo da concordância nos carcinomas mamários felinos. O erro obtido entre as 

várias contagens manuais dos carcinomas mamários felinos poderá ter ocorrido devido ao 

facto dos valores entre as imagens da mesma amostra terem uma diferença maior entre si do 

que os valores obtidos entre as imagens de amostras diferentes, estando este erro assim, 

associado ao facto destas amostras terem sido consideradas homogéneas de forma errada. 

Assim sendo, todas as amostras de carcinoma mamário felino deveriam ter sido consideradas 

amostras heterogéneas, ou seja, nas 4 amostras em que foram considerados 5 campos 

aleatórios, deveriam ter sido considerados 3 campos aleatórios e 3 campos hotspot, uma vez 

que, tal como referido por Dowsett et al. (2011), uma amostra aparentemente homogénea 

pode apresentar hotspots. O resultado de concordância obtido entre as várias contagens 

manuais no caso dos mastocitomas (n=2), nos quais foram selecionados 5 campos aleatórios a 

200x (cada campo com pelo menos 500 células) sugere que, neste caso, o valor do índice de 

Ki-67 obtido a partir de uma imagem aleatória a 200x (com pelo menos 500 células) seria 

representativo do valor do índice de Ki-67 da amostra. Ainda assim, é importante salientar a 

necessidade da realização de investigações futuras de forma a verificar este resultado, uma 

vez que no presente estudo a amostra de mastocitomas é bastante reduzida.   
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Nas amostras heterogéneas obteve-se uma concordância moderada entre as várias 

contagens manuais (ICC=0,558; IC 95% 0,324; 0,805; P<0,001), sendo que na análise 

estratificada pelo tipo de tumor, os tumores mamários caninos apresentaram uma 

concordância forte (ICC=0,669; IC 95% 0,327; 0,949; P<0,001) e os carcinomas mamários 

felinos apresentaram uma concordância moderada (ICC=0,416; IC 95% 0,129; 0,810; 

P=0,001). A diminuição dos valores da concordância entre as várias contagens manuais no 

caso dos tumores heterogéneos relativamente aos tumores homogéneos era de esperar, uma 

vez que a existência de zonas hotspot e zonas não hotspot leva à variação dos índices de Ki-

67 entre as várias imagens obtidas a partir da mesma amostra. Este resultado evidencia a 

necessidade da contabilização do índice tendo em conta zonas hotspot quando estas estão 

presentes, permitindo assim uma abordagem que avalie o score médio geral da amostra, tal 

como referido por Dowsett et al. (2011). 

No presente estudo obteve-se uma concordância quase perfeita entre o valor médio 

das contagens manuais e o ImR 50x, tanto na análise global como na análise estratificada pelo 

tipo de tumor. Estes resultados sugerem que a utilização do plug-in ImmunoRatio em 

fotografias de menor ampliação (50x) é viável e representativa do índice de Ki-67 obtido pela 

média das contagens manuais. O valor de concordância mais elevado foi obtido nos 

mastocitomas (ICC=0,999; IC 95% 0,555; 1,000; P=0,013), seguindo-se o carcinoma 

mamário felino (ICC=0,869; IC 95% 0,586; 0,963; P<0,001) e por fim o tumor mamário 

canino (ICC=0,841; IC 95% 0,093; 0,982; P=0,018). Este resultado está de acordo com o 

previsto, uma vez que sendo o mastocitoma o tumor mais homogéneo, era de esperar que a 

média dos valores de Ki-67 obtidos nos vários campos selecionados para a realização da 

contagem manual se aproximassem mais do valor de Ki-67 obtido pelo ImR a uma ampliação 

de 50x,  na qual se pode visualizar e analisar uma grande parte da amostra presente na lâmina 

digitalizada. 

A média do índice de Ki-67 obtido através do ImR 200x foi inferior à média do 

índice de Ki-67 obtido através do método manual 200x em todos os tipos de tumor, tal como 

no estudo de Yeo et al. (2017). Este resultado poderá estar relacionado com a presença de 

núcleos Ki-67 positivos fracamente corados, os quais foram contabilizados na contagem 

manual, mas não foram considerados na análise automatizada devido ao valor de threshold 

selecionado. Ainda assim, o ajuste cuidadoso do threshold de azul e castanho nas diferentes 

amostras, no modo avançado do ImmunoRatio, foi importante para minimizar esta limitação e 

tornar o resultado o mais fidedigno possível. A média da variação entre os valores de índice 
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de Ki-67 obtidos pelo ImmunoRatio e pelo método manual foi de 1,4% ± 1,4% nos tumores 

mamários caninos, de 2,4% ± 1,8% nos carcinomas mamários felinos e 0,7% ± 0,8% nos 

mastocitomas. Assim sendo, sugere-se a realização da contagem manual quando os valores de 

Ki-67 obtidos pelo ImmunoRatio se encontrem dentro do respetivo intervalo em relação ao 

valor de cutoff. 

Um estudo realizado em Cancro da Mama em mulheres recomenda a coloração IHQ 

dupla como uma alternativa para contornar as limitações da coloração simples e melhorar a 

precisão da análise automatizada (Nielsen et al., 2014). Nielsen et al. (2014) refere que a 

utilização combinada do marcador Ki-67 com um marcador epitelial (ex: citoqueratina Pan – 

clone KL1) pode facilitar e melhorar a distinção entre células Ki-67 positivas e negativas. 

Assim sendo, Nielsen et al. (2014) verificaram a redução acentuada do índice de Ki-67 

aquando a utilização de coloração dupla, devido à interpretação de células proliferativas, 

linfócitos e células estromais, como células tumorais na coloração simples. Os autores 

referem ainda que a coloração IHQ dupla permite o destaque das células Ki-67 negativas, as 

quais devido à baixa intensidade de coloração podem ser subestimadas com a coloração 

simples, refletindo-se também na elevação do índice de Ki-67 (Nielsen et al., 2014).  

Vários estudos em Medicina Humana, nos quais se utilizou coloração simples, 

obtiveram resultados promissores na utilização da análise automatizada para obtenção do 

índice de Ki-67 (Tuominen et al., 2010; Fasanella et al., 2011; Konsti et al., 2011; 

Mohammed et al., 2012; Klauschen et al., 2015; Fulawka & Halon, 2016; Zhong et al., 2016; 

Yeo et al., 2017), no entanto seria interessante a realização de estudos semelhantes, mas 

recorrendo a coloração IHQ dupla, uma vez que Nielsen et al. (2014) referem que esta 

coloração pode aumentar a precisão do índice, devido à melhor distinção das células 

proliferativas. Embora a coloração IHQ dupla pareça ser uma via interessante para melhorar a 

precisão da análise automatizada, esta não seria uma alternativa viável no ImmunoRatio, uma 

vez que o programa foi desenvolvido com o intuito de reconhecer a marcação DAB e 

hematoxilina. Dado que a qualidade da coloração é essencial para uma boa análise de imagem 

automatizada, no futuro, seria também interessante a uniformização dos protocolos de 

coloração IHQ, de modo a sistematizar o procedimento, reduzindo as variações inter e intra-

laboratório, permitindo assim, uma comparação mais fidedigna dos resultados de diferentes 

estudos.  

Apesar de todos os estudos referidos serem em amostras de Cancro da Mama na 

mulher, seria interessante a sua realização a nível da Medicina Veterinária nos diferentes tipos 
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histológicos de tumores em que o Ki-67 é considerado fator de prognóstico. É ainda 

importante salientar que apesar do presente estudo se assemelhar aos vários estudos acima 

referidos, existem vários softwares de análise de imagem automatizada e apenas alguns 

estudos utilizaram o ImmunoRatio.  
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V. CONCLUSÃO 

 
 Com o presente estudo pode concluir-se que o ImmunoRatio pode ser uma alternativa 

viável e rápida à contagem manual, a qual se trata de um método moroso e pouco prático. A 

análise realizada sugere ainda que tanto se podem usar imagens com ampliação de 200x como 

de 400x e que a remoção prévia do estroma não influencia demarcadamente o índice de Ki-

67, no entanto considera-se necessária a realização de mais estudos em Medicina Veterinária.  

No presente estudo verificou-se ainda uma elevada concordância entre as várias 

contagens manuais dos mastocitomas (tumor homogéneo), sugerindo que um campo com uma 

ampliação de 200x (≃1000 células) representa a amostra, no entanto a concordância obtida no 

caso dos tumores heterogéneos evidenciou a importância da inclusão de zonas hotspot na 

contabilização do índice de Ki-67. 

Por fim, demonstrou-se a capacidade do ImmunoRatio na contabilização do índice de 

Ki-67 em imagens a baixas ampliações (50x), dado que se observou uma elevada 

concordância entre a média das várias contagens manuais de cada amostra e o ImmunoRatio a 

uma ampliação de 50x, na qual se pode visualizar e analisar uma grande parte da amostra 

presente na lâmina digitalizada. 

De modo a validar os resultados obtidos, sugere-se a realização de mais estudos da 

mesma natureza em Medicina Veterinária, no entanto que incluam uma amostra maior e um 

maior número de operadores, tanto na contabilização do índice de Ki-67 através da contagem 

manual como da análise automatizada. 

Apesar das limitações acima referidas, considera-se o presente trabalho interessante, 

dado que se trata de um estudo pioneiro em Medicina Veterinária que compara o índice de Ki-

67 obtido pela contagem manual com o índice de Ki-67 obtido através de análise 

automatizada (ImmunoRatio). 
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