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AVALIACAO DA POPULACAO DE CELULAS TRONCO TUMORAIS NAS
NEOPLASIAS DA GLANDULA MAMARIA EM CADELAS

RESUMO - Os tumores mamarios sao as mais freqlientes neoplasias em
cadelas, representando cerca de 50% dos tumores diagnosticadas nesta
espécie e tem maior incidéncia em fémeas de meia idade a idosas. Tém sido
utilizadas como modelo de estudo para neoplasias mamarias de mulher devido
as varias caracteristicas comuns como as similaridades histolégicas e imuno-
histoquimicas. Na ultima década, estudos baseados nos perfis moleculares das
neoplasias mamarias, tornaram possivel a identificagdo de algumas células
neoplasicas com caracteristicas de células tronco — as células tronco tumorais
(CTT). Uma das moléculas putativas para marcagao das CTTs € o CD44. A
telomerase, que vem sendo relatada como marcador tumoral, é potencialmente
expressa também em CTTs. Estudos recentes estabeleceram um elo crucial
entre a transicao epitelial-mesenquimal (EMT) e a aquisicao de propriedades
moleculares e funcionais de células-tronco. Por este motivo analisamos a
expressdo das proteinas CD44, Citoqueratinas AE1/AE3 e Vimentina, e da
enzima telomerase, em tumores mamarios de cadelas a fim de investigar o
potencial de marcacao de CTTs e sua relagdo com a EMT. Para tal foram
utilizados métodos de imuno-histoquimica em tecidos parafinizados tanto in
vivo quanto in vitro, fazendo-se uso de técnicas como Tissue MicroArrays
(TMA), citoinclusao de tecidos tumorais e cultivos celulares. A expressao da
telomerase nas células de tumores mamarios cultivadas foi analizada por PCR
em tempo real. Nas amostras de tecido parafinizado in vivo, a imunomarcacgéao
da citoqueratina demonstrou diferenga significativa entre tumores benignos e
malignos (p<0,05), mostrando-se mais intensa em tumores malignos. Ja a
vimentina apresentou maior intensidade de marcagdo em tumores benignos,
porém nao apresentando 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 relagdo com a EMT, nos tumores



analisados. Foi observada expressdo da telomerase nas células neoplasicas
cultivadas, porém sem diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao tecido
mamario normal. As técnicas para a montagem dos TMAs e de cultivo celular

foram eficientes, podendo ser utilizadas na rotina e em pesquisas posteriores.

Palavras-chave: Antigenos CD44, culturas e meios de cultura, imuno-

histoquimica, neoplasia mamaria-cao, reagao em cadeia da polimerase.



EVALUATION OF CANCER STEM CELLS POPULATION IN NEOPLASIAS
OF BITCHES MAMMARY GLAND

SUMMARY — 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 common 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. Telomerase,
which has been reported as a tumor marker, is potentially also expressed in
CSCs. 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, and the telomerase
enzyme, in dogs mammary tumors, to investigate the potencial for CSC
markers, and its relation with the EMT using immunohistochemistry in paraffin
embedded tissues in both in vivo and in vitro, making use of techniques such as
Tissue MicroArrays (TMA), cell blocks from tumors and cell cultures. Besides
that, we analyzed the telomerase expression in mammary tumor cultivated cells
by quantitative real time PCR. 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 potencial, however its relation with EMT was not detected in the
analyzed tumors. Telomerase expression was positive in the neoplastic
cultivated cells, however without significant difference (p <0,05) compared to
normal mammary tissue. The techniques applied were efficient and can be used

in routine and later researches.



Keywords: antigens CD44, cell culture techniques, breast neoplasms-
dog, Immunohistochemistry, polymerase chain reaction.



INTRODUGCAO



1 INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as mais frequentes neoplasias em cadelas
(BOSTOCK, 1986), compondo numerosas variantes entre benignos e malignos
(MISDORRP et al. 1999). Representam cerca de 50% dos tumores observados
em cadelas e tem maior incidéncia em fémeas de meia idade a idosas
(DALECK et al. 1998; MARTINS et al. 2002). A espécie canina, de fato, é a que
apresenta espontaneamente, a maior incidéncia de neoplasias mamarias
dentre todos os mamiferos e, quando comparada a mulher, apresenta trés
vezes mais tumores mamarios que a mulher (BRODEY et al. 1983).

A disponibilidade de anticorpos monoclonais que reagem com antigenos
associados aos tumores de mama esta se expandindo progressivamente e,
dessa forma, vem permitindo que se conhega melhor algumas caracteristicas
biolégicas das neoplasias, 0 que proporciona uma avaliagdo de prognostico,
diagnostico e tratamento (MOTTOLESE et al., 1994). Um importante desafio a
pesquisa do céncer é entender como alteragbes genéticas associadas a
tumorigénese contribuem para as alteragdes celulares e biolégicas que podem
ser reconhecidas como malignas. (RICARDO et al. 2011).

A proliferagdo celular € controlada por sinais do microambiente que
podem ser tanto inibidores como estimulatérios. 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 expressas pelas células
tumorais, que foram realizados através de analise imuno-histoquimica
utilizando anticorpos relacionados a metastases e proliferacao celular, foram
associados as células com caracteristicas de células tronco. (ALl et al. 2011;
WU et al. 2011) Na ultima década, tratamentos clinicos foram desenvolvidos
baseados nos perfis moleculares das células tumorais mamarias. Assim, a

terapia mais promissora teve origem na identificagdo de determinadas células
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neoplasicas com as caracteristicas de células tronco, denominadas células
tronco tumorais (CTT) (RICARDO et al. 2011).

Uma das moléculas envolvidas na marcacdo das CTTs é o 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). Baseado em estudos recentes, existem
evidéncias que sustentam a idéia de que o CD44 juntamente com o CD24, que
sao marcadores de membrana celular, em combinagdo com o aldeido
desidrogenase (ALDH), seriam os mais precisos para a identificacdo e
isolamento das CTTs em tumores mamarios, porém existem muitas
discrepancias entre os resultados (GINESTIER et al. 2007). Por este motivo,
torna-se imperativo identificar mais precisamente as CTTs, principalmente em
tecidos caninos, para maior compreensdo das mesmas nas neoplasias
mamarias (RICARDO et al. 2011).

A senescéncia celular esta ligada ao encurtamento dos teldbmeros, que
sdo complexos de nucleoproteinas especializadas, localizadas nas
extremidades finais dos cromossomos (PANG, ARGYLE, 2009). A cada diviséo
celular ocorre uma alteracido ao final da replicacéo, pela incapacidade da DNA
polimerase de replicar o final 5 dos cromossomos lineares, perdendo assim de
50 a 200 pares de base de DNA telomérico (ARGYLE, NASIR, 2003; YAZAWA
et al. 1999). A imortalizacao celular € um evento importante para a progressao
tumoral, e pode ser adquirida pela manutencdo dos teldmeros. Um melhor
entendimento do processo de imortalizacdo das células neoplasicas e como ele
esta relacionado as CTTs pode identificar alvos moleculares a fim de gerar
novos tratamentos e prevencdo do cancer (PANG, ARGYLE, 2009). E
conhecido que a telomerase, uma ribonucleoproteina, age como uma
transcriptase reversa catalisando novas sequéncias teloméricas no fim dos
cromossomos, € a sua expressao ja foi observada em células tronco adultas
em humanos (HIYAMA et al. 1995). Estudos baseados na expressao da
telomerase em oncologia veterinaria sao importantes para o0 maior
conhecimento na oncologia comparada (ARGYLE, NASIR, 2003).
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Estudos recentes estabeleceram ainda um elo crucial entre a transicdo
epitelial-mesenquimal (EMT) e a aquisicdo de propriedades moleculares e
funcionais de células-tronco (MANI et al. 2008; MOREL et al. 2008). Além do
aumento do potencial de invasdo e metastases, a indugao da EMT em células
epiteliais  imortalizadas de tumores mamarios humanos, elevou
significantemente a sua capacidade de auto-renovagdo, e a expressao de
marcadores associados as CTTs (MANI et al. 2008). Como a EMT pode ser
esporadicamente desencadeada por estimulos extracelulares e por fatores do
microambiente, estes achados fornecem uma possivel explicacdo para a nova
geragado de CTTs provindas de células tumorais diferenciadas, e sugerem que
a passagem pela EMT é relevante e/ou necessaria para a tumorigénese (MAY
et al. 2011).

Na tentativa de detectar as CTTs em tumores mamarios de cadelas,
realizamos ensaios imuno-histoquimicos em Tissue MicroArrays (TMA) de
tecido parafinizado utilizando o anticorpo anti-CD44. Além deste, a marcacgéao
por anticorpos anti-citoqueratina e anti-vimentina foram analisadas para
diferenciar o fenotipo epitelial do mesenquimal das células imunomarcadas
pelos mesmos.

A técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais, ou Tissue
MicroArrays, € uma técnica de conceito 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 hibridizigdo in situ. Na medicina veterinaria o método vem sendo
difundido pelos patologistas, porém o custo das maquinas para a construcao do
TMA ainda é 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.

A utilizagdo da técnica do cultivo celular in vitro também tem permitido
estudos da biologia molecular tumoral de maneira mais controlada, pois
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possibilita ter o controle preciso do ambiente fisico-quimico como a
temperatura, umidade, pressao osmoética e tensdo de O, e CO, (FRESHNEY,
2005).

Estudos véem sendo realizados em células provenientes de tumores
mamarios in vitro para a compreensido de sua biologia molecular. Logo o
estudo do comportamento, tanto de linhagens como de cultivos primarios, se
mostra valioso, pois novos achados podem auxiliar no aprimoramento das
técnicas para diagndstico, progndstico e tratamento de pacientes com cancer
de mama. Para pesquisarmos a presenga de CTTs in vitro, realizamos ensaios
imuno-histoquimicos em cultivos primarios de neoplasias mamarias de cadelas
utilizando a técnica da citoinclusdo. Além destes também foram feitas analise
da expressao da telomerase por meio de gqRT-PCR nas células cultivadas de
neoplasias mamarias de cadelas e em amostras de tecido normal, a fim de

estudar sua relagdo com a malignidade e com as CTTs.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A GLANDULA MAMARIA DE CADELAS

A glandula mamaria dos mamiferos € um 6rgao complexo, que sofre
continuas modificagbes durante a vida, particularmente devido ao crescimento
corporeo e a estimulacdo hormonal, existindo um amplo espectro de
“‘normalidade” cito e histolégica mamaria (RUSSO et al. 1990). A cada prenhes
ocorre proliferacao do tecido glandular, diferenciagdo de acinos que secretam
leite e por fim involugdo dos componentes havendo preservagao das estruturas
(SORENMO et al. 2011). A mama consiste de ductulos, ductos terminais
intralobulares e ductos terminais extralobulares, que drenam para o ducto
interlobular constituindo a chamada unidade ductal tubular terminal (TDLU)
(RONNOV-JESSEN et al. 1996).

O epitélio glandular mamario é formado por células alveolares
secretérias que variam de colunares a cuboides, e apresentam numeros
variados de particulas de gordura intracitoplasmaticas (SORENMO et al. 2011).
Os alvéolos drenam para ductos intralobulares secretores onde o epitélio ainda
possui uma configuragdo mais colunar. Por sua vez esses ductos drenam para
um ducto lobar revestido de epitélio cubico ndo secretor que pode se expandir
para armazenar o leite antes deste ser drenado para o seio lactifero onde o
orificio interno € marcado pela transicao para epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado (BANKS, 1991). Had uma camada de células mioepiteliais de
formato fusiforme a estrelado anteriormente a camada basal que circunda
todos os alvéolos e ductos. Para oferecer o suporte necessario as células, o
tecido mesenquimal se encontra entremeado aos alvéolos e ductos, e consiste
de tecido fibroso, adipdcitos, nervos, vasos sanguineos e linfaticos.
Ocasionalmente podem ser observados histiocitos, mastécitos e células
linféides (SORENMO et al. 2011). A glandula apresenta tecido conjuntivo
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frouxo bem vascularizado com feixes de fibras musculares lisas e fibras

elasticas ao redor dos grandes ductos (BANKS, 1991).

2.2 NEOPLASIAS DA GLANDULA MAMARIA DE CADELAS

As neoplasias mamarias na espécie canina tém sido utilizadas como
modelo de estudo para as neoplasias mamarias na mulher, preterindo-se o
processo em murinos, devido as varias caracteristicas comuns, como a
similaridade histologica e imuno-histoquimica, a elevada incidéncia, a natureza
heterogénea das populagdes humana e canina, o grande numero de recidivas
e a auséncia de envolvimento viral na etiologia do processo (MADEWELL &
THEILEN, 1987; MOTTOLESE et al., 1994).

Os fatores de risco mais importantes no desenvolvimento de tumores
mamarios nas cadelas sao a idade avangada e a exposi¢ao hormonal
(SORENMO et al. 2011). Outros fatores como a raga, a dieta e a obesidade
também tem sido associados aos tumores mamarios (BRONDEN et al. 2010;
GOLDSCHMIDT et al. 2001; SCHNEIDER et al. 1970). A média de idade para
o0 aparecimento de neoplasias mamarias depende da expectativa de vida de
cada raga, porém estudos realizados com ragas diversas reportam uma média
entre 8 a 11 anos, demonstrando ser esta uma patologia de fémeas de meia
idade a idosos (BRODEY et al. 1983; HELLEMEN et al. 1993; KORSCHING et
al. 2005; PRIESTER, MANTEL 1971; SCHNEIDER, 1970; SHOFER et al.
1989). Segundo Schneider et al. (1970), a exposi¢cdo aos horménios ovarianos
endoégenos € um importante fator de risco. Neste estudo foi observado que
cadelas submetidas a ovariohisterectomia (OSH) antes do primeiro estro
apresentavam apenas 0,5% de chance de desenvolvimento de tumores,
aquelas que realizaram a OSH entre o primeiro e o segundo estro

apresentaram 8% de chance e, entre o segundo e o terceiro estro 26%. Ja as
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cadelas ovariohisterectomizadas apds o terceiro ciclo estral ndo apresentaram
efeitos de prevencéo significativos.

Estudos epidemiolégicos demonstram que fémeas caninas de racgas
pequenas tém maior incidéncia de tumores mamarios, porém algumas racas de
grande porte ja foram relatadas apresentando elevado risco para estas
neoplasias (BRODEY et al. 1983; BRONDEN et al. 2010; GOLDSCHMIDT et
al. 2001; MOE, 2001). Estes resultados observados quanto as ragas mais
predispostas, apresentam variagoes dependendo da regido onde o estudo foi
realizado (SORENMO et al. 2011).

Nas cadelas, as neoplasias mamarias sao relativamente faceis de serem
detectadas pelo proprietario ou por exame fisico de rotina. Os achados clinicos
podem variar de acordo com o comportamento biolégico do tumor, e do estagio
da doenga no momento em que o animal € examinado (CASSALI et al. 2011;
SORENMO et al. 2011). Em aproximadamente 70% dos casos o animal
apresenta mais de um tumor na mesma mama ou sao multicéntricos,
envolvendo varias mamas, sendo as inguinais e abdominais caudais as mais
comumente acometidas (GOLDSCHMIDT et al. 2001; MISDORP et al. 1999;
SORENMO et al. 2011). A apresentagao clinica é bem variada podendo haver
tumores pequenos com menos de 1cm, até nodulos grandes com mais de
15cm de didmetro, aderidos ou ndo a musculatura ou pele, ulcerados, macios
ou firmes e por vezes acompanhados de reacao inflamatoria local (CASSALI et
al. 2011; MISDORP et al. 1999; SORENMO et al. 2011). As neoplasias
mamarias apresentam tipos histolégicos diferentes e as suas classificagdes
variam consideravelmente (CASSALI et al. 2011; GOLDSCHMIDT et al. 2011).
A classificagdo histologica de neoplasias que acometem o0s animais
domésticos, incluindo tumores e displasias da glandula mamaria, publicada por
Misdorp et al. (1999) é ainda o sistema de classificagdo mais adotado. Porém
desde a sua publicagdo, subtipos histoldégicos novos ja foram encontrados em
cadelas, havendo discordancias entre autores, tornando dificil a adogao de um
unico método de classificagdo histolégica pelos patologistas (CASSALI et al.
2011; GOLDSCHMIDT et al. 2011; MEUTEN, 2002).
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Os animais portadores de lesdes na glandula mamaria devem ser
submetidos a exame fisico completo, com palpacdo cuidadosa de toda a
cadeia mamaria e avaliagao clinica geral para a obtengdo de diagnostico de
qualidade (CASSALI et al. 2011; DALECK et al. 1998). Também se faz
necessaria anamnese completa com todo histérico clinico e informagdes sobre
o ciclo reprodutivo (DALECK et al. 1998). A excisdo cirurgica dos tumores é o
tratamento de elei¢do inicial, por meio de mastectomia, seguida de avaliagédo
histopatolégica das formacodes e de linfonodos quando removidos juntos com a
cadeia mamaria, pois somente a histopatologia oferece o diagndstico
morfolégico definitivo (CASSALI et al. 2011; SORENMO et al. 2011).

O estadiamento clinico se faz necessario na tentativa de estabelecer
tratamento e progndstico do animal, e € comumente descrito de acordo com o
sistema TNM estabelecido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), sendo
T a extensdo do tumor primario, N a condi¢do do linfonodo regional, e M a
presenca de metastases (OWEN, 1980). Este sistema foi uma proposta inicial
para estudos relacionados aos progndsticos de tumores mamarios em caes e
gatos. Apesar de estudos feitos nessa area desde entdo, ainda n&o foi
estabelecido uma conduta comum para analise progndstica dessas neoplasias
(MATOS et al. 2012).

2.3CELULAS TRONCO TUMORAIS

As células-tronco podem ser encontradas no organismo adulto, em
regides como na medula 6ssea, no epitélio intestinal e outros tecidos altamente
regenerativos. Estas células possuem um numero definido nos tecidos
diferenciados, sofrem mitoses e originam um numero elevado de células filhas.
Esta capacidade € que proporciona a perpetuacao e a permanéncia deste tipo
celular nos tecidos. A funcdo das células filhas e das células diferenciadas
depende da influéncia herdada das células mée. As células-tronco podem estar

23



no tecido diferenciado assim como no tecido embrionario, residindo sua
aplicagao nas pesquisas desde a produgao de clones até no reparo tecidual
(TAl et al., 2005).

Uma caracteristica importante das células-tronco € a capacidade de se
diferenciar e de se auto-renovar. A divisdo destas células pode ser simétrica,
quando as duas células filhas rettm o mesmo fendtipo da célula méae, ou
assimétrica, quando cada filha apresenta componentes citoplasmaticos
distintos com fatores de transcricdo capazes de regular a expressao de genes
de diferenciagao celular (HILL, PERRIS, 2007). Estas ultimas s&o chamadas
células progenitoras, as quais perdem a capacidade de auto-renovagéo e séo o
vinculo entre as células tronco e as células maduras. Quando a diferenciagcao
celular ocorre por completo ha perda destas caracteristicas imaturas das
células, fase esta, em que a célula € conhecida como uma célula adulta
especializada. O desenvolvimento das células tronco de diferentes 6rgaos pode
apresentar variagdes, porem todas as células tronco do organismo necessitam
de um balango entre as caracteristicas de auto-renovacido e diferenciacao
celular (WU, 2007). Para que ocorram estes estimulos, as células tronco
necessitam da ativacdo de genes que participam desses processos. Muitos
destes genes se encontram em vias que sao associadas também as
neoplasias. As células-tronco e as neoplasicas possuem muitas similiaridades
fenotipicas (REYA et al., 2001; PARDA et al. 2003; FEINBERG, 2005). Estas
caracteristicas contribuem para a renovacdo ou imortalidade, devido a alta
capacidade proliferativa, promocdo de metastases, e indugcdo de neoplasias
derivadas das células-tronco adultas (PARDA et al. 2003; TROSKO, 2003; TAI
et al, 2005). A elevada proliferacdo celular como ocorre no trato
gastrointestinal, figado e também nas células-tronco, ou seja, células labeis ou
quiescentes que estdo em constante renovagao, permitem o acumulo de
mutagcbes somaticas, alteragées cromossémicas, ou mudangas epigenéticas
que contribuem para a transformagao neoplasica (REYA et al., 2001; PARDA et
al. 2003).
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As células tronco tumorais (CTTs) podem ser originadas por mutagdes
em células tronco, células progenitoras e em células maduras (WU, 2007). O
modelo das CTTs propde que tumores, assim como tecidos normais, sio
organizados em uma hierarquia, onde apenas as CTTs tém potencial
tumorigénico e proliferativo ilimitado (CLARKE et al. 2006). Considerando que a
hipétese das CTTs nao estipula uma célula de origem para cada neoplasia em
particular, é razoavel supor que os tumores podem se originar a partir da
transformacao de células-tronco do tecido normal, ou de células progenitoras
diferenciadas (MAY, 2011), porém se a mutagdo pode ocorrer em células
progenitoras e maduras, as células transformadas devem reaver o seu
potencial de auto-renovagao (MAY, 2011; WU, 2007). Existem duas hip6tesese
para esta transformacao, que a célula pode “desdiferenciar’ para uma célula
tronco, ou que genes associados a auto-renovagao sejam ativados (SELL,
1993; WU, 2007). As células tronco tumorais foram descritas como sendo um
pequeno grupo de células neoplasicas de um tumor, que formam um
reservatorio de células de auto sustentacdo com a exclusiva habilidade de
auto-renovagao e criagao de linhagens heterogéneas de células que compdem
a neoplasia (CLARKE et al. 2006). Sendo assim, estas sdo capazes de levar ao
crescimento tumoral, a progressdo e a metastase, devido as suas
caracteristicas (RICARDO et al. 2011).

Modelos alternativos de desenvolvimento e manutengdo tumoral
existem, bem como a hipotese da evolugdo clonal, que propde o surgimento
continuo de subpopulagdes tumorigénicas pelas constantes mutagbes e
clonagens destas células (NOWELL, 1976; BLACKING et al. 2011). E possivel
que em certos tumores, a combinagao destes processos seja mais condizente
com o comportamento tumoral (SHIPITSIN, POLYAK, 2008; SHACKLETON et
al. 2009).

Em camundongos imunocomprometidos, foram implantadas células de
carcinomas mamarios humanos que expressavam proteinas de membrana
putativas de células tronco identificadas e isoladas por citometria de fluxo como
linhagens CD44 positivas e CD24 negativas. Foi observado que em média 100
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destas células tinham a capacidade de formar novos tumores, em contrapartida
a implantacdo de mais de 10000 células tumorais que n&o expressavam as
proteinas n&o foi capaz de formar novas neoplasias nos animais (AL-HAJJ,
CLARKE, 2004). Estas células mostraram-se indutoras da transformacao
neoplasica e de grande habilidade na preservagdo deste tipo celular na
implantagédo de novos tumores. As caracteristicas fenotipicas destas células
incluem a habilidade de reprogramar o tumor quando implantado nas cobaias,
portanto, estudos sugerem que estas populagdes distintas de células sao
semelhantes as células-tronco e responsaveis pela manutencao do respectivo
tumor (AL-HAJJ, CLARKE, 2004; WEBSTER et al., 2007).

Em células tronco embrionarias ja foi observada expressdao de uma
enzima que evita o encurtamento dos telédmeros, a telomerase, que s6 se
mantém, porém diminuida, em células tronco adultas, linfécitos ativos e
queratinécitos (WRIGHT, et al. 1996). Apesar dessa diminuicdo da sua
expressao a sua presencga nestas ceélulas adultas sugere que a telomerase tem
um importante papel na biologia das células tronco (PANG, ARGYLE, 2009).
Em humanos, mutagdées no gene que codifica a telomerase foram relacionadas
a patologias caracterizadas por perda prematura da regeneragédo tecidual
devido a perda da atividade da telomerase, exaustdo das células tronco,
insuficiéncia de medula 6ssea e morte prematura (VULLIAMY et al. 2001,
VULLIAMY et al. 2002). Estudos em camundongos demonstraram que o
encurtamento dos teldbmeros reduz as funcbes das células tronco, e esta
relacionada a um comprometimento da homeostase e reducdo da expectativa
de vida (LEE et al. 1998), porém a super expressao da telomerase resulta num
aumento da tumorigénese (ARTANDI et al. 2002).

2.4PROTEINA DE CELULAS TRONCO
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O CD44 é uma glicoproteina de membrana tipo | que apresenta um
pequeno dominio citoplasmatico, um dominio transmembranico, uma regidao em
membrana proximal altamente glicosilada e um dominio de ligag&o hialuronico
N-terminal (WOLNY et al. 2010). O CD44 é um receptor de membrana celular
para o acido hialuronico, que consiste no glicosaminoglicano mais abundante
da matriz extracelular da maioria dos tecidos dos mamiferos (LAURENT et al.
1992; BORLAND et al. 1998). O gene CD44 esta localizado no cromossomo
11p13 e consiste de 19 exons codificados, dos quais 9, residem entre os exons
constitutivos 5 e 6, que podem se ligar de maneiras diferentes, formando
diferentes isoformas dependendo do tecido e da expressdo de diferenciacéo
especifica. O epitopo reconhecido pelos anticorpos anti-CD44 (clones 156-
3C11 e G44-26) mais utilizados para o isolamento das CTTs esta situado na
regido amino-terminal do CD44, onde estao localizados os exons nao variaveis
1 a 5, indicando que todas as isoformas do CD44 devem ser detectadas por
estes anticorpos (ORIAN-ROUSSEAU, 2010). O CD44 é encontrado em varios
tipos celulares, incluindo leucdcitos, condrécitos, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais e vem sendo implicado a varios processos como
recrutamento de linfocitos, sinalizacao de células T, adesdo de matriz celular,
apoptose, angiogénese e metastases. O papel da sua ligagdo ao acido
hialuronico nestes processos tem sido motivo de estudos, ja que a sua
propensao a esta ligacao varia muito entre tipos celulares e seu estado de
maturagdo (DAY, DE LA MOTTE, 2005; PURE, CUFF, 2001; WOLNY et al.
2010). O CD44 também fornece uma ligagao entre a membrana plasmatica e a
actina do citoesqueleto, que modula o formato da célula e sua motilidade
(PONTA et al. 2003; ORIAN-ROUSSEAU, 2010). O primeiro experimento
utilizando linhagens de células provenientes de tumores mamarios humanos,
foi publicado por Al-Hajj et al. (2003), a fim de analisar a expressédo de CD44 e
CD24 como marcadores putativos das CTTs, utilizando citometria de fluxo. Foi
observado que a tumorigenicidade estava em células que expressavam CD44
positivo e CD24 negativo. Desde entdo a expressdao do CD44 sozinho ou em
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conjunto com outros marcadores como CD24, CD133 e o ALDH, vem sendo
relatado como identificador das CTTs em tumores primarios e linhagens
celulares de diversas origens (COLLINS et al. 2005; DALERBA et al. 2007;
PRINCE et al. 2007; FILLMORE, KUPERWASSER, 2008; TAKAISHI et al.
2009). O CD44 ja foi associado ao aumento das propriedades invasivas
(GINESTIER et al. 2007; LIU et al. 2007), a resisténcia a radio e quimioterapia
(PHILLIPS et al. 2006; LI et al. 2008) e consequentemente pior progndéstico
(GINESTIER et al. 2007; LIU et al. 2007). Em tumores mamarios caninos
poucos estudos foram feitos para analisar a expressdo do CD44 como
marcador de CTTs (BLACKING et al. 2011; PALTIAN et al. 2009).

2.5TRANSICAO EPITELIAL-MESENQUIMAL

A EMT é um processo essencial no desenvolvimento animal, que
possibilita a reprogramacao de células epiteliais polarizadas para um fendétipo
mesenquimal de maior motilidade. Durante o desenvolvimento embrionario, a
EMT possibilita a diminuicdo do contato célula-célula, melhorando assim a
motilidade celular e abrindo caminho para as inumeras movimentagdes
necessarias na gastrulacao e organogénese (MAY et al. 2011; THIERY et al.
2009; POLYAK, WEINBERG, 2009). Essa mudanca fenotipica do epitélio para
uma morfologia fusiforme é dada por vias integradas de sinais de transdugao e
por fatores de transcricdo, relacionados a expressao alterada de genes
responsaveis pela adesao celular, diferenciacdo e motilidade (MAY et al. 2011).
Nos primeiros estagios da EMT ocorre a degradagcao da E-caderina, um
importante componente da adesdo célula-célula (JANDA et al. 2006). As
células ndo s6 perdem caracteristicas epiteliais, como também voltam a
expressar genes associados a células mesenquimais como a fibronectina e a
vimentina (MAY et al. 2011). Estas mudangas permitem que a célula migre
independentemente e invada o estroma atravessando a membrana basal (MAY
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et al. 2011). Em tecidos neoplasicos, a EMT pode ser estimulada para que seja
aumentado o seu potencial de migragdo e invasdo, necessario para a
progressao e metastase tumoral (THIERY et al. 2009; POLYAK, WEINBERG,
2009). Em neoplasias mamarias foi associada a indugao de EMT a marcagéao
positiva de CD44 e outras caracteristicas de células tronco, sugerindo um
fendtipo antigénico que poderia detectar CTTs associadas a EMT com elevada
capacidade tumorigénica (MANI et al. 2008; PANG et al. 2011).

2.6 CULTIVO CELULAR

As linhagens celulares constituem modelos experimentais adequados
para a investigacdo da tumorigénese, diferenciagcéo, resposta a tratamentos,
regulacédo genética e da caracterizagao do crescimento das células em cultura,
constituindo um importante meio de analises de fenbmenos neoplasicos e da
biologia tumoral (VILELA et al. 1998; VARGO-GOGOLA, ROSEN, 2007). As
culturas obtidas a partir de fragmentos de 6rgéos ou tecidos tumorais sao ditas
primarias. A partir destes cultivos podem ser obtidas as linhagens celulares,
que por meio de alteragbes genéticas, conferem as células um crescimento
rapido e continuo, se tornando imortalizadas (LEWIN, 1996). As culturas
primarias podem ser adquiridas tanto de fragmentos do tecidos aderidos a um
substrato, permitindo assim que as células migrem, ou desagregando o tecido
mecanicamente e enzimaticamente para produzir uma suspensao de células
que podem se aderir ao substrato (FRESHNEY, 2005). Em cultivo de tumores
mamarios de camundongos o melhor método testado foi o cultivo a partir de
explantes, podendo ser mantido por mais de trés meses gerando subcultivos e
linhagens imortalizadas (PEIl et al. 2004).

Segundo Mcdonald (1996) os cultivos celulares comumente exibem
certas propriedades como: dependéncia de ancoragem, quando as ceélulas
necessitam se ligar a uma superficie sélida para sobreviverem e proliferarem;
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monocamada, quando a distribuicdo das células é observada em uma unica
camada sobre o substrato; a dependéncia de soro fetal, que fornece
substancias essenciais para as células; e inibicdo densidade-dependente, isto
€, quando ha o estabelecimento da confluéncia (ocupacgao de todo o substrato
disponivel na garrafa), a atividade proliferativa diminui notavelmente.

As células em cultivo normalmente apresentam um modelo de curva de
crescimento sigmoide, o que reflete a adaptacdo a cultura, o suprimento
nutricional necessario para sustentar a proliferacdo celular, as condicoes
ambientais e do substrato. Apds a introducdo das células em cultivo, elas
passam por uma fase onde ndo se dividem (fase lag), seguidas de um periodo
de atividade proliferativa, com aumento exponencial do numero de células (fase
log), para soO entado atingirem a fase do platd, onde a proliferagdo diminui e a
populagdo chega a confluéncia. Finalmente, ocorre um periodo de declinio no
numero de células como consequéncia da senescéncia e morte celular
(MCATEER, DAVIS, 1996; VILELA et al. 2007).

Para que as células se tornem imortalizadas, se faz necessaria uma
transformacao, que tanto in vitro quanto in vivo, pode ocorrer espontaneamente
ou ser induzida por derivados do meio ambiente ou por transformagdes
genéticas (MCDONALD, 1996; LEWIN, 1996). Exposi¢cbes a certos produtos
quimicos carcindgenos, radiagdes, transfec¢ao por retrovirus ou DNA de virus
tumorigénicos de oncogenes e genes supressores de tumor podem levar as
células a se tornarem linhagens estaveis (LEWIN, 1996; LOPES et al. 2005).

2.7TELOMERASE

Células normais tém um periodo de vida preciso e se multiplicam até um
ponto critico, entrando em senescéncia e consequente morte celular
(ZAVLARIS et al. 2009). Este envelhecimento € controlado pelos telémeros,
que sao estruturas especializadas, formadas de nucleoproteinas e que se
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encontram nas extremidades finais dos cromossomos (YAZAWA et al. 1999;
ZAVLARIS et al. 2009) Nos mamiferos, os teldmeros sao repetidas sequéncias
ricas em guanina (TTAGGG) orientadas de 5’ a 3’, e que est&o relacionadas a
diversas fungdes (PANARESE et al. 2006; PANG, ARGYLE, 2010). Elas
mantém a integridade do cromossomo, influenciam a transcricdo de genes
localizados perto das extremidades, permite que a dupla hélice de DNA seja
completamente replicada e participa da segregacéo meidtica do cromossomo e
da organizacao do nucleo (PANARESE et al. 2006).

Os teldmeros encurtam a cada replicacgdo de DNA devido a
incapacidade da DNA polimerase de replicar a extremidade final dos
cromossomos lineares, perdendo aproximadamente de 50 a 200pb do genoma
telomérico (YAZAWA et al. 1999; ZAVLARIS et al. 2009). Este encurtamento
progressivo representa um mecanismo supressor de tumor, pois quando
alcanga um comprimento critico, a célula entra em senescéncia e ndo passa da
fase Gy do ciclo celular perdendo sua viabilidade (PANARESE et al. 2006;
PANG, ARGYLE, 2009). Células neoplasicas possuem mecanismos que
contornam o encurtamento dos telémeros, evitando a senescéncia, permitindo
assim uma proliferagéo continua (ZAVLARIS et al. 2009). E conhecido que a
enzima telomerase mantém os telémeros sintetizando DNA telomérico (PANG,
ARGYLE, 2009).

A telomerase é uma ribonucleoproteina complexa, formada por um RNA
modelo (TERC), que contem uma regido complementar a sequencia TTAGGG,
e uma subunidade de transcriptase reversa catalitica (TERT). A holoenzima
telomerase se liga ao teldbmero pelo alinhamento do RNA modelo a sua
sequéncia repetitiva, catalizando a adi¢gao de novas sequéncias teloméricas na
extremidade do cromossomo (NAKAMURA et al. 1997; PANG, ARGYLE,
2009). Apesar do RNA modelo e da subunidade catalitica serem importantes, o
componente TERT € o principal determinante para a atividade da enzima, visto
que a sua expressao € limitada apenas em células com a telomerase ativa
(DUCREST et al. 2001; NASIR et al. 2004). Ja a subunidade TR é expressa em
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todos os tecidos, independente da atividade da telomerase (AVILION et al.
1996).

Estudos na oncologia comparada vém se mostrando importantes na
obtencdo de melhores tratamentos, prognodsticos e modelos experimentais
(ARGYLE, NASIR, 2003). O gene que codifica TERT ja foi caracterizado em
varias células eucarioticas, incluindo ratos e humanos (NAKAMURA et al.
1997). Em caes Nasir et al. (2004) isolaram e caracterizaram a subunidade
catalitica da telomerase (dogTERT), que consiste de 1123 aminoacidos com as
principais caracteristicas da familia TERT. Demonstraram ainda que a proteina
dogTERT tem a maior similaridade de sequencias comparando-se a proteina
TERT humana entre todas as outras ja isoladas de outros mamiferos.

Em tumores da glandula mamaria de cadelas, alguns autores obtiveram
achados discrepantes quanto a atividade da telomerase, tanto em tecido
mamario livre de neoplasias, como em tumores benignos e malignos
(FUNAKOSHI et al. 2000; NOWAK et al. 2008; PANARESE et al. 2006;
ZAVLARIS et al. 2009), tornando necessarios novos estudos para a
confirmacéo de seu papel como marcador tumoral.

A telomerase também é expressa em células tronco normais, porém em
baixa quantidade, e tem sido sugerido que esta seria uma caracteristica
também das CTTs. Esta suposicao se torna dificil de validar pela inabilidade de
isolamento de uma populagdo exclusivamente formada por estas células
(PANG, ARGYLE, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Avaliar as expressdes de CD44, citoqueratina e vimentina em glandulas
mamarias e cadelas in vivo e in vitro por meio da imuno-histoquimica e/ou de

PCR em tempo real.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a distribuicdo da imunomarcagcao do CD44, da
citoqueratina e da vimentina em tumores benignos e malignos da
glandula mamaria, e avaliar a relagdo entre os mesmos e a transigao
epitelial-mesenquimal nestas neoplasias.

o Analisar quantitativamente a expresséo da telomerase nas
células neoplasicas cultivadas e em tecido mamario normal por meio de
PCR em tempo real.

o Elaborar protocolos de cultivo primario de células tumorais
mamarias, determinando a eficiéncia dos meios e a habilidade dos
cultivos de se expandirem in vitro.

o Analisar a expressao dos achados imuno-histoquimicos em
TMAs dos tecidos emblocados em parafina, de citoinclusdes obtidas por
puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF), e das células provenientes

dos cultivos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

As amostras estudadas foram obtidas junto ao Servico de Patologia
Veterinaria de onde foram selecionados 49 casos de tumores mamarios em
cadelas entre os periodos de 1995 a 2010. Os casos tiveram reavaliacédo
anatomopatoldgica e classificados de acordo com Cassali et al. (2011). Destes
casos foram preparadas laminas histolégicas de TMAs utilizando o método
descrito por Pires et al. (2006) modificado. Para a realizagdo dos cultivos
celulares foram coletadas amostras de tumores mamarios de cinco cadelas
durante o procedimento cirurgico. Para tal, apds a excisao cirurgica do tumor,
foram coletados fragmentos representativos do mesmo, de aproximadamente
0,5cm de didametro, dos quais, partes foram colocados em tubos estéreis
contendo 1ml de meio de cultura RPMI com 10% de Soro Fetal Bovino em
temperatura ambiente, e parte fixados em frascos contendo formaldeido 10%.
Ainda no momento da coleta, foi feita uma pungao aspirativa por agulha fina
das neoplasias, que era colocada em tubos estéreis contendo alcool 95% e
centrifugada imediatamente a 1800 rpm por 5 minutos, para a realizagédo de
citoinclusdo. Para a obtencdo do grupo controle da PCR para a analise da
telomerase, foram coletadas também 6 amostras de tecido mamario de cadelas
livres de neoplasias, encaminhadas ao Servico de Patologia Veterinaria para
exame necroscopico, € armazenadas em tubos estéreis contendo uma solucéo

crioprotetora de RNA (RNA holder, BioAgency, Brasil) em freezer — 20°C.

4.2 PREPARO DAS LAMINAS DE TISSUE MICROARRAYS
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Para a construgdo das laminas de TMA, foram utilizadas agulhas
hipodérmicas 40x16 que tiveram as suas pontas cortadas e feita uma pequena
abertura lateral de aproximadamente 2mm imediatamente abaixo do canho. A
agulha modificada foi entdo acoplada a uma maquina de ilhés 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 dentro da agulha foi utilizada uma pequena haste de
metal colocada 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 separados 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 (Figura 1). Destes
blocos foram feitos cortes histoldégicos de 3um e depositados em Iaminas que
foram coradas pela técnica da hematoxilina e eosina, em seguida montadas e

analisadas a microscopia 6ptica (Olympus CX41).
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Figura 1 — Preparo dos blocos de TMA; a) Maquina manual para aplicagéo de ilhds utilizada para a obtencdo dos
cilindros com as amostragens do TMA; b) A esquerda, agulha hipodérmica 40x16normal; A direita agulha
com a ponta cortada e com a janela lateral, que foi acoplada a maquina de ilhds; c) Formas de metal para
inclusdo de blocos em parafina com os cilindros ja colados em dois tamanhos diferentes, com 20 e 9

cilindros; d) Bloco de parafina do TMA de tamanho pequeno com 9 cilindros de amostras diferentes.

4.3 IMUNO-HISTOQUIMICA DOS TMAS

Os ensaios imuno-histoquimicos foram realizados utilizando-se protocolo
pré-estabeleceido. Foram retirados cortes de 3um dos blocos de TMAs, que
foram depositados em laminas contendo Poly-L-Lisina. Foram utilizados os
anticorpos Anti-Citoqueratina (Clone AE1/AE3, Monoclonal Mouse Anti Human,
Dako, USA), na diluicdo 1:300; Anti-Vimentina (Clone V9, Monoclonal Mouse
Anti Swine, Dako, USA) na diluicdo 1:400 e CD44 (Clone YKIX337.8.7,
Monoclonal Rat Anti Dog, Serotec) na diluicdo 1:100. Apds a desparafinizagao

em estufa a 60°C, foram feitas passagens em trés baterias de Xilol por 10
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minutos cada. Em seguida foi feita a re-hidratagdo em alcodis regressivos de
vao de 100% a 50%, seguidos de agua corrente por aproximadamente 5
minutos cada banho. A recuperagcdo antigénica foi realizada com tampao
citrato pH 6,0 em microondas com trés banhos de um minuto, e as laminas
deixadas para resfriar em agua destilada por 15 minutos. Apds resfriadas, foi
feito banho de perdxido de hidrogénio 10 V, seguido de banho de metanol com
peréxido de hidrogénio na propor¢cao 1/10, para a inibicdo da peroxidase
enddgena, por 15 minutos cada banho em camara escura. Para inibir as
ligacdes inespecificas foi utilizado 6 gramas de leite em pd desnatado Molico®,
diluido em 100ml de agua destilada por cerca de 30 minutos. As laminas foram
entdo colocadas em camara umida, onde receberam os anticorpos primarios na
diluicdo 6tima, e entdo foram incubadas por 30 minutos em temperatura
ambiente. Sempre em cada uma das laminas e nas duplicatas, um corte
recebeu PBS ao invés do anticorpo primario, para servir de controle negativo
da reacdo. A camara foi entdo colocada sob refrigeracao “overnight” (12h a
16h). Foi utilizado o método LSAB para detecgao da reagao antigeno-anticorpo
de acordo com as instrugbes do fabricante. As laminas passaram por trés
banhos de 10 minutos em PBS, para depois receber a solugao Biotinylated Link
Universal (DAKO®) por 30 minutos em camara Umida. Logo apés, as laminas
receberam novos banhos de PBS e feita a incubacdo com a solucéo
Streptavidin Alkaline Phosphatase (DAKO®) por 30 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida passaram por mais trés banhos de PBS, para entédo
iniciar a revelagcédo do substrato cromoégeno feito com Diaminobenzidina (DAB)
por aproximadamente 5 minutos. A contra coloracao foi feita com hematoxilina
de Harris seguida de desidratacdo em baterias de alcodis de concentragcdes
crescentes (50% a 100%), trés banhos em Xilol, para por fim, realizar a

montagem e analise em microscopio optico.

39



4.4 QUANTIFICAGCAO DA IMUNOMARCAGAO

A expressao da citoqueratina e da vimentina nos tecidos mamarios foi
quantificada baseada na imunoreatividade vista no citoplasma das células, e a
expressao do CD44 baseada na imunoreatividade identificada na membrana
citoplasmatica. A analise foi feita utilizando-se o seguinte sistema de score: 0,
sem marcagao; 1, marcagcao em 1% a 25% das células; 2, marcagao em 26% a
50% das células; 3, marcacdo 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).

4.5 ANALISE ESTATISTICA DOS TMAS

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

4.6 PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURA

4.6.1 RPMI Suplementado

40



Foi misturado um frasco (10,4g) de Meio de cultura RPMI 1640
(HIMEDIA®) em 900ml de agua Milli-Q, depois adicionado 3,7g de bicarbonato
de sodio e colocado no agitador. O pH foi ajustado para 6,9, pois depois 0 soro
tende a aumentar o pH para 7,2 - 7,4. Em capela de fluxo laminar foi entdo
adicionado 20ml de solugdo de Penicilina e Estreptomicina (5000Ul/ml,
Invitrogen®), 1ml de Fungizone® (2,5ug/ml, Gibco®), 5ml de MEGS® (Mammary
Epithelial Growth Supplement, Invitrogen®) e 100ml de Soro Fetal Bovino. A
esterilizacao foi feita por filtracdo com filtros de membrana de 0,22um e entéo o

meio suplementado foi aliquotado em garrafas estéreis e estocado a 4° C.

4.6.2 Meio de Congelamento

Para que as células fossem congeladas e armazenadas em nitrogénio
liquido, foi preparado um meio especifico para diminuir a perda de células. Este
meio consiste de 1,4ml de DMSO® e 8,6ml de Soro Fetal Bovino, preparado em

capela de fluxo laminar, aliquotado em tubos estéreis e armazenados a 4° C.

4.7 CULTURA PRIMARIA

Utilizando a capela de fluxo laminar, foi colocado dentro de placas de
plastico estéreis 1mL de RPMI com 10% de Soro Fetal Bovino, 1mL de
Fungizone® (2,5pg/ml), 1mL da solucdo de penicilina e estreptomicina
(5000UI/ml, Invitrogen®), e os fragmentos tumorais coletados. Utilizando-se
laminas de bisturi, as amostras tumorais foram dissociadas mecanicamente até
a obtencdo dos explantes (fragmentos de aproximadamente 1mm?), sendo
desprezadas areas de necrose, hemorragia e tecido adiposo. Com a ajuda de
uma pipeta, o conteudo da placa junto com os explantes foi passado para um

tubo Falcon e centrifugado por S5minutos a 1800 RPM. O sobrenadante foi
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entdo desprezado e os explantes acondicionados em garrafa de 25 cm? prépria
para cultivo celular e adicionado 2,5mL de RPMI com 10% de Soro Fetal
Bovino, quantidade esta prépria para que os explantes nao figuem flutuando no
meio e possam aderir ao fundo da garrafa. As garrafas foram entao
acondicionadas em estufa a 37° C, com 5% de CO, e 70% de umidade por 5 a
7 dias, sendo observadas rotineiramente em microscépio invertido, até
haverem explantes aderidos. Quando aderidos, o meio das garrafas era entao
retirado com cuidado e adicionado 5mL de meio RPMI com 10% de Soro Fetal
Bovino.

O meio foi trocado a cada dois dias até que as células estivessem se
soltando dos explantes e aderindo ao fundo da garrafa (Figura 2). Quando
aglomerados celulares estavam formados, era feita uma tripsinizagdo branda
visando separar as células fibroblastéides das epitelidides (BOTELHO, 2009).
Para isso foi colocado 1mL de tripsina e 1mL de soro fisiologico estéril (tripsina
0,125%) por 2 a 3 minutos, para que apenas as células fibroblastoides fossem
retiradas. Estas células foram passadas para outra garrafa pequena e a
inativagdo da agdo da tripsina foi realizada colocando-se 5mL de meio
suplementado em cada garrafa.

Os fibroblastos liberam substancias como, por exemplo, fatores de
crescimento que estimulam a proliferagdo das células epiteliais (FRESHNEY
2005). Por este motivo foi trocado o meio da primeira garrafa a cada dois dias
colocando-se 4 mL de meio com 10% de Soro Fetal Bovino € 1ml do meio de

cultura condicionado pelas células fibroblastéides.
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Figura 2 — Imagem de microscopia de luz invertida mostrando explante de tumor mamario de cadela,
aderido ao fundo da garrafa, liberando células que também se aderem ao fundo para continuar
a proliferagao. Objetiva 10x.

4 8REPIQUE DAS CELULAS

Assim que as células atingiram confluéncia, foram repicadas a fim de se
obter um aumento no numero das mesmas. No seguinte estudo foram feitos de
dois a trés repiques para que as células atingissem a confluéncia em uma
garrafa de cultivo celular grande, e depois fossem armazenadas por
congelamento em nitrogénio liquido em tubos estéreis contendo 1mL de meio
de congelamento e 1mL de meio RPMI com 10% de Soro Fetal Bovino.

Para fazer a passagem das células, o meio da garrafa pequena foi
desprezado, em seguida foi adicionado 2mL de tripsina a 37°C por 5min. A
garrafa era entdo observada no microscépio invertido para verificar se todas as
células haviam se soltado do fundo; se houvessem células ainda aderidas,
batidas leves eram dadas na garrafa até que todas as células estivessem
soltas. O conteudo foi entdo passado para um tubo falcon e centrifugado a
1800 rpm por 5min. Depois de descartado o sobrenadante, 10ml de meio de

cultura suplementado era colocado e passado para uma garrafa média.
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No momento do terceiro repique, para que fossem melhor identificados
os tipos celulares do cultivo, foram coletadas amostras para a realizagdo de
citoinclusdo em parafina. Apds a centrifugagdo, uma amostra do pellet de
células formado, foi coletada com a ajuda de uma pipeta estéril, e colocada em

alcool 95%.

4.9IMUNO-HISTOQUIMICA DOS CULTIVOS CELULARES

Parte das amostras coletadas foram fixadas em formaldeido 10% por 24
horas, assim como amostra retirada dos cultivos apds dois a trés repiques, que
foram fixadas em alcool 95% por 24 horas. Tais amostras foram entéo
desidratadas em baterias de alcodis de concentracdo crescente de 70% a
100%, para entdo serem diafanizadas em Xilol. S6 entado foram incluidas em
parafina.

Apos a inclusao foram feitos cortes de 3 um de espessura que foram
depositados em laminas e desparafinados em estufa a 60°C. Os ensaios
imuno-histoquimicos foram realizados utilizando-se 0 mesmo protocolo descrito

anteriormente.

410 EXTRAGCAO DE RNA

Foi realizada extracédo de RNA das amostras de células cultivadas e dos
tecidos mamarios normais. Para tal, as amostras foram colocadas em cadinhos
esterilizados, submersas em nitrogénio liquido, e entdo maceradas até a sua
desintegragéo total. Para a lise celular foi utilizado Qiazol Lysis Reagent de
acordo com as instrugdes do fabricante (Qiagen®, Turnberry Lane, CA, USA).

Em seguida a amostra foi transferida para um microtubo, entdo adicionado
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250ul de cloroférmio seguido de agitagdo em vortéx e incubagao por 3 minutos
em temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 9000 rpm por
15min a 4°C para que ocorresse a separagido em trés fases, RNA, DNA e
proteinas, respectivamente (Figura 3).

- Faseaquosa-RNA

Interfase - DNA

Fase orgénica - proteina

Figura 3 - Figura esquematica das trés fases, respectivamente, RNA, DNA e proteinas apds centrifugagdo no processo

de extragdo de RNA.

A fase aquosa contendo RNA foi retirada cuidadosamente e transferida
para um novo microtubo, onde foi adicionado 600ul de isopropanol. A amostra
permaneceu em temperatura ambiente por 10min e entdo centrifugada a 9000
rom/15min/4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi lavado
com 1,3ml de etanol 75% seguido de nova centrifugagdo a 9000
rom/15min/4°C. O sobrenadante foi novamente retirado cuidadosamente e o
microtubo com o pellet formado foi levado a estufa 37°C para a secagem total.

Apos esse processo, o pellet foi resuspendido em 15ul de agua livre de
RNAse (ultra pura) e incubado por 10 minutos a 55°C. O RNA extraido foi

armazenado a -80°C.

4.11 DILUICAO DAS AMOSTRAS

Para a mensuracao da quantidade e pureza do RNA extraido foi utilizado
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, CA/EUA) que quantifica

acidos nucleicos. O espectro € visualizado em computador, onde o aparelho
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salva os dados em planilhas compativeis com o Microsoft Excel. A pureza do
material & verificada através da relagdo 230/260 e 260/280, onde no
comprimento de onda 260 é lido o acido nucleico e no 280 a proteina, e a
relacdo ideal desejada deve estar entre 1,6 e 2. Esta relacdo detecta se a
amostra esta contaminada com DNA (comprimento de onda 260), proteinas
(comprimento 280) ou reagentes utilizados na extragdo (comprimento 230).

A quantidade de RNA obtida € dada em ng/ul, e para obtermos uma

padronizacao, todas as amostras foram diluidas para 100 ng/ul.

4.12 SINTESE DE cDNA

Para a realizagdo da sintese de cDNA foi utilizado o kit QuantiTect
Reverse Transcription Kit (Qiagen, Valencia, California, United States). Para a
eliminacao do DNA gendmico foram misturados 2ul de gDNA Wipeout Buffer,
2ul da amostra de RNA ja diluida (100 ng/ul) e 10ul de agua livre de RNAses, e
colocado em termociclador por 2min a 42°C. Foi entdo adicionado 1ul de
Quantiscript Reverse Transcriptase, 4ul de Quantiscript RT Buffer (5x) e 1ul de
RT Primer Mix (oligo-dT e random primers). As amostras foram colocadas
novamente em termociclador por 15min & 42°C seguido de um ciclo de 3min &
95% para a inativacao da transcriptase reversa. As amostras de cDNA foram

armazenadas em freezer -20°C.

413 PCREM TEMPO REAL

Foi realizada a quantificagdo da expressao dos genes (-actina e dTERT
por qRT-PCR. Foi utilizado o equipamento StepOne Real-Time PCR System
(Applied Biosystem) baseado na metodologia TagMan. Foram entéo
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misturados 12,5yl de 2x TagMan Fast Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, EUA), 1,25ul do ensaio TagMan, sendo utilizado
dois primers, ambos para tecido de céo, B-actina (cf 03023880_g1) sequéncia
CGTCTTCCCCTCCATCG e telomerase (cf 02671897_m1) sequencia
TTAGGGTTAGGG, 1ul da amostra de cDNA, e 10,25yl de agua livre de
RNAse. As condigdes da PCR foram indicadas pelo fabricante sendo 40 ciclos
de 21 segundos & 95°C e 20 segundos a 60°C. A quantidade de cDNA dTERT
do grupo controle foi comparada as respectivas quantidades observadas nas
células tumorais cultivadas. O gene B-Actina foi utilizado como normalizador
das reagdes. Os resultados foram analisados pelo método AACt (LIVAK et al,

2001), de acordo com a seguinte férmula:

Quantidade de produto = 2744

AACt ={[Ct(hTERTamostra) — Ct (8-Actin amostra)] — [Ct (hnTERTcalibrador) —
Ct (B-Actina calibrador)]}

4.13.1 Analise estatistica da PCR

Foi utilizado o teste t de Student na comparacao entre os valores de
MRNA dTERT encontrados no grupo controle e nas amostras de células
tumorais cultivadas, sendo considerado significante valores menores que 0,05
(p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE ANATOMOPATOLOGICA

Foram analisados 49 casos de tumores mamarios em cadelas, dos quais
21/49 (42,8%) foram classificados como neoplasias benignas, e 28/49 (57,1%)
como formagdes malignas. A idade do animal € um dos fatores de risco mais
importantes no desenvolvimento dos tumores mamarios de cadelas
(SORENMO et al. 2011). O estudo analisando tumores mamarios espontaneos
em beagles, observou que a incidéncia comecgava a ser significante por volta
dos 8 anos de idade, e aumentava nas idades avancadas (TAYLOR et al.
1976). No presente estudo a idade dos animais acometidos variou de 3 a 15
anos, apresentando uma média de 9,3 anos (Figura 4). Este resultado
concorda com Dorn et al. (1968), que documentaram maior incidéncia em
animais de 9 a 11 anos, analisando cadelas de varias racas distintas. Apesar
de autores concordarem com a maior incidéncia na faixa etaria entre 8 a 11
anos (BRODEY et al. 1983; HELLEMEN et al. 1993; KORSCHING et al. 2005;
PRIESTER, MANTEL 1971; SCHNEIDER, 1970; SHOFER et al. 1989), a

expectativa de vida de cada raca, também é um fator importante.
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Figura 4 — Distribuigdo da idade dos animais (n=49), quando da excisao cirurgica da neoplasia
mamaria.

Os estudos em relagcdo as ragas acometidas sdo controversos, pois
variam muito dependendo do pais, cidade ou até da regiao onde foi conduzido
o estudo. Neste sentido, estudos europeus apontam os animais da raca boxer
como os de maior incidéncia (BRONDEN et al. 2010; MOE, 2001), enquanto
estudos norte americanos mostram a raga sub representada (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 ragas Pastor Alemao e Pinscher, ambos aparecendo em 12,2%
(6/49) dos casos (Figura 5).
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Figura 5 —Distribuicdo dos animais portadores de tumores mamarios incluidas no estudo,
segundo o padrao racial.

A classificagdo dos tipos histopatolégicos dos tumores mamarios de
cadelas ainda constitui motivo de estudo e de grande impacto na Medicina
Veterinaria. Por este motivo foram adotados os critérios propostos por Cassali
et al. (2011) a fim de se obter uma padronizagdo nos diagndsticos elaborados.
Das neoplasias benignas, o papiloma ductal (n=2) foi caracterizado pela
proliferacdo ordenada de epitélio ductal, formando apenas uma camada de
células, sobre eixos fibro-vasculares no interior de ductos distendidos, sem
apresentar pleomorfismo e observadas raras figuras mitéticas; o adenoma
complexo (n=6) mostrou proliferagdo tanto de células epiteliais luminais quanto
mioepiteliais, em focos de arranjo solido com células epiteliais bem
diferenciadas, entremeadas por células alongadas, porém sem a presenca de
matriz mixoide, apresentando atividade mitotica e pleomorfismo reduzidos; Os
tumores mistos benignos diagnosticados (n=13) apresentavam proliferacéo
benigna de células epiteliais e mioepiteliais, com arranjo semelhante ao dos
adenomas complexos, acompanhado de metaplasia cartilaginosa e/ou éssea.
Os tumores malignos foram classificados como: carcinoma tubular (n=1)
havendo proliferagao epitelial maligna, de pleomorfismo moderado a elevado,
indice mitético alto e de arranjo predominantemente tubular; carcinoma em

tumor misto (n=5), quando observados focos de proliferagdo carcinomatosa,
51



caracterizados por acentuada atipia em tumores mistos benignos; carcinoma
papilar (n=10) que se caracterizaram por crescimento em padrao arborescente
papilar do epitélio mamario em ductos dilatados com proliferacdo estromal no
centro das papilas, onde havia multiplas camadas de células epiteliais de
pleomorfismo moderado a acentuado e nucléolos evidentes; e o carcinoma
complexo (n=12) representado pela presenga de células epiteliais malignas, e
mioepiteliais, sem a observacdao de metaplasias e/ou matriz mixoide,
semelhante aos adenomas complexos, diferenciando-se apenas pela elevada

atipia celular e maior indice mitético.

5.1.1 Analise anatomopatoldgica dos tumores utilizados para o cultivo

Também foram submetidos a analise anatomopatolégica os cinco
tumores coletados para a realizacdo do cultivo primario, tendo as cadelas
apresentado uma variagao de 5 a 13 anos, com média de 10,4 anos de idade,
concordando com (DORN et al. 1968), sendo das ragas: Poodle, dois animais;
e Fox Paulistinha; Teckel e Pinscher, um espécime cada. Para classificar
histologicamente os tumores, também foi utilizada a classificacdo de Cassali et
al. (2011). Os casos analisados neste trabalho, bem como os submetidos ao
cultivo celular, e suas classificagdes histolégicas se encontram esquematizadas

na Tabela 1.
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Tabela 1 — Classificagéo dos tipos histopatoldgicos de tumores da glandula mamaria de cadelas (n=49), e
de cinco amostras submetidas a cultivo celular, segundo classificacdo de Cassali et al. (2011)

Amostras Classificacéao Quantidade

Histopatolégica

Benignos Papiloma Ductal

Adenoma Complexo

Tumor Misto Benigno 13
Malignos Carcinoma Tubular 1
Carcinoma em Tumor Misto 5
Carcinoma Papilar 10
Carcinoma Complexo 12
Cultivo 1 Carcinoma Lobular 1
Cultivo 2 Carcinoma em Tumor Misto 1
Cultivo 3 Carcinoma em Tumor Misto 1
Cultivo 4 Carcinoma Papilar Invasivo 1
Cultivo 5 Carcinoma Papilar nao 1
Invasivo

5.2 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DOS TMAS

5.2.1 Citoqueratina e Vimentina

A imunomarcagao resultante do uso do anticorpo anti-citoqueratina
AE1/AE3 nos tecidos de diferentes tipos histologicos de tumores mamarios,
mostrou maior escore nas células de origem epitelial das neoplasias malignas
(p<0,05), como mostra a tabela 2. De acordo com Griffey et al. (1993), Gartner
et al. (1999) e Zuccari et al. (2002), a citoqueratina AE1/AE3 e a vimentina séo
bons marcadores para diferenciar as células epiteliais basais e luminais, das
células estromais em tumores mamarios. Foi observada intensa marcacao
citoplasmatica nas células epiteliais ductais e alveolares da glandula mamaria.

De acordo com Becker et al. (2007) e Hardy et al. (2007), a EMT é um
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importante processo molecular para a progressao e a metastase tumoral, e tem
como principal aspecto a perda da expressao de marcadores das proteinas
epiteliais como as citoqueratinas. Esta relagdo com a EMT n&o foi observada
no presente estudo, o qual demonstrou maior expressao das citoqueratinas
AE1/AE3 em tumores malignos, que apresentam potencial metastatico.

QOutro aspecto da EMT €& a maior expressao de marcadores
mesenquimais, o que esta relacionado ao fendtipo mais invasivo e de pior
prognoéstico em tumores de mama e de vesicula urinaria em humanos (MOODY
et al. 2005; BAUMGART et al. 2007). Em nossos ensaios realizados com o
anticorpo anti-vimentina, utilizado para detectar células de origem
mesenquimal, observamos intensa marcagao citoplasmatica em células
fusiformes de arranjo em palicada circundantes aos alvéolos e ductos
mamarios, condizentes com o mioepitélio e fibroblastos do parénquima
mamario € ndo nas células neoplasicas demonstrando no haver relacdo com a
EMT nestas neoplasias (Figura 7 a). Esta marcagdo apresentou maiores
escores vistos nos tumores benignos (p<0,05), como mostra a tabela 2, mais
especificamente nos casos classificados como adenomas complexos,
corroborando com Sarli et al. (2004) e Gama, Alves e Schmitt (2010), que
observaram frequente diminuicdo da expressdao de citoqueratinas e
consequente aumento da expressao da vimentina em tumores da glandula
mamaria, que apresentam maior proliferacdo estromal e vascular, como os

tumores complexos.

5.2.2 ANTICORPO CD44

O CD44 como marcador putativo de CTTs, foi estudado pela importancia
da hipotese de que as Células Tronco Tumorais sao responsaveis pela
recorréncia e metastase tumoral (REYA et al. 2001), e também pela limitada

quantidade de estudos realizados utilizando este marcador em tumores de
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mama caninos. O CD44 é uma importante molécula de adesao que interagindo
com moléculas da matriz extracelular, ativa vias de proliferacdo e migracao,
tanto de células normais como de células neoplasicas.

Nas neoplasias mamarias estudadas, independente da classificagao
morfoldgica, foi observada diferenga significativa (p<0,05) entre os escores dos
tumores benignos e malignos (tabela 2). A positividade na reagado de imuno-
histoquimica ao anticorpo CD44 foi demonstrada pela afinidade intensa ao
revelador (DAB) na membrana celular, particularmente em localizagao basal e
lateral da membrana, localizacbes estas da respectiva molécula, descrito por
Goldstein et al. (1989) e Wolny et al. (2010). Além desta localizagdo, em raras
células foi observada reagao citoplasmatica fracamente positiva, pelo fato do
CD44 ter um pequeno dominio citoplasmatico (WOLNY et al. 2010). A
expressdao do CD44 esteve predominantemente relacionada as células
epiteliais ductais, e em menor grau com as células alveolares da glandula
mamaria. A expressao do CD44 nos outros componentes celulares das
neoplasias analisadas foi de expressao reduzida ou nula, como a observada
nas células mioepiteliais, fibroblastos e células endoteliais, semelhante aos
achados de Alldinger et al. (1999) e Paltian et al. (2009).

A expressao dos anticorpos utilizados, e sua relacdo entre tumores

benignos e malignos, se encontram especificados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Expressao dos anticorpos (citoqueratina, vimentina e CD44) em tumores benignos e malignos
da glandula mamaria de cadelas (n=49)

Tipo de Tumor

Anticorpo Escore Benigno (n=21) Maligno (n=28) =
n % n %
1 3 14,3 - -
. . 2 11 52,4 12 42,9
Citoqueratina 3 - 333 14 50.0 0,0348
4 - - 2 7,1
0 3 14,3 2 71
. . 1 10 47,6 19 67,9
Vimentina 5 6 28.6 6 214 0,6061
3 2 9,5 1 3,6
0 6 28,6 2 71
1 9 42,8 9 32,1
CD44 2 5 23,8 8 28,6 0,0058
3 1 4,8 8 28,6
4 - - 1 3,6

Teste de Mann-Whitney.

5.2.2.1 Neoplasias Mamarias Benignas

Em relagcdo a expressdo positiva do CD44, em 76,9% (10/13) dos
tumores mistos benignos analisados, a marcagdo das células epiteliais
alveolares e ductais foi ténue ou nula, o mesmo ocorrendo no mioepitélio,
células estromais e endotélio vascular. Nos demais 23,1% (3/13) dos mesmos
tumores, foi observada intensa marcagao nas células epiteliais neoplasicas dos
alvéolos e ductos mamarios. Reagdo de intensidade fraca também foi
observada no tecido mamario adjacente livre da neoplasia. Foram classificados
dois papilomas ductais, tendo um deles apenas um foco de proliferacao
epitelial com fraca marcacao pelo CD44, sendo esta mais intensa no epitélio
normal adjacente. O segundo ja apresentava ductos distendidos com maior
proliferacdo epitelial, onde houve marcacao tanto quanto no tecido normal
circunjacente. Das neoplasias benignas, os casos diagnosticados como
adenomas complexos foram os que apresentaram maior intensidade e
homogeneidade na expressao de CD44, tanto nas areas neoplasicas quanto no

epitélio normal, além de marcagdo em algumas células mioepiteliais. Em 19
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adenomas complexos analisados por Paltian et al. (2009), também foi
observada homogeneidade de expressdo do CD44 em células epiteliais e
mioepiteliais, sem diferencga significativa entre areas centrais e periféricas do
tumor (p<0,05). Em humanos, estudos em neoplasias mamarias benignas
demonstraram marcacdo de CD44 principalmente nas células epiteliais
alveolares do tumor, porém também 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.

A positividade na expressédo do CD44 em tumores mamarios caninos
pode estar relacionada a maior interacdo das células epiteliais da mama ao
acido hialurénico e outros componentes da matriz extracelular, porém a fungao
desta proteina nas células neoplasicas mamarias caninas necessita de estudos

mais detalhados.

5.2.2.2 Neoplasias Mamarias Malignas

As neoplasias malignas apresentaram escores mais elevados se
comparados aos tumores benignos (p<0,05). Estes resultados divergem dos
obtidos por Paltian et al. (2009) que observaram elevada expressao de CD44
em células epiteliais de adenomas, comparada a expressdo em carcinomas. O
subtipo tubular foi o carcinoma que apresentou a maior expressao de marcagao
com escore 4, o que difere dos achados de Madrazo et al. (2009), que
observaram maior expressao de CD44 em carcinomas complexos em relacao
aos tubulopapiliferos. Os carcinomas em tumor misto mostraram marcacao
discreta a moderada nas células neoplasicas, sendo a mesma intensidade
observada nas células ductais normais em areas adjacentes ao tumor. Foram

classificados 10 carcinomas papilares, dos quais 40% (4/10) tiveram discreta
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expressdo do CD44 nas éareas carcinomatosas. Os demais 60% (6/10), no
entanto, apresentaram imunoreatividade moderada a alta das células epiteliais
em toda extensao de proliferagao papilar maligna. O subtipo maligno de maior
incidéncia foi o carcinoma complexo. Destes 41,7% (5/12) apresentaram maior
expressao antigénica principalmente em areas periféricas do tumor e, nos
ductos de epitélio normal adjacente, mas em menor intensidade. Em 58,3%
(7/12) dos carcinomas complexos, foi detectada de moderada a alta expressao
imuno-histoquimica do CD44 apenas nas células epiteliais carcinomatosas, nao
havendo marcacao de células mioepiteliais, constituintes desta neoplasia.
Blacking et al. (2011) estudaram em cultivos de tumores caninos, a relagao do
CD44 com a proliferagao celular, visto que células com baixa expressao de
CD44 se encontravam na fase G1 do ciclo celular, em contraste aquelas que
apresentavam alta expressao, portanto na fase G2 do ciclo, porém por ser uma
expressao transitoria, perderia a sua utilidade como marcador de CTTs. 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 ndo foram observadas diferengas significativas
entre os mesmos (p<0,05), aliado a expressao importante nos tecidos normais
adjacentes aos tumores (BLACKING et al. 2011).

5.3CULTIVO CELULAR

Linhagens de células provenientes de tumores mamarios veem sendo
muito utilizadas como modelos nos estudos de neoplasias da mama (VARGO-
GOGOLA, ROSEN, 2007). Um dos objetivos deste trabalho foi o ensaio de
cultivo de células tumorais, em particular as epiteliais de tumores mamarios
caninos, para que novos estudos pudessem ser desenvolvidos, utilizando-as

como instrumento para pesquisas, ja que poucas foram as linhagens
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estabelecidas com sucesso (PEIXOTO, 2001). Dos cinco casos coletados para
obtengao do cultivo celular, todos tiveram os explantes aderidos ao substrato, o
que ocorreu apoés sete dias de cultura. Apds esse periodo, as células liberadas
dos explantes comecaram a se aderir ao substrato e proliferar, porém em
velocidades diferentes. O tempo para alcangar a confluéncia em uma garrafa
de 25cm? para cada caso estd especificado na Tabela 3. Estes cultivos se
mantiveram com sucesso por aproximadamente dois meses, sendo entdo, as

amostras congeladas a fim de dar continuidade ao trabalho.

Tabela 3 — Periodo de tempo, 2em dias, para que as células apresentassem confluéncia em garrafa para
cultivo celular (25cm®), apds os explantes estarem aderidos ao substrato

Carcinomas Tempo (dias)
1. Lobular Pleomérfico in situ 16

2. Carcinoma em Tumor Misto 14

3. Carcinoma em Tumor Misto 4

4. Papilar Invasivo 7

5. Papilar N&o invasivo 7

As células epiteliais dependem da interagdo com as células do estroma
para sua progressao e desenvolvimento. Esta interacdo € mediada por sinais
de componentes da matriz extracelular (BHOWMICK et al. 2004). Por este
motivo as células fibroblastéides eram retiradas pela tripsinisagao branda e, a
cada troca de meio, era acrescido 1mL do meio a garrafa das células
epitelioides. Segundo Lasfargues e Ozzello (1958), os componentes do
estroma tecidual da mama se opdéem a migragdo das células epiteliais em
cultura, impedindo seu livre desenvolvimento. Porém mesmo depois de
realizada a tripsinizagdo branda, foram observados dois grupos celulares
distintos. Em menor quantidade, foi identificada uma populagcdo de células
maiores, arredondadas, apresentando vacuolos citoplasmaticos, com nucleos
arredondados a ovais, muitas apresentando dois nucleos ou mais, nucléolos
evidentes, por vezes multiplos, assemelhando-se as células epiteliais com
caracteristicas de malignidade. O outro grupo de células apresentava-se em

maior quantidade, e possuia morfologia fibroblastdéide, com maior taxa de

59



proliferagao, constituida por células alongadas, e que circundava os grupos
celulares epitelidides, formando arquitetura semelhante a estrutura do
parénquima mamario (Figura 6, a e b). Esta caracterizagao e os tipos celulares
foram confirmados pelos ensaios imuno-histoquimicos, utilizando-se os
anticorpos anti-citoqueratina e anti-vimentina, para identificar células de origem
epitelial e de origem mesenquimal respectivamente. A tripsinizagdo branda foi
ineficiente de acordo com estes achados, conferindo a importancia da

aplicagdo de outros métodos para a separagao das células epiteliais dos

fibroblastos em cultivo celular.

Figura 6 — Imagem de microscopia de luz invertida de carcinoma em tumor misto (a) evidenciando células
epitelidides, com caracteristicas de malignidade como pleomorfismo, binucleagédo nucléolos
evidentes e multiplos. Objetiva 40x. (b) aglomerados de células alongadas que se assemelham
as células mesenquimais circundando grupos celulares de morfologia epitelidéide, formando
arquitetura semelhante a do parénquima mamario. Objetiva 10x.

5.3.1 Analise Imuno-histoquimica dos Cultivos Celulares

Para cada amostra utilizada foram realizados ensaios imuno-
histoquimicos para os anticorpos anti-citoqueratina, anti-vimentina e anti-CD44
nos cortes histologicos das pegas cirurgicas, nas citoinclusbes coletadas por
PAAF dos fragmentos tumorais e dos pellets formados pelas células cultivadas,

para analisar o comportamento destas apds submeté-las ao cultivo.
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5.3.1.1  Analise imuno-hitoquimica das neoplasias que originaram
os cultivos

No carcinoma lobular, foi observada intensa marcagao para anti-
citoqueratina, principalmente onde havia acentuada proliferagdo maligna. A
imunoreatividade da vimentina foi menor, quando comparada a citoqueratina, e
restrita as areas do estroma localizadas ao redor dos Iébulos. Houve expressao
do CD44 nos ductos mamarios do tecido da mama integro adjacente, porém
com intensidade de marcacédo reduzida nas areas carcinomatosas. Achados
estes, condizentes com Paltian et al. (2009), que nao observaram diferenca
significativa de marcacado pelo CD44 entre areas tumorais e tecido normal
mamario adjacente nos carcinomas simples, indicando que o CD44 nao tem
papel importante nestes tumores como observado em tumores mamarios
humanos.

Dois carcinomas em tumores mistos foram analisados; um deles
apresentou maior proliferacdo de células epiteliais identificadas pelo maior
escore obtido na imunoreacéo a citoqueratina, comparando-se ao da vimentina.
Neste caso houve intensa marcagao de CD44 nas células epiteliais neoplasicas
por toda a extensado do tumor, além de reacao fraca nos fibrocitos estromais. Ja
no segundo caso, foi observada menor proliferacéo epitelial, confirmada pelo
menor escore pela citoqueratina em relagdo ao maior exibido na reagdo com a
vimentina. A expressdo do CD44 também foi fraca, porém mais evidente em
células epiteliais alveolares e ductais. No carcinoma em tumor misto esta
diferenca na imunorreagdo ao CD44 pode ser devido a variabilidade de focos
de células epiteliais carcinomatosas presente em cada um dos tumores, ja que
estes tipos de carcinomas podem exibir desde um pequeno nédulo de células
epiteliais com elevado pleomorfismo, até a invasao e substituicdo completa da
lesdo benigna pré-existente (CASSALI et al. 2011).

O carcinoma papilar invasor, por ter areas de invasao estromal mais

evidentes, apresentou maior marcagado pela vimentina. Poucos grupos de
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células epiteliais neoplasicas tiveram marcacao intensa pelo CD44, e raras
células alongadas do estroma exibiram fraca marcagao citoplasmatica. Ja no
carcinoma papilar ndo invasivo, a expressdo de vimentina apresentou-se
semelhante a da citoqueratina, porém um escore maior de expressao de CD44
esteve presente no carcinoma papilar invasivo. Esta marcacao foi observada
por toda a area de proliferagdo papilar maligna. De acordo com Paltian et al.
(2009) a menor expressao do anticorpo CD44 em tumores mamarios de
cadelas, pode estar relacionado ao maior potencial metastatico da neoplasia,
justificando a diferenga observada entre os dois carcinomas papilares (Tabela
3).

Tabela 3 — Resultado das analises imuno-histoquimicas realizadas nas pecas cirurgicas dos tumores

Amostras citoqueratina vimentina

histopatolégicas

Lobular Pleomérfico in
situ

Carcinoma em Tumor
Misto

Carcinoma em Tumor
Misto

Papilar Invasivo

Papilar N&o invasivo

5.3.1.2 Analise das citoinclusoes das PAAFs

As citoinclusdes obtidas de PAAF s&o ferramentas uteis no diagndstico
pré-terapéutico, e no monitoramento da progressdo de neoplasias mamarias
(BRIFFOD et al. 2000). Tais amostras fornecem material de alta celularidade,
representativo da lesdo que pode ser utilizado para a realizagédo de ensaios
imuno-histoquimicos (BOZZETTI et al. 1994).

A citoinclusdo do carcinoma lobular mostrou reduzida celularidade,
porém suficiente na visualizagdo da imunomarcagdo maxima pela

citoqueratina. Neste caso a imunoreatividade tanto pela vimentina quanto pelo
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CD44 foi nula. A citoinclusdo do caso 1 de carcinoma em tumor misto
apresentou celularidade otima, caracterizada por células arredondadas de
pleomorfismo moderado, relagdo nucleo/citoplasma aumentada e nucléolos
evidentes, além da presenga de células alongadas. Nas células arredondadas
a marcacgao pela citoqueratina foi intensa e as células alongadas mostraram
marcacao pela vimentina. O CD44 foi positivo, particularmente na membrana
de células epiteliais (Figura 7 b, ¢, d). O carcinoma em tumor misto identificado
como caso 3 apresentou populagdo de células arredondadas, com
pleomorfismo moderado, cromatina frouxa, nucléolos evidentes e por vezes
multiplos. Neste exemplar também haviam células alongadas com
pleomorfismo baixo a moderado e nucléolos evidentes. A marcagcdo de
citoqueratina foi intensa, de vimentina moderada, e as membranas das células
epiteliais fortemente marcadas pelo CD44.

Na citoinclusdo do carcinoma papilar invasor pudemos observar grupos
de células arredondadas apresentando de baixo a moderado pleomorfismo
circundados por elevada quantidade de células alongadas. A citoqueratina e a
vimentina tiveram expressao semelhante, sendo a citoqueratina positiva nas
células arredondadas e a vimentina nas células alongadas. A reacdo do CD44
nas células epiteliais foi discreta.

O carcinoma papilar ndao invasivo apresentou padrdao semelhante ao
invasivo, porém os grupos de células epiteliais circundadas por escassa
quantidade de células alongadas, possuiam arquitetura semelhante a
pseudopapilas. A imuno-histoquimica mostrou marcagcdo intensa pela
citoqueratina, expressando positividade a vimentina nas células fusiformes
marginais. A expressdo de CD44 nas células epiteliais foi mais intensa
comparado a variante invasiva. Comparando-se 0s ensaios de imuno-
histoquimicas dos cortes histolégicos com as de citoinclusdes foi observado
similaridade entre ambos, no que se refere a recuperacao de material suficiente
e de qualidade. Apenas em um dos espécimes onde a expressao do CD44 foi
mais intensa na citoinclusdo. Este resultado provavelmente se deve a maior
quantidade de células epiteliais, em comparacdo as mesenquimais, presentes

63



nas citoinclusdes, ja que apenas as células epiteliais tiveram forte marcacao
pelo anticorpo (Tabela 4). As citoinclusbes obtidas por PAAF foram de facil
obtencdo e baixo custo, fornecendo quantidade de material suficiente para a
realizagcdo de ensaios imuno-histoquimicos, resultados estes, também obtidos
por Briffod et al. (2000) e Delgallo et al. (2010), que realizaram imuno-
histoquimicas de citoinclusbes de PAAF de tumores mamarios humanos,
mostrando que este método pode ser utilizado na identificagdo e caracterizacao
de carcinomas mamarios por meio de marcadores antigénicos.

Estudos anteriores demonstraram que, para a utilizagdo da imuno-
histoquimica, a citoinclusdo se mostra mais vantajosa que esfregacos, pelo
procedimento ser o mesmo empregado em cortes histoldgicos, facilitando a sua
interpretacao; pela menor quantidade de artefatos encontrados nas laminas;
pela diminuicdo de falso-positivos; e pela possibilidade do uso de varios
marcadores, ja que multiplos cortes podem ser retirados de um unico bloco
(BRIFFOD et al. 2000; BRIFFOD et al. 2001; BUENO, 2007). No presente
estudo foi possivel a utilizagcdo de trés marcadores distintos, apresentando
laminas de boa qualidade e sem fundo excessivo, equivalente aos achados dos
autores citados, que avaliaram receptores hormonais em carcinomas mamarios
humanos.

A citoinclusdo se mostrou um método diagndstico complementar
fornecendo meios para analises mais detalhadas dos espécimes, podendo ser
utilizado como exame diagndstico na oncologia veterinaria, corroborando com

achado de estudo anterior, em neoplasias de cées e gatos (PAIVA et al. 2011).
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Tabela 4 —Resultados das analises imuno-histoquimicas realizadas nas citoinclusées obtidas a partir das
PAAFs

Amostras das PAAF citoqueratina vimentina CD44

Lobular Pleomérfico +++
in situ

Carcinoma em Tumor +++ ++ ++
Misto

Carcinoma em Tumor it bk 4+
Misto

Papilar Invasivo ++ ++ +

Papilar Ndo invasivo dhdbdt + 4+

5.3.1.3 Anadlise Morfolégica e Imunocitoquimica das Células

Cultivadas

A técnica de imunocitoquimica convencional em células de cultivos é
realizada na propria garrafa onde as mesmas estdo condicionadas
(FRESHNEY, 2005). A técnica apresentada neste estudo mostrou-se eficiente
e de menor custo, perdendo-se apenas a arquitetura estabelecida nos cultivos
celulares, e o formato alongado dos fibroblastos. A imunomarcagao das células
de cultivo do carcinoma lobular apresentou positividade moderada para
citoqueratina, e intensa para vimentina e CD44. Morfologicamente mostrou
binucleagdo e anisocariose mais evidente na analise histopatologica. O caso
1de carcinoma em tumor misto, durante o cultivo ja estabelecido, apresentou
células de elevado pleomorfismo, com cromatina frouxa e nucléolos evidentes,
por vezes multiplos. Tais células possuiam vacuolos citoplasmaticos, porém
raras exibiam-se binucleadas. Neste caso a expressdao para citoqueratina,
vimentina e CD44 foi acentuada, moderada e ausente respectivamente (Figura
7 e, f). O segundo caso de carcinoma em tumor misto mostrou a microscopia
células arredondadas com nucleos alongados a arredondados, cromatina

densa, raras binucleacbes e vacuolos citoplasmaticos. A analise das
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imunomarcagdes para citoqueratina foi discreta e nula para CD44, porém a
expressao da vimentina foi maxima.

O carcinoma papilar invasivo apresentou células com pleomorfismo
aumentado a histologia, apresentando positividade moderada a acentuada para
citoqueratina e vimentina, e ausente para CD44. O carcinoma papilar nao
invasivo também revelou grau de pleomorfismo elevado com acentuada
quantidade de mitoses. O padrao na expressao de citoqueratina e vimentina foi
idéntico ao tipo invasivo, diferindo apenas na fraca positividade ao CD44.

Em todos os cultivos realizados foi observada proliferacédo abundante de
fibroblastos, traduzido pela expressao continua da vimentina nas citoinclusdes
do cultivo. A expressdao do CD44 se mostrou fraca ou nula na maioria dos
cultivos, sendo evidente em apenas um dos casos (Tabela 5). Esses resultados
provavelmente se devem a uma maior diferenciacdo ou até mesmo a reducgao
da taxa de proliferacdo nas células cultivadas apds dois a trés repiques, pois a
menor expressao de CD44 sugere que as células estejam fora do ciclo celular

ou em fase G1, como descrito por Blacking et al. (2011).

Tabela 5 — Resultados das analises imuno-histoquimicas realizadas nas amostras das células cultivadas

Cultivo citoqueratina vimentina CD44

Lobular Pleomarfico B S ++
in situ

Carcinoma em Tumor +++ ++ -
Misto

Carcinoma em Tumor + +++ -
Misto

Papilar Invasivo ++ +++ -
Papilar N&o invasivo ek +++ +
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Figura 7 — a) Fotomicrografia de amostra de TMA apresentando imunomarcagao positiva para
o anticorpo anti-vimentina. Objetiva 4x. Fotomicrografias de carcinoma em tumor
misto de citoinclusdes obtidas por PAAF, (b) imunomarcagao positiva pelo CD44 em
células epiteliais, (c) intensa marcagdo a citoqueratina nos grupos de células
epiteliais, (d) marcagéo positiva para vimentina. Objetiva 40x. Imunomarcagéo da
citoinclusdo obtida a partir de cultivo de carcinoma em tumor misto, (e) marcagéo
intensa a citoqueratina, (f) moderada marcagao a vimentina no citoplasma de
células que perderam sua morfologia fusiforme. Objetiva 40x.

67



5.4 EXPRESSAO DA TELOMERASE

A expresséao de telomerase foi observada nas cinco amostras de células
tumorais cultivadas provenientes de neoplasias mamarias caninas (Figura 8),
porém nao houve diferenga significativa comparando-se ao grupo controle que
também demonstrou sua expressao (p=0,407). Estes resultados discordam
com Funakoshi et al. (2000), que referiram auséncia da atividade da
telomerase em amostras de tecido mamario normal e hiperplasico de cadelas,
analisadas por imuno-histoquimica. Porém os resultados aqui obtidos
concordam com estudos recentes realizados por Panarese et al. (2006), que
detectaram a telomerase em tecidos mamarios normais e em mastopatias
fibrocisticas, utilizando dois métodos distintos de analise. Da mesma forma, por
meio de RT-PCR foi detectado a expressao de telomerase em 50% dos tecidos
mamarios saudaveis e em 88% dos tecidos mamarios adjacentes ao tumor,
porém livres da neoplasia (ZAVLARIS et al. 2009). Em humanos a telomerase
nao é expressa na maioria dos tecidos adultos normais, sendo obervada
apenas em células com elevado potencial proliferativo como células
germinativas, linfécitos ativos, células tronco adultas e fibroblastos que estédo
na fase S do ciclo celular (BROCCOLI et al. 1995; HIYAMA et al. 1995;
MASUTOMI et al. 2003). Esta expressao em tecidos normais tanto de caes
quanto em humanos provavelmente esta relacionada a populagdes de células
mitoticamente ativas, e ndo com as CTTs dos carcinomas mamarios (NASIR,
2008).

Apesar de escassos os estudos em tumores mamarios caninos relativos
a telomerase, ja foi observado que esta enzima esta presente em mais de 90%
dos tumores caninos analisados (ARGYLE, NASIR, 2003; FUNAKOSHI et al.,
2000; NASIR et al., 2001; YAZAWA et al., 1999). Estes resultados corroboram
com os do presente estudo onde observamos expressdo da telomerase em
100% dos tumores malignos analisados, porém este parametro ndo deve estar
relacionado com a malignidade, ja que tecidos mamarios normais também
apresentaram expressao significativa.

68



RQ vs Sample

6.0 -
5.5 1
5.0 1
4.5 1
4.0 1
3.5 1
3.0 1
25 1
2.0 1
1.5 1
1.0 1
0.5 1
0.0

RQ

") "l <
Ns ar o
Sample

Figura 8 — Grafico mostrando o AAct das amostras onde foram analisadas as expressdes de B-actina e

da telomerase dos tumores mamarios caninos submetidos a cultivo celular.
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CONCLUSOES

1.

A expressao do CD44 foi maior em tumores malignos que possuem
maior potencial proliferativo e metastatico, porém por sua marcacao
ter apresentado variagcbes entre tumores de mesma classificagcao
histologica, e por ter sido expresso igualmente em areas de tecido
mamario normal adjacente a neoplasia, a sua utilidade como
marcador de CTTs em neoplasias mamarias caninas ainda necessita
de estudos mais detalhados. Também apresentou maior marcagao
em células que expressaram proteinas de origem epitelial, mostrando
nao ter relacdo com a EMT nesses tumores caninos.

A expressdao da telomerase foi observada em todos os tumores
malignos analisados, porém a sua relagdo com a malignidade e com
as CTTs nao pdde ser afirmada, pois os tecidos normais da glandula
mamaria também apresentaram sua expressao.

As técnicas de Tissue MicroArrays e da imunocitoquimica em células
cultivadas, mostraram-se eficientes e de menor custo, podendo
assim serem adotadas tanto para exames de rotina como na area da
pesquisa.

O cultivo primario e o estabelecimento de linhagens imortalizadas de
células tumorais exibem diversas limitacbes, em particular, a
instabilidade das células em cultivo. Embora existam dificuldades
para a obtencdo de linhagens celulares estaveis, o presente estudo
constituiu um passo inicial para a realizacao de futuros estudos in
vitro, utilizando tecidos neoplasicos da glandula mamaria canina.
Estas dificuldades poderao ser superadas, e novos resultados a partir
destes, poderdo aprimorar os diagnosticos e tratamentos para os

tumores mamarios.
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