UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS

CAMPUS DE JABOTICABAL

IMUNOMARCACAO DE MICROMETASTASES DE
NEOPLASIAS MAMARIAS ESPONTANEAS EM
LINFONODOS DE CADELAS POR MEIO DO RECEPTOR

CD44

Gedrgia Modé Magalhaes

Médica Veterinaria

JABOTICABAL — SAO PAULO - BRASIL
Janeiro de 2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS

CAMPUS DE JABOTICABAL

IMUNOMARCACAO DE MICROMETASTASES DE NEOPLASIAS MAMARIAS
ESPONTANEAS EM LINFONODOS DE CADELAS POR MEIO DO RECEPTOR

CD44

Geodrgia Modé Magalhaes

Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos Alessi

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencao do titulo de Mestre
em Medicina Veterinaria (Patologia Animal).

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Janeiro de 2010



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

GEORGIA MODE MAGALHAES - nascida no dia 27 de marco de 1982, natural de
Ribeirdo Preto, estado de Sao Paulo. Iniciou sua graduacao, no curso de Medicina
Veterinaria na Universidade de Franca, no ano de 2000. Em 2002 foi aprovada em
uma prova de transferéncia para a FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, tendo
concluido a graduacdo nesta instituicdo em janeiro de 2006. Desenvolveu um
projeto de iniciacao cientifica, com bolsa CNPQ/PIBIC, sob a orientacdo do Prof.
Dr. Gervasio Henrique Bechara e co-orientagdo do Prof. Dr. Matias Pablo Juan
Szabd. Ainda durante a graduacao, participou de varios cursos e estagios todos
relacionados com a area de Anatomia Patolégica. Ainda no ultimo ano da
graduacao, (2005), estagiou na Universidade de Louisiana (USA), onde vivenciou
atividades necropsia de animais domésticos e participou das aulas de Patologia
Veterinaria. No periodo de 2006 a 2008 foi residente do Programa de
Aprimoramento Profissional da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, sob
orientacdo do Prof. Dr. Antonio Carlos Alessi. Neste periodo, publicou varios
artigos cientificos, em anais de congressos e em periodico internacional, além de
participar de projeto de pesquisa cientifica. Em marco de 2008 foi aprovada em
primeiro lugar no Programa de PoOs-Graduagdo (Mestrado), nessa mesma
instituicdo, também sob orientagdo do Prof. Dr. Antonio Carlos Alessi. Palestras e
aulas foram ministradas neste periodo (SECITAP, aulas tedricas e praticas em
cursos de pos-graduacdo latu sensu, BIOETHICUS em Botucatu, aulas para
disciplinas de pés-graduacdo). Durante este periodo também realizou um
treinamento no setor de Oncologia do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel, desta instituicdo de ensino, direcionado ao atendimento de cadelas com
tumores de mama, sob a orientacédo da Profa. Dra. Mirela Tinucci Costa. Durante a

participacdo do Oncovet (2008) recebeu mencdo honrosa em um de seus



trabalhos, com posterior publicacdo no Peridédico Internacional Veterinary
Comparative Oncology. Recebeu o titulo de melhor relato de caso no curso de
Oncologia da UNESP de Botucatu (2008) e recentemente ganhou terceiro lugar no
concurso de redacao cientifica no prémio Walthan da Pedigree (2008-2009), na
condicdo de orientadora de uma graduanda do Curso de Medicina Veterinaria. Foi
aprovada para o0 mesmo Programa de POs-Graduacdo, onde iniciara seu
Doutorado em marco de 2010. Em Janeiro de 2010 foi aprovada em um concurso
para Professor Substituto na Faculdade Federal de Uberlandia na area de

Patologia Veterinaria.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Antonio Carlos Alessi pela orientacdo, conselhos, amizade, e
por ser extremamente prestativo e atencioso. Um exemplo a ser seguido.

A FAPESP pelo apoio financeiro.

Aos Professores do Hospital Veterinario Prof. Dr. Gilson Hélio Toniollo,
Wilter Ricardo R. Vicente e Mirela Tinucci Costa pela gentil disposicdo das
amostras de tecidos mamarios.

As técnicas Maria Inés Yamazaki de Campos e Francisca de Assis Ardison
pelo excelente trabalho nas confec¢des das laminas.

A minha amiga Ana Carolina Trompieri pelos ensinamentos imuno-

histoquimicos e por grandes licbes que me passou durante esses dois anos.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO ...ttt

ABSTRACT ...ttt ettt e b e sarreea e

I INEFOAUGAOD. ....eeeeeeeeiee e

[l ReViS80 de literatura.........coooeeeeiioeiiceee e
[I-1 Neoplasias MamArias. .......cccceeeieiieiiiieeieeeeeeeiieieeeeee e
lI-2 Metéastase e fatores relacionados..........ccccceeeviiivininenennn.

[l ODbBJELIVOS. ..ot

\Y, Materiais € MEtOUOS. ..........uuviiiiiieeeeiiiiiiiiiee e
V-1 Grupos Experimentais..........ccccceeeeeeiie e,
V-2 ImunOo-hiStOQUIMICAL.......uuvveiiiiiiiiiiieiiiieeiieeeeeeeeeeeeee e
IV-3 Contagem das células marcadas............cccccccveeeeerrnnnnnnee.
V-4 Andalise estatistiCa..........ccuvveeeiieeiiiiiiiiieee e

Vv RESUIATOS. ...ttt e e

VI DISCUSSAO. ...ceeteeeeeiiiiiite et e e e e sttt e e e

Vil CONCIUSBES. ...t

Vil RETEIENCIAS. ... e

11
12
12
15
19
19
20
27
35
50

Vi



LISTA DE TABELAS

Tabela ... 16
TaDEIA 2. 18
TADEIA ..o 22
TADCIA Ao 25

TADEIA 5. e e 26

vii



LISTA DE FIGURAS

T [ = U PSP PUPPPPRUPPR 28
[T U = PP 29
[T [ = T F PP 30
FIQUIA 4 31
[0 [ = T T PP PPRPPPPPPP 32
FIQUIA Bttt 33
[T [ = U PP 34
10 U T PRSPPI 35
[T U= T TSP 36
[T T = U O PSPPI 37
[T [ = Ut I PP 38

T U T USSP 39

viii



LISTA DE ABREVIATURAS

ABC - Método do Complexo Streptavidina Peroxidase

CC - Carcinoma complexo

CD44 - Molécula de adesao que pertence a familia de glicoproteinas
transmembranas.

CS - Carcinoma solido

CSTP - Carcinoma simples tubulo papilifero

DAB - Diaminobenzidina

HA — Acido Hialuronico

HRP - Horseradish peroxidase

MMP - Matriz Metaloproteinase da matriz

NAMI-A - imidazolium trans-imidazole dimethyl sulfoxide tetrachlororuthenate
OSH - Ovério Histerectomia

PBS - Phosphate-buffered saline

SAS - Statistical Analysis System

SRD - Sem raca definida

TIMP - Inibidores de Metaloproteinase da matriz

VEGF - Vascular endotelium growth factor

VLA-4 - Very Late Antigen-4

VLA-5 - Very Late Antigen-5

WHO - World Health Organization



RESUMO

IMUNOMARCACAO DE MICROMETASTASES DE NEOPLASIAS MAMARIAS
ESPONTANEAS EM LINFONODOS DE CADELAS POR MEIO DO RECEPTOR
CD44

As neoplasias mamarias caninas sao as mais frequentes nessa espécie e
também sdo comuns em mulheres. Um dos principais fatores prognésticos dessa
enfermidade é a presenca ou auséncia de metastase em linfonodos. A metastase
€ um mecanismo complexo que envolve varios fatores. Em mulheres sabe-se que
a molécula de adesdo CD44 esta relacionada com invasdo e metastase. Este
trabalho teve como objetivos: avaliar a imunomarcacdo de CD44 nas neoplasias
mamarias malignas da cadela, com e sem metastase em linfonodos regionais;
associa-la como fator progndstico; na deteccéo precoce de metastase; relaciona-la
com a imunomarcagéo de MMP-9, E-caderina e VEGF e associar com a sobrevida
das cadelas. Compuseram 0s grupos experimentais, cadelas com tumor mamario,
com (Grupo M) ou sem metastase (Grupo N) detectavel em linfonodos e um grupo
controle composto por tecido mamario normal. Ndo houve predilecdo por
localizacdo mamaria, mas utilizou-se mais as mamas inguinais e linfonodos
inguinais. As neoplasias mamarias foram classificadas de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude. Para isso utilizou-se a técnica de imuno-
histoquimica, em amostras incluidas em parafina. Para a determinacdo da
porcentagem de imunomarcag¢do considerou-se somente as células epiteliais
neoplasicas. Para o anticorpo CD44 contou-se as marcacdes em linfocitos T nos
linfonodos dos dois grupos Observou-se aumento significativo na marcacdo do
CD44 do sitio primario do tumor para a metastase, assim como nas marcagdes de

MMP-9 e E-caderina. As marcacdes em linfécitos T foram maiores no grupo N e
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menores no grupo M. O tipo histopatolégico mais comum foi o carcinoma simples
tubulo papilifero. A raca predominante no grupo das metastases foi Teckel, com
idade média de 9,4 anos, e com tempo de sobrevida de sete meses. Concluiu-se
gue o CD44 pode atuar em conjunto com outras moléculas, tais como a MMP-9 e
a E-caderina. Propde-se que a detecc¢do precoce de micrometastase seja feita em
linfécitos T nos linfonodos drenantes das neoplasias mamarias malignas de

cadelas.

Palavras chave: tumor mamario canino, CD44, metastase, neoplasia,
oncologia, caes.
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ABSTRACT

IMMUNOSTAINING OF MICROMETASTASES OF SPONTANEOUS MAMMARY
NEOPLASIAS OF BITCHES IN LYMPH NODES THROUGH RECEPTOR CD44

Mammary neoplasia are the most frequently type of cancer in bitches and
also in women. One of the main prognostic factors of this desease is the presence
or absent of lymphonodes metastasis. Metastasis is a complex mechanism which
involve multiple factors. At women, researchs have shown that the CD44, a
adhesion molecule, is related with invasion and metastasis. This research looked
for as objectives: Evaluation of CD44 in malignant mammary neoplasia at bitches
with and without lymphonodes metastasis; link CD44 and prognosis; CD44 and
early detection of metastasis; link CD44 with MMP-9; E-cadherin and VEGF; and
associate with the survival of bitches. Experimental groups were arranged with
bitches suffering from mammary neoplasia and divided into three groups: Group
one(M) were compounded by bitches with visible metastasis in the lymphonodes;
Group two(N) were compounded by bitches without visible metastasis in the
lymphonodes;Group three or control compounded by bitches with normal
mammary tissue. During the research did not have predilection about the
mammary localization, despite inguinal breast and lymphonodes were more
collected. Mammary neoplasias were classified according to the OMS norms. For
this we used the technigue of immunohistochemistry in paraffin sections and
counted only epithelial cancer cells by method of percentage of labeled cells. Only
antibody to CD44 told that the markings on T lymphocytes in lymph nodes of the
two groups observed a significant increase in CD44 marking the site of the primary
tumor to metastasis, as well as the markings of MMP-9 and E-cadherin. The
markings on T lymphocytes were higher in group N and lower in group M. The

most common pathological type was the simple tubular papillary carcinoma. The
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predominant race in the group of metastasis was Daschshund, mean age 9,4
years, and survival time, counting the time of mastectomy until November 2009,
were 7 months. It was concluded that CD44 may be involved in the performance of
other molecules such as MMP-9 and E-cadherin. It is proposed that the early
detection of micrometastasis is made in T lymphocytes in draining lymph nodes of

malignant mammary neoplasias in bitches.

Keywords: canine mammary tumors, CD44, metastases, cancer, oncology, dogs.



l. INTRODUCAO

Os cées prestam-se como modelos apropriados ao estudo de neoplasias,
especialmente as mamarias. Isso se deve a alta incidéncia de neoplasia mamaria
em cadelas e também a semelhanca do comportamento biolégico e dos tipos
histopatologicos desses tumores, quando comparados com a espécie humana.
Além disso, relacdes como idade desencadeante e influéncia hormonal estédo
presentes nos tumores mamarios.

A invasdo e a metastase sdo caracteristicas biolégicas importantes dos
tumores malignos de mama e influenciam diretamente no progndéstico. A
disseminacédo das neoplasias pela corrente linfatica ainda ndo esta completamente
elucidada, mas sabe-se que é a via mais comum. Talvez o linfonodo seja o
primeiro local a apresentar a implantacdo de células malignas. Sendo assim, a
deteccao das micrometastases em linfonodos drenantes do tumor torna-se uma
ferramenta importante na conducgéo do tratamento desta doenca.

Os marcadores celulares envolvidos no processo de metastase - CD44,
VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular), Metaloproteinases (MMPSs) e E-
caderina, foram analisados, por meio de imuno-histoquimica, em amostras de
neoplasias mamarias caninas e em linfonodos regionais. Neste estudo, procurou-

se relacionar a presenca de metastase com o comportamento desses tumores nas

cadelas, com o objetivo de fornecer elementos que levem a melhor compreenséo



do fenbmeno e com isso seja possivel aperfeicoar o prognéstico e o tratamento
deste tipo de tumor. Ao mesmo tempo, estes resultados podem ser comparados
com os descritos em tumores mamarios da mulher, quando se considera 0 céo
como modelo animal. Mais importante ainda seria a contribuicdo desses
resultados para a oncologia veterinaria, ja que existem poucos estudos com

marcadores de progndéstico em tumores mamarios na cadela.



ll. REVISAO DE LITERATURA

Il. 1- Neoplasias Mamaérias

Tumores mamarios em cadelas sdo os mais freqientes da espécie canina
(MOULTON, 1990; DAGLI, 2008) e 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). Os carcinomas
mamarios em cadelas apresentam comportamento biolégico e apresentacdo
histopatologica muito semelhantes aos tumores humanos, tanto que se prestam a
testes de agentes terapéuticos (MACEWEN, 1990; PELETEIRO, 1994; KUSEWITT
& RUSH, 2007; GAMA et al., 2008).

Reforcando este aspecto, relata-se que tumores mamarios de mulheres e
de cadelas sdo semelhantes quanto a dependéncia da idade, sendo a minima de
25 anos para as mulheres e cinco anos para a cadela. Em média, os tumores tém
maior incidéncia apds a menopausa para as mulheres e entre os 10 e 11 anos
para as cadelas (COHEN et al. 1974; KUMAR et al.,, 2005). A exposicdo a
estrogenos esta associada ao desenvolvimento e progressdo dos tumores de
mama humanos e caninos (KUMARAGURUPARAN et al., 2006). A fase de
desenvolvimento do ciclo estral provavelmente tem muita influéncia nas
neoplasias mamarias em caninas (MOULTON, 1990). Sabe-se que cadelas

castradas antes do primeiro cio possuem 0,5% de incidéncia de tumores



mamarios, enquanto a incidéncia € de 8 ou 26% se a cirurgia for realizada ap6s o
primeiro ou o segundo estro, respectivamente (SCHNCIDER et al., 1969).

O diagndéstico inicial de uma neoplasia mamaria em cadelas é baseado na
idade, histérico reprodutivo e sinais clinicos, incluindo a presenca de edemas
mamarios e aumento de linfonodos regionais (CASSALI et al., 2006). Para se
atribuir um diagnéstico e estimar um progndéstico a uma cadela com tumor
mamario, é necesséaria a remocédo cirargica 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 interferem na proliferacdo celular,
apoptose e desregulacdo da diferenciacdo 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
prognosticos sdo os mais fortes preditores de Obitos por cancer de mama em
mulheres e sdo incorporados ao sistema de estadiamento da American Joint

Committee on Cancer (AJCC).

Em ambas as espécies, a maioria dos tumores malignos cresce a partir do
tecido epitelial da mama, gerando, com muita frequéncia, metastases nos pulmdées
e em outros orgdos (OWEN, 1979; SORENMO, 2003). Os tumores de mama
representam aproximadamente 52% de todas as neoplasias na fémea canina,

sendo que 50% delas sdo malignas (KENNEDY & MILLER 1993; RUTTEMAN et
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al., 2001). O tipo histolégico predominante em mulheres € o adenocarcinoma
(KELSEY, et al. 1998), sendo o carcinoma invasivo ductal correspondente a 75 a
80% de todas as neoplasias mamarias invasivas (ANKIT BHARAT et al., 2009).

Os tumores mesenquimais séo raros em mulheres (BOUSQUET et al., 2007).

Karayannopoulou et al. (2005) observaram uma correlacdo dos tipos
histologicos com o grau de malignidade de tumores de mama no cado. Os
carcinomas complexos foram relacionados com o grau |, enguanto os carcinomas
simples (os tipos mais malignos) foram relacionados com os graus Il e Ill. Mais
importante que o tipo histologico seria verificar se o tumor se apresenta invasivo
ou ndo (MOULTON,1990). A analise do linfonodo drenante do tumor &
considerada uma ferramenta extremamente Util para a detec¢cdo de metastases, e
contribui para a definicho de um prognéstico favoravel ou desfavoravel

(KARAYANNOPOULOU et al., 2005).

Em um estudo realizado por FOWLER et al. (1974), a média de sobrevida
de cadelas apés o diagndstico de carcinoma papilifero infiltrativo foi de 5,6 meses,
do carcinoma lobular infiltrativo foi de 7,3 meses e o do carcinoma esquirroso foi
de 9,7 meses. J4 os carcinomas que cresceram do alvéolo intralobular ou do
epitélio ductuolar e foram classificados como néo infiltrativos tiveram uma

sobrevida de 36 meses (MOULTON, 1990).

II.2- Metastase e fatores relacionados
A invasdo e a metastase sdo caracteristicas bioldégicas dos tumores

malignos e influenciam diretamente no prognostico do cancer de mama. Para que



as células tumorais se desprendam de uma massa primaria, penetrem nos vasos
sanguineos ou linfaticos e produzam um segundo crescimento tumoral num local a
distancia, elas devem superar uma série de barreiras e podem estar sujeitas a
diversas influéncias. A capacidade das células neoplasicas de se desprenderem
da massa tumoral primaria € a principal caracteristica favoravel para o inicio do
processo metastatico (KUMAR et al., 2005).

A presenca ou auséncia de metastases em linfonodos é o mais importante
fator prognostico em tumores de mama em mulheres (SOARES et al.,, 2007).
Algumas vezes, pode ser de dificil visibilizacdo a presenca de células metastaticas
em linfonodos. Em um estudo em cadelas com tumores de mamas, Matos et al.
(2006) detectaram, por meio de imunomarcagbes com citoqueratina,
micrometastases em 9,2% dos linfonodos que haviam sido negativos no exame
histopatoldgico de rotina.

A destruicdo da membrana basal € um dos passos mais importantes para a
metastase tumoral. As metaloproteinases da matriz (MMP) sdo proteases zinco-
dependente, capazes de degradar a membrana basal, assim como a matriz
extracelular. Segundo Shah et al. (2009), ha relagdo clinica significativa desta
enzima proteolitica com o crescimento, a invasdo e a metastase em cancer de
mama. Kawai et al. (2006) observaram que a atividade latente das MMPs foi maior
em tumores mamarios malignos, em ratos, do que em tecidos normais. As MMPs
2, 7 e 9 foram observadas mais em tumores malignos primarios do que em

metéastase (FU et al., 2009).



Normalmente existem diversas moléculas de adesédo entre as células, nas
guais a familia caderina, de glicoproteinas transmembrana, tem importancia
particular. Sua principal funcdo é manter a arquitetura normal do tecido,
particularmente mediando as adesdes homotipicas (MATOS et al., 2007). As E-
caderinas estdo ligadas ao citoesqueleto por meio das cateninas, proteinas que
ficam sob a membrana plasmatica. Matos et al. (2007) mostraram que somente as
E-caderinas, como fator separado das cateninas, estavam significativamente
associadas com a invasao tumoral e com a metastase em linfonodos. As células
tumorais que apresentam expressdo de E-caderina preservada tendem a crescer
expansivamente, enquanto aquelas que expressam pouca E-caderina tendem a
crescer infiltrativamente, no cancer de mama da mulher (OKA et al., 1993). Em
cées, as relagOes significativas entre E-caderina e outros fatores relacionados a
um pobre prognostico sugerem que a perda da expressao de E-caderina pode ter
um valor prognostico em tumores mamarios malignos caninos (MATOS et al.,
2006).

Em tecidos normais a formacdo de novos vasos € regulada por fatores
estimulatorios e inibitérios, os quais funcionam com um delicado equilibrio.
Qualquer mudanca na homeostase do tecido, seja fisiolégica ou patologica, pode
perturbar esse equilibrio e resultar a formagéo de um fendtipo angiogénico. Nao se
sabe se o tumor quebra esse equilibrio e estimula a angiogénese ou se ele
adquire caracteristicas de malignidade a partir de um fendtipo angiogénico ja

existente (RESTUCCI et al., 2000).



A angiogénese esté relacionada com o processo de metastase. Em estudos
com o VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular), quando este é
superexpresso, ocorre a invasao e metastase em carcinomas mamarios caninos
(RESTUCCI et al., 2002), da mesma forma, a sua deteccéo no soro e plasma dos
cées foi maior nos tumores metastaticos do que em tumores ndo metastaticos em
cées (KATO, et al., 2006)

O CD44 é uma molécula de adesdo, multifuncional e multiestrutural,
pertencente a familia de glicoproteinas transmembrana e estd intimamente
relacionada com a progressao tumoral (KLINGBEIL et al., 2009). Esta envolvida
nas interagfes célula a célula e entre a célula e a matriz (NAOR et al., 1997). O
enfraquecimento do mecanismo de adesé&o celular é o pré-requisito basico para a
ocorréncia de metastase (POZDNYAKOVA et al.,, 2009), porém pouco se sabe
sobre 0 mecanismo pelo o qual a molécula CD44 interfere nas metastases.

CD44 e codificada por um gene de 20 exons, sendo que 0sS cinco primeiros
e 0s cinco ultimos sao constantes e, 10 deles estdo sujeitos a regides variaveis
com splicing alternativos de RNA nuclear (NAOR et al.,1997). Essa regido de
variabilidade da molécula confere varias isoformas de papéis diversos em suas
estruturas e fungbes (GOTTE & YIP 2006). Numerosas combinacdes dos exons
variantes foram detectadas em mais de 30 diferentes isoformas relatadas em
varios tipos de tecidos, na embriogéneses, na linfo-hematopoese e na ativacéo
leucocitéria.

A matriz extracelular é formada por cadeias de polissacarideos da classe

denominada glicosaminoglicana, sendo um deles o acido hialurénico (HA). Muitas



funcdes do HA dependem de proteinas ligadoras, algumas das quais sao
componentes da matriz extracelular e outras da superficie de células. A funcdo do
HA é manter a hidratacdo e integridade estrutural do tecido (HAMILTON et al.,
2007). O CD44 ¢ o principal receptor de superficie celular para o HA (SHERIDAN
et al., 2006; HAMILTON et al., 2007). Em um estudo com carcinomas mamarios
invasivos, concluiu-se que as linhagens celulares deste tumor produziam HA
enddgeno, possivelmente aumentando a rapidez da motilidade dessas células
(HAMILTON et al., 2007).

Yin & Qin (2003) demonstraram em estudos experimentais que altos niveis
de E-caderina podem inibir a ligacdo do CD44 com o HA, diminuindo assim a
motilidade celular. O CD44 também sinaliza a célula a se ligar com receptores da
MMP (HAMILTON et al., 2007). Kuo et al., (2009) trataram linhagens celulares de
tumores mamarios (MDA-MB-435s) com TGF-beta e obtiveram um aumento da
sinalizagdo para as MMP nas membranas celulares. Com o aumento das MMPs
também se observou um aumento do CD44 e assim houve uma maior
invasividade de células cancerigenas. PACOR et al. (2004) realizaram tratamentos
intratumorais com NAMI-A, um metal com propriedades eficientes contra
metastases pulmonares de tumores solidos em ratos. Esta droga reduziu a
expressao de CD44, a qual diminuiu a modulacdo de MMP-9 interferindo nas
propriedades malignas das ceélulas tumorais em degradar a matriz extracelular,
invasédo e disseminacao metastética.

A ligacéo entre 0 CD44 e o acido HA esta envolvida com a morfogénese, a

inflamacdo e a invasdo tumoral. Abbas et al. (2000) relataram que o papel da
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molécula de adesdo CD44 na resposta inflamatéria esta relacionado com a
migracdo e a inducdo de memoria em células T. Os linfécitos T, os quais
especificamente reconhecem antigenos, recebem sinais desses receptores
antigénicos, com aumento da afinidade das integrinas por seus ligantes. Duas
dessas integrinas, VLA-4 e VLA-5, ligam-se a fibronectina na matriz extracelular e
a terceira, que € a molécula de adesao (CD44), liga-se ao acido hialurénico. O
CD44 tem sido envolvido na producédo de citocinas, tais como a interleucina 8 e 0
fator de crescimento de fibroblastos.

Estes fatos indicam que o CD44 possui um papel importante na emissao de
sinais oncogénicos em neoplasias mamarias (BOURGUIGNON et al., 2003). O
receptor CD44 € expresso em tecidos normais e ha muitas variantes deste
receptor, sendo a CD44v6 superexpressa em tumores de mama da mulher (DIAZ
et al., 2005). Combinac¢des contendo exon 6v parecem ter uma grande importancia
em disseminacdes de carcinomas pancreaticos em ratos, em linfoma ndo Hodgkin
humano e carcinoma de célon, também em carcinoma mamario (FRIEDRICHS, et
al., 1995, HEBBARD, et al.,2000).

A deteccdo precoce de metastase estd diretamente ligada ao fator
prognostico. Harrell et al. (2006) mostram que o CD44 é expresso em tumores
primarios e superexpresso em émbolos tumorais linfaticos e metastases,
concluindo que as subpopulacbes de CD44 no sitio primario séo
preferencialmente atraidas para os vasos linfaticos tumorais e seus linfonodos.
Nesse contexto, o estudo do comportamento das micrometastases, em linfonodos

drenantes do tumor mamario por meio do CD44, pode ser uma ferramenta atil no
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prognéstico e no direcionamento do tratamento. A compreensao dos mecanismos
moleculares da formacao de metastases fornecera dados para o aperfeicoamento
no tratamento do tumor.

Até o presente momento apenas um trabalho relacionado ao CD44 em caes
foi encontrado (MADRAZO, et al., 2009). Sendo necesséarias mais pesquisas a
respeito deste imunomarcador favorecendo tanto a oncologia veterinaria quanto a

comparacao das neoplasias mamarias em cadelas com a espécie humana.
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[ll. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

e Avaliar a imunomarcacao de receptor CD44 em linfonodos drenantes
de tumores mamarios caninos, relacionando-o com o tempo de
sobrevida;

e Quantificar a marcacdo do CD44 em linfocitos T nos linfonodos de
cadelas com neoplasia mamaria e cadelas com neoplasias mamarias
com metastase em linfonodo.

e [Estabelecer uma relacdo entre o grau histolégico das neoplasias
mamarias e as metastases em linfonodos;

e Relacionar estes achados com moléculas envolvidas no processo de

mestastase como VEGF, E-caderina e colagenases.
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IV- MATERIAL E METODOS

IV.1- Grupos experimentais:

Compuseram 0s grupos experimentais cadelas com tumor mamario, com
ou sem metastase visivel em linfonodos, e um grupo controle composto por tecido
mamario normal. Nao houve predilecdo por localizagdo mamaria, mas utilizou-se
mais as mamas inguinais e linfonodos inguinais.

Grupo N (n=10) - Neoplasia maméria e linfonodo sem metéstase visivel em
microscopia de luz;

Grupo M (n=10) - Neoplasia maméaria e linfonodos com metéstases
observadas microscopicamente.

Grupo C (n=4) — Tecido mamario normal e linfonodos sem alteracbes
neoplasicas. Utilizado como controle das imuno-histoquimicas.

O grupo controle foi composto por fragmentos de tecido mamario e de
linfonodos de cadelas sem histérico de neoplasia mamaria, provenientes do
servico de necropsia do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV-UNESP), Campus de Jaboticabal.

Os fragmentos de areas significativas dos tumores mamarios e de
linfonodos drenantes foram adquiridos do Servico de Reproducdo e Obstetricia
Veterinaria, do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da FCAV - UNESP,
Jaboticabal, SP e de clinicas particulares. Foram considerados como critérios de

avaliacéo as dimensdes do tumor, a sua relagdo com o tecido adjacente (presenca
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de cépsula, séssil ou pediculado), a presenca de Ulceras, de hemorragia, de
secrecdes ou de exsudato inflamatorio.

O aspecto macroscopico de cada neoplasia foi avaliado e os fragmentos
colhidos fixados em solucéo de formol a 10%, tamponado com fosfatos, pH 7,4 e
processados rotineiramente até a inclusdo em parafina. Cortes de 5u foram feitos
em micrétomo e posteriormente corados pelo método da Hematoxilina e Eosina. O
processamento histolégico foi feito no Departamento de Patologia Veterinaria
(FCAV-UNESP), Campus de Jaboticabal — SP.

Na analise microscépica em microscopia de luz, foi feita a classificacdo da
neoplasia, segundo os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (MISDORP et
al. 1999), avaliou-se o grau de diferenciacdo celular, o pleomorfismo, a anaplasia,
a presenca de figuras de mitose, de émbolos em vasos sangliineos e em
linfaticos, a invaséo do tecido adjacente e de metastases em linfonodos. Apds a
classificagéo, apenas os carcinomas foram utilizados neste experimento para uma
melhor comparacdo entre a espécie canina e humana, ja que 0s tumores
mesenquimais e mistos séo raros na especie humana.

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

nuclear, de acordo com o Quadro 1:
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Quadro 1 — Caracteristicas utilizadas para classificagdo dos tumores mamarios
das cadelas conforme o grau de malignidade.

Caracteristicas Escores

1. Formacgéo de tabulo: um ponto para formacéo de tabulos 1 2 3
bem marcada; trés pontos para pouco ou nenhum tubulo

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 nucleo: um ponto se 0s
ndcleos séo 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 1]

Fonte: Misdorp et al., 1999

Nos grupos N e M adquiriram-se informacdes em relagdo a idade, raca e
realizacdo de quimioterapia. Além disso, essas cadelas foram acompanhadas para
obter-se o tempo de sobrevida, que foi considerado a partir da mastectomia até

novembro de 2009.
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IV.2- Imuno-histoquimica

Para a andlise imuno-histoquimica foram utilizados cortes de mama e
linfonodo regional incluidos em parafina, para todos os anticorpos, (anti-CD44,

antimetaloproteinase, anti-VGEF e anti-E-caderina) de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Anticorpos utilizados em tecidos de neoplasmas mamarios, tecidos
mamarios normais, linfonodos com metastases e linfonodos normais de cadelas.

Anticorpos anti Clones Diluicdes | Procedéncia

CD44v6 (M)* DF1485 1:50 DAKO, ref. M7082
VEGF (M) VG-1 1:300 Abcam, ref. ab1316-100
E-caderina (M) 4A2C7 1:100 Zymed Lab., ref. 33-4000
Metaloproteinasease _ 1:200 DAKO, ref A0150

(MMP) (P)

*M=monoclonal e P=policlonal

A técnica imuno-histoquimica empregada foi o complexo estreptavidina
peroxidase (ABC), desenvolvido por HSU et al. (1981), com ligeiras modificacdes.
Resumidamente, os cortes foram desparafinizados, reidratados e, entéo,
incubados por vinte minutos em uma solucéo a 5% de perdxido de hidrogénio, em
metanol absoluto, para bloqueio da peroxidase enddgena. Na sequéncia, foi
realizada a recuperacao antigénica pelo calor (Tabela 2). Apds essa etapa, 0s
cortes foram lavados por trés vezes em solucdo salina tamponada com fosfatos
(PBS) 0,01M (pH 7,2), por 5 min e, a seguir, 0os sitios inespecificos foram

bloqgueados com solucdo blogueadora de reacdo inespecifica (protein block
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serum-free — DAKO ref. X0909). Ato continuo, os cortes foram incubados em
camara Umida com os anticorpos primarios na diluicdo 6tima (Tab. 1), e entdo
incubados a 4°C por 18 horas. Apenas o anticorpo MMP-9 foi incubado a 28°C por
uma hora. Depois os cortes foram novamente lavados em PBS, e incubados com
0 anticorpo secundario biotinilado (kit DAKO LSAB, ref. K0690) a temperatura
ambiente por 30 minutos. Em seguida, nova lavagem foi realizada com PBS para
remocdo do excesso de anticorpo, procedendo-se entdo a incubacdo com o
complexo streptoavidina-biotina, por 30 minutos (Kit DAKO LSAB,ref.. KO690), a
temperatura ambiente, para deteccdo do produto da reacdo. Para o anticorpo
VEGF usou-se o método polimero, (kit ENVISION + Dual Link System Peroxidase
ref K4061 - DAKO) por uma hora substituindo o anticorpo secundario e o
complexo streptoavidina-biotina. As laminas foram novamente lavadas, e a reagéo
revelada pelo substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB - DAKO ref. K3466).
A seguir, a reacdo foi interrompida com a lavagem em &agua destilada,
seguidas de contracoloracdo com Hematoxilina de Harris (1-2 minutos). Os cortes
passaram pela bateria crescente de alcool e por xilol, foram montados com

balsamo do Canada e observados em microscoépio de luz.
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Tabela 2 - Tipo de recuperagdo antigénica, tempo e diluicdo utilizada para cada
anticorpo primario, dos cortes de tecido mamario e linféide de cadelas com tumor
de mama.

ANTICORPO RECUPERACAO TEMPO Incubacéo do
ANTIGENCIA anticorpo primario
E-caderina* Banho-Maria 97°C 40 minutos 4°C por 18 h
VEGF* Banho-Maria 97°C 40 minutos 4°C por 18 h
MMP-9** Steamer 20 minutos 28°Cporlh
CD44** Micro-ondas 2 + 10 minutos* 4°C por 18 h

* Target Retrieval Solution 10x concentrate - catalogo n° S1699-DAKO Corp.

** Tampao Citrato pH 6,0

* Poténcia maxima: 2min; poténcia minima: 10 minutos, com reposi¢do de tamp&ao
depois de 5 min.

A definicdo de controle positivo, segundo Ramos-Vara et al. (2008) é a
utilizacdo de um tecido controle em que o antigeno de interesse detectado ja seja
conhecido pelo mesmo método imuno-histoquimico. Sendo assim, para o
anticorpo E-caderina e MMP-9 foi usado como controle positivo o proprio epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado da pele. Para o anticorpo CD44, as
glandulas mamaérias normais adjacentes as células neoplasicas foram usadas
como controle positivo interno. E para o VEGF utilizou-se as proprias células
endoteliais dos vasos sanguineos dos tumores (controle interno).

Como controle negativo, substituiu-se o anticorpo primario por PBS em

todas as reacdes imuno-histoquimicas.
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IV-3- Contagem das células marcadas

A observagcédo 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 quantificacdo da frequéncia da imunomarcacdo, foram
aleatoriamente selecionados quatro campos por corte e foi contado um total de
100 células entre as marcadas e as ndo marcadas, utilizando-se objetiva de 40x.
Os resultados foram expressos em porcentagem de células marcadas.

As contagens no grupo C foram realizadas em células epiteliais mamarias
normais. No grupo N as contagens foram realizadas apenas em células
neoplasicas mamarias. Ja no grupo M, as contagens foram realizadas tanto nas
células neoplésicas do sitio primério do tumor quanto nas células neoplésicas
metastaticas em linfonodos ou em vasos linfaticos. E apenas para o anticorpo anti-
CD44 contou-se os linfocitos T tanto nos linfonodos do grupo N quanto os do

grupo M.

IV.4 - Andlise estatistica:
Andlises pelo método dos quadrados minimos foram realizadas para avaliar

o efeito de grupo de metastase e classes de idade sobre os anticorpos E-caderina,
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Metaloproteinase, VEGF e CD44. Foram verificadas as pressuposicdes basicas
para a realizacdo da andlise de variancia. Assim, a variavel CD44 foi submetida a
transformacéao logaritmica. Médias por classe de idade foram comparadas pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Foi aplicado o teste T para comparacdo de resultados entre os grupos N
(nas células epiteliais mamarias neoplasicas) e M (células epiteliais neoplasicas
mamarias metastaticas) para cada anticorpo: CD44, E-caderina, MMP e VEGF.
Também, compararam-se por esse mesmo teste no grupo M as células marcadas
no sitio primario do tumor e suas respectivas metastases em todos os anticorpos
citados acima. E somente para o anticorpo anti-CD44 analisou-se por esse mesmo
teste os linfocitos T marcados nos grupos N e M.

A associacdo entre metastase e tipo histolégico, grau de malignidade e
tempo de sobrevida foi verificada pelo Teste Exato de Fisher.

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o programa

computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA).
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V- RESULTADOS

Na avaliacdo macroscopica dos tumores, de um total de 20 amostras,
guatro apresentavam aspecto cistico, dois continham hemorragia e trés
apresentavam areas de necrose. Algumas informacdes ndo puderam ser obtidas
devido a doagcbes de amostras principalmente provenientes de clinicas
particulares.

Os tumores foram classificados por um observador de acordo com a
classificacdo da WHO (MISDORP et al. 1999). Os tipos histoldgicos encontrados
no grupo N foram cinco tumores classificados em carcinoma complexo, sendo
composto por ceélulas epiteliais e componentes mioepiteliais. Trés tumores foram
classificados como carcinoma simples padréo tubulo papilifero, apresentando um
tipo de célula (epitelial) e caracterizado pela formacéo de tubulos e papilas. E o
restante (dois tumores) classificados como carcinoma simples padrdo soélido,
também com um Unico tipo de célula (epitelial) e apresentando um padrdo de
distribui¢do sdlido.

Os graus de malignidade do grupo N foram escolhidos entre os trés graus
para se obter uma amostra representativa de todos os graus de malignidade dos
tumores. No grupo M, seis tumores foram classificados em carcinoma simples
padréo tubulo papilifero e quatro em carcinoma simples padréo solido. O grau de
malignidade predominante foi o Il, seguido por grau lll. Neste caso ndo houve

escolha dos graus.
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Neste estudo, a raca predominante no grupo N foi a dos animais sem raca
definida (SRD), seguidos por poodle e pastor alemado. JA no grupo M a raca
predominante foi Teckel seguida por SRD. A idade média das cadelas do grupo M
foi de 9,4 anos e no grupo N, de 10,9 anos.

No grupo N apenas um animal realizou sessdes de quimioterapia € no
grupo M quatro animais foram tratados com quimioterapicos. As drogas utilizadas

e as quantidades de sessdes estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Relacdo dos animais que foram submetidos a
guimioterapia e seus respectivos quimioterapicos.

Quantidade Quimioterapico Tempo de

Animal Grupo de sessdes sobrevida
3 N 2 Carboplatina e N&o
doxorrubicina informado
12 M 4 Carboplatina 4
13 M 3 Carboplatina Mais de 19
17 M 1 Carboplatina 12
18 M 5 Carboplatina, 14
doxorrubicina,
lomustina e
vinorelbina

A média de tempo de sobrevida das cadelas do grupo N (Tabela 5) foi de
16,4 meses. Dos dois 6ébitos que houve no grupo N, apenas um foi uma provavel
evolucdo do tumor causando metastase; o outro Obito foi por complicacdes poés-
cirirgicas e ma condicdo corporal do animal. Ja no grupo M, dos seis Obitos,
guatro foram por complicacbes da metastase. A média de sobrevida nesse grupo

foi de 7,6 meses. Destes, trés tiveram metastase pulmonar. Uma informacéo
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relevante é que, dos 10 animais do grupo M, duas cadelas exibiam parentesco de
primeiro grau (méae, animal 12 e filha, animal 18). No grupo N duas cadelas
(animal 9 e 10) pertenciam & mesma proprietaria, sendo expostas aos mesmos
fatores ambientais.

Na andlise imuno-histoquimica, os percentuais de células imunomarcadas
nos tumores analisados estéo descritos na tabela 4.

Para o anticorpo E-caderina, a marcacao foi observada em citoplasma e
membrana plasmética. Houve aumento significativo (p<0,05) da marcacao do
grupo N (Figura 1) em relacdo ao grupo M (Figura 2/Tabela 4). Quando se
comparou o sitio primario do tumor no grupo M com a sua respectiva metastase
também houve um aumento significativo nas contagens das células marcadas
(Tabela 4). Nas glandulas mamarias normais, grupo C, as marcacfes foram
observadas em 100% das células contadas (Figura 3).

Na avaliacdo do anticorpo anti-MMP-9, a marcagédo foi citoplasmatica
(Figura 4). Nao houve diferencas significativas (p>0,05) em relacdo aos grupos M
e N (Figura 5). Entretanto, quando se analisou o sitio primario do tumor para sua
respectiva metastase houve um aumento significativo (Tabela 4). Nas glandulas
mamarias normais, grupo C, a média de células marcadas foi de 72,5%.

As marcacgbes para 0 anticorpo anti-VEGF foram citoplasmaticas. Nao
houve diferencas significativas em relagcdo aos grupos M e N (Figura 6). Também
ndo se observou diferencas significativas entre o sitio primério (Figura7) e a

metastase. A média de células marcadas do grupo C foi de 90%.
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Para o anticorpo anti-CD44 as marcacOes foram consideradas positivas
guando a membrana plasmatica e/ou o citoplasma apresentavam-se marcados.
Todas as células epiteliais glandulares mamarias normais foram imunomarcadas
para o CD44, 100% marcadas (Grupo C). Houve um aumento significativo em
relacdo ao grupo N (Figura 8) para o grupo M (p<0,05). E também aumento
significativo das contagens de células do sitio primario em relacdo a respectiva
metastase. No sitio primario do tumor, observou-se poucas marcacdes em relacéo
ao local da metastase. Em carcinomas simples tubulo-papiliferos observou-se
marcacgdes mais intensas nos tubulos mais proximos dos normais e nas camadas
mais externas de células nas papilas (Figura 9). Dois dos quatro carcinomas
sélidos apresentaram pouca marcagdo no sitio primario. As células neoplasicas
em vasos linfaticos, em sua maioria, estavam agrupadas e mesmo as que se
encontravam isoladas estavam marcadas para o anticorpo CD44 (Figura 10). Nos
linfonodos as células marcadas estavam agrupadas em sua maioria nos seios
subcapsulares e, em apenas dois casos elas invadiram o linfonodo pelos corddes
linfaticos atingindo a regido medular (Figura 11).

Apenas para o anticorpo CD44 foram realizadas contagens nos linfonodos
dos dois grupos, observando a marcacao em linfécitos T (Figura 12). A média de
células marcadas no grupo N foi de 24,4 +11,9 e a média para o grupo M foi de

8,9+ 8,9, sendo significativa essa diferenga (p< 0,05).
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Tabela 4 — Meédias percentuais e desvio-padrdo das contagens das células
imunomarcadas pelos respectivos anticorpos nos dois grupos analisados.

Sitio Primario da

ANTICORPOS N M metastase
E-caderina *61,20 + 22,10 *90,00 £17,95 *61,5 + 19,55
MMP-9 61,70+ 17,53 *77,50 £16,73 *60,9 + 13,34
VEGF 78,50 + 16,05 83,20 +£15,51 79,30 £ 13,22
CD44 *41,30 + 14,82 *73,70 £ 13,50 *43,2 17,5
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Tabela 5 — Resultado do tipo histologico, grau de malignidade, idade, raca, realizacéo
de ovariosalpingo-histerectomia e tempo de sobrevida encontrado nos tumores
mamarios caninos dos grupos N (neoplasia mamaria) e M (neoplasia mamaria e metas-
tase em linfonodo).

Animai Tipo Grau de Idade |Raca Tempo de | Realiza
S Histolégico | Malignidad | (anos) sobrevida | cao de
e (meses) OSH*®
1* CS* I Pastor
8 Alemao Mais de 36 Nao
2 CcC I 9 Teckel Mais de 24 Nao
3 CS [l Nao
9 SRD informado Nao
4 CcC I Cocker
11 Spaniel | Mais de 19 N&o
5 CSTP " 6 SRD 18 Nao
6 CSTP I Pastor
8 Alemao 1 Nao
7 CcC I 15 SRD Mais de 12 Nao
8 CcC I 6 Boxer Mais de 14 Sim
9 CSTP I 8 Poodle Mais de 12 Nao
10 CcC I 10 Poodle Mais de 12 Nao
11 CSTP I 11 SRD 0** N&o
12 CS 1 11 Teckel 4 Nao
13 CS [l 6 Beagle | Mais de 19 N&o
14 CSTP I 12 SRD Mais de 19 Nao
15 CSTP Il Nao
13 Teckel informado Nao
16 CSTP Il 13 SRD 0 Nao
17 CSs I 13 Poodle 12 Nao
18 CSTP 1 9 Teckel 14 Nao
19 CSTP I 9 Boxer 1 Nao
20 CS 11 12 Teckel 0 Nao

* Os numeros de 1 a 10 representam o grupo N, enquanto que 0os nameros de 11
a 20 representam o grupo M.

*2CS - carcinoma simples padrdo sélido, CC - carcinoma complexo, CSTP -
carcinoma simples padréo tubulo-papilifero.

*30SH — ovariosalpingo-histerectomia

**Tempo 0 significa que a cadela veio a 6bito durante a cirurgia.
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Em analise de variancia, as variaveis E-caderina, MMP, VEGF e CD44
foram comparadas nos grupos M e N e com as idades dos animais. Os resultados
foram significativos quando P<0,05. As varidveis E-caderina e MMP-9 foram
significativas em relacdo a metastase. A variavel VEGF ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos. Em relacdo ao CD44, este foi significativo tanto em
relacdo ao grupo da metastase quanto em relacdo as idades dos animais. As
idades significativas para o CD44 metastético foram 6, 8, 9, e 12 anos.

O tipo histologico, grau de malignidade e tempo de sobrevida ndo foram

significativos para a metastase entre os grupos avaliados.
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Figura 1: Neoplasia mamaria de cadela sem metastase em linfonodo (Grupo N),
Marcagdo imuno-histoquimica para E-caderina, observada na membrana
plasmética e no citoplasma de células epiteliais neoplasicas. Cromégeno DAB e
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 2: Neoplasia mamaria metastatica de cadela em linfonodo regional (Grupo
M). Marcacdo imuno-histoquimica para E-caderina, observada em membrana
plasmética e citoplasma de células epiteliais neoplasicas. Cromogeno DAB e
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 3: Glandula maméaria normal de cadela (Grupo C). Marcagdo imuno-
histoquimica para E-caderina em membrana plasmatica e citoplasma de células
epiteliais neoplasicas. Cromégeno DAB e contracoloracdo com Hematoxilina de
Harris. Obj. 40x.
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Figura 4: Neoplasia mamaria sem metastase em linfonodo de cadela (Grupo N),
Marcacdo imuno-histoquimica para MMP-9 em citoplasma de células epiteliais
neoplasicas. Cromégeno DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris. Obj.
40x.
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Figura 5: Neoplasia mamaria sem metastase em linfonodo de cadela (Grupo N),
Marcagdo imuno-histoquimica para MMP-9 em citoplasma de células epiteliais
neoplasicas. Cromogeno DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris.

Obj. 40x.
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Figura 6: Neoplasia mamaria sem metastase em linfonodo de cadela (Grupo N),
Marcagdo imuno-histoquimica para VEGF em citoplasma de células epiteliais
neoplasicas. Cromégeno DAB e contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj.
40x.
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Figura 7: Sitio primario de neoplasia mamaria metastatica de cadela (Grupo M),
Marcagdo imuno-histoquimica para VEGF em citoplasma de células epiteliais
neoplasicas. Cromogeno DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris. Obj.
40x.
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Figura 8: Neoplasia mamaria sem metastase em linfonodo de cadela (Grupo N),
Marcagéo imuno-histoquimica para CD44 em membrana plasmatica e citoplasma
de células epiteliais neoplasicas. Cromégeno DAB e contracoloragdo com
Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 9: Sitio primario de neoplasia metastatica de cadela (Grupo M). Marcacéao
imuno-histoquimica para CD44 em membrana plasmética e citoplasma de células
epiteliais neoplasicas. Cromégeno DAB e contracoloracdo com Hematoxilina de
Harris. Obj. 40x.
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Figura 10: Embolo tumoral metastatico de cadela (Grupo M). Marcacéo imuno-
histoquimica para CD44 em membrana plasmatica e citoplasma de células
epiteliais neoplasicas. Cromogeno DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de
Harris. Obj. 40x.
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Figura 11: Metastase de células neoplasicas mamarias em linfonodo (Grupo M).
As células indiferenciadas estdo marcadas. Marcacdo imuno-histoquimica para
CD44 em membrana plasmatica e citoplasma de células epiteliais neoplasicas.
Cromogeno DAB e contracoloragdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 12: Linfonodo do grupo N, sem metastase visivel de células epiteliais
mamarias. Notar marca¢des em linfécitos T. Marcagdo imuno-histoquimica para
CD44 em membrana plasmatica e citoplasma de células epiteliais neoplasicas.
Cromégeno DAB e contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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VI- DISCUSSAO

Neoplasias mamarias podem se apresentar como massas isoladas ou,
freqientemente, como multiplos nédulos, de tamanho grande e normalmente com
ulceracdes (POLTON, 2009). Caracteristicas macroscopicas como ulceracao,
necrose e hemorragia estdo associadas com tumores malignos e foram
encontradas nos tumores metastaticos analisados neste trabalho.

Com o aumento da prevaléncia de cancer em caninos, ha maior busca por
diagndsticos precisos antes do tratamento (DAGLI, 2008). Em medicina veterinaria
observa-se dificuldade em comparar resultados de tipos histolégicos, devido a
diversidade de opiniGes entre os autores em relacao a caracteristicas morfoldgicas
na classificacdo dos tumores de mama (BENJAMIM & SAUNDERS, 1999). A
classificagéo histologica mais aceita para os tumores em animais domésticos foi
proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (MISDORP et al. 1999). Embora o
tipo histolégico ndo seja significativo para a metastase, estudos comprovam que 0
grau histolégico tende a ser o mais objetivo indicador prognostico de malignidade
(ELSTON & ELLIS, 1991). No presente estudo, os carcinomas complexos foram
predominantes nos tumores que ndo causaram metdstase, enquanto a
classificacdo de carcinoma simples estava presente em todos os tumores do
grupo metastatico. Esses dados corroboram com alguns autores (HAMPE, 1974),
quando relatam que os carcinomas complexos raramente s&o invasivos e 0S

carcinomas simples tendem a ser localmente invasivos, invadindo também vasos
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linfaticos. Ao contrario, MOULTON (1990) afirma que essa separacao entre
simples e complexo é desnecesséaria. Segundo Polton (2009), as diferencas
histologicas nos tumores de mama com padrdo tubulo-papilifero e aqueles
classificados como padrdo sélido ou anaplasico sédo significantes como fatores
prognosticos. Dentre as neoplasias metastaticas encontradas nesse estudo, a
maioria foi classificada em carcinoma simples padrao tubulo-papilifero, sendo este
tipo histolégico presente na maioria dos animais que vieram a Obito. Autores
relatam que entre os tipos histolégicos sélido e tubulo-papilifero, o solido seria o
mais agressivo (BENJAMIM & SAUNDERS 1999). No entanto, maior atencdo
deve-se dar aos carcinomas em geral, considerando mais as caracteristicas de
invasividade do que o tipo histolégico (MOULTON, 1990).

Quando ha comparacbes entre racas, deve-se levar em consideragédo
fatores influentes como a quantidade de racas prevalentes em regibes
geogréficas, a inclusdo de novas racas e desaparecimento de outras. Neste
sentido, pode-se comparar a raga prevalente em tumor mamario na regido de
Jaboticabal-SP com um estudo realizado na mesma regido no ano de 1998
(DALECK et al. 1998). Em ambos os estudos, a raca mais acometida por tumor de
mama sem metastase foi o cdo sem raca definida. JA nos parametros de
metastase, a raca predominante foi a Teckel. De fato, segundo Kelsey et al.
(1998), animais de raga pura possuem chance duas vezes maior de desenvolver
tumor de mama do que animais sem raca definida, com a mesma idade. Pode-se

supor que a existéncia de metastase também seria maior.



42

Os tumores de mama em cadelas ocorrem frequentemente em paises onde
a castracdo nao € realizada precocemente (SOREMO et al. 2000). Neste estudo,
apenas uma cadela foi castrada e nao foi precocemente, confirmando a influéncia
hormonal no desenvolvimento e progressao dos tumores de mama (MOULTON,
1990). A idade meédia para o desenvolvimento tumoral é de 10 a 11 anos
(BENJAMIM & SAUNDERS, 1999); concordando com esses autores, a idade
média das cadelas deste estudo foi de 9,4 anos no grupo M e de 10,9 anos no
grupo N.

Mesmo sendo um dado insuficiente para andlise estatistica, o fato de haver
parentesco entre duas cadelas no grupo M podem indicar hereditariedade e
alteracbes genéticas. As duas cadelas eram da ragca Teckel, com metastase
pulmonar, mas apresentaram tipos histopatoldgicos distintos. A mae com
carcinoma padréo sélido e a filha com carcinoma padrao tubulo-papilifero. Em
cdes da racga beagle foi estimado um grau de hereditariedade significativo para
tumores de mama (BENJAMIM & SAUNDERS, 1999). Ainda em termos
descritivos, duas cadelas conviviam com 0os mesmos fatores ambientais externos,
apresentando a mesma sobrevida, mas com tipos histopatologicos distintos. Um
dos fatores a ser considerado poderia ser a alimentacdo, mas estudos mostram
gue o aumento da gordura na dieta ndo estd associado ao desenvolvimento de
tumor de mama em cadelas (KELSEY et al., 1998)

Metastase é um processo em que células, individuais ou em conjunto,
disseminam-se de um tumor primario para um local distante (PENG et al., 2007). A

célula maligna precisa perder a adesdo, penetrar e invadir a matriz extracelular,
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entrar no sistema vascular e se aderir a um orgao distante (LOPEZ et al., 2005).
Uma das principais moléculas de adesao transmembrana é a E-caderina, a qual
esta envolvida na progressao tumoral (BRUNETTI et al., 2005). Normalmente a E-
caderina promove a adesdo em células epiteliais normais. De fato, as células
epiteliais mamarias do grupo controle foram totalmente marcadas pela E-caderina.
Houve marcagdo de células epiteliais neoplasicas no grupo N com aumento
significativo para o grupo M (Tabela 4). O sitio primario do tumor também foi
marcado com aumento significativo de marcacéo para o grupo M em relacdo ao N.
Autores relatam que a perda de E-caderina em tumores mamarios humanos e
caninos esta relacionada com um pobre progndstico (MATOS, et al. 2007). Em
outros estudos de metastase, a marcacdo de E-caderina foi encontrada
aumentada em tumores mamarios agressivos como carcinoma inflamatério e
carcinoma micropapilar invasivo (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005). O aumento de
marcacao das E-caderinas no grupo das metastases pode ser devido a aderéncia
das células no novo ambiente, para que possa estabelecer uma nova arquitetura.
Portanto, a re-expressdo dessa molécula de adesdo por células neoplasicas
depois da liberacdo do local primario pode ser necessaria para que estas células
figuem aderidas num 6rgao distante (BRUNETTI et al.,, 2003; PIEKARZ et al.,
2008).

A destruicAo da membrana basal & considerada um dos passos mais
importantes para a metastase tumoral (KAWAI et al. 2005). Em relacdo ao
anticorpo MMP-9, quando se comparou 0 grupo de tumores mamarios sem

metastase com o grupo de tumores metastaticos, ndo se obteve diferencas
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significativas nas contagens de células marcadas. No grupo N, para se obter uma
amostra representativa de tumores malignos, dividiu-se as neoplasias entre os 3
graus de malignidade. J4 no grupo M, os graus variaram apenas entre Il e lll,
sendo a média de contagens do sitio primario da neoplasia menor neste grupo,
mas maior do que no grupo N. Houve um aumento médio de 30% com desvio
padrdao de 17,7 das marcagbes em células neoplasicas do sitio primario em
relacdo as marcacdes nas células metastaticas das mesmas neoplasias
mamarias. KAWAI, et al (2005) sugeriu que quanto mais agressivo for o tumor
mamario maligno, maiores serdo os niveis de MMPs e menores serdo 0s niveis
dos Inibidores de MMPs (TIMPs). Por esse fato, as células mais malignas estédo
presentes no local metastatico onde ha maior marcagdo de MMP-9. As MMPs
também podem variar de acordo com o grau histolégico dos tumores mamarios
sugerindo haver diferencas nessas patofisiologias tumorais (CASAR, et al. 2009).
A mensuragdo de MMP-9 no soro de cdes com tumor de mama pode ser Util para
um diagnaostico precoce (YOKOTA, et al. 2001).

Em glandulas mamaérias, o CD44v6 apresenta forte imunorreatividade em
mioepitélio normal e em células epiteliais ductais (FRIEDRICHS, et al. 1995). Em
nosso estudo, os sitios primarios do tumor apresentaram menor marcacao de
CD44 em relacdo a metastase. Contrastando com o0s nossos achados,
POZDNYAKOVA (2008) encontrou mais marcagbes em sitios primarios de
CD44v6 do que na metastase cutdnea em humanos. Apesar de ser 0 mesmo
clone do anticorpo, a metastase foi analisada em pele, enquanto o presente

estudo analisou linfonodo. Nos linfonodos a maioria dos tumores metastaticos
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localizava-se nos seios subcapsulares condizendo com a circulacdo linfatica
unidirecional, chegando pelos vasos aferentes e saindo pelos linfaticos do hilo, ou
eferentes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). A marcacdo superexpressa em
células no interior de vasos linfaticos confere uma estabilidade na estrutura do
émbolo tumoral (MADRAZO, 2009). Fato interessante observado € que a molécula
de adesdo CD44 marcou uma média de 73,7% das células tumorais nos locais
das metastases, indicando que a célula neoplasica necessita de adesdo para
enfrentar o novo microambiente que estd colonizando. Muitos estudos em
humanos tém proposto que o CD44 pode ser uma molécula de fator progndstico
de metéastase (XIN, 2001). Em cées, ha necessidade de estudos complementares
para que fique clara essa hipétese. Segundo os resultados do presente trabalho, a
marcacdo da molécula de adesdo CD44 pode ser considerada um fator
prognostico, sendo desfavoravel quando ha redugcdo em sua expressao em
tumores mamarios malignos primarios.

Uma das fun¢bes da molécula CD44 é a ativacao de linfécitos T (LOOI et al.
2006). Na resposta inflamatéria, o CD44 inicia o caminho primariamente, ativando
os linfocitos T para saida dos vasos para varios tecidos inflamados (SIEGELMAN
et al, 2000). Os exons V6 e V9 estdo envolvidos nessa sinalizacdo de linfocitos
(HAMILTON, et al 2007). Como a variante V6 esta envolvida tanto na metastase
guanto na ativagao de linfocitos, autores tentam relacionar o mecanismo pelo qual
0 CD44 ativa linfécitos T para o local da inflamagdo com o mecanismo das células
tumorais para o local da metastase (HERRLICH et al. 1993). Neste estudo, a

marcacdo em linfécitos T em linfonodos negativos para metastase foi
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significantemente maior do que a marcacdo em linfonodos positivos para a
metastase. Este resultado sugere que a resposta imune pode estar envolvida no
processo de metastase. As respostas imunes adaptativas sdo mediadas por
anticorpos e por linfocitos T, que compdem 0s mecanismos efetores capazes de
matar células tumorais “in vitro” (ABBAS et al., 2004). Provavelmente, quando a
molécula CD44 esta envolvida na metastase ha uma diminuicdo de linfécitos T,
pois estes atuam como agressores das células tumorais, impedindo a sua
sobrevivéncia. Até o presente momento ndo se encontrou estudos associando o
CD44 com a metéastase e linfécitos T. Postula-se aqui ser o linfécito T um fator
indicativo de prognéstico. A reduzida ou nula marcacdo de linfocitos T pelo
CD44v6 em linfonodos drenantes de tumores mamarios pode ser indicativo de
futura presenca de metéstase. Ao contrario, se houver marcacdo abundante de
linfécitos T, provavelmente ndo haveria metastase nesse linfonodo por este tumor.

Um dos objetivos deste trabalho foi comparar a marcacdo da molécula de
adesdo CD44 em tumores mamarios malignos caninos com suas respectivas
metastases tentando relaciona-las com fatores progndsticos ja conhecidos.
Estudos in vitro sugerem que o CD44 desempenha um papel importante na
migracdo e invasdo tumoral. No entanto, a complexidade dessa molécula, por
apresentar varios isoformas, tem causado dificuldades em apresentar respostas a
esse respeito. Assim, ha vérias explicacdes na literatura cientifica (LOOI et al.,
2006). A investigacao do envolvimento da molécula de adesao CD44 com outros
mecanismos celulares certamente contribuira para o avanco da pesquisa com

cancer (LOOI et al., 2006). Recentemente, autores mostram que ha uma
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interacdo do CD44 com a MMP-9 na promocéo da metastase. Peng et al. (2007)
relataram que o CD44 induz a expressdao de MMP-9 nas membranas celulares de
células neoplasicas maméarias e que os receptores de CD44 sdo usados como
locais de distribuicdo de MMP-9, para esta exercer a sua atividade proteolitica,
estimulando assim a metastase. Neste estudo, observou-se que houve um
aumento de marcagao tanto do CD44 quanto da MMP-9 nos locais da metastase,
sugerindo que essas moléculas podem estar agindo concomitantemente na
metastase. Em relacdo a E-caderina, embora autores relatem que alta expressao
desta possa inibir a ligagdo do CD44 com o HA, diminuindo assim a motilidade
celular (YIN & QIN, 2003), neste estudo, o aumento da E-caderina e da molécula
de adesédo CD44 foi significativo (p<0,05) tanto em relacdo ao grupo N para o
grupo M e também do sitio primario para a respectiva metastase, sendo ambas
importantes nesse processo. As marcagfes para o0 anticorpo VEGF néao
apresentaram diferencas significativas em nenhum dos grupos. Tanto as
marcacgdes no grupo N como no M foram relativamente altas. Embora seja um
pequeno aumento e ndo significativo por métodos estatisticos, parece haver a
formacdo de novos vasos nos locais da metastase do que em tumores malignos
primarios. Talvez o CD44 possa estar interferindo neste aumento: como ja foi
descrito, o CD44 pode ser uma molécula promissora na modulacdo da

angiogénese (LOOI et al., 2006)
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VIl - CONCLUSOES

1. A menor marcacdo em células epiteliais neoplasicas nos tumores
mamarios malignos com o anti-CD44 pode ser um fator prognostico desfavoravel.

2. A investigacdo de marcagdes em linfocitos T para o CD44 no linfonodo
drenante do tumor maligno mamario pode ser um bom fator prognéstico. Um
namero elevado de células marcadas indica progndstico favoravel.

3. O tempo de sobrevida dos animais do grupo dos tumores mamarios com
metastase em linfonodos foi de sete meses; os que ndo tinham metatastase
tiveram sobrevida superior a 12 meses.

4. O tipo histolégico predominante dos tumores mamarios metastaticos foi o
carcinoma simples padrao tubulo papilifero grau Il; o tipo predominante entre os
ndo metastaticos foi o carcinoma complexo.

5. A molécula CD44 pode estar agindo em conjunto com outros fatores
como a MMP-9 e a E-caderina devido aos resultados terem sido muito parecidos

entre essas trés moléculas.
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