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RESUMO - IMUI}IODETECCAO DE CELULAS-TRONCO TUMORAIS EM
NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS
Neoplasias mamérias caninas sdo muito frequentes em cadelas e had uma alta

incidéncia de tumores malignos. Estudos recentes sobre carcinogénese propdem a
deteccdo de células-tronco tumorais (CTTs) em neoplasias maméarias. A CTT é uma
célula capaz de se auto-renovar e se diferenciar em células maduras no tecido a qual
esta inserida. Estudos em cdes demonstraram marcacfes de CTTs por citometria de
fluxo em culturas de neoplasias mamarias. Nesse estudo objetiva-se detectar as CTTs
por meio de reacfes imuno-histoquimicas e relaciona-las com graus e tipos histoldgicos
de neoplasias mamarias caninas. Com isso uma amostra de 136 neoplasias mamarias
classificadas de acordo com Cassali et al. (2011) foi selecionada para o estudo
utilizando os anticorpos CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1. Avaliando as 130 amostras
(exceto grupo dos carcinossarcomas), 40 apresentaram o fenétipo CD44+/CD24-,
sendo a maioria em graus mais avancados e nas metastases. Os tumores de grau |l
normalmente exibiram mais células marcadas para CD44 do que para CD24. Para o
marcador Oct-4 foi observado aumento significativo de células marcadas nos
carcinomas solidos, do grau Il para o grau lll. A marcacdo para o ALDH-1 quando
positiva, associou-se com as neoplasias de maior grau de malignidade (Il e Ill). Nos
carcinossarcomas ndo houve diferenca significativa entre a marcacado dos componentes
epiteliais e mesenquimais para os marcadores estudados. No grupo dos adenomas
foram observadas poucas células marcadas para CD44 com aumento significativo de
células marcadas para os anticorpos CD24 e Oct-4. Nesse grupo nao foram observadas
marcac¢des para o ALDH-1. O inverso ocorreu nas células metastaticas, sendo a
marcacao significativamente maior para o anticorpo CD44 e pouco ou ausente nos
demais. Em estudos realizados em caes por citometria de fluxo foram encontradas
porcentagens de marcacgdes para o fenétipo CD44/CD24 semelhantes aos encontrados
nesse trabalho. As marcacdes para o anticorpo Oct-4 nos carcinomas sélidos condiz
com a literatura humana, estando relacionada com o pior prognéstico. A marcacdo do
ALDH-1 ocorreu em poucas células dentro da neoplasia provavelmente por ser uma

pequena populacdo de células que representem as CTTs. Concluindo que a imuno-
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histoquimica € uma boa técnica para detec¢cdo de CTT em neoplasias caninas. E a

presenca dessas CTTs esta relacionada com um pior prognadstico.

Palavras chave: célula-tronco tumoral, CD44, CD24, neoplasia canina.
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ABSTRACT - IMMUNODETECTION OF THE CANCER STEM CELL IN CANINE
MAMMARY NEOPLASMS- Canine mammary neoplasias are very common in dogs and
most of them are considered malignant. Strategies to new ways to treat these cancers
have been proposed as the detection of cancer stem cells (CSC). A CSC is a cell able to
self-renew and have abilities to form metastases. In canine mammary tumors these
CSCs were isolated by flow cytometry by means of the surface markers CD44+/CD24-.
The aims of this study was detect these CSCs by immunohistochemical reactions and
relate them with grades and histological types of canine mammary neoplasias. Thus a
sample of 136 breast neoplasias classified according by Cassali et al. (2011) were
selected and performed immunohistochemical study for antibodies CD44, CD24, Oct-4
and ALDH-1. From 130 samples, 40 showed the phenotype CD44+/CD24-, mostly in the
metastases. Grades Ill normally exhibited more CD44 than CD24. For the marker Oct-4
was significantly increased only in solid carcinomas. The ALDH-1 when present, is
associated with a worse prognosis. In carcinosarcomas no significant difference
between epithelial and mesenchymal components for markers of CSCs. Benign tumors
scored low CD44, high to CD24 and Oct-4 and failed to score ALDH-1. In studies in
dogs by flow cytometry were found percentages of CSCs markings similar to those
found in this work. Concluding the immunohistochemistry is a good technique for

detection CSCs in canine neoplasias.

Key Words: cancer stem cells, CD44, Cd24, canine neoplasia.



l. INTRODUCAO

Tumores de mama sdo os mais frequentes em cadelas e estima-se que no Brasil
a incidéncia de tumores malignos varia entre 68,4% (De NARDI et al., 2002) e 73,4%
(OLIVEIRA-FILHO et al.,, 2010). Nos Estados Unidos da Ameérica a incidéncia de
tumores malignos é cerca de 50% (MISDORP, 1999). A neoplasia mamaria canina é
uma doencga clinicamente muito importante na medicina veterinéaria, uma vez que sua
incidéncia nesta espécie é 2 a 3 vezes superior a observada nas mulheres (BRODEY et
al., 1983; SORENMO, 2003).

Apesar dos enormes progressos, a oncogénese do cancer de mama continua a
ser um processo de varios passos ligado a mais de uma alteragdo molecular
(WIDAKOWICH et al., 2007). Estudos recentes sobre carcinogénese propdem a
deteccdo de células-tronco tumorais (CTT) em neoplasias maméarias (MICHISHITA et
al., 2011; PANG & ARGYLE, 2010).

Uma CTT é uma célula capaz de se auto-renovar, ter habilidades para formar
metastase e estd associada com a resisténcia a quimioterapicos. Em neoplasias
mamarias caninas essas CTTs ja foram isoladas por citometria de fluxo através dos
marcadores de superficie CD44+/CD24- (COCOLA et al., 2009).

Neste estudo, procurou-se detectar a presenca de CTT por meio da técnica de
imuno-histoquimica em neoplasias mamarias caninas e associa-las com os tipos e grau
histopatologico. O conhecimento dessas células pode fornecer elementos que levem a
melhor compreensédo da carcinogénese mamaria e com isso seja possivel aperfeicoar o
prognostico e o tratamento desses tumores. A0 mesmo tempo, estes resultados podem
ser utilizados em estudos de oncologia comparada. Mais importante ainda seria a
contribuicdo desses resultados para a oncologia veterinaria, ja que existem poucos

estudos com CTT em tumores mamarios na cadela.



ll. REVISAO DE LITERATURA

Il. 1- Neoplasias mamarias caninas

Os tumores mamarios caninos sao Uteis como modelo experimental para a
espécie humana (SCHENEIDER et al., 1970; MOTTOLESE et al., 1994; SCHAFER et
al., 1998; GAMA et al.,, 2008; UVA et al., 2009), sendo o diagnéstico inicial de uma
neoplasia mamaria em cadelas baseado na idade, histérico reprodutivo e sinais
clinicos, incluindo a presenga de edema mamario e aumento de linfonodos regionais
(CASSALI et al., 2007). Para se atribuir um diagnostico e estimar um prognéstico de
uma cadela com tumor mamario, é necessaria a remocao cirirgica do mesmo (CHANG
et al., 2005), seguindo-se a caracterizacdo do tipo histologico, do grau de malignidade,
o estadiamento clinico, a determinacdo do tamanho do tumor, a existéncia de
metastase em linfonodos regionais e a presenca de metastases distantes. Também
devem ser avaliados fatores que interfiram na proliferacdo celular, apoptose e
desregulacao da diferenciagéo celular (BENJAMIN et al., 1999; PHILIBERT et al., 2003;
CHANG et al., 2005; LAS MULAS et al., 2005; KUMARAGURUPARAN et al., 2006).
Segundo Lester (2005), os fatores progndsticos sdo os mais fortes preditores de Obitos
por cancer de mama em mulheres e séo incorporados ao sistema de estadiamento da

American Joint Committee on Cancer (AJCC).

Cadelas com neoplasias mamarias malignas possuem uma sobrevida
significativamente curta quando comparadas aquelas com neoplasias benignas. A
sobrevida global em dois anos foi relatada por estar entre 25% e 40%. No entanto, esta
sobrevida pode ser influenciada por varios fatores e pode variar significativamente
dependendo do tipo histoldgico e do grau de diferenciacéo, do estagio da doenca e do
tratamento empregado. Cadelas com neoplasias pequenas e bem diferenciadas
possuem um prognostico excelente apOs resseccdo cirdrgica, ja as cadelas com
neoplasias mais malignas possuem um progndstico mais reservado e podem necessitar
de terapia adjuvante (SORENMO, 2003).
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Karayannopoulou et al. (2005) observaram uma correlagéo dos tipos histolégicos

com o grau de malignidade de tumores de mama no cdo. Os carcinomas complexos

foram relacionados com o grau |, enquanto os carcinomas simples (0s tipos mais

malignos) foram relacionados com os graus Il e lll. Nas classificagfes histoldgicas

autores consideram a presenca de invasdo sendo mais importante que o tipo
histologico (MOULTON,1990).

Nos tumores mamarios caninos ha muita discordancia entre os diagnésticos, com
muitas classificacbes morfologicas sendo propostas (BENJAMIN et al., 1999).
Provavelmente as mais usadas sdao Moulton (MOULTON, 1990) e OMS, Organizacao
Mundial de Saude, “WHO”, World Health Organization (HAMPE & MISDORP, 1974;
MISDORP et al.,, 1999), as quais apresentam algumas divergéncias entre si. Uma
dessas divergéncias esta na classificacdo do carcinoma complexo, que pela WHO
(HAMPE & MISDORP, 1974) refere-se ao carcinoma com proliferacdo de células
mioepiteliais e relata que a invasdo em vasos linfaticos € considerada rara nesse tipo
de tumor. Quando ndo ha proliferacdo de células mioepiteliais o carcinoma é
considerado simples (HAMPE & MISDORP, 1974). J& Moulton (1990), inclui os tumores
com proliferacdo de células mioepiteliais em tumores mistos e em mioepiteliomas e ndo

concorda com a divisdo da WHO em complexo e simples.

Nesse trabalho utilizou-se a classificacdo de Cassali et al., (2011), que apresenta
propostas sobre padronizacbes dos diagndésticos, fatores progndsticos e tratamentos
das neoplasias mamarias caninas no Brasil. As neoplasias foram classificadas em
adenomas, que sdo neoplasias benignas, bem diferenciadas com presenca de células
epiteliais e/ou mioepiteliais. Carcinomas tubulares, caracterizados por proliferagcdo de
células epiteliais arranjadas em tubulos. A quantidade de estroma pode variar
consideravelmente. Esses tumores apresentam forte tendéncia a infiltrar em tecidos
adjacentes e vasos (CASSALI, 2002; CASSALI et al., 2011). Carcinomas papilares que
sdo tumores com proliferacdo de células epiteliais histol6gicamente semelhantes a
formagbes papilares ou arboreas com estroma fibrovascular central. Esses tumores
devem ser diferenciados de papilomas com carcinoma in situ, carcinomas papilares néao
invasivos e invasivos. O carcinoma sélido é um tipo frequente de carcinoma em caes.
Microscopicamente h& proliferacdo de células epiteliais organizadas em arranjo solido,

células indiferenciadas e geralmente com grande quantidade de figuras de mitoses
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(CASSALI et al., 2011). Carcinoma em tumor misto € um dos tipos mais frequentes de
neoplasias mamarias em cadelas. Esses tumores exibem um padrdo complexo
histol6gico que consiste de porcéo epitelial (maligno) e mesenquimal bem diferenciado.
Foi comprovado que tanto os componentes epiteliais quanto as células mioepiteliais
apresentam o mesmo DNA, sugerindo a possibilidade de ambos os componentes
serem originados de uma célula-tronco totipotente (GARTNER et al., 1999). A
ocorréncia de proliferagdes carcinomatosas néo invasivas (in situ) pode ser observada
(CASSALI et al., 2011).

Os Carcinossarcomas sd8o tumores contendo areas carcinomatosas e
sarcomatosas. A porcao epitelial pode ser caracterizada por células luminais e/ou
mioepiteliais, com padrbes solidos, escamosos, mucinoso e anaplasico. O componente
mesenquimal pode ser caracterizado por éareas fibromatosas, condromatosas e
osteomatosa (MISDORP et al., 1973). Esses tumores sao raros na mulher e
apresentam pobre prognostico quando comparado a outros tipos de carcinomas
(TEIXEIRA et al., 1998). Esses tumores apresentam crescimento rapido e as
metastases podem ocorrer de ambos os componentes ou sé de um deles (MISDORP et
al., 1973; CASSALI et al., 2011).

Il. 2- Células-tronco tumorais

Resumidamente as células-tronco possuem duas propriedades principais: a
habilidade de auto-renovacgéo, pela capacidade de divisdo e formagdo de uma nova
célula-tronco; e diferenciacdo em novas células maduras em um 6érgdo no qual residem
(AI-HAJJ & CLARKE, 2004). Essas divisbes ocorrem de duas maneiras: simétricas e
assimetricas, por exemplo, quando uma célula-tronco mée é capaz de produzir células
filhas idénticas (divisbes simétricas) ou quando as divisbes sdo para formar novas
células mais diferenciadas (divisbes assimétricas) (Al-HAJJ & CLARKE, 2004; CLARK,
et al., 2006).

Ha uma hierarquia no comportamento das células-tronco. A célula mais
importante, com mais fun¢des € a célula tronco embrionaria que realiza auto-renovacgao

por tempos prolongados e pode se diferenciar em todos os tipos celulares. Em grau
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intermediario, ainda com caracteristica de auto-renovacao encontra-se a célula- tronco
pluripotente que se diferencia na maioria dos tecidos. E com mais limitacbes em suas
funcdes existe a célula tronco adulta que sofre diferenciacbes apenas nos tecidos em
gue ela se encontra (GREENOW & CLARKE, 2012).

O estudo sobre a causa do cancer vem se desenvolvendo ha muitos anos com
diferentes conceitos. Por um lado ha a hip6tese da origem clonal. A idéia de que uma
Gnica ceélula poderia iniciar a carcinogénese, ou seja, uma mutacdo espontanea em
uma célula somatica reforcou a teoria da expanséo clonal como origem das neoplasias
(FIALKOW, 1979; TROSKO, 2009). E a origem multicelular, exemplificada em
neoplasias causadas por virus oncogénicos (FIALKOW, 1979). A hipGtese da origem
clonal das neoplasias iniciou-se com estudos em Leucemias. Autores sugeriram 0O
envolvimento de células-tronco multipotentes na carcinogénese desse cancer
(FILAKOW et al.,, 1980). Uma idéia sobre carcinogénese bem aceita entre os
pesquisadores € que o cancer se desenvolve a partir de um subconjunto de células que
se auto-renovam e possuem propriedades analogas a célula-tronco presentes nos
orgaos (CLARKE et al., 2006). Nas varias etapas da evolucdo do cancer, mutacées em
células-tronco ou em linhagens descendentes da progénie celular conduziram a
expansao de novos clones, contribuindo para a formacdo de um tumor heterogéneo
(PETERSEN & POLYAK, 2010).

Essas células com propriedades analogas as células tronco sdo chamadas de
Células Tronco Tumoral (CTT). Para que uma célula se torne cancerigena é preciso
uma interacdo entre instabilidades genéticas e fatores ambientais (TROSKO, 2009).
Assim um grupo de células estimularia o crescimento tumoral formando as células-
tronco Cancerigenas (CTTs) e outro grupo apresentaria uma progénie nao tumoral.

As CTTs sdo mais resistentes as terapias tradicionais contra o cancer (BAO,
2006; SHAFEE et al., 2008; DIEHN et al., 2009; ORAVECZ-WILSON et al., 2009; LIU et
al., 2010), por exemplo, mulheres realizando quimioterapia com paclitaxel e epirrubicina
apresentam marcacgdes positivas para ALDH-1 em seus tumores mamarios (TANEI et
al., 2009). A radioterapia aumenta a marcacdo do fenotipo CD44+/CD24- em tumores
mamarios implantados em ratos (PHILLIPS et al., 2006; ZIELSKE et al., 2011). Por
outro lado, autores descobriram que 0 uso de repertaxin, um anti-inflamatério
antagonista do receptor CXCR1 e IL-8, reduz a populagdo de CTTs mamarias,

produzindo apoptose na populagdo tumoral e reduzindo a ocorréncia de metastase em
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ratos. Uma possivel explicacdo para a erradicacao dessas CTTs mamarias é a atuacao
na interrupgdo de sinais que geram o microambiente tumoral favoravel (GINESTIER et
al., 2010; VELASCO-VELAZQUEZ et al., 2012).

Uma célula-tronco tecidual normal é dependente das intera¢cdes com o estroma
celular adjacente caracterizando o microambiente ou nicho. Esse nicho mantém as
caracteristicas de auto renovacao e a identidade dessas células (CLARKE et al., 2006).
Ha reciproca comunicacdo entre as células e o tecido normal, assim o estroma induz o
crescimento da neoplasia (BLACKING et al., 2007). Estudos concluiram que as CTTs
mamarias possuem a habilidade ndo sé de se diferenciarem em células epiteliais, mas
também em linhagens de células endoteliais, reforcando a hipétese de que uma
populacdo de células que iniciam o tumor possui caracteristicas relevantes de células-
tronco para crescimento tumoral e vascularizagcdo (BUSSOLATI et al., 2009).

Existe uma hipotese de que as CTTs se iniciaram a partir da transicdo entre
epitélio e mesénquima (TEM). Autores demonstraram que a inducdo de TEM pelas
células imortais epiteliais mamarias humanas esta associada com aquisicdes de
caracteristicas de células-tronco (MOREL et al., 2008). Em relacdo ao mecanismo de
acao, a ativagao de f-catenina e Akt sustenta a TEM, comprovada com aumento de
CD44 nessas células (LI & ZHOU, 2011).

Devido as CTTs ndo poderem ser isoladas e caracterizadas como uma célula
simples, marcadores especificos para superficie de CTTs foram detectados em
neoplasias mamarias humanas, com marcacdo positiva para 0 CD44 e negativa ou
baixa marcacdo para o CD24. A molécula CD44 pertence a classe | multifuncional de
glicoproteinas transmembranas (NAOR et al., 2008), geralmente atua como um receptor
especifico para o acido hialurénico. O CD44 esta associado principalmente com as
proteinas que controlam as alteracdes extracelulares e atuam na regulacdo de adeséo
celular, proliferacdo, crescimento, sobrevivéncia, motilidade, migragdo, angiogénese e
diferenciagcdo (DU et al., 2008; NAOR et al., 2008). Além disso, o CD44 desempenha
um papel na manutencdo da funcdo normal da célula mioepitelial durante o
desenvolvimento e esta associado com a progressédo do cancer (LOUDERBOUGH et
al., 2011).

O CD24, também conhecido como antigeno termoestavel em ratos, € uma
pequena proteina fortemente glicosilada da superficie celular e esta ligada & membrana

ancorada por um glicosil-fosfatidilinositol (KAY et al., 1990). O CD24 é expresso em
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células hematopoiéticas dos ratos incluindo subpopulacdes de linfocitos B, a maioria
dos timocitos, hemacias e neutrdéfilos. Devido a sua expresséo de linhagem especifica e
bem regulamentada, o CD24 foi tradicionalmente usado como um marcador de
diferenciacdo para células T nos estudos de ontogénese (PONCET et al., 1996).
Trabalhos posteriores revelaram que o CD24 ndo é exclusivamente expresso por
células hematopoiéticas, mas também esta presente no cérebro em desenvolvimento,
bem como em muitas células epiteliais (SHIRASAWA et al., 1993; PONCET et al.,
1996). Nos seres humanos, a expressao do CD24 néo foi identificada em eritrécitos ou
timécitos, mas estd presente em uma grande variedade de doencas malignas, incluindo
linfoma de células B, carcinoma de células renais, carcinomas pulmonares de células
pequenas ou nao pequenas, carcinoma hepatocelular, carcinoma nasofaringeo,
carcinoma de bexiga, glioma e neoplasias mamarias (KRISTIANSEN et al., 2004).

A descoberta desses receptores de superficie celular, como marcadores de
CTTs foi realizada com a implantacdo de tumores sélidos mamarios humanos em ratos.
Esses autores demonstraram que tumores solidos continham uma pequena populacao
distinta de células com exclusiva habilidade de formar tumores em ratos (ndo obesos,
diabéticos e imunossuprimidos), essas células foram chamadas de células
tumorigénicas ou células iniciadoras de cancer (AL-HAJJ et al., 2003). Para melhor
compreensdo da atuacdo dessas células-tronco, os autores (PONTI et al., 2005)
criaram um modelo de estudo in vitro, constituido por uma mamosfera com culturas
celulares separadas com auxilio de citometria de fluxo, para obtencdo de um fenotipo
CD44+/CD24- (AL-HAJJ et al., 2003). Mamosferas sdo colonias esféricas formadas a
partir de uma Unica célula em cultura, ndo aderentes, e capaz de induzir a formagéo de
tumor em ratos. Por exemplo, na cultura de células (LA7), uma Unica célula, com fortes
caracteristicas de CTT possui a capacidade de formar tumores e habilidade para formar
estruturas da arquitetura mamaria in vitro como ductos, alvéolos e expressar e secretar
proteinas do leite (ZUCCHI et al., 2007). Além da marcacdo CD44+/CD24- nas células
mantidas nas mamosferas, observa-se também marcacdo para Oct-4 e aumento da
formacgéo de novos vasos sanguineos (PONTI et al., 2005). A reproducdo dessas CTT
com capacidade de auto-renovacdo em mamosferas ndo foi maior que cinco
passagens, sendo necessarias melhores condi¢cdes para manter essas células in vitro
(DEY et al., 2009). J& Zucchi et al. (2008) demonstraram que p63 € um regulador chave
na manutencdo de CTTs. Embora a cultura de células com capacidade de auto-
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renovacdo seja indefinida nas esferas, essas células ainda possuem potencial para
iniciar um tumor.

Em neoplasias mamarias caninas ja foram observadas as CTTs em mamosferas,
sendo que raras células demonstraram capacidade de auto-renovacao. As células das
glandulas mamarias da esfera conseguiram reproduzir in vitro tibulos e alvéolos da
arvore mamaria (COCOLA et al.,, 2009). Nao se sabe ainda qual célula origina uma
CTT, mas provavelmente em neoplasias mamarias humanas, originam-se de células
basais (KAI et al., 2010). Em outro estudo canino com mamosferas, a existéncia de
CTTs em neoplasias mamarias mostrou marcacdo CD44+/CD24- em quatro tipos de
linhagens celulares tumorais (MICHISHITA et al.,, 2011). Abraham et al. (2005)
sugeriram que CD44+/CD24- nao estao associadas com o0 prognéstico clinico e
sobrevida do paciente com neoplasia mamaria humana, mas estao relacionados com
metastases distantes, como a metastase dssea.

Os Aldeidos desidrogenases (ALDH) sdo moléculas que tém sido observadas em
células normais e em células-tronco mamarias. Ndo sdo somente consideradas
marcadores dessas células, mas também desempenham a funcédo de auto-protecéo,
diferenciacdo e/ou expansdo de popula¢cdes de células-tronco (MUZIO et al., 2012).
Alguns autores encontraram baixa expressdo de ALDH em células mais primitivas das
glandulas maméarias humanas (EIREW et al., 2012). A expressdo de marcadores de
CTT como o ALDH-1 em neoplasias mamarias tem sido relacionada com um pobre
prognoéstico (GINESTIER et al., 2007). Esses autores conseguiram reproduzir
neoplasias humanas em ratos, apoés isolarem essas células (ALDH+), por citometria de
fluxo e injetarem em ratos. A partir dai um novo tumor foi implantado nesses animais.
Que apresentava células positivas e negativas para ALDH, nas mesmas propor¢des do
tumor primario humano. Linhagens celulares, derivadas de neoplasias mamarias
caninas, que apresentam capacidade de auto-renovacédo (CD44+/CD24-) detectaram
altos niveis de ALDH-1 (MICHISHITA et al., 2012). Alguns estudos mostraram que a
expressdao de ALDH néo restringe-se apenas as células epiteliais, mas também as
células do estroma (GINESTIER et al., 2007; KUNJU et al., 2011). H4 uma ressalva
guanto aos clones do ALDH, j& que esta molécula apresenta 19 isoformas, sendo o
mais estudado o ALDH1Al que é sin6nimo do ALDH1. Autores isolaram essas
isoformas e concluiram que, por imuno-histologia, o ALDH1A3 em tecidos mamarios

humanos apresentaram boa correlagdo com a metastase (MARCATO et al., 2011).
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Autores sugerem que em carcinomas de células escamosas da lingua em humanos, o
ALDH pode ser considerado um marcador de células-tronco (ZOU et al., 2012).

A regulacdo do comportamento de células-tronco incluem mecanismos
especificos para duas caracteristicas importantes: pluripoténcia e o potencial de
proliferacdo ilimitado. Células-tronco normais podem permanecer em um estado
indiferenciado, o que lhes d& o potencial para auto-renovacdo com tempo de vida
ilimitado, ou elas rapidamente comecam a diferenciar-se e a perde a sua capacidade
Unica de auto-renovacdo. Uma das vias que mantém a pluripoténcia das células-tronco
é o fator de transcricdo octamero 4 (Oct4). O gene Oct4, um membro da familia POU de
fatores de transcricdo, foi mostrado para ser expresso tanto em células embrionarias
como em células-tronco adultas. Investigacdes recentes indicam que Oct4 esta
envolvido ndo s6 no controle como na manutencdo de células-tronco embrionérias
(NICHOLS et al., 1998; NIWA et al., 2000).

Em neoplasias mamarias humanas, o Oct-4 foi altamente expresso em células
tumorais CD44+/CD24-, e pode ser um potente biomarcador para inicio, progressao e
diferenciacdo nos tumores de mama humanos (LIU et al., 2011). Os fatores de
transcricdo foram relacionados com neoplasias mamarias de alto grau, ou seja, as
indiferenciadas (BEN-PORATH et al., 2008). Estudos também associaram que em
situacdes de estresses o Oct-4 desempenha funcdo anti-apoptética, provavelmente
mediado pela via STAT-3 (GUO et al., 2008). Outro estudo também indica que o Oct4
mantem a sobrevivéncia de CTTs por inibicdo da apoptose (HU et al., 2008). Sendo a
diminuicdo de Oct-4 relacionada a apoptose de células germinativas primordiais
(KEHLER et al.,, 2004). Em cées, um estudo com mamosfera, além de outros
marcadores para CTTs, autores encontraram a expressdo de Oct-4 somente nas
células da periferia da esfera, uma possivel explicacao seria o fato das células centrais
ja terem iniciado o processo de diferenciacdo (FERLETTA et al., 2011). E ainda em um
estudo humano, autores ndo encontraram a presenca de Oct-4 por imunofluorescéncia,
RT-PCR e por Western Blot em duas linhagens de neoplasias mamarias e encontraram
no controle positivo (teratoma) (CANTZ et al., 2008).

A ocorréncia de metastase é a causa da morte dos pacientes com neoplasias
mamarias. As CTTs tém sido consideradas responsaveis pela doenca metastatica.
Acredita-se que a migracdo de CTTs contribuam para expansdo da massa tumoral,
invasao a curta distancia e metastases distantes (BRABLETZ et al., 2005). As CTTs
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mamarias aumentam a motilidade celular e aumentam a expressdo de genes que
promovem a metastase (LIU et al., 2010; VELASCO-VELAZQUEZ et al., 2012). Embora
seja letal quando ela tem sucesso, os multiplos passos de um processo metastatico
tende a um alto grau de ineficiéncia. Estudos acreditam que raras subpopulagbes de
células do tumor primario consigam completar os passos da metastase. Sendo esse
processo dependente do local secundario (microambiente tumoral). Autores acreditam
que essas raras subpopulacoes de células sejam as CTTs (CHU & ALLAN, 2011).

Como indicador de prognostico tem sido proposto a quantificacdo de CTTs. Para
que isso seja transposto como realidade clinica € preciso a identificacdo dessas CTTs
em métodos imuno-histoquimicos em tecidos parafinados. As CTTs em neoplasias
mamarias caninas ja foram comprovadas por citometria de fluxo e PCR. Em mulheres
autores ja identificaram essas CTTs em neoplasias mamarias por imuno-histoquimica.
A identificacdo dessas CTTs ,por imuno-histoquimica continua contribuindo para o
estudo da carcinogénese, identificando as neoplasias resistentes a quimioterapicos e as
com pior prognostico. Os resultados também contribuem para os estudos envolvendo

patologia experimental comparada das neoplasias mamarias.
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[ll. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

e Detectar a presenca de células-tronco tumorais por meio da reacdo de imuno-
histogquimica em neoplasias mamarias caninas e em metastases.

e Padronizar as rea¢fes imuno-histoquimicas para os anticorpos CD44, CD24,
Oct-4 e ALDH-1, que sédo marcadores de CTTs.

¢ Relacionar o feno6tipo CD44+/CD24- obtido pela técnica de imuno-histoquimca
com o tipo e grau histolégico das neoplasias mamarias caninas.

¢ Relacionar os marcadores de CTTs Oct-4 e ALDH-1 com o tipo e grau histolégico
das neoplasias mamarias caninas.

e Avaliar a imunomarcacédo desses marcadores (CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1)

nos componentes epiteliais e mesenquimais de carcinossarcomas mamarios.
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IV- MATERIAL E METODOS

IV.1- Grupos experimentais:

Um total de 136 neoplasias malignas e benignas foi selecionado do arquivo do
Departamento de Patologia Veterinaria (FCAV-UNESP Jaboticabal), incluidas em
blocos de parafina e as laminas coradas com Hematoxilina e Eosina. As neoplasias
malignas foram compostas por carcinomas mamarios tubulares, papilares e carcinomas
em tumores mistos graus |, Il e lll. Foram também selecionados carcinossarcomas,
carcinomas solidos grau Il e Il, metastases e adenomas, conforme a tabela 1.

As neoplasias foram reclassificadas de acordo com os critérios do Consenso em
Neoplasias Mamarias (CASSALI et al., 2011). Para o carcinoma solido grau | ndo foram

encontradas amostras em namero suficiente para este grau.

Tabela 1. NUmero de amostras de neoplasias mamarias caninas divididas em
tipo e grau histolégico.

NUm. de amostras Tipo histolégico
12 Carcinoma mamario padrao tubular grau |
12 Carcinoma mamario padrao tubular grau Il
10 Carcinoma mamario padrao tubular grau lli
10 Carcinoma mamario padrdo papilar grau |
8 Carcinoma mamario padrao papilar grau Il
8 Carcinoma mamario padrao papilar grau lll
11 Carcinoma mamario padrao sélido grau Il
10 Carcinoma mamario padrao solido grau IlI
11 Carcinoma em tumor misto grau |
11 Carcinoma em tumor misto grau |l
10 Carcinoma em tumor misto grau
6 Carcinossarcomas

Metastases

Adenomas
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O grau de malignidade em cadelas foi proposto por Misdorp (1999), associando
as formacdes de tubulos, hipercromatismo, mitoses e pleomorfismo nuclear, de acordo

com o0 Anexo A.

IV.2- Andlise Imuno-histoquimica

Para a analise imuno-histoquimica foram utilizados cortes de tecidos neoplasicos
mamarios incluidos em parafina, para todos os anticorpos (CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-

1), de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2: Diluicbes, clones e procedéncia de anticorpos utilizados em tecidos de
neoplasias mamarias caninas.

Anticorpos Clones | Diluicbes Procedéncia
CD44, HCAM (M)* IM7 1:100 Santa Cruz, ref. 18849
CD24 (M) M1/69 1:75 Santa Cruz, ref. 19651
Oct-4 (P) RbpAb 1:1000 Abcam, ref Ab19857.

ALDH-1 (M) 44/ALDH 1:200 BD, ref 611194

*M=monoclonal e P=policlonal

A técnica de imuno-histoquimica empregada foi o método do polimero,
desenvolvido por HSU et al., (1981), com ligeiras modificacdes. Os cortes de tecido com
4 u foram desparafinizados, reidratados e, entdo, incubados por vinte minutos em uma
solucdo a 10% de perdxido de hidrogénio (30 volumes/MERCK) em metanol absoluto
(Synth), para bloqueio da peroxidase enddgena por trinta minutos. Na sequéncia, foi
realizada a recuperacao antigénica pelo calor em panela de pressado (Pascal, DAKO).
Apenas para o anticorpo CD24 usou-se como solucéo tampao Tris-EDTA, ph 9,0, para
os demais anticorpos foi utilizado o tampao citrato pH 6,0. Apds essa etapa, 0s cortes
foram lavados por trés vezes em solucédo tris HCL, (pH 7,4) por 5 min e, a seguir, 0S
sitios inespecificos foram blogueados com solugéo bloqueadora de reacao inespecifica

(protein block serum-free — DAKO ref. X0909). Ato continuo, os cortes foram incubados
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em camara umida com os anticorpos primarios na diluicao 6tima (Tab. 1), a 4°C por 18
horas. Apenas o anticorpo CD44 foi incubado a 28°C por uma hora. Depois o0s cortes
foram novamente lavados em PBS, procedendo-se entdo a incubag¢do com o polimero
ligado a peroxidase, (kit ENVISION + Dual Link System Peroxidase ref K4061 - DAKO).
Para os anticorpos CD24 e ALDH-1, o bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado
apos a incubacdo do anticorpo primario. As laminas foram novamente lavadas, e a
reacdo revelada pelo substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB — DAKO, ref.
K3466).

A seguir, a reacao foi interrompida com a lavagem em agua destilada, seguidas
de contra coloracdo com Hematoxilina de Harris (1-2 minutos). Os cortes passaram pela
bateria crescente de alcool e por xilol, foram montados com Permount (Fisher Scientific)
e observados em microscopia de luz.

Para os anticorpos CD44 e CD24 foram usados como controle positivo,
neoplasias mamarias humanas sabidamente marcadas para estes anticorpos. Essas
neoplasias foram cedidas gentilmente pelo Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da USP em Ribeirdo Preto-SP. A utilizacdo do material humano foi aprovado
pela Comissao de ética em pesquisa do HCRP e da FMRP/USP (processo 242/2011).
Para os anticorpos ALDH-1 e Oct-4 foram usados controles positivos internos da prépria
lamina, o bulbo do foliculo piloso na derme.

Como controle negativo, substituiu-se o anticorpo primario por diluente de
anticorpo (Antibody Diluent with Background Reducing Components, ref. S3022, DAKO)

em todas as reac¢des imuno-histoquimicas.

IV-3- Contagem das células marcadas

A observacdo das células foi feita em microscopio de luz binocular com
equipamento para fotomicrografia digital (Nikon E200). Antes da contagem, foram feitas
observacdes quanto ao tipo de células marcadas e a distribuicdo da marcacdo. Para a
quantidade de células imunomarcadas foram aleatoriamente selecionados quatro

campos por corte e foi contado um total de 100 células entre as marcadas e as nao
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marcadas, utilizando-se objetiva de 40x. Os resultados foram expressos em
porcentagem de células marcadas. Nos grupos dos carcinomas em tumores mistos
foram contadas apenas as células epiteliais neoplasicas. Para 0 grupo
carcinossarcomas foram contadas tanto as células epiteliais como as mesenquimais

neoplasicas.

IV.4 - Anélise estatistica

Duas andlises estatisticas foram realizadas para os anticorpos CD44 e CD24.
Inicialmente juntaram-se todos os tipos e graus histoldgicos, exceto o grupo do
carcinossarcoma para uma correlacdo de Pearson, seguida de Regressao linear
simples. Essas analises estatisticas foram conduzidas utilizando o programa
computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA).

Foram realizadas comparacdes entre graus histolégicos nos carcinomas
tubulares, papilares, carcinomas em tumores mistos e solidos. Nos grupos de
metastase e adenomas foram comparadas as médias entre os anticorpos CD44, CD24
e Oct-4 para os dois grupos e ALDH-1 apenas para o grupo de metastase. Para o tipo
histolégico carcinossarcoma comparou-se as imunomarcacdes das porcdes epiteliais
com as imunomarcacdes da por¢cdo mesenquimal de cada tumor para 0s quatro
anticorpos (CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1).

Essas andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o programa
computacional Graphpad Prisma (versdo 4.0, 2003). Para as compara¢fes nos
carcinomas mamarios tubulares, papilares, carcinomas em tumores mistos, adenomas
e metastases o teste utilizado foi Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacdes
multipla de Dunn’s, considerando significativo quando p<0,05. Nos carcinomas solidos
(Graus Il e lll), e nos carcinossarcomas (por¢cao epitelial x porcdo mesenquimal) foi
utilizado o teste de Mann Whitney (p<0,05).
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V- RESULTADOS

Para o anticorpo CD44 a imunomarcacdo ocorreu em membrana plasmatica,
assim confirmada com o seu controle positivo, neoplasia mamaria humana sabidamente
marcada com CD44 clone IM7. As imunomarca¢cfes nos carcinomas papilares foram
observadas nas areas mais externas das papilas (Figura 1). Nos carcinomas solidos
observou-se marcacdes em células mioepiteliais e fortemente nas epiteliais (Figura 2).
As mesmas neoplasias testadas para o anticorpo CD24 ndo apresentaram
imunomarcagfes (Figura 3). Ja nos carcinomas em tumores mistos a imunomarcagao
para o CD44 ocorreu apenas em ceélulas epiteliais e ndo nos tecidos mesenquimais
bem diferenciados (Figuras 4 e 5). Ainda para o CD44, nos locais das metéstases, as
células indiferenciadas metastéticas apresentaram acentuadas marcacdes em
membrana plasmatica (Figuras 6 e 7).

Em relacdo ao anticorpo CD24, pode se observar maior numero de células
marcadas em neoplasias grau | (Figura 8 e 9). J& nos tumores grau Il e Il notou-se
poucas ou raras imunomarcacdes em celulas neoplasicas, assim como auséncia de
marcagcdo em ceélulas metastaticas (Figura 10). O controle positivo utilizado foi tecido
parafinizado de tonsila humana, sendo a imunomarcacdo em membrana plasmética e
em citoplasma.

Para o anticorpo Oct-4 notou-se que as imunomarcacdes foram nucleares,
comprovadas em seus controles positivos internos, bulbo do foliculo piloso . Em relagéo
a intensidade, observou-se imunomarcacdo extremamente forte em células epiteliais
mamarias bem diferenciadas (Figuras 11 e 12). Em células menos diferenciadas a
intensidade de imunomarcagcdo diminuia, ou seja, em células histologicamente mais
indiferenciadas, a imunomarcagéo se tornava mais fraca ou ausente, como nos casos
das células das metastases (Figura 13). Nessas células observou-se algumas
marcacdes citoplasmaticas. As imunomarcagbes citoplasmaticas ndo foram
consideradas na contagem percentual.

A imunomarcacdo com o anticorpo ALDH-1 ndo foram observadas na maioria
dos tipos histologicos, e quando presente ndo ultrapassou 10% das células
imunomarcadas. Essas marcacdes ocorreram nas membranas plasmaticas e no

citoplasma e estavam intensamente corados (Figuras 14 a 16). Alguns ductos mamarios
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normais localizados em algumas neoplasias foram imunomarcados para este anticorpo

(Figura 17). A auséncia de marcagado também ocorreu nas metastases (Figura 18).

Figura 1: Fotomicrografia de carcinoma mamario
papilar grau | em cadela. Notar marcacdo imuno-
histoquimica para CD44, observada na membrana
plasmética das células epiteliais neoplasicas mais
externas nas papilas. DAB e contracoloracdo com
Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.



Figura 2: Fotomicrografia de carcinoma mamario solido
grau lll em cadela. Notar marcacédo imuno-histoquimica
para CD44, observada na membrana plasmatica das
células epiteliais neoplasicas. DAB e contracoloragéo
com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.

Figura 3: Fotomicrografia de carcinoma mamario sélido
grau Ill em cadela. Notar auséncia de imunomarcacéo
em células epiteliais na Rea¢do imuno-histoquimica para
CD24. DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de
Harris. Obj. 40x.
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Figura 4: Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto
grau | em cadela. Notar marcacdo imuno-histoquimica
para CD44, observada na membrana plasmatica das
células epiteliais neopléasicas. DAB e contracoloragéo
com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.

Figura 5: Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto
grau Il em cadela. Notar marcacdo imuno-histoquimica
para CD44, observada na membrana plasmatica das
células epiteliais neoplasicas. DAB e contracoloracdo
com Hematoxilina de Harris.
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Figura 6: Fotomicrografia de neoplasia mamaria maligna
canina. Observar Marcacdo imuno-histoquimica para
CD44 observada na membrana plasmatica das células
epiteliais indiferenciadas localizadas em linfonodo. DAB
e contracoloragéo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.

Figura 7: Fotomicrografia de neoplasia mamaria canina.
Observar marcacdo imuno-histoquimica para CD44 na
membrana  plasméatica das células epiteliais
indiferenciadas neoplasicas localizadas em linfonodo.
Cromoégeno DAB e contracoloragcdo com Hematoxilina
de Harris. Obj. 40x.
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Figura 8: Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto
grau | em cadela. Notar marcacdo imuno-histoquimica
para CD24, observada na membrana plasmética e
citoplasma das células epiteliais neoplasicas. DAB e
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.

Figura 9: Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto
grau | em cadela. Notar marcacdo imuno-histoquimica
para CD24, observada na membrana plasmética e
citoplasma das células epiteliais neoplasicas. DAB e
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 10: Fotomicrografia de neoplasia maméaria
maligna em cadela. Notar auséncia de imunomarcacao
nas celulas metastaticas em linfonodo. Reacdo de
imuno-histoquimica para o anticorpo CD24. DAB e
contracoloragdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.

Figura 11: Fotomicrografia de neoplasia maméaria
canina. Notar marcacdo imuno-histoquimica em
nacleos de células epiteliais em para Oct-4. DAB
e contracoloracdo com Hematoxilina de Harris.
Obj. 40x.
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Figura 12: Fotomicrografia de neoplasia mamaria canina.
Notar marcagdo imuno-histoquimica nuclear para Oct-4.
As marcacdes ocorreram em células epiteliais mamarias
bem diferenciadas. DAB e contracoloragdo com
Hematoxilina de Harris. Obj. 40x

Figura 13: Fotomicrografia de neoplasia mamaria
maligna com metéstase em linfonodo. Notar auséncia de
marcacdo em células epiteliais indiferenciadas na reacao
de imuno-histoquimica para Oct-4. DAB e
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 14: Fotomicrografia de carcinoma mamario solido
grau Il em cadela. Notar marcacdo imuno-histoquimica
para ALDH-1 em citoplasmas de células epiteliais
indiferenciadas. £DAB e  contracoloragdo  com
Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.

Figura 15: Fotomicrografia de carcinoma mamario
tubular grau Il em cadela. Notar marcagdo imuno-
histoquimica em citoplasma para ALDH-1. DAB e
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 16: Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto
grau | em cadela. Notar marcacdo imuno-histoquimica
para ALDH-1 em citoplasma de células epiteliais. DAB e
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.

Figura 17: Fotomicrografia de ducto mamario em cadela.
Notar marcac¢do imuno-histoquimica para ALDH-1 em
citoplasmas de células epiteliais. DAB e contracoloracéo
com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 18: Fotomicrografia de neoplasia maméaria
maligna canina metastatica em linfonodo. Notar
auséncia de marcacdo em ceélulas epiteliais
indiferenciadas na reacdo imuno-histoquimica para
ALDH-1. DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de
Harris. Obj. 40x.

As médias e seus respectivos erros-padrao, de todos os grupos, estao descritos
no anexo B.

No teste de correlagdo de Person foram analisadas 130 amostras (todos os
grupos menos 0 carcinossarcoma) para os anticorpos CD44 e CD24. A correlacéo foi
significativo com p=0,0045. A partir do valor do interceptor 46,75% + 2,34 € indicativo
gque o aumento de CD44 causa a diminuicdo do CD24 avaliado por uma linha de

regressao como mostrado na figura 19.
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Figura 19: Linha de regresséo linear pelo teste de correlacdo de Pearson,
sendo CD44 o eixo y e 0 CD24 o eixo x. O valor onde CD44 é positivo e
CD24 torna-se zero € 46,75%.

Sendo assim, dentre as 130 amostras analisadas, os tumores que foram
positivos para essa correlacdo estdo representados na tabela 3. Essas neoplasias
assumiram o fenétipo CD44+/CD24-. Das 130 amostras, 40 expressaram esse fenotipo
sendo 37 de graus elevados como lI, Ill e metastases e apenas trés neoplasias foram
grau |I. As médias de imunomarcacdes para o0s anticorpos CD44 e CD24 foram

respectivamente 62,2% e 0%.
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Tabela 3: Identificacdo das neoplasias maméarias caninas
expressando o fenotipo CD44+/CD24-

Neoplasia NUmero de animais com o
fen6tipo CD44+/CD24-

Carcinoma tubular grau |
Carcinoma tubular grau Il
Carcinoma tubular grau 1l
Carcinoma papilar grau |
Carcinoma papilar grau |l
Carcinoma papilar grau I
Carcinoma sélido 11

Carcinoma soélido 1lI

Carcinoma em Tumor Misto grau |
Carcinoma em Tumor Misto grau Il

Carcinoma em Tumor Misto grau Il

N~ o A P NP DM DN PR O1O1N

Metastases

N
o

Total

Nas comparacbes dos carcinomas tubulares houve aumento significativo
(p=0,0253) do tubular | para o tubular Il para o anticorpo CD44 (Figura 20A). Em
relacdo ao anticorpo CD24 nos carcinomas tubulares houve diminuigdo significativa
(p=0,0288) das células imunomarcadas do grau | para o grau Il (Figura 20B). Ainda nos
tubulares a marcacao para o anticorpo Oct-4 foi altamente significativo (p=0,0002) na
comparacao do grau | com o grau lll e do grau Il com o grau lll (Figura 20C). E para o
anticorpo ALDH-1 nos carcinomas tubulares ndo houve diferenca significativa entre os
graus, p=0,4865 (Figura 20D).
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25 a

% de células imunomarcadas
% de células imunomarcadas

Tubular | Tubular Il Tubular Il Tubular | Tubular 1l Tubular 1l

OoCcT -4 ALDH-1

% de células imunomarcadas
% de células imunomarcadas

Tubular | Tubular |l Tubular Il

Tubular | Tubular Il Tubular Il

Figura 20: Porcentagem de imunomarcagdo para o anticorpo CD44 (A), CD24
(B), Oct-4 (C) e ALDH-1 (D) nos carcinomas tubulares grau I, Il e Ill de cées. Letras

iguais ndo diferem pelo teste de comparacao multipla de Dunn.

Em relacdo aos carcinomas papilares, ndo houve diferenca significativa (p=
0,3926) na imunomarcacdo para o anticorpo CD44 (Figura 21A). J& para 0 anticorpo
CD24 houve diminuicdo significativa (p=0,0186) do grau | para o grau lll nos
carcinomas papilares (Figura 21B). Para o anticorpo Oct-4 ndo houve diferenca
estatistica  (p=0,1484) entre os graus (Figura 21C). No ALDH-1 nado houve

imunomarcacdo em nenhum grau histologico.
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Figura 21: Porcentagem de imunomarcacgéo para o anticorpo CD44 (A), CD24 (B)
e Oct-4 (C) nos carcinomas papilares grau |, Il e Ill de cées. Letras iguais nao diferem

pelo teste de comparacdo multipla de Dunn.

Nos carcinomas sélidos foram comparados apenas grau Il com grau Il (teste de
Mann Whitney). Para os anticorpos CD44 (p=0,9438) e CD24 (p=0,6949) ndo houve
diferenca entre os graus (Figura 22 A e B). Para o Oct-4 notou-se aumento significativo
do numero de células marcadas (p=0,0439) do grau Il em relacdo ao grau Il (Figura
22C). No carcinoma solido grau Il pode-se notar imunomarcagfes em alguns tumores

para o anticorpo ALDH-1, sendo ausente a marcagado nos carcinomas sélidos grau lll.
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Figura 22: Porcentagem de imunomarcagao para o anticorpo CD44 (A), CD24 (B)
e Oct-4 (C) nos carcinomas solidos grau Il e lll de cées. Letras iguais nao diferem pelo

teste de comparacéo multipla de Dunn.

Nas comparacbes dos Carcinomas em tumores mistos ndo houve diferenca
estatistica entre os graus para os anticorpos CD44 (p=0,8163), CD24 (p=0,2873) e Oct-
4 (p=0,0692) (Figuras 23 A, B e C, respectivamente). No anticorpo ALDH-1 apenas um

tumor marcou positivo no grau I.
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Figura 23: Porcentagem de imunomarcacao para o anticorpo CD44 (A), CD24 (B) e Oct-
4 (C) nos carcinomas em tumores mistos grau I, Il e lll de cées. Letras iguais nao

diferem pelo teste de comparacdo multipla de Dunn.

No grupo dos adenomas realizou-se comparacfes entre as células marcadas
pelos anticorpos, sendo visualizado um aumento significativo (p=0,0001) do CD44 para
0 CD24, e aumento significativo do CD44 para o Oct-4 (Figura 24A). O uso do anticorpo
ALDH-1 nao revelou marcacao positiva em nenhuma célula deste grupo.

Nas comparacdes para o grupo Metastase foram analisadas as marcacfes para
0s quatro anticorpos. Os resultados demonstram diminui¢des significativas (p=0,0001)
do CD44 para os anticorpos CD24, Oct-4 e ALDH-1 (Figura 24B).
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Figura 24: Porcentagem de células marcadas para os anticorpos CD44, CD24 e Oct-4
nos adenomas mamarios caninos (A). Porcentagem de imunomarcacdo para 0S
anticorpos CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1 nas metastases mamarias caninas (B). Letras

iguais nao diferem pelo teste de comparacdo multipla de Dunn.

Os resultados do tipo e grau histologico das metastases estéo representados na tabela
4.
Tabela 4: Resultado do tipo e grau histolégico

dos tumores metastaticos

Animal | Tipo Histolégico

Carcinoma mamario indiferenciado
Carcinoma mamario sélido lli
Carcinoma em tumor misto grau |
Carcinoma mamario papilar grau Il
Carcinoma rico em lipidios
Carcinoma mamario tubular grau Il

Carcinoma mamario anaplasico

0o N o oA WDN P

Carcinoma mamario tubular grau Il

As imunomarcac¢des no grupo Carcinossarcoma foram contadas nas células
epiteliais e mesenquimais segundo a tabela 5. As comparacdes entre as porgcdes
epiteliais e mesenquimais dos anticorpos CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1 néo

apresentaram diferencas significativas pelo teste Mann Whitney. No CD44 o valor de
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p=0,6991; CD24 com p=0,2354; Oct-4, p=0,8090 e no ALDH-1 p= 0,2328. (Figuras 25

A, B, Ce D)

Tabela 5: Imunomarcacédo em células epiteliais e mesenquimais neoplasicas

de carcinossarcomas mamarios caninos.

Animal CD44 CD24 Oct-4 ALDH-1
E M E M E M E M
1 60 70 30 30 90 90 0 0
2 77 27 10 0 60 30 5 0
3 50 80 30 30 30 50 7 0
4 50 30 30 0 70 70 40 0
5 30 30 0 0 50 50 0 0
6 33 50 0 0 80 80 0 0
Medias 50 47,8 16,6 10 63,3 61,6 8,6 0

E= células epiteliais neoplasicas e M= Células mesenquimais neoplasicas.
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Figura 25: Porcentagem de imunomarcagdo para os anticorpos CD44 (A), CD24 (B),
Oct-4 (C) e ALDH-1 (D) nas componentes epiteliais e mesenquimais de
carcinossarcomas mamarios caninos. Letras iguais nao diferem pelo teste de

comparacado multipla de Dunn.
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VI- DISCUSSAO

No presente verificou-se o0 fendtipo imuno-histoquimico CD44+/CD24- em
aproximadamente 30% das neoplasias mamarias, sendo a média de células
imunomarcadas para o CD44 de 62,2%. Em cdaes, este fenotipo CD44+/CD24- foi
observado utilizando citometria de fluxo, nas porcentagens de 91,9; 93,0; 76,2 e 44,3%
em quatro diferentes linhagens celulares de neoplasias mamarias caninas
(MISCHISHITA et al., 2011). As porcentagens de células marcadas por citometria de
fluxo é bem parecida com a encontrada nesse estudo por imuno-histoquimica, sendo
assim, a imuno-histoquimica pode ser considerada uma boa técnica para deteccdo de
CTTs em neoplasias mamarias em cadelas. A porcentagem de células CD44+/CD24-
nas culturas de neoplasias mamarias humanas tém variado significativamente. Sheridan
et al. (2006) encontraram 5 linhagens celulares positivas com mais de 30% de
CD44+/CD24- em um total de 13 linhagens celulares. Em outro estudo em mulheres, a
deteccdo de CD44+/CD24- foi de aproximadamente 1% e com distribuigcdo celular
heterogénea (KAl et al., 2011). Ainda em neoplasias mamarias humanas todos o0s
casos demonstraram porcentagens de CTTs marcadas por imuno-histoquimica
variando entre 2% e 40%, sendo estas CTTs fortemente ligadas ao grau e
agressividade (LORICO et al., 2011). Abraham et al. (2005) avaliou a prevaléncia de
CD44+/CD24- nas células de neoplasias mamarias usando dupla marcacdo imuno-
histoquimica e reportou que esse numero CD44+/CD24- variou de 0 a 80%. Eles néo
observaram associacdo entre as porcentagens de CD44+/CD24- nas células tumorais
com a progresséao tumoral, recorréncia, ou tempo livre da doenca.

Das 40 neoplasias encontradas com fendtipos CD44+/CD24-, 37 eram de graus
malignos como (Il e Ill) e nas metastases. Apenas trés neoplasias eram grau |. Autores
encontraram mais CTTs em neoplasias mamarias humanas grau Il (indiferenciados) do
que no grau | (bem diferenciados), argumentando que o estabelecimento do grau da
neoplasia maméaria é uma das funcbes das CTTs (PECE et al., 2010). Graduar uma
neoplasia é uma das informac6es mais importantes relacionadas ao tratamento para o

veterinario clinico. Sem o grau histolégico a comparacao entre resultados se torna dificil
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e praticamente impossivel de obter conclusdes sobre as caracteristicas biol6gicas dos
diferentes tipos de carcinomas mamarios (GILBERTSON et al., 1983).

Pouco se sabe sobre a imunomarcacdo dessas moléculas em tecido incluido em
parafina de neoplasias mamarias caninas, sendo um dos objetivos desse trabalho
analisar separadamente o CD44 e CD24. Os carcinomas tubulares apresentam
tendéncia de infiltracdo em tecidos adjacentes e vasos (CASSALI, 2002). No nosso
estudo, o CD44 em carcinomas tubulares marcou significativamente o grau lll,
relacionado com pior prognostico. O CD24 marcou mais em grau | e menos no grau I
(p<0,05). Embora, os tipos histologicos da mulher e da cadela apresentem diversas
variagdes, descreve-se na literatura intensa imunomarcagdo em carcinomas tubulos-
lobulares de baixo grau em neoplasias mamarias humanas (Di BONITO et al., 2012).
Salienta-se que, no presente estudo a diferenca estatistica apareceu entre os graus | e
Il para o anticorpo CD24. O que difere um grau Il de um grau Ill normalmente sao as
figuras de mitoses, j4 que para o grau |l elas ficam entre 9-16, e para o grau lll elas
precisam ser maiores que 17 figuras de mitoses e dez campos de grande aumento
(CASSALI et al., 2011).

Nos carcinomas solidos nao observou-se o mesmo padrdo de imunomarcagao como
dos outros tipos histologicos. Em se tratando do estudo do fenotipo CD44+/CD24-,
entre 21 carcinomas solidos, apenas trés apresentaram o fenétipo positivo. Os estudos
com o isolamento dos marcadores de CTTs se iniciaram em tumores solidos mamarios.
Esses autores afirmaram que os tumores soélidos apresentavam uma distinta populagéo
de células com exclusiva habilidade de formar tumores em ratos. Chamando essas
células de tumorigénicas ou células iniciadoras de tumores (AL-HAJJ et al., 2003).
Estudos recentes tém associado a quantidade de oxigénio tecidual com a manutencao
de células-tronco. O aumento do fen6tipo de CTT em tumores sdlidos pode estar sendo
induzido pela hipoxia (LI et al., 2009). Adicionalmente a hipdxia pode regular muitos
aspectos da biologia tumoral, contribuindo para proliferacdo da célula tumoral,
resisténcia a agentes anti-neoplasicos, inducao de angiogénese e invasao e metastase
(POUYSSEGUR et al., 2006)

No entanto h& evidéncias que o isolamento de CTTs em tumores solidos tem sido
mais dificil por diversas razbes. Células em tumores soélidos sdo menos acessiveis e
necessitam de ensaios funcionais adequados para detectar e quantificar as ceélulas-

tronco normais dos 6rgaos que ainda estao em desenvolvimento (CLARKE et al., 2006).
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Um estudo de 275 pacientes com tumores de mama de diferentes tipos e subtipos
histopatologicos foram analisados com os marcadores de CD44+/CD24-, bem como,
para outros marcadores (vimentina, osteonectina, conexina 43, ALDH, Citoqueratina 18,
GATA3 e MUC1). O resultado foi uma grande diversidade na expressdo de muitos
desses marcadores nos diferentes subtipos e graus histolégicos (PARK et al., 2011).

Recentemente tem sido demonstrado que somente o fenétipo CD44+/CD24- nédo é
suficiente para caracterizar as CTTs mamarias (RAPPA et al., 2010), j& que estes sao
considerados uma subpopulacéo rara dentro do tumor (BELTRAN et al., 2011).

Nosso trabalho contradiz Tai et al. (2005) embora em nosso estudo avaliou-se a
expressao proteica, enquanto Tai e colaboradores avaliaram a expressédo génica. Os
autores revelam que em mulheres as células epiteliais bem diferenciadas perdem a
expressao génica de Oct-4 e as células-tronco adultas humanas apresentam menor
expressao do gene Oct-4 (TAl et al., 2005).

As médias de imunomarcacdes no anticorpo oct-4 para o grau lll nos carcinomas
tubular, papilar, em tumor misto foram respectivamente de 6,6; 5,2 e 5,7% (Anexo B).
Esses numeros foram baixos, mas condizentes com a literatura, que revela que uma
pequena ou rara quantidade de marcadores para CTTs existe nos tumores mais
agressivos humanos (BEN-PORATH et al., 2008; HU et al., 2008). As médias de
imunomarcacdes nos carcinomas solido grau Il e grau Ill foram 4,8 e 11%
respectivamente. Esses nimeros embora baixo identificam a presenca desse fator de
transcricdo nesses carcinomas. A presenca de Oct-4 esta relacionada com altos graus
de malignidade e condiz com pior prognostico (BEN-PORATH et al., 2008; HU et al.,
2008; LIU et al., 2011).

Autores sugerem que o grau de diferenciagdo tumoral, pelo menos em parte, é
determinado pela atividade desses fatores de transcricdo, e ainda essa atividade
contribui para a agressividade e comportamento tumoral (BEN-PORATH et al., 2008).
No nosso estudo, o Unico tipo histologico onde houve aumento significativo da
imunomarcagédo do Oct-4 (do grau Il para o grau lll) foi no carcinoma sélido. Sendo
assim, nosso estudo concorda com os achados de Ben-Porath et al. (2008) onde o
carcinoma soélido grau Il apresentou maior quantidade de imunomarcacédo do Oct-4,
sendo provavelmente esse fator relacionado com o pior prognéstico.

Em cées, em um estudo em mamosfera, foi observada a expressdo de Oct-4

somente nas células da periferia da esfera, uma possivel explicagdo seria o fato das
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células centrais ja terem iniciado o processo de diferenciacdo (FERLETTA et al., 2011).
Diferindo do nosso estudo onde as ceélulas indiferenciadas apresentaram poucas
marcacdes enquanto as diferenciadas apresentaram intensas e em maior quantidade.

Entre as 136 neoplasias mamarias estudadas, apenas 15 (11%) foram positivas para
0 anticorpo ALDH-1. Nessas neoplasias positivas a quantidade de imunomarcacao nao
ultrapassava 22%, sendo a intensidade de marcacdo citoplasmatica acentuada em
todas as neoplasias marcadas. Ainda dessas 15 positivas apenas trés eram grau |,
sendo 12 cadelas com tipos histolégicos grau Il, lll, carcinossarcomas e células
metastaticas. Em um estudo de neoplasias mamarias humanas, a expressao de ALDH-
1, por imuno-histoquimica, no citoplasma de células epiteliais foi de 35 em um total de
245 casos (14%) (RESETKOVA et al., 2010). Neste estudo humano, os autores nao
encontraram correlacdo entre a positividade de ALDH-1 com fatores prognésticos ja
estabelecidos como tamanho do tumor. Autores relacionaram a expressao de ALDH-1
com tumores de alto grau, mas ndo estabeleceram essa molécula como um importante
fator prognostico e de metastase (GINESTIER et al., 2007). Outros estudos humanos
ndo relacionaram a presenca de ALDH1 com altos graus tumorais, metastase e
resisténcia a quimioterapicos (MORIMOTO et al., 2009; RESETKOVA et al., 2010). Os
resultados desse trabalho concordam com estudo realizado em cées, onde autores
demonstraram em linhagens celulares derivadas de neoplasias mamarias caninas com
capacidade de auto-renovacao (CD44+/CD24-), altos niveis de ALDH-1 (MICHISHITA
et al., 2012). Ressaltando que essa positividade foi verificada por citometria de fluxo e
ndo por imuno-histoquimica como no nosso trabalho. Outros isoformes do ALDH devem
ser utilizados em neoplasias mamarias caninas, ja que em mulheres, o ALDH1A3 foi
relacionado com a progressdo do cancer de mama, além de ser indicado como
marcador de CTT (MARCATO et al., 2011).

Autores afirmam que a expressdo de aldeido-desidrogenase 1 (ALDH1) é
considerado melhor marcador de CTTs do que o fendtipo CD44+/CD24-, quando
procura selecionar uma célula-tronco dentro de um carcinoma mamario (GINESTIER et
al., 2007; CHARAFE-JAUFFRET et al., 2010). Em nossos estudos a imunomarcacao
para o ALDH-1 esteve ou ndo presente nas neoplasias mamarias, e as que estavam
presentes foram em sua maioria relacionadas ao pior prognostico.

Tem sido demonstrado que a disseminacdo metastatica € o primeiro evento na
progressao do cancer de mama (PANTEL & BRAKENHOFF. 2004) e se o paciente ira
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desenvolver metastase depende da interacdo das células neoplasicas com o
microambiente tumoral (PAGE et al., 1999; CHAMBERS et al., 2002; KAPLAN et al.,
2006)

No nosso estudo nas comparagdes entre os anticorpos CD44, CD24, Oct-4 e
ALDH-1, apenas o CD44 foi altamente expressado nas células metastéticas, sendo que
0S outros anticorpos apresentaram raras ou ausentes marcacdes nessas células. Em
relacdo ao fenodtipo CD44+/CD24- das 8 metastases analisadas, 7 expressavam
positividade para esse fendétipo. Estudos encontraram resultados semelhantes, mas
ndo idénticos, pois a comparacgdo foi entre as células neoplasicas na metastase em
linfonodo com o tumor primério, sendo as células da metastase mais expressivas para o
CD44+/CD24- (KAl et al., 2011). Em émbolos linfovasculares de carcinomas
inflamatérios em mulheres, autores também detectaram a expressao dos fenétipos para
CTTs (XIAO et al.,, 2008). Na literatura relata-se que a porcentagem de marcacado na
metastase em linfonodo do fend6tipo CD44+/CD24-, por citometria de fluxo foi de 6,1%,
e esses autores afirmam que a disseminacdo metastatica esta associada com aumento
desse fenoétipo nas neoplasias mamarias humanas (TIEZZI et al., 2011). Normalmente
guando ha metastase em linfonodo, este érgdo comporta-se como um reservatério para
mais metastases em vasos linfaticos e posteriormente contribui para a disseminacéo
visceral (WARD & WEISS 1989a; WARD & WEISS 1989b; SLEEMAN, 2000). Portanto
€ extremamente importante a compreensdo do mecanismo que controla a habilidade
das células malignas chegarem ao linfonodo, sua sobrevivéncia e crescimento nesse
novo ambiente. O exato mecanismo ainda ndo se sabe, mas autores acreditam que
essas ceélulas que conseguem chegar ao local de metastase sejam as CTTs (CHU &
ALLAN, 2011). Em uma comparacao entre duas culturas celulares mamarias humanas,
uma (468GFP) fracamente relacionada a metastase e a outra (468LN) fortemente
relacionada a metastase, houve maior expressdo de CD44+/CD24- por citometria de
fluxo nas células 468LN. A expressao foi de 96% do fendtipo CD44+/CD24- para as
células mais agressivas (PANDIT et al., 2009). Outros estudos também relacionaram
maior malignidade com a maior quantidade do fenétipo CD44+/CD24- (SHERIDAN et
al., 2006).

Sabe-se que o0 Oct-4 é altamente expresso em células tumorais CD44+/CD24- e
pode ser um potencial biomarcador para inicio, progressdo e diferenciacdo de

neoplasias mamarias (LIU et al., 2011). Nesse trabalho os resultados da
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imunomarcacao foi significativamente baixa em relacdo as observadas para CD44. Das
oito cadelas com metastase, seis apresentaram células marcadas, sendo a média de
6,8% de células imunomarcadas para o Oct-4 nas metastases. Embora seja um namero
baixo, condiz com o0s numeros de imunomarcacdes nas neoplasias malignas
encontradas nesse estudo. Concordando com estudos que descrevem pequenos
nameros de CTTs em neoplasias (BEN-PORATH et al., 2008; HU et al., 2008).

Marcacdes expressivamente inversas as metastases foram obtidas nos
adenomas mamarios, com imunomarcacdes em CD44 significativamente menores do
que as imunomarcacdes para CD24 e Oct-4. Nos adenomas também n&do houve
imunomarcagdo para o ALDH-1. Em um estudo humano o CD44 foi expresso em
adenomas de colon e reto, sugerindo que o aumento dessas CTTs pode ser Gtil em
diagnosticos precoces da doenca (LEAVELL et al., 2012).

Em relacdo ao carcinossarcoma, esse estudo ndo apresentou diferencas
significativas quando comparados os anticorpos CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1, nas
porcdes epiteliais e mesenquimais. Porém pode-se observar que as marcagdes no
epitélio como no mesénquima quando estavam altas nos CD44 e Oct-4, eram baixas
nos CD24 e ALDH-1, e ausentes na porcdo mesenquimal para ALDH-1. Ha
observacgdes que sugerem fortemente que os carcinossarcomas mamarios humanos
sdo derivados de uma unica célula-tronco totipotente (WADA et al., 1998). Ainda, nos
carcinossarcomas humanos autores sugeriram que as porcdes epiteliais e
mesenquimais sdo ambas componentes do parénquima da neoplasia e também
concordam com a hip6tese da origem monoclonal (TEIXEIRA et al., 1998). Em medicina
veterinaria ndo ha informacdes sobre a origem dos carcinossarcomas, mas em Nnosso
estudo ambos o0s componentes epiteliais e mesenquimais apresentaram 0 mesmo

padréo de marcacao para as CTTs.
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VIl = CONCLUSOES

A reacao de imuno-histoquimica revelou-se uma técnica adequada e foi
padronizada para detec¢do de CTTs nas neoplasias mamarias caninas.

O fendtipo CD44+/CD24- foi relacionado com os graus histolégicos mais
agressivos e metastases. Foi pouco relacionado com tipo histolégico carcinoma sélido.

Observou-se que o marcador de CTTs Oct-4 foi relacionado com um pior
prognostico apenas nos carcinomas mamarios solidos.

O marcador de CTTs ALDH-1 marcou poucas células dentro da neoplasia, e
estas foram relacionadas com pior prognostico em todos os tipos histologicos testados.

Os componentes epiteliais e mesenquimais do carcinossarcoma se comportaram

com o mesmo padrdo de marcacgao para todos os anticorpos testados.
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ANEXOS

Anexo A — Caracteristicas utilizadas para classificacdo dos tumores mamarios das
cadelas conforme o grau de malignidade.

Caracteristicas Escores

1. Formagéo de tubulo: um ponto para formagéo de tubulos 1 2 3
bem marcada; trés pontos para pouco ou nenhum tibulo

2. Hipercromatismo e mitoses: um ponto se uma figura mitética 1 2 3
€ vista ocasionalmente; dois pontos se duas ou trés figuras
sdo vistas; trés pontos se 0 numero é alto

3. Tamanho e forma irregular do ndcleo: um ponto se os
nucleos sédo proporcionais em tamanho e forma, trés pontos 1 2 3
guando o pleomorfismo é marcado

Total do escore Grau de
malignidade
3-5 I
6-7 Il
8-9 [l

Fonte: Misdorp et al., 1999
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Anexo B — Médias percentuais e erro-padrao das médias das células imunomarcadas

pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann Whitney nos grupos 1 a 11, e nos 13 e 14.

Grupos CD44 CD24 Oct-4 ALDH-1
Tubl 32,7+6,5 18,7 £ 16,9 37,0+4,3 0,8+0,8
Tub2 46,8 + 3,1 50+5,6 37,5+5,0 16+0,9
Tub3 57,5+54 9,0+12,8 6,6 +2,8 0,5+0,5
Papl 35,4+5,3 15,0+ 2,9 13,8 £4,3 0x0
Pap?2 36,5+7,3 11,2+ 3,7 75+2,1 0,20
Pap3 46,2 +5,2 10 +10 50+2,6 0+0
Sol2 36,8+ 6,0 54+27 4,8+1,6 4,1 +6,7
Sol3 36,1+11,4 8,5+4,0 11,0+2,0 0+0
Mistol 46,3+ 7,2 29,2+8,1 16,5+4,;3 1,4+23
Misto2 50,1+£5,9 2000+£7,6 16,8 £ 3,9 0x0
Misto3 47,2+ 3,9 150+ 7,3 5,7+15 0x0
Met 75,3 +8,7 3,1+1,6 6,8+3,1 0,6+0,6
Adeno 13,6 £2,5 82,7+5,3 73,3+6,2 0+0
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