ANALISE DAS CELULAS TRONCO TUMORAIS EM NEOPLASIAS
MAMARIAS DE CAES*

Gabriela Mayumi Gouveia'*, Milla Bezerra Paiva', Silvia Helena Venturoli Perri?
e Maria Cecilia Rui Luvizotto®

ABSTRACT. Gouveia G.M., Paiva M.B., Perri S.H.V. & Luvizotto M.C.R. [Analysis
of cancer stem cells in dog’s mammary neoplasias]. Analise das células tronco tu-
morais em neoplasias mamarias de caes. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria,
35(3):229-235, 2013. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal, Departamento
de Fisiopatologia Médica e Cirtrgica, Universidade Estadual Paulista Julio de Mes-
quita Filho, Campus Unesp-Aragatuba, Rua Clovis Pestana, 793, Jardim Dona Amélia,
Aracatuba, SP 16050-680, Brasil. E-mail: gradpos@fmva.unesp.br

Mammary tumors are the most frequent cancers in dogs, representing about 50%
of tumors, and have a higher incidence in females of middle aged and elderly. These
tumors have been used as a model for breast cancer in women due to several com-
mon characteristics such as histological and immunohistochemical similarities. In the
last decade, studies based on molecular profiles of breast cancer, made possible the
identification of some neoplastic cells with characteristics of stem cells - cancer stem
cells (CSC). One of the putative molecules of CSCs is CD44. Recent studies have
established a crucial link between the epithelial-mesenchymal transition (EMT) and
the acquisition of molecular and functional properties of stem cells. For that reason we
analyzed the expression of proteins CD44, Cytokeratins AE1/AE3 and Vimentin, in
dogs mammary tumors, to investigate the potencial for CSC markers, and its relation
with the EMT using immunohistochemistry in paraffin embedded tissues making use
of techniques such as Tissue MicroArrays (TMA). Immunostaining of cytokeratin had
no significant difference between benign and malignant tumors (p > 0,05), being more
intense in malignant tumors. However vimentina showed higher staining intensity in
benign tumors, but with no significant difference (p < 0,05). The expression of CD44
was higher in malignant tumors that have greater proliferative and metastatic poten-
cial, however its relation with EMT was not detected in the analyzed tumors. The
techniques applied for the TMAs were efficient and can be used in routine and later
researches.
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RESUMO. Os tumores mamadrios sdo as mais fre-  para neoplasias mamarias de mulher devido as va-
qiientes neoplasias em cadelas, representando cerca  rias caracteristicas comuns como as similaridades
de 50% dos tumores diagnosticadas nesta espécie  histologicas e imuno-histoquimicas. Na ultima dé-
e tem maior incidéncia em fémeas de meia idade a  cada, estudos baseados nos perfis moleculares das
idosas. Tém sido utilizadas como modelo de estudo  neoplasias mamarias, tornaram possivel a identifi-
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cacdo de algumas células neoplédsicas com caracte-
risticas de células tronco - as células tronco tumorais
(CTT). Uma das moléculas putativas para marca-
¢do das CTTs é o CD44. Estudos recentes estabe-
leceram um elo crucial entre a transi¢do epitelial-
-mesenquimal (EMT) e a aquisi¢ao de propriedades
moleculares e funcionais de células-tronco. Por
este motivo analisamos a expressdo das proteinas
CD44, Citoqueratinas AE1/AE3 e Vimentina, em
tumores mamarios de cadelas a fim de investigar o
potencial de marcacdo de CTTs e sua relacdo com a
EMT. Para tal foram utilizados métodos de imuno-
-histoquimica em tecidos parafinizados, fazendo-se
uso da técnica de Tissue MicroArrays (TMA). Nas
amostras de tecido parafinizado, a imunomarcagao
da citoqueratina demonstrou diferenga significati-
va entre tumores benignos e malignos (p > 0,05),
mostrando-se mais intensa em tumores malignos. Ja
a vimentina apresentou maior intensidade de mar-
cacdo em tumores benignos, porém nao apresentan-
do diferenga significativa (p <0,05). A expressao do
CD44 foi maior em tumores malignos que possuem
maior potencial proliferativo e metastatico, porém
nao foi detectada relacdo com a EMT, nos tumores
analisados. A técnica para a montagem dos TMAs
foi eficiente, podendo ser utilizadas na rotina e em
pesquisas posteriores.

PALAVRAS-CHAVE. Cio, células tronco neoplasicas, CD44,
Imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

Os tumores mamarios sao as mais frequentes neo-
plasias em cadelas (Bostock 1986), compondo nu-
merosas variantes entre benignos ¢ malignos (Mis-
dorp et al. 1999). Representam cerca de 50% dos
tumores observados em cadelas e tem maior inci-
déncia em fémeas de meia idade a idosas (Daleck
et al. 1998, Martins et al. 2002). A espécie canina,
de fato, ¢ a que apresenta espontaneamente, a maior
incidéncia de neoplasias mamarias dentre todos os
mamiferos e, quando comparada a mulher, apresen-
ta trés vezes mais tumores mamarios que a mesma
(Brodey et al. 1983).

Um importante desafio a pesquisa do cancer ¢
entender como alteragdes genéticas associadas a tu-
morigénese contribuem para as alteragdes celulares
e bioldgicas que podem ser reconhecidas como ma-
lignas (Ricardo et al. 2011).

A proliferagdo celular ¢ controlada por sinais
do microambiente que podem ser tanto inibidores
como estimulatorios. Porém a patogénese molecular

de invasdo e metastase dos tumores de mama ainda
¢ pouco conhecida. Recentemente foram realizados
estudos em tumores mamarios em mulheres, com o
objetivo de identificar e entender as moléculas ex-
pressas pelas células tumorais, por meio de analise
imuno-histoquimica utilizando anticorpos relacio-
nados a metastases e prolifera¢do celular, associa-
dos as células com caracteristicas de células tronco
(Ali et al. 2011, Wu et al. 2011). Na ultima década,
tratamentos clinicos foram desenvolvidos baseados
nos perfis moleculares das células tumorais mama-
rias. Assim, a terapia mais promissora teve origem
na identificacdo de determinadas células neoplasi-
cas com caracteristicas de células tronco, denomi-
nadas células tronco tumorais (CTT) (Ricardo et al.
2011).

Uma das moléculas envolvidas na marcacao das
CTTs € 0 CD44 (Goodison & Tarin 1998, Paltian et
al. 2009), e a sua expressao alterada ja foi relatada
em diversas neoplasias (Sneath & Mangham 1998,
Herrera-Gayol & Jothy 1999). Existem evidéncias
que sustentam a idéia de que o CD44 juntamente
com o CD24, que sao marcadores de membrana ce-
lular, em combina¢do com o aldeido desidrogenase
(ALDH), seriam os mais precisos para a identifi-
cagdo e isolamento das CTTs em tumores mama-
rios, porém existem muitas discrepancias entre 0s
resultados (Ginestier et al. 2007). Por este motivo,
torna-se imperativo identificar mais precisamente
as CTTs, principalmente em tecidos caninos, para
maior compreensao das mesmas nas neoplasias ma-
marias (Ricardo et al. 2011).

Estudos recentes estabeleceram ainda um elo
crucial entre a transicdo epitelial-mesenquimal
(EMT) e a aquisi¢do de propriedades moleculares
e funcionais de células-tronco (Mani et al. 2008,
Morel et al. 2008). Além do aumento do potencial
de invasao e metastases, a inducao da EMT em cé-
lulas epiteliais imortalizadas de tumores mamarios
humanos, elevou significantemente a sua capacida-
de de auto-renovagao, e a expressao de marcadores
associados as CTTs (Mani et al. 2008). A EMT pode
ser estimulada por sinais extracelulares e por fatores
do microambiente, sugerindo uma possivel explica-
¢do para a nova geragcdao de CTTs provindas de cé-
lulas tumorais diferenciadas, indicando que prova-
velmente a passagem pela EMT seja relevante e/ou
necessaria para a tumorigénese (May et al. 2011).
Em neoplasias mamarias foi associada a indugao de
EMT a marcacdo positiva de CD44 e outras carac-
teristicas de células tronco, sugerindo um fendtipo
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antigénico que poderia detectar CTTs associadas a
EMT com elevada capacidade tumorigénica (Mani
et al. 2008, Pang et al. 2011).

Na tentativa de detectar as CTTs em tumores ma-
marios de cadelas, realizamos ensaios imuno-histo-
quimicos em Tissue MicroArrays (TMA) de teci-
do parafinizado utilizando o anticorpo anti-CD44.
Além deste, a marcagdo por anticorpos anti-cito-
queratina e anti-vimentina foram analisadas para
diferenciar o fenotipo epitelial do mesenquimal das
células imunomarcadas pelos mesmos, avaliando
assim a relagdo epitelial-mesenquimal em tumores
benignos e malignos.

A técnica de arranjo em matriz de amostras teci-
duais, ou Tissue MicroArrays, ¢ uma técnica de con-
ceito simples descrita por Kononen et al. (1998), que
consite em agrupar em um Unico bloco de parafina
uma grande quantidade de amostras. Este método ja
vem sendo utilizado por pesquisadores da patologia
investigativa da medicina humana pelas vantagens
de menor tempo, custo e materiais utilizados nas
pesquisas de imuno-histoquimica e hibridizic¢ao in
situ. Na medicina veterinaria o método vem sen-
do difundido pelos patologistas, porém o custo das
maquinas para a constru¢ao do TMA ainda ¢ muito
elevado. Por este motivo o presente estudo utilizou
uma técnica de custo acessivel utilizando o método
descrito por Pires et al. (2006) modificada, para as
analises dos tumores mamarios de cadelas.

MATERIAL E METODOS

As amostras estudadas foram obtidas junto ao Servigo de
Patologia Veterinaria de onde foram selecionados 49 casos de
tumores mamarios em cadelas. Os tumores foram submetidos
a reavaliacdo anatomopatologica e classificados de acordo
com Cassali et al. (2011), dos quais foram preparadas laminas
histologicas de TMAs utilizando o método descrito por Pires
et al. (2006) modificado.

Para a constru¢ao das laminas de TMA, Foram utilizadas
agulhas hipodérmicas 40x16 que tiveram as suas pontas cor-
tadas e feita uma pequena abertura lateral de aproximadamen-
te 2mm imediatamente abaixo do canhdo. A agulha modifica-
da foi entdo acoplada a uma maquina de ilhds manual, onde
foram retirados cilindros dos blocos de parafina dos casos
selecionados, previamente marcados em areas que continham
amostra de tecido neoplasico. Para retirar os cilindros de den-
tro da agulha foi utilizada uma pequena haste de metal colo-
cada pela abertura lateral, podendo assim empurrar a amostra
de tecido. Uma fita adesiva dupla face foi colocada no fundo
de uma forma de metal para inclusdo de blocos em parafina,
onde foram marcados com caneta permanente pontos separa-
dos a cada 2mm de distancia, locais onde os cilindros foram
colados na vertical. Apds todas as amostras serem coladas
na forma, foi adicionada parafina na temperatura de 56 - 58°

C. Destes blocos foram feitos cortes histologicos de 3um e
depositados em laminas que foram coradas pela técnica da
hematoxilina e eosina, em seguida montadas ¢ analisadas a
microscopia optica. Também foram retirados cortes de 3pm
dos blocos de TMAs para os ensaios imuno-histoquimicos.
Os anticorpos utilizados foram: Anti-Citoqueratina (Clone
AE1/AE3, Monoclonal Mouse Anti Human, Dako, EUA),
na diluigdo 1:300; Anti-Vimentina (Clone V9, Monoclonal
Mouse Anti Swine, Dako, EUA) na diluigao 1:400 e CD44
(Clone YKIX337.8.7, Monoclonal Rat Anti Dog, Serotec)
na diluicao 1:100. Apds o processo de desparafinizacao e re-
-hidratacdo, os cortes de tecido foram submetidos a recupe-
racdo em tampao citrato pH 6,0 em microondas. Em seguida,
foi realizada a inibigdo da peroxidase enddgena e a inibigdo
de ligagodes inespecificas. As laminas foram incubadas com
os anticorpos primarios na dilui¢do 6tima por 30 minutos
em temperatura ambiente e, “overnight” sob-refrigeragdo.
Sempre em cada uma das laminas e nas duplicatas, um corte
recebeu PBS ao invés do anticorpo primario, como controle
negativo da reacao. Foi utilizado o método LSAB (DAKO®)
para detecc¢do da reagdo antigeno-anticorpo de acordo com as
instrugdes do fabricante. A revelagdo da reagao foi feita com
diaminobenzidina (DAB) ¢ a contra coloragdo com hemato-
xilina de Harris, seguida de desidratagdo, montagem e andlise
em microscopio optico.

A expressao da citoqueratina e da vimentina nos tecidos
mamarios foi quantificada baseada na imunoreatividade vista
no citoplasma das células, e a expressdo do CD44 baseada na
imunoreatividade identificada na membrana citoplasmatica.
A analise foi feita utilizando-se o seguinte sistema de score:
0, sem marcacdo; 1, marca¢do em 1% a 25% das células; 2,
marcagdo em 26% a 50% das células; 3, marcagdo em 51%
a 75% das células; e 4 quando marcadas mais de 76% das
células, visto em quatro campos na objetiva de 40x. (Paltian
et al. 2009).

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparar a
expressdo de cada anticorpo entre os tipos de tumor nas amos-
tras submetidas ao TMA. As estatisticas foram consideradas
significativas quando P < 0,05. As analises foram efetuadas
empregando-se o programa SAS® (Statistical Analysis Sys-
tem), versao 9.2 (2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 49 tumores mamarios espontdneos de cade-
las analisados, 21/49 (42,8%) foram classificados
como neoplasias benignas, e 28/49 (57,1%) como
formagdes malignas (Tabela 1). A idade do animal
¢ um dos fatores de risco mais importantes no de-
senvolvimento dos tumores mamarios na espécie
canina (Sorenmo et al. 2011). No presente estudo a
idade dos animais acometidos variou de 3 a 15 anos,
apresentando uma média de 9,3 anos. Este resultado
concorda com Dorn et al. (1968), que documenta-
ram maior incidéncia em animais de 9 a 11 anos,
analisando cadelas de varias ragas distintas.

Os estudos em relagdo as ragas acometidas sao
controversos, pois variam muito dependendo do
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Tabela 1.Classificagdo dos tipos histopatolégicos de tumores
da glandula mamaria de cadelas (n=49), segundo classificagdo
de Cassali et al. (2011).

Amostras Classificagao histopatolégica Quantidade
Benignos Papiloma Ductal 2
Adenoma Complexo 6
Tumor Misto Benigno 13
Malignos Carcinoma Tubular 1
Carcinoma em Tumor Misto 5
Carcinoma Papilar 10
Carcinoma Complexo 12

pais, cidade ou até da regido onde foi conduzido o
estudo. Neste sentido, estudos europeus apontam os
animais da raga boxer como os de maior incidéncia
(Bronden et al. 2010, Moe et al. 2001), enquanto es-
tudos norte americanos mostram a raga sub represen-
tada (Brodey et al. 1983, Goldschmidt et al. 2001). A
raca de maior incidéncia em nossa regido foi a SRD
(sem raga definida), ocorrendo em 40,8% (20/49)
dos casos, seguida das racas Pastor Alemao e Pins-
cher, ambos aparecendo em 12,2% (6/49) dos casos.

A classificacdo dos tipos histopatologicos dos
tumores mamarios de cadelas ainda constitui mo-
tivo de estudo e de grande impacto na Medicina
Veterinaria. Por este motivo foram adotados os cri-
térios propostos por Cassali et al. (2011) a fim de se
obter uma padronizacdo nos diagnosticos elabora-
dos (Tabela 1).

A imunomarcacao resultante do uso do anticorpo
anti-citoqueratina AE1/AE3 nos tecidos de diferen-
tes tipos histologicos de tumores mamarios, mos-
trou maior escore nas células de origem epitelial das
neoplasias malignas (p<0,05) (Tabela 2). De acordo
com Becker et al. (2007) e Hardy et al. (2007), a
EMT ¢ um importante processo molecular para a

Tabela 2. Expresséao dos anticorpos (citoqueratina, vimentina e
CD44) em tumores benignos e malignos da glandula mamaria
de cadelas (n=49).

Anticorpo Escore Tipo de Tumor pe
Benigno (n=21) Maligno (n=28)
n % n %
Citoqueratina 1 3 14,3 - - 0,0348
2 11 52,4 12 42,9
3 7 33,3 14 50,0
4 - - 2 71
Vimentina 0 3 14,3 2 7,1 0,6061
1 10 47,6 19 67,9
2 6 28,6 6 21,4
3 2 9,5 1 3,6
CD44 0 6 28,6 2 7,1 0,0058
1 9 42,8 9 32,1
2 5 23,8 8 28,6
3 1 4,8 8 28,6
4 - - 1 3,6

@Teste de Mann-Whitney.

progressdo e a metastase tumoral, € tem como prin-
cipal aspecto a perda da expressao de marcadores
das proteinas epiteliais como as citoqueratinas. Esta
relagdo com a EMT nao foi observada no presen-
te estudo, o qual demonstrou maior expressao das
citoqueratinas AE1/AE3 em tumores malignos, que
apresentam potencial metastatico (Figura 1a).
Outro aspecto da EMT ¢ a maior expressao de
marcadores mesenquimais, o que esta relacionado
ao fenotipo mais invasivo e de pior prognostico em
tumores de mama e de vesicula urindria em huma-
nos (Moody et al.2005, Baumgart et al. 2007). Em
nossos ensaios realizados com o anticorpo anti-vi-
mentina, utilizado para detectar células de origem
mesenquimal, observamos intensa marcagdo cito-
plasmatica em células fusiformes, condizentes com
o mioepitélio e fibroblastos do parénquima mama-
rio € ndo nas células neoplasicas demonstrando nao

evidenciando a expressado positiva do anticorpo anti-cito-
queratina no citoplasma das células epiteliais (a); Amostra
de TMA apresentando imunomarcagao positiva para o anti-
corpo anti-vimentina em areas de proliferagao estromal (b).
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haver relacdo com a EMT nestas neoplasias. Esta
marcagao apresentou maiores escores vistos nos tu-
mores benignos (p > 0,05), (Tabela 2), mais especi-
ficamente nos casos classificados como adenomas
complexos, corroborando com Sarli et al. (2004) e
Gama et al. (2010), que observaram frequente di-
minui¢cdo da expressdo de citoqueratinas e conse-
quente aumento da expressao da vimentina em tu-
mores da glandula mamaria, que apresentam maior
proliferagao estromal e vascular, como os tumores
complexos (Figura 1b).

Nas neoplasias mamarias estudadas, indepen-
dente da classificacdo morfoldgica, foi observada
diferenca significativa (p > 0,05) entre os escores
dos tumores benignos e malignos (Tabela 2). A ex-
pressdao do CD44 esteve predominantemente rela-
cionada as células epiteliais ductais, € em menor
grau com as células alveolares da glandula mama-
ria. A expressdao do CD44 nos outros componentes
celulares das neoplasias analisadas foi de expres-
sdo reduzida ou nula, como a observada nas célu-
las mioepiteliais, fibroblastos e células endoteliais,
semelhante aos achados de Alldinger et al. (1999) e
Paltian et al. (2006) (Figura 2a).

Das neoplasias benignas, os adenomas comple-
xos foram os que apresentaram maior intensidade
e homogeneidade na expressdao de CD44, tanto nas
areas neoplasicas quanto no parénquima mamario
normal, além de marcacao em poucas células mio-
epiteliais (Figura 2b). Em 19 adenomas complexos
analisados por Paltian et al. (2006), também foi ob-
servada homogeneidade de expressdao do CD44 em
células epiteliais e mioepiteliais, sem diferenga sig-
nificativa entre areas centrais e periféricas do tumor
(p = 0,05). Na mulher, estudos em neoplasias ma-
marias benignas demonstraram marcacao de CD44
principalmente nas células epiteliais alveolares, po-
rém havendo expressao no tecido normal adjacente
(Bankfalvi et al.1998). Ja, Auvinen et al. (2005),
ndo observaram expressao significativa nos tumores
mamarios benignos estudados em humanos. As ne-
oplasias malignas apresentaram escores mais eleva-
dos se comparados aos tumores benignos (p > 0,05).
Estes resultados divergem dos obtidos por Paltian
et al. (2006) que observaram elevada expressdo de
CD44 em células epiteliais de adenomas, compa-
rada a expressdo em carcinomas. A diversidade de
expressao deste antigeno entre os tumores benignos
e malignos pode estar relacionada a diferentes taxas
proliferativas que cada tipo de tumor apresenta, ja
que nao foram observadas diferengas significativas

-l e N o~ 2 e
Figura 2. Carcinoma em tumor misto apresentando imunomar-
cacgdo de membrana celular pelo anticorpo anti-CD44. Evi-
denciagéo de células epiteliais carcinomatosas marcadas
pelo anticorpo (a); area adjacente ao tumor apresentando
tecido mamario com poucas alteragdes, também imunomar-
cadas pelo anti-CD44 (b).

entre os mesmos (p > 0,05), aliado a expressdo im-
portante nos tecidos normais adjacentes aos tumo-
res (Blacking et al. 2011).

CONCLUSOES

A expressdao do CD44 foi maior em tumores ma-
lignos que possuem maior potencial proliferativo e
metastatico, porém por sua marcagao ter apresenta-
do variagoOes entre tumores de mesma classificagcao
histoldgica, e por ter sido expresso igualmente em
areas de tecido mamario normal adjacente a neo-
plasia, a sua utilidade como marcador de CTTs em
neoplasias mamarias caninas ainda necessita de
estudos mais detalhados. Apresentou ainda, maior
marcagdo em células que expressaram proteinas de
origem epitelial, mostrando nao ter relagdo com a
EMT nesses tumores caninos.
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