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FIGUEIROA, F.C. Expressão de marcadores de células-tronco em 
carcinoma espontâneo de mama em cadelas e sua correlação com o grau 
de agressividade nos diferentes subtipos de tumores. Botucatu, 2012. 
105p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 
 

RESUMO 
 

Por ser a maior causa de morte entre as fêmeas caninas, o câncer de mama 
desperta o interesse da comunidade científica, pois sua apresentação e 
evolução clínica são muito semelhantes aos casos de câncer de mama na 
mulher. No intuito de permitir a continuação dos estudos comparativos entre os 
tumores de cadelas e os das mulheres, foram realizadas as marcações 
imunoistoquímicas para receptores de estrógeno (RE), HER-2, p63 e CK5, a 
fim de classificar os tumores de acordo com sua expressão, nos diferentes 
subtipos. Além disso, foram utilizados os marcadores para CD10, BMI-1, CD44, 
CD24, ESA e MUC-1 por meio da imunoistoquímica em lâminas 
confeccionadas pela técnica de Tissue microarray (TMA) para avaliar a 
presença de células-tronco tumorais. A partir dos resultados da 
imunoistoquímica os tumores foram classificados em Luminal A (RE+ e HER-2-
) (25,89%), Luminal B (RE+ e HER-2+) (33,93%), Superexpressão de HER-2 
(RE- e HER-2 +) (14,29%) e Basal (RE-, HER-2- e p63 e/ou CK5 +) (25,89%). 
Dos 112 tumores, 75 foram positivos para CD10 (66,96%), 81 positivos para 
BMI-1 (72,32%), para o CD44 apenas seis tumores (5,35%) foram positivos, 48 
tumores positivos para CD24 (42,86%), 24 positivos para ESA (21,43%) e 23 
tumores foram positivos para MUC-1 (20,54%). Desses tumores, quatro 
apresentaram o imunofenótipo CD44+CD24-, representando 3,57% dos 
tumores. Ao correlacionar as marcações para células-tronco tumorais com os 
diferentes subtipos, alguns marcadores apresentaram diferença estatística, 
sugerindo que os tumores com imunofenótipo mais agressivo (Superexpressão 
de HER-2 e Basal) foram positivos para a marcação de células-tronco tumorais. 
Além disso, houve uma maior marcação das células-tronco tumorais para os 
carcinomas classificados em complexo, o que desafia os dados de literatura, já 
que esses tumores eram considerados com melhor prognóstico do que os 
carcinomas simples. São necessários novos estudos com novas amostras para 
confrontar com os dados desta pesquisa e determinar os marcadores mais 
indicados. Ainda assim, a cadela deve ser considerada para ser utilizada como 
modelo experimental para testar novos tratamentos, inclusive com alvos 
terapêuticos, pois compartilha os mesmos marcadores com o câncer de mama 
na mulher, ainda que em diferentes proporções. 

Palavras-chave: Cadelas; Câncer de mama; Marcadores; Subtipos de tumores 
de mama; Tissue microarray.
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FIGUEIROA, F.C. Expression of stem cells in spontaneous mammary 
carcinoma in bitches and their correlation with aggressiveness degrees in 
different tumor subtypes. Botucatu, 2012. 104p. Tese (Doutorado) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, 
Universidade Estadual Paulista. 
 
 
ABSTRACT 
 
 
For being the biggest cause of death among the canine females, mammary 
cancer arises the interest of the scientific community; therefore its presentation 
and clinical outcome are very similar to the cases of breast cancer in woman. In 
intention to allow the following of comparative studies between the tumors of 
dogs and women, immunohistochemical markers were performed to estrogen 
receptors (RE), HER-2, p63 e CK5, to classify the tumors according to their 
expression, in different subtypes. Beyond that, markers to CD10, BMI-1, CD44, 
CD24, ESA e MUC-1 were used through the immunohistochemical in slides 
made by Tissue microarray technique (TMA) to evaluate the presence of cancer 
stem cells. From the immunohistochemical results, tumors were classified in 
Luminal A (RE+ e HER-2-) (25,89%), Luminal B (RE+ e HER-2+) (33,93%), 
HER-2 Overexpression (RE- e HER-2 +) (14,29%) and Basal (RE-, HER-2- e 
p63 e/ou CK5 +) (25,89%). Among 112 tumors, 75 were positive to CD10 
(66,96%), 81 positive to BMI-1 (72,32), to CD44 only six tumors (5,35%) were 
positive, 48 positive tumors to CD24 (42,86%), 24 positive to ESA (21,43%) and 
23 tumors were positive to MUC-1 (20,54%). In these tumors, four presents 
CD44+CD24- immunophenotypes, performing 3,57% of tumors. To correlate 
cancer stem cells markers with the distinct subtypes, some markers presented 
statistical differences, suggesting that more aggressive tumors 
immunophenotypes (HER-2 Overexpression and Basal) were positive to cancer 
stem cells markers. Besides, there were higher cancer stem cell markers in 
complex carcinomas, which challenge literature data because this kind of tumor 
was considered with better prognosis when compared with simple carcinomas.  
More studies are necessary with new samples to confront this research results’ 
and determinate the more indicated markers. Still, the female dog must be 
considered to be used as experimental model for breast cancer to test new 
treatment, including therapeutic targets, because they share the same markers 
as breast cancer in women, even in different proportions. 
 
. 
 
KEY WORDS: Female dogs; Mammary tumor; Markers; Mammary tumors 
subtypes; Tissue microarray.
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 O câncer de mama é a neoplasia mais comum na cadela e na mulher 

(MISDORP, 2002; PELED et al., 2008). Os tumores de mama em cadelas 

despertam interesse especial para oncologistas médicos e veterinários devido 

à similaridade que apresentam com o câncer de mama na mulher (NERURKAR 

et al., 1989; HATAKA, 2004). Várias características epidemiológicas, clínicas e 

biológicas são semelhantes aos da espécie humana e por isso vêm sendo 

utilizados como modelos para o conhecimento de alguns aspectos da 

carcinogênese mamária (CASSALI, 2000). 

 Assim como o câncer de mama na mulher, os tumores mamários nas 

cadelas representam um grupo heterogêneo de tumores com diversidade no 

comportamento biológico, evolução e resposta à terapia (MATOS et al., 2005). 

Recente estudo do perfil de microarranjo de cDNA em tumores mamário 

humanos tem identificado distintos subtipos de carcinomas que são associados 

com diferentes evoluções clínicas (SORLIE et al., 2001; SORLIE et al., 2003). 

Os marcadores moleculares são úteis na caracterização de células neoplásicas 

nem sempre vistas na histopatologia, dando ao clínico uma nova perspectiva 

no tratamento. Eles podem evidenciar tanto fatores de proliferação celular 

quanto de apoptose celular. 

 Na literatura recente há um aumento no número de investigações sobre 

marcadores prognósticos no câncer de mama de cadelas (ZAIDAN DAGLI, 

2008), incluindo os marcadores de proliferação (MATOS et al., 2006), 

receptores hormonais (DE LAS MULAS et al., 2005), p53 e receptor do fator de 

crescimento epidérmico humano (HER-2) (DE LAS MULAS et al., 2003; LEE  et 

al., 2004), entre outros. Com eventos celulares distintos envolvidos no 

processo de crescimento celular, diferenciação, proliferação, invasão e 

metástases (BECKMANN et al., 1997), a investigação de alterações 

moleculares múltiplas assumem um papel importante na pesquisa desses 

tumores. 

 A mama é composta por células que estabelecem entre si uma rede de 

interações responsável pelo desenvolvimento e função do órgão. Durante o 

desenvolvimento, passa por uma série de transformações e alterações que 
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determinam mudanças na morfologia e na expressão de proteínas. A maioria 

delas pode ser identificada pela imunoistoquímica. Sendo assim, pode-se 

avaliar a expressão de cada uma delas nas diferentes etapas do 

desenvolvimento mamário. As interações entre os tipos celulares e estas 

proteínas mantêm um microambiente responsável pela regulação das 

atividades celulares como, por exemplo: proliferação, sobrevivência, 

polaridade, diferenciação e capacidade de invasão. Um desequilíbrio nesse 

microambiente pode resultar no aparecimento de anomalias no 

desenvolvimento da glândula, predispondo a doenças inflamatórias, alterações 

fibrocísticas, neoplasias malignas, dentre outros (GUSTERSON et al., 2005).  

 Todos os tecidos no organismo adulto são derivados de células-tronco 

com propriedades específicas que mantêm a integridade do tecido. Estas 

células-tronco são conhecidas principalmente por sua capacidade de se auto-

renovarem e se diferenciarem em outros tipos celulares que compõe o órgão 

em que se encontram (OLIVEIRA et al., 2010). A teoria mais aceita sobre a 

etiopatogênese do câncer é que ele se origina de uma única célula que adquire 

a capacidade de se proliferar indefinidamente. Essas células compartilham 

características com as células-tronco do tecido adulto normal, por isso são 

denominadas células-tronco tumorais (CARIATI & PURUSHOTHAM, 2008).  

 Acredita-se que as neoplasias malignas são resultados de mutações 

sequenciais que podem ocorrer como consequência de uma progressiva 

instabilidade genética e/ ou fatores ambientais (OLIVEIRA et al., 2010).  

 Com a expansão clonal, a maioria dessas células se diferencia para 

outros tipos celulares e perdem as características de células-tronco. Entretanto, 

parte delas permanece em seu estado original, e acredita-se que sejam essas 

células que mantém o crescimento tumoral e que determinam a resistência a 

diversos esquemas terapêuticos (PHILLIPS et al., 2006). Um dos grandes 

desafios da oncologia atual é identificar e estudar as características das 

células-tronco tumorais (PONTI et al., 2005). 

 Crescentes estudos mostram que as células-tronco neoplásicas são as 

responsáveis pelo insucesso dos tratamentos e consequente recidiva (GUPTA 

et al., 2009). São vários os imunomarcadores utilizados para essa avaliação e 

podem variar no tipo e local de marcação. Eles evidenciam moléculas de 



 
 

 

8

adesão, metaloproteinases, antígenos epiteliais e sítios de ligação celular 

específicos. 

 Espera-se encontrar a imunomarcação das células-tronco tumorais nos 

carcinomas de mama de cadelas que apresentam maior agressividade 

considerando os aspectos: clínico (carcinoma inflamatório), diagnóstico 

histopatológico (carcinoma simples) e subtipo (carcinoma que superexpresse 

HER-2 e carcinoma basal). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Câncer de mama 
  

 

 O câncer de mama espontâneo é a neoplasia mais prevalente na cadela 

e na mulher (CAMERON e FOSTER, 2009; KLOPFLEISCH et al., 2010). 

Embora, em ambas as espécies, a ocorrência varie com a idade, geografia e 

raça ou etnia, a incidência desse câncer é, em geral, de uma em quatro 

cadelas, não esterilizadas, com idade superior a quatro anos (FANTON e 

WITHROW, 1981; Mac EWEN e WITHROW, 1996) e uma em nove mulheres 

com idade entre 50 e 69 anos (CANADIAN, 2009; AUSTRALIAN, 2010). No 

Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA), o número 

de casos novos de câncer de mama em 2011 foi de 49.240, com um risco 

estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres. Na região Sudeste, o câncer 

de mama foi o mais incidente entre as mulheres, com um risco estimado de 65 

casos para cada 100 mil (BRASIL, 2012).  

 A maioria dos tumores de mama afeta cadelas com idades 

compreendidas entre os oito e os 10 anos, no entanto, podem surgir tumores 

malignos em cadelas com menos de cinco anos (BURINI, 2002). Não existe 

predisposição racial evidente, embora no Brasil ocorram mais frequentemente 

em cadelas sem raça definida (SRD), isso se deve ao fato de haver o 

predomínio de cães mestiços no país (FERREIRA & CASSALI, 2003). O 

tamanho dos tumores pode variar, desde pequenos nódulos com 0,5 cm de 

diâmetro até tumores com mais de 15 cm no seu maior diâmetro. Em alguns 

animais o tumor pode apresentar ulceração cutânea ou sinais evidentes de 

inflamação. A despeito da sua alta taxa de ocorrência estas neoplasias 

apresentam um desafio terapêutico para o clínico, pois exibem variações 

consideráveis na sua aparência clínica e histológica (LOAR, 1992). 

 Os exames microscópicos convencionais para o diagnóstico e 

prognóstico desse câncer são o citopatológico e o histopatológico (ALLEN et
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al., 1986; ARAUJO et al., 1999; GRANDI et al., 2010). O diagnóstico 

microscópico considera o padrão tecidual classificado como ductal, papilar, 

tubular e sólido e suas características citológicas. O diagnóstico e a 

classificação dos diferentes tipos de neoplasia são importantes para indicar o 

seu comportamento biológico (PEREZ-MARTINZ et al., 2005; LEVINE et al., 

2006; GRANDI et al., 2010).  

 Para Misdorp (2002) o exame histopatológico é o melhor método de 

diagnóstico dos tumores de mama em cadelas, pois inclui o tipo de tumor e 

fornece informações acerca do prognóstico. A análise das células tumorais 

auxilia muito para a determinação do comportamento biológico do tumor 

(PHILIBERT et al., 2003). Assim como o câncer de mama na mulher, os 

tumores mamários nas cadelas representam um grupo heterogêneo de 

tumores com diversidade no comportamento biológico, evolução e resposta à 

terapia (MATOS et al., 2005). A Organização Mundial da Saúde realizou a 

classificação de tumores mamários de cães e gatos, associando histogênese, 

descrição da expressão morfológica e fatores prognósticos (MISDORP et al., 

1999). 

   

  

2.2 Subtipos tumorais 
 

 

 Estudos do perfil da expressão gênica em tumores de mama humanos 

identificaram distintos subtipos moleculares de carcinomas da mama, os quais 

diferem em sua patobiologia e evolução clínica (PEROU et al. 2000; SORLIE et 

al.2001; SORLIE et al.2003). Sorlie et al. (2003) analisaram o perfil de 

expressão de 115 amostras de tumores de mama esporádicos humanos e os 

categorizaram em cinco grupos principais: Luminal A, Luminal B, Super-

expressão de HER-2, Basal e tecido mamário normal. Os subtipos, Luminal A e 

B baseiam-se na expressão de receptores de estrógeno, enquanto o subtipo 

Basal é caracterizado pela ausência de receptores hormonais e presença de 



 
 

 

12

expressão de marcadores de células basais (BIRNBAU et al., 2004; NIELSEN 

et al., 2004). 

 A presença de receptores hormonais específicos nos tumores mamários 

de cadelas foi demonstrada em alguns estudos (GERALDES et al., 2000; de 

LAS MULAS et al.,2004). Trabalhos utilizando técnicas de radioimunoensaio 

constataram que cerca de 40 a 60% das neoplasias malignas de mama na 

mulher possuem receptores para estrógeno (RE) ou progesterona (RP) 

(PINOTTI, 1991). Mulheres com tumor de mama que expresse receptores de 

estrógeno têm um elevado índice de sobrevida e uma melhor resposta a 

tratamentos hormonais (COCKER et al., 1969; PICHON et al.,1980; 

DUNNWALD et al., 2007). Nas cadelas, a expressão de RE é maior em 

tumores benignos do que em malignos, além de ser maior em tumores 

complexos e mistos do que quando comparado aos subtipos simples (de LAS 

MULAS et al., 2004).  

 O proto-oncogene c-erbB-2 codifica uma glicoproteína transmembranar 

(HER-2) com atividade de tirosina quinase, a qual pertence à família dos 

receptores de fator de crescimento epidérmico humano (BARGMAN et al., 

1986). Desde o seu relato inicial por Slamon et al. 1987, foi demonstrado uma 

associação entre a amplificação desse gene e um prognóstico pobre no câncer 

de mama na mulher, especialmente casos com metástase para linfonodo e/ou 

doença metastática ou recorrente. Alguns estudos apontam que 

superexpressão é detectada em 10 a 20 % dos carcinomas mamários invasivos 

da mulher (TSUDA, 2006; ELLSWORTH, 2008). 

 A p63, caracterizada como um homólogo da p53 (YANG et al., 1998), é 

necessária para a manutenção das células de reserva da população epitelial, e 

é expressa nas células basais de muitos tipos de epitélio estratificado (KAELIN 

et al., 1999; LITTLE et al., 2002; PELLEGRINI et al., 2001; YANG et al., 2000), 

e nas células mioepiteliais da mama humana (BARBARESCHI et al., 2001), 

sendo considerada um possível marcador para as células de reserva 

(SIGNORETTI et al., 2000; RIBEIRO-SILVA et al., 2003). A inativação da p63 

na linha germinativa sugere que esta proteína é necessária para o 

desenvolvimento de certos tecidos, como a glândula mamária (de LAURENZI 

et al., 2000; MILLS et al., 1999; YANG et al., 1999).  Em tumores mamários 
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malignos, a imunoexpressão da p63 revela um fenótipo mioepitelial nem 

sempre identificado pela histopatologia rotineira assim como em relatos prévios 

usando diferentes marcadores mioepiteliais (DESTEXHE et al. e GRIFFEY et

al., 1993). A p63 também é expressa em tumores de mama com diferenciação 

escamosa (RAMALHO et al., 2006) e em carcinomas escamosos 

(epidermóides) em diferentes localizações anatômicas. Borba (2008) concluiu 

que a p63 se mostrou altamente expressa nos carcinomas epidermóides da 

laringe, mas que a sua hipoexpressão foi preditiva de um pior prognóstico dos 

pacientes. O p63 encontra-se superexpresso no carcinoma epidermóide do 

esôfago, mas não nos adenocarcinomas colorretal e esofágico, sugerindo que 

o p63 possa contribuir para a carcinogênese dos tumores escamosos 

(GLICKMAN et al., 2001). Além disso, verificou-se correlação entre expressão 

do p63 e mutação no p53 em neoplasias avançadas e displasias de alto grau 

esofágicas (HALL et al., 2001). 

 As células mioepiteliais expressam citoqueratinas (CK) específicas de 

células basais, como a CK5 (constituintes do citoesqueleto das células) e sua 

localização é nas camadas basal e parabasal da mama (PEROU et al., 2000). 

Estas células foram interpretadas no começo como sendo apenas células 

mioepiteliais, mais tarde foi proposto que elas podem representar células 

progenitoras na mama da mulher (BÖCKER et al., 1993). Mais recentemente 

foi evidenciado que elas têm a propriedade de se diferenciar em células 

glandulares e mioepiteliais (BÖCKER et al., 2002a). A positividade para CK5 

em carcinomas mamários na mulher correlaciona-se com indicadores de mau 

prognóstico, incluindo idade precoce, alto grau histológico, linfonodos positivos, 

estádio patológico avançado e negatividade para receptores hormonais (VALE, 

2006). 

 Gama et al. (2008), Figueiroa (2009) e Sassi et al. (2010)  

reclassificaram os carcinomas espontâneos de mama em cadelas em quatro 

categorias: Luminal A, Luminal B, Superexpressão de HER-2 e Basal, a partir 

da marcação imunoistoquímica para RE, HER-2, p63 e CK5. 
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2.3 Tissue microarray (TMA) 
 

 

 Com a finalidade de identificar as alterações genéticas da carcinogênese 

pode-se caracterizar as expressões de proteínas por meio de marcação 

imunoistoquímica e análises de DNA e RNA. Desse modo, a utilização da 

técnica de Tissue microarray (TMA) permite analisar tecidos com técnicas in 

situ, como a imunoistoquímica (IHC), a hibridização do RNA in situ e a 

hibridização fluorescente in situ (BUBENDORF, 2001a). Esta técnica foi 

descrita pela primeira vez por Kononen et al. em 1998 e consiste em realocar 

tecidos incluídos em parafina de histologia convencional de tal maneira que 

dezenas a centenas de tecidos possam ser colocados em um bloco receptor e 

assim serem examinados e comparados numa mesma lâmina histológica. Em 

vista disso, um número maior de amostras pode ser analisado ao mesmo 

tempo, tornando os estudos mais eficientes e evitando desperdício de materiais 

e reagentes, portanto é economicamente vantajoso, além de proporcionar um 

melhor entendimento molecular dos tumores e identificar novos marcadores 

prognósticos ou alvos terapêuticos (BUBENDORF, 2001b). Além disso, a 

técnica de imunoistoquímica feita em lâminas confeccionadas pelo TMA evita a 

possível variação entre as reações, permitindo que as amostras sejam 

marcadas de maneira uniforme. 

 

 
 

2.4 Células-tronco 
  

 

 Pereira et.al. (2005) relatam que as células-tronco se destacam por 

serem células especiais, possuidoras de uma característica peculiar. Esta se 

baseia no fato de poderem se diferenciar e constituir diferentes tecidos no 

organismo, atuando como células que têm a função de auxiliar no reparo de 

uma lesão. Pode-se citar, por exemplo, as células-tronco da medula óssea que 

têm função de regenerar o sangue, visto que células sanguíneas se renovam 

incessantemente. São células pouco ou não diferenciadas, com grande 
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capacidade de transformação celular. Podem ser encontradas em embriões, 

cordão umbilical e tecidos adultos como o sangue, a medula óssea e o fígado, 

por exemplo. 

 As células-tronco são classificadas, para efeito de estudo e terapia 

celular, em embrionárias e adultas. As embrionárias são extraídas de embriões 

gerados pelo processo de fertilização in vitro. Estas células têm o potencial de 

formar todas as mais de duzentos tipos de células do corpo. Elas podem ser 

obtidas de embriões humanos excedentes que são descartados em clínicas de 

fertilização e pela técnica de clonagem terapêutica (PEREIRA et.al., 2005). 

 O organismo possui pequena quantidade de células-tronco em vários 

tecidos e órgãos, onde ficam latentes até serem ativadas por uma enfermidade 

ou um ferimento; estas são as adultas. Ao contrário das embrionárias elas não 

são aptas a se transformar em todos os tipos de células e provavelmente 

desenvolvam-se apenas nos mesmos tipos de células dos tecidos de origem. 

As células-tronco adultas foram descritas no cérebro, córnea, retina, coração, 

tecido adiposo, pele, polpa dentária, medula óssea, músculos esqueléticos, 

intestinos, vasos sanguíneos, mamas e no sangue (PEREIRA et.al., 2005). 

 As células-tronco são classificadas em: 

 • totipotentes: aquelas que, isoladas, são capazes de gerar todos os 

tecidos de um indivíduo, incluindo os tecidos placentários. 

 • pluripotentes: capazes de diferenciar-se em todos os tecidos do corpo 

humano, exceto nos tecidos placentários. 

 • oligopotentes: também chamadas de células-tronco adultas, são 

portadoras de um potencial de diferenciação mais restrito, limitado a apenas 

alguns tipos celulares, são encontradas em estágios posteriores do 

desenvolvimento fetal e persistem após o nascimento. 

 • unipotentes: capazes de gerar só um tipo de célula, responsáveis pela 

regeneração de tecidos particulares, por exemplo: células da camada 

germinativa da epiderme, eritroblastos, células do fundo das criptas de 

Liberkham no duodeno, espermatogônias no testículo etc. 

 As totipotentes e pluripotentes só são encontradas nos embriões. As 

oligopotentes ainda são objetos de pesquisa, porém já foi comprovado que são 

encontradas no trato intestinal e tecido hematopoiético. E as unipotentes estão 
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presentes, por exemplo, no tecido cerebral adulto, na próstata e na mama 

(PEREIRA et.al., 2005), sendo estas de interesse em estudos de células-tronco 

tumoral. 

 
 
 

2.5 Células-tronco tumorais 
  

 

   A hipótese de o câncer ser originado de células-tronco considera que 

as células de reserva que possuem a capacidade de auto-renovação tendem a 

acumular alterações genéticas ao longo do tempo, evadindo-se dos 

mecanismos de controle do microambiente e, com isso, dão suporte à evolução 

tumoral (SHIPITSIN & POLYAK, 2008) (Figura 1). A semelhança entre as 

células-tronco e as cancerosas tem sido observada há muito tempo. O primeiro 

registro relativo a essa hipótese foi proposto há quase 150 anos por Durante ( 

1874) (WICHA et al., 2006). Os estudos foram retomados 82 anos mais tarde e 

pesquisadores confirmaram a hipótese de células-tronco tumorais mostrando 

que uma célula tumoral poderia gerar células descendentes e proporcionar o 

crescimento de um novo tumor (MAKINO, 1956; BRUCE & VAN DER GAAG, 

1963, KLEINSMITH & PIERCE, 1964). 

 Hamburger & Salmon (1977) corroboraram a hipótese de que alguns 

cânceres podem conter pequena subpopulação de células similares às células-

tronco normais, uma vez que, em bioensaios, houve crescimento de lesões 

malignas com proliferação indefinida de população celular que sugeria ser 

células-tronco tumorais. 

 Em modelos animais, a habilidade de uma pequena população celular 

originar neoplasia maligna foi demonstrada num experimento clássico que 

consistiu em transplantar células de leucemia mieloide aguda humana que 

expressavam marcadores de superfície associados a células-tronco 

hematopoiéticas normais. Lapidot et al. (1994) mostraram que o transplante de 

células-tronco tumorais podiam iniciar leucemia em camundongo diabético, não 

obeso e com severa imunodeficiência, enquanto que as células tumorais 

isoladas não podiam. Com isso, esse ensaio tornou-se o método padrão para 
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determinar se populações celulares isoladas de um tumor sólido são células-

tronco tumorais. 

 Desde então, células-tronco tumorais tem sido isoladas de muitos outros 

tumores incluindo cérebro, mama, cólon, pâncreas, próstata, pulmão e câncer 

de cabeça e pescoço (COLLINS et al., 2005; KIM et al., 2005; DALERBA et al., 

2007; LI et al., 2007; PRINCE et al., 2007). 

 A principal característica de células-tronco tumorais é sua propriedade 

de auto-renovação, sua habilidade de gerar tumores a partir de pouquíssimas 

células, sua divisão celular lenta, sua habilidade de produzir uma progênie 

distinta fenotipicamente e sua resistência seletiva a radioterapia e 

quimioterapia (REYA et  al., 2001). As características de auto-renovação e 

diferenciação levam à produção de todos os tipos celulares de um tumor, 

gerando a heterogeneidade tumoral (CAMPBELL & POLYAK, 2007).  

 Em vários tecidos foi proposto que algumas células progenitoras 

comprometidas podem se tornar células-tronco tumorais através de um 

processo de desdiferenciação celular, o qual ocorre pela aquisição de 

propriedades das células-tronco (PONTI et al., 2005; KRIVTSOV et al., 2006; 

COBALEDA et al., 2007). 

 Além da capacidade de auto-renovação, existem outras características 

que incluem: produção de células desdiferenciadas, ativação de vias anti-

apoptóticas (resistência à apoptose), indução da angiogênese e resistência a 

drogas (pela expressão da telomerase ativa e elevada atividade do transporte 

membranar), e a habilidade de migrar e se espalhar pelo organismo causando 

mestástases (WICHA et al., 2006). 
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Figura 1. Sistemas de células-tronco: Tecido normal descende de uma célula-tronco central 
que cresce e se diferencia para criar células progenitoras e células maduras. As características 
chave das células-tronco normais são a habilidade de auto-renovação (indicada pela seta 
curva), potencial de multi-diferenciação (indicada pelas células de diferentes cores) e sua 
capacidade proliferativa extensa. As células-tronco tumorais surgem a partir de mutações nas 
células-tronco normais ou nas progenitoras, que crescem e se diferenciam para produzir o 
tumor primário. Assim como as células-tronco normais, as Células-tronco tumorais podem se 
auto-renovar, dar origem a uma população heterogênea de células filhas e se proliferar 
incessantemente (Modificado de Jordan et.al., 2006).
 

 

 

2.6 Células-tronco tumorais em câncer de mama 
 

 

 O câncer de mama é uma doença complexa, sendo a principal causa de 

morte na mulher e também na cadela. Apesar do tratamento em associação 

com cirurgia, radioterapia e medicamentos anti-câncer, muitas pacientes 

portadoras de câncer de mama tem desenvolvido doença metastática, 

incurável até o momento. Enquanto muitos estudos tem tentado demonstrar a 

presença de células-tronco tumorais na mama, baseados no perfil de marcação 
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de superfície celular, ainda falta consenso na caracterização fenotípica dessas 

células (LORICO, 2010). 

 Encontrar as células-tronco tumorais da mama é um importante objetivo 

de muitos pesquisadores, que estão tentando definir um marcador universal ou 

uma combinação de marcadores capaz de identificar especificamente estas 

células no tumor de mama e, finalmente, as isolar. Revendo a literatura, a 

maioria dos estudos em Células-tronco tumorais mamárias são nas proteínas 

transmembrânicas CD44 e CD24. Uma subpopulação de células tumorais que 

expressam fortemente o CD44 mas não o CD24 (fenótipo CD44+CD24-/baixo) 

foi identificada como Células-tronco tumorais por Al-Hajj et al. (2003) e 

subsequentemente confirmada por outros autores.  

 O CD44 é uma glicoproteína transmembrânica, que apresenta várias 

isoformas, e normalmente regulam a adesão célula-célula e interação célula-

matriz, assim como a migração celular. Essa glicoproteína se liga 

principalmente ao ácido hialurônico, assim como ao colágeno, fibronectina, 

laminina e sulfato de condroitina – todos componentes importantes da matriz 

extracelular. Também se liga a citocina osteopontina (ORIAN-ROUSSEAU, 

2010). Membros da família do CD44 diferem em seu domínio extracelular pela 

inserção de regiões variadas através de splicing alternativo (PONTA et al., 

2003). Em contraste à forma padrão do CD44, a qual é geralmente expressa 

em todas as células epiteliais e linfócitos, as formas variantes do CD44 exibem 

uma expressão tecido-específica. Algumas dessas variantes, em particular a 

variante CD44v6, estão associadas a tumores com comportamento mais 

agressivo e sua expressão se correlaciona a um pior prognóstico em vários 

tumores humanos, incluindo câncer de mama (AFIFY et al., 2009). 

 O CD24 é uma proteína mucinosa glicosilada pesada, pequena, a qual é 

ligada à membrana celular via âncora de GPI (Glicosilfosfatidilinositol). Esta 

molécula está envolvida na regulação da proliferação celular e na interação 

célula-célula, também foi demonstrado que ela é expressa em pré-linfócitos B 

normais (perdendo essa expressão durante a maturação em plasmócitos), 

assim como em vários cânceres hematológicos e em tumores sólidos de 

determinados órgãos (LIM, 2005). CD24 é o ligante da P-seletina e também é 

expressa em receptores de adesão de células endoteliais ativadas e em 



 
 

 

20

plaquetas, e isto sugere que essa proteína pode ter um papel importante no 

processo de metástase (AIGNER et al, 1998 e KIM et al, 2007). 

 Usando a combinação desses dois marcadores de superfície celular, Al-

Hajj et al. (2003) foram os primeiros a distinguirem células cancerosas 

tumorigênicas.  

 A MUC1 é um membro da família das mucinas, que são proteínas de 

membrana glicosiladas. A mucina 1 é uma proteína heterodimérica 

transmembrana com uma subunidade citoplasmática C terminal (MUC1-C) 

(HUANG et al., 2010; MACDERMED et al., 2010) que é responsável pela 

interação com receptores de fatores de crescimento e efetores como -

catenina, IkB quinase e p53 que regulam o ciclo, o crescimento e a morte 

celular (HUANG et al., 2010). A superexpressão, a localização intracelular 

aberrante e alterações na glicosilação da MUC1 estão associadas ao 

desenvolvimento do carcinoma de mama (YANG et al., 2010), pois há perda de 

polaridade celular levando à perda da adesão célula-célula e célula-matriz 

extracelular (ABBA et al., 2006). Além disso, a MUC1 está diretamente 

relacionada com diversas vias de sinalização celular como a via da AKT 

(phosphoinositol-3 kinase), podendo ativar esta como parte de respostas anti-

apoptóticas (HATTRUP & GENDLER, 2006). Como a MUC1 encontra-se 

superexpressa em cerca de 90% dos carcinomas mamários, a imunoterapia 

específica contra essa proteína é uma opção terapêutica promissora no 

tratamento deste tipo de câncer, no entanto essa superexpressão também 

confere resistência à morte celular induzida pelo estresse quando expostas a 

agentes anticancerígenos genotóxicos (HATTRUP & GENDLER, 2006; 

MACDERMED et al., 2010). 

 O CD10, também conhecido como Neprilysin e CALLA (do inglês 

"common acute lymphoblastic leukemia antigen”) é uma metaloproteinase zinco 

dependente (glicoproteína de superfície) de 90 a 110 kd e é localizado no 

cromossomo 3 na região q21- 27 que quebra ligações peptídicas no lado 

hidrofóbico de aminoácidos (PAPANDREOU & NANUS, 2010). Degrada, entre 

outros, o peptídeo beta amilóide, cuja deposição no sistema nervoso central é 

considerada uma das causas da doença de Alzheimer (HERSH & RODGERS, 

2008). CD10 foi identificado em diversos tipos celulares normais como células 
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mioepiteliais da mama (que expressa CD10 na membrana lateral) (MORITANI 

et al., 2002; WAGONER et al., 2007), glândulas salivares, células ductais 

prostáticas, células glomerulares do rim, células estromais do endométrio 

dentre vários outros tecidos (TSE et al., 2005). Essa metaloproteinase foi 

identificada também em células metaplásicas apócrinas e adenocarcinoma in 

situ (MORITANI et al., 2002), células de mama neoplásicas, carcinomas, 

gliomas, melanomas, dentre outros (TSE et al., 2005). 

 Em alguns tipos de câncer, como no carcinoma metastático da mama e 

no melanoma, existe Superexpressão de CD10, enquanto que em outros 

cânceres, como o carcinoma de pulmão, sua expressão está reduzida 

(KRISTIANSEN et al., 2002; SMOLLICH et al., 2007). Dentre os substratos do 

CD10 há uma gama de pequenos peptídeos, como bombesina, fator 

natriurético atrial (WAGONER et al., 2007) endotelina-1 e fator de crescimento 

do fibroblasto (PAPANDREOU & NANUS, 2010). Sendo assim, células que 

perdem a metilação do CD10 permitem que ocorra um aumento da migração, 

crescimento e sobrevivência celular contribuindo para o desenvolvimento e 

progressão neoplásica (PAPANDREOU & NANUS, 2010). Segundo Wagoner 

et al. (2007) o CD10 geralmente reduz a resposta celular a peptídeos 

hormonais e a quantidade de CD10 expresso parece se relacionar com a taxa 

de crescimento celular e em células de neoplasias malignas ocorre um 

aumento do índice proliferativo (WAGONER et al., 2007). 

 O ESA (do inglês “epithelial specific antigen”) tem sido considerado um 

marcador de células-tronco tumorais de diversas neoplasias, incluindo os 

carcinomas de mama, próstata e pâncreas (LI et al., 2007). No câncer de 

mama o ESA é um marcador de células-tronco em tumores RE positivos, e, 

além disso, pode estar associado com metástase linfonodal e recorrência 

tumoral (LIU et al., 2009). Essa proteína pode ser encontrada tanto em células 

mioepiteliais quanto em células luminais e células que expressam ESA+ podem 

indicar que estas são células-tronco ou progenitoras na mama (CLAYTON et

al., 2004). Há alguns estudos que mostram evidências de células progenitoras 

epiteliais mamárias bi-potentes em tecido mamário adulto normal que 

apresentam ESA e MUC1 e quando reproduzidos in vitro originam clones que 

expressam somente marcadores luminais (CARIATI & PURUSHOTHAM, 
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2008). Células que expressam ESA+/ MUC1-/fraco/ CD10+/ fraco podem gerar 

clones de ambas as linhagens (STINGL et al., 1998). O epitélio mamário é 

composto fundamentalmente de dois tipos celulares: epitélio basal (mioepitelial) 

e epitélio luminal (A e B). Cada tipo celular é capaz de apresentar fenótipo de 

carcinoma invasivo com características histológicas diferentes e também 

expressar receptores diferentes (GUSTERSON et al., 2005).  

 Segundo Clayton et. al. (2004) em cultura de células mamárias, as 

células luminais gradativamente se convertem em células mioepiteliais 

mostrando que estas últimas são derivadas de precursores luminais 

(CLAYTON et al., 2004). No tecido mamário, a combinação dos imunofenótipos 

com MUC1, CD10 e ESA, por exemplo, podem levar a diferenciações celulares 

diferentes como: células progenitoras MUC1+/CD10-/ESA+ se diferenciam para 

células luminais, células progenitoras MUC1-/CD10+/ESA- se diferenciam para 

células mioepiteliais e células progenitoras MUC1-/CD10+/ESA+ se 

diferenciam para ambas as linhagens (STINGL et al., 1998). Porém, a relação 

destes imunofenótipos com prognóstico e terapêutica ainda não está bem 

estabelecido. 

 O BMI-1 é uma proteína codificada pelo gene BMI-1 (do inglês “B cell-

specific Moloney murine leukemia virus insertion site 1 gene”),  a primeira a ser 

relatada da família das proteínas polycomb (gene PcG), desempenha um papel 

importante nos processos biológicos, como a diferenciação e estabilização de 

células-tronco, formação dos órgãos, desenvolvimento embrionário (VAN DER 

LUGT et al., 1994) e participa da carcinogênese de vários tumores, incluindo 

câncer pancreático, câncer de mama e carcinoma gástrico (KIM et al., 2004; 

LIU et al., 2008; DHAWAN et al., 2009). Estudos tem demonstrado que a BMI-1 

reprime o loco INK4a. Este loco é responsável por codificar as proteínas p16 e 

p19, as quais são aptas a induzir o crescimento controlado, a senescência 

celular e apoptose, destacando um papel central da BMI-1 na atividade de 

auto-renovação celular (KAMIJO et al., 1997; JACOBS et al., 1999). A 

instabilidade genética é a marca do cancer, responsável pelas mutações que 

podem dar origem a células aberrantes com fenótipos mais agressivos. Sob 

condições normais, as células não são capazes de iniciar apoptose por 

quebras de fita simples e fita dupla. Recentemente, Ginjala et al. (2011) 
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demonstraram que a BMI-1 é recrutada pelos sítios de quebra do DNA e ainda 

participa na indução de danos de ubiquitinação da H2AX (histona), implicando 

a BMI-1 na resposta do DNA ao dano (GINJALA et al., 2011). 

 

 

 2.7 Alvos terapêuticos contra células-tronco tumorais 
 

 

 O desenvolvimento de tratamentos que alcancem as células-tronco 

tumorais é um importante objetivo, mas os desafios são enormes. Primeiro 

deve-se procurar um tratamento que erradique seletivamente as células-tronco 

tumorais. Este passo requer o desenvolvimento de ensaios para caracterizar as 

funções das células-tronco normais e os meios para definir as características 

físicas (marcadores de superfície celular, por exemplo) que permitam o seu 

isolamento. Sem este conhecimento é impossível saber se a droga candidata é 

também citotóxica às células-tronco normais. Em segundo lugar, é preciso 

caminhos similares para descrever as células-tronco tumorais e ensaios 

funcionais apropriados devem ser validados. Por último, é crítico o 

entendimento de como as células-tronco tumorais diferem das normais, 

particularmente em relação ao controle de sobrevivência celular e resposta a 

injúrias. O ideal seria a terapia almejar unicamente as vias pelas quais as 

células-tronco tumorais resistem a lesões extrínsecas ou para manter a 

viabilidade em estados estacionários (JORDAN et al, 2006). 

 É preciso entender como as terapias conhecidas cujo alvo seja a massa 

tumoral falham em erradicar as células-tronco tumorais (Figura 2). A razão para 

este fenômeno pode trazer importantes informações para o desenvolvimento 

de protocolos mais efetivos, tanto para as células-tronco tumorais como para a 

massa tumoral como um todo. Outro desafio em focar as células-tronco 

tumorais é entender como as propriedades dessas células fazem com que sua 

eliminação seja particularmente difícil (JORDAN et al, 2006). 
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Figura 2. Cenários envolvendo células-tronco tumorais: A- Mutação de célula-tronco normal 
pode criar célula-tronco tumoral, a qual irá gerar um tumor primário. B- Tumor primário tratado 
com quimioterápicos pode ter maioria das células destruída, mas se alguma célula-tronco 
tumoral não for erradicada o tumor tornará a crescer causando recidiva local. C- Células-tronco 
tumorais decorrentes do tumor primário podem emigrar para sítios distantes e criar lesões 
metastáticas (Modificado de Jordan et.al., 2006). 



 
 

 

25

Objetivos 



 
 

 

26

3. OBJETIVOS 
 

 

 

 Analisar a expressão dos marcadores de células-tronco (CD44, CD24, 

CD10, MUC-1, BMI-1 e ESA) em carcinomas espontâneos de mama em 

cadelas por meio de imunoistoquímica realizada em lâminas confeccionadas 

pela técnica de Tissue microarray e correlacioná-las com os subtipos: Luminal 

A, Luminal B, Superexpressão de HER-2 e Basal.  
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Material e Métodos 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

 

 4.1 Regulamentação do estudo  
 

 

 O presente trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da UNESP, 

campus de Botucatu, sob o protocolo nº 135/2009-CEUA (anexo I), e está de 

acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal. A inclusão dos 

animais foi condicionada ao consentimento por escrito dos proprietários (anexo 

II). 

 4.2 Seleção das amostras  
 

 

 Os cães doadores das amostras foram atendidos no setor de Clínica 

Cirúrgica de Pequenos Animais do Hospital Veterinário da FMVZ – UNESP – 

Botucatu e as amostras processadas no Serviço de Patologia da mesma 

Instituição. Foram utilizados blocos histológicos de 112 tumores de mama de 

cadelas e divididos em dois grupos de acordo com o diagnóstico 

histopatológico: carcinoma simples e carcinoma complexo. 

  

 

 

 4.3 Diagnóstico histopatológico 
 

 

 Após fixação em formalina a 10% tamponada por 48 horas e inclusão 

das amostras em parafina, foram obtidos cortes de 4μm de espessura e 
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utilizada coloração de Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliação da qualidade 

da lâmina, classificação da neoplasia e escolha dos locais para a coleta dos 

cilindros para o Tissue Microarray. A classificação da neoplasia foi feita 

segundo Misdorp et al., (1999), de acordo com a composição celular. Quando a 

neoplasia era composta por um tipo celular (epitelial secretora) foi classificada 

em carcinoma simples; quando era composta por mais de um tipo celular 

(epitelial secretora e mioepitelial), em carcinoma complexo. 

  

 

  

 4.4 Construção do Tissue microarray (TMA)  
 

 

 Áreas representativas das neoplasias foram selecionadas a partir de 

cortes corados com HE e as áreas de interesse, marcadas nas lâminas e 

identificadas nos blocos doadores, foram retiradas e transferidas para os 

blocos receptores. Para cada caso foram retirados dois cilindros de 0,6mm de 

diâmetro de duas áreas distintas do tumor. Para os carcinomas complexos foi 

retirada amostra que continha os dois componentes do tumor (células epiteliais 

e mioepiteliais). Em cada bloco de TMA foram incluídas também amostras de 

placenta normal para orientação do bloco. A construção do TMA foi feita no 

Serviço de Anatomia Patológica do Hospital A.C. Camargo / Fundação Antônio 

Prudente (São Paulo – SP) e foi utilizado o Manual Tissue Arrayer I (MTA-1), 

Beecher Instruments, Silver Spring, USA.

 Após a construção, cortes de 3 μm foram efetuados e aderidos a 

lâminas histológicas carregadas positivamente (Positive charged adhesion 

slides, Amitel, Brasil), parafinizadas e armazenadas a -20ºC até sua utilização 

nas reações imunoistoquímicas. Um corte do bloco receptor foi corado em HE 

e revisado para confirmar a presença de áreas morfológicas representativas 

das lesões originais. 
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 4.5 Imunoistoquímica  
 

 

 Os anticorpos utilizados, respectivos fabricantes e diluições estão 

sumarizados na Tabela 1. 

 As amostras contidas nas lâminas de TMA foram submetidas à reação 

imunoistoquímica seguindo o protocolo padronizado no Laboratório de 

Patologia Investigativa e Comparada do Serviço de Patologia da FMVZ – 

UNESP – Botucatu/SP para os anticorpos RE, HER-2, p63 e CK5, e para os 

anticorpos CD10, BMI-1, MUC-1, ESA, CD44 e CD24, foi seguido o protocolo 

padronizado no Laboratório de Patologia do Departamento de Patologia da 

FMRP – USP – Ribeirão Preto/SP.  

 Os cortes foram desparafinizados em xilol e reidratados em uma série 

de alcoóis. A atividade da peroxidase endógena foi bloqueada em uma solução 

contendo 0,3% de peróxido de hidrogênio por 30 minutos. As amostras foram 

submetidas à recuperação antigênica, utilizando tampão citrato pH 6,0 em 

Câmara Microprocessada de Pressão Pascal (Dako, EUA) durante 30 

segundos a 125 ºC, para os anticorpos RE, HER-2, p63 e CK5. A recuperação 

antigênica para os anticorpos CD10, BMI-1, MUC-1, ESA, CD44 e CD24 foi 

realizada em tampão citrato à 10 mM e colocados em panela a vapor por 40 

minutos e, logo após, as amostras foram resfriadas por 30 minutos em 

temperatura ambiente e incubadas a 4º C overnight com o anticorpo primário. 

 Após a incubação com o anticorpo primário, os cortes foram incubados 

com o bloqueio pós-anticorpo primário por 30 minutos e então incubados com o 

polímero NovoLink (Novocastra Laboratories, Newcastle, Inglaterra) para a 

amplificação de sinal e para revelação a solução cromogênica de 3,3’ 

diaminobenzidina (DAB) líquida (Dako, Carpinteria, EUA). Os cortes foram 

contracorados com hematoxilina de Harris, desidratados e as lâminas foram 

montadas com lamínulas utilizando meio de montagem Permount para leitura. 

Foram examinados todos os cilindros do TMA e foram consideradas células 

positivas aquelas coradas em castanho escuro após as reações. 
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Tabela 1. Anticorpos (Ac) utilizados nas marcações imunoistoquímicas: Diluição, 
fabricante, clone utilizado e ponto de corte para avaliar a positividade de cada 
marcador. 

Anticorpo Diluição Fabricante Clone Ponto de Corte
     

MUC1 1:50 Biocare Medical, Concord, 
CA, USA 

695 >10%= positivo 

     
CD10 1:50 Santa Cruz, Palo Alto, USA 56C6 >10%= positivo 

     
ESA 1:50 Santa Cruz, Palo Alto, USA H-90 >10%= positivo 

 
BMI1 

 
CD44 

 
 

CD24 
 

 
1:50 

 
1:50 

 
 

1:50 

 
Santa Cruz, Palo Alto, USA 

 
Novocastra, Newcastle upon 

Tyne, UK 
 

Thermo Scientific, Fremont, 
CA, USA 

 

 
H99 

 
DF1485 

 
 

SN3b 

 
>10%= positivo 

 
>10%= positivo 

 
 

>10%= positivo 

ER 1:40 Novocastra, Newcastle upon 
Tyne, UK 

LH2 >10%= positivo 

     
p63 1:150 Neomarkers, Fremont, CA, 

USA 
4A4 >10%= positivo 

     
HER-2 1:100 Novocastra, Newcastle upon 

Tyne, UK 
CB11 0 e 1+= negativo 

2+ e 3+= positivo 
     

CK5 1:50 Novocastra, Newcastle upon 
Tyne, UK 

XM26 >10%= positivo 

 

 

 

 4.6 Leitura das Lâminas 

 A leitura das lâminas foi feita de acordo com o mapeamento prévio dos 

TMAs e para cada marcador foi utilizado uma graduação semi-quantitativa para 

avaliar os resultados da imunoistoquímica. Foi atribuído negativo (-) quando 

não havia marcação ou esta era em menos de 10% das células neoplásicas e a 

identificação da positividade variou em cada marcador como segue: 
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 As marcações de RE foram consideradas positivas quando 

apresentaram marcação nuclear em mais de 10% das células, conforme o 

estabelecido por SCHMITT et al. (1995). 

 Graduações de intensidade de coloração para HER-2 foram 

estabelecidas por meio de análise óptica baseando-se no sistema de 

graduação Hercept Test® (Dako). Quando houve coloração completa de 

membrana de intensidade fraca a moderada em mais de 30% das células 

neoplásicas foi adotado positivo duas cruzes (+ +). Quando a coloração da 

membrana era completa e intensa, normalmente homogênea, foi adotado 

positivo três cruzes (+ + +). 

 As marcações de p63 foram consideradas positivas quando houve 

marcação nuclear (BHARGAVA et al., 2010) em mais do que 10% das células 

neoplásicas. 

 Segundo Ramalho et al. (2006), a marcação de CK5 é considerada 

positiva quando houver marcação membranar em mais de 10% das células 

neoplásicas.  

 De acordo com Giatromanolaki et al. (2000) foi definido o corte para 

CD44 e CD24, marcação membranar e citoplasmática, respectivamente, 

considerando positivos quando mais de 10% das células fossem marcadas. 

  A marcação para CD10 foi considerada positiva quando houve 

marcação citoplasmática em mais de 10% das células (PURI et al., 2011). 

 Qualquer marcação no epitélio mamário pode ser considerado positivo 

para BMI-1, de acordo com Joensuu et al., 2011. Nesse estudo utilizamos o 

parâmetro de marcação citoplasmática em mais de 10% das células para 

considerar como positivos. 

 Para o corte que definiria os casos positivos e negativos para a MUC1 

(marcação de membrana e citoplasma), foi seguido o critério estabelecido por 

Sangoi et al., em 2009. Este critério estabelece que os casos MUC1 são 

considerados positivos quando tem mais de 10% das células marcadas com 

marcação membranar. 

 As amostras foram consideradas positivas quando houve marcação 

membranar em mais de 10% das células para ESA, segundo Qun et al., 2009. 
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 4.7 Classificação imunoistoquímica das amostras 

Com os dados obtidos das reações imunoistoquímicas as amostras 

foram classificadas em: 

 

- Luminal A: Apresentaram a marcação positiva para RE, negativa para HER-2 

e p63 e CK5 negativas. 

 

- Luminal B: Apresentaram a marcação positiva para RE, positiva para HER-2 e 

p63 e CK5 negativas. 

 

- Superexpressão de HER-2: Apresentaram a marcação negativa para RE, 

positiva para HER-2 e p63 e CK5 negativas. 

 

- Basal: Apresentaram a marcação negativa para RE, negativa para HER-2 e 

positivas para p63 e/ou CK5. 

 

 

 4.8 Análise Estatística 
 

 

 O Teste Qui-quadrado foi utilizado para estudar a associação entre as 

categorias dos marcadores de células-tronco, nos diferentes subtipos, com os 

grupos carcinomas simples e complexo. Além disso, os testes também 

avaliaram a diferença de proporções entre os subtipos, de acordo com a 

marcação para células-tronco nos grupos de carcinoma simples e complexo.  

 Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando 

p< 0,05. 

 Todos os cálculos foram analisados no programa SAS, versão 9.1 (SAS 

Institute, Cary, NC), no Departamento de Bioestatística, Instituto de 

Biociências, UNESP/Botucatu. 



 
 

 

34

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
Resultados 



 
 

 

35

5. RESULTADOS 

 

 

 

5.1 Classificação Histopatológica 

Dos 112 tumores analisados, 49 (43,75%) foram classificados em 

carcinoma simples, pois apresentavam apenas componente epitelial e 63 

(56,25%) em carcinoma complexo, por apresentarem componentes epitelial e 

mioepitelial. 

 

 

  

 5.2 Classificação em Subtipos 
  

 

 Os 112 tumores de mama analisados foram divididos em subtipos 

distintos baseado nos resultados da marcação imunoistoquímica para receptor 

de estrógeno (Figura 3A), HER-2 (Figura 3B), p63 (Figura 4A) e CK5 (Figura 

4B). Vinte e nove (25,89%) tumores que apresentaram positividade para 

receptor de estrógeno e foram negativos para os outros marcadores foram 

classificados no subtipo Luminal A. Trinta e oito (33,93%) foram classificados 

em Luminal B, pois apresentaram positividade para receptor de estrógeno e 

para HER-2, e foram negativos para os marcadores de células basais. Para o 

subtipo Superexpressão de HER-2, dezesseis tumores (14,29%) que 

apresentaram positividade para HER-2 e foram negativos para os outros 

marcadores e vinte e nove (25,89%) tumores que apresentaram positividade 

para os marcadores de células basais (p63 e/ou CK5) e foram negativos para 

receptor de estrógeno e HER-2, foram classificados em subtipo Basal. 
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Figura 3. A) Marcação nuclear para receptores de estrógeno em carcinoma 
simples de mama, IHQ – Novolink®, 200X. B) Marcação membranar para HER-
2 em carcinoma simples de mama, positivo 3+, marcação completa de 
membrana, IHQ – Novolink®, 200X.  
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Figura 4. A) Marcação nuclear para p63 em carcinoma complexo de mama, 
evidenciando células mioepiteliais, IHQ – Novolink®, 200X. B) Marcação 
membranar para CK5 em carcinoma complexo de mama, IHQ – Novolink®, 
200X. 
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5.3 Marcação das células-tronco tumorais 

 

 

 Para o subtipo Luminal A, dos 10 tumores classificados em carcinoma 

simples, seis foram positivos para CD10 (Figura 5), seis positivos para BMI-1 

(Figura 6) e dois positivos para CD24 (Figura 7). Para os marcadores CD44, 

MUC-1 e ESA não houve nenhum tumor positivo. Ainda no subtipo Luminal A, 

19 tumores foram classificados em carcinoma complexo, sendo 11 positivos 

para CD10, 15 positivos para BMI-1, 12 positivos para CD24, oito positivos 

para ESA (Figura 8) e quatro positivos para MUC-1 (Figura 9). Para o marcador 

CD44 não houve nenhum tumor positivo. 

 Dos tumores classificados em Luminal B, 15 eram carcinomas simples, 

dos quais 14 foram positivos para CD10, 13 positivos para BMI-1, um foi 

positivo para CD44 (Figura 10), 10 positivos para CD24, dois para ESA e três 

para MUC-1. Vinte e três tumores foram classificados em carcinoma complexo, 

dentre eles 17 foram positivos para CD10, 17 positivos para BMI-1, 15 foram 

positivos para CD24, dois positivos para ESA e oito para MUC-1. Não houve 

carcinoma complexo subtipo luminal B positivo para CD44. 

 Para os tumores que superexpressaram HER-2, 12 foram classificados 

em carcinoma simples, sendo que seis foram positivos para CD10, 10 foram 

positivos para BMI-1, dois apresentaram marcação para CD44, três marcaram 

para CD24, dois para ESA e dois para MUC-1. Dos carcinomas complexos que 

superexpressaram HER-2 (quatro), dois foram positivos para CD10, dois para 

BMI-1, dois para CD44, um positivo para CD24, um para ESA e para MUC-1 

não houve positividade. 

 Para o subtipo Basal, 12 tumores foram classificados em carcinoma 

simples e apresentaram positividade para CD10 (oito), BMI-1 (cinco) e ESA 

(quatro). Para os marcadores, CD44, CD24 e MUC-1 não houve positividade. 

Dezessete tumores foram classificados em carcinoma complexo e houve 

positividade para CD10 (onze), BMI-1 (treze), CD44 (um), CD24 (cinco), ESA 

(cinco) e MUC-1 (seis). 
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 Quatro tumores (3,57%) apresentaram marcação positiva para CD44 e 

foram negativos para CD24, sendo encaixados na categoria CD44+ CD24-, 

perfil descrito na literatura para marcação de células-tronco. Além dessa 

marcação, eles também foram positivos para o marcador ESA.  Desses 

tumores, um pertence ao subtipo Superexpressão de HER-2 e os outros três 

eram do subtipo Basal. 

 Dezessete tumores (15,18%) apresentaram marcação positiva para ESA 

e foram negativos para MUC-1, sendo classificados como ESA+ MUC-1-, perfil 

utilizado para marcação de células progenitoras em cultivo celular. Desses 

tumores, cinco pertenciam ao subtipo Luminal A, dois ao subtipo Luminal B, 

três classificados como Superexpressão de HER-2 e sete tumores do subtipo 

Basal. 

  

 

Figura 5. Marcação citoplasmática para CD10 em carcinoma simples de 
mama, IHQ – Novolink®, 400X. 
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Figura 6. Marcação citoplasmática para BMI-1 em carcinoma simples de 
mama, IHQ – Novolink®, 400X. 

 

Figura 7. Marcação citoplasmática para CD24 em carcinoma simples de 
mama, IHQ – Novolink®, 400X. 
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Figura 8. Marcação membranar para ESA em carcinoma simples de 
mama, IHQ – Novolink®, 400X. 

 

Figura 9. Marcação citoplasmática para MUC-1 em carcinoma simples de 
mama, IHQ – Novolink®, 400X. 
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Figura 10. Marcação membranar para CD44 em carcinoma simples de 
mama, IHQ – Novolink®, 400X. 

 5.4 Análise estatística 

 Para o marcador CD10, não houve diferença de proporções entre os 

carcinomas simples e complexo dentro de todos os subtipos. Para a 

associação entre os subtipos, não houve diferença estatística no grupo de 

carcinomas simples. Entretanto, houve diferença estatística no grupo de 

carcinoma complexo do subtipo Superexpressão de HER-2 quando comparado 

aos demais subtipos (p=0,0019 e x2=14,9268). 

 Para o marcador BMI-1, houve diferença de proporções entre 

carcinomas simples e complexo nos subtipos Luminal A (p=0,01355 e 

x2=6,0952), Superexpressão de HER-2 (p=0,004267 e x2=8,1667) e Basal 

(p=0,01963 e x2=5,444), no subtipo Luminal B não houve diferença. Para a 

associação entre os subtipos, só houve diferença estatística no grupo de 



 
 

 

43

carcinoma complexo do subtipo Superexpressão de HER-2 quando comparado 

aos demais subtipos (p=0,00158 e x2=15,2908). 

 Para o marcador CD44 não houve diferença estatística quando aplicado 

o teste qui-quadrado para diferença de proporções e nem para a associação 

entre os subtipos em cada grupo de carcinomas simples e complexo. 

 Para o marcador CD24 houve diferença de proporções entre carcinomas 

simples e complexo nos subtipos Luminal A (p=0,0007 e x2=11,5714) e Basal 

(p=0,01141 e x2=6,4), nos demais subtipos não houve diferença. Para a 

associação entre os subtipos, houve diferença estatística no grupo de 

carcinoma simples do subtipo Luminal B (p=0,00015 e x2=20,1778) quando 

comparado aos demais subtipos. Para o grupo de carcinoma complexo, houve 

diferença na associação entre os subtipos, sendo que o subtipo Luminal A se 

comportou igual ao Luminal B e o subtipo Superexpressão de HER-2 se 

comportou igual ao Basal (p=0,00018 e x2=19,8384). 

 Para o marcador ESA houve diferença de proporções entre carcinomas 

simples e complexo apenas no subtipo Luminal A (p=0,0005 e x2=12,25) e nos 

demais subtipos não houve diferença. Para a associação entre os subtipos não 

houve diferença no grupo dos carcinomas simples. Para o grupo de carcinoma 

complexo, houve diferença na associação entre os subtipos, sendo que o 

subtipo Luminal A se comportou igual ao Basal e o subtipo Luminal B se 

comportou igual ao Superexpressão de HER-2 (p=0,0186 e x2=10,00). 

 Para o marcador MUC-1 houve diferença de proporções entre 

carcinomas simples e complexo nos subtipos Luminal A (p=0,03389 e x2=4,5) e 

Basal (p=0,003892 e x2=8,3333), nos demais subtipos não houve diferença. 

Para a associação entre os subtipos, houve diferença estatística no grupo de 

carcinoma complexo do subtipo Superexpressão de HER-2 (p=0,01567 e 

x2=10,3704) quando comparado aos demais subtipos. Para o grupo do 

carcinoma simples não houve diferença na associação entre os subtipos. 

 Os testes estatísticos estão sumarizados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Teste qui-quadrado (x2) para diferença de proporções e para a associação 
entre os subtipos para cada marcador de células-tronco nos carcinomas simples e 
complexo.
CD10 

Valor Carcinoma Luminal A Luminal B Superexpressão 
 do HER-2 

Basal 
P=0,0805 

Simples 6 (10) 14 (15) 6 (12) 8 (12) x2=6,7451 
Complexo 11 (19) 17 (23) 2 (4)* 11 (17) P=0,0019* 

P 0,1701 0,6115 0,1336 0,5164 x2=14,9268 Valor x2 1,8824 0,2581 2,25 0.4211  
*Diferenças estatísticas (p<0,05). HER-2 difere dos demais. 
BMI-1 

Valor Carcinoma Luminal A Luminal B Superexpressão 
 do HER-2 Basal P=0,09241 

Simples 6 (10) 13 (15) 10 (12) 5 (12) x2=6,4314 
Complexo 15 (19) 17 (23) 2 (4)* 13 (17) P=0,00158* 

P 0,01355* 0,4286 0,004267* 0,01963* x2=15,2908 Valor x2 6,0952 0,6 8,1667 5,444  
*Diferenças estatísticas (p<0,05). HER-2 difere dos demais. 
CD44 

Valor Carcinoma Luminal A Luminal B Superexpressão 
 do HER-2 Basal P=0,1801 

Simples 0 (10) 1 (15) 0 (12) 2 (12) x2=4,8889 
Complexo 0 (19) 0 (23) 1 (4) 2 (17) P=0,1801 

P - 1,0 1,0 1,0 x2=0,1801 Valor x2 - 0,0 0,0 0,0  
*Diferenças estatísticas (p<0,05). Não há diferenças. 
CD24 

Valor Carcinoma Luminal A Luminal B Superexpressão 
 do HER-2 Basal P=0,00015* 

Simples 2 (10) 10 (15)* 3 (12) 0 (12) x2=20,1778 
Complexo 12 (19)a 15 (23)a 1 (4)b 5 (17)b P=0,00018* 

P 0,0007* 0,2579 0,4795 0,01141* x2=19,8384 Valor x2 11,5714 1,28 0,5 6,4  
*Diferenças estatísticas (p<0,05). Simples: LB difere dos demais; Complexo: LA=LB; HER-
2=Basal. 
ESA 

Valor Carcinoma Luminal A Luminal B Superexpressão 
 do HER-2 Basal P=0,149 

Simples 0 (10) 2 (15) 2 (12) 4 (12) x2=5,333 
Complexo 8 (19)a 2 (23)b 1 (4)b 5 (17)a P=0,0186* 

P 0,0005* 1 1,0 1,0 x2=10,00 Valor x2 12,25 0 0,0 0,0  
*Diferenças estatísticas (p<0,05). LA=basal; LB=HER-2. 
MUC-1 

Valor Carcinoma Luminal A Luminal B Superexpressão
 do HER-2 Basal P=0,06579 

Simples 0 (10) 3 (15) 2 (12) 0 (12) x2=7,20 
Complexo 4 (19) 8 (23) 0 (4)* 6 (17) P=0,01567* 

P 0,03389* 0,08808 0,3173 0,003892* x2=10,3704 Valor x2 4,5 2,9091 1,0 8,3333  
*Diferenças estatísticas (p<0,05). HER-2 difere dos demais. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

 

 6.1 Subtipos de tumores de mama 
 

 

Há escassez de estudos correlacionando a imunoexpressão de 

proteínas com a expressão morfológica em tumores de mama de cadelas. O 

predomínio de diagnóstico de carcinoma complexo comparado com o de 

carcinoma simples está de acordo com a literatura (HATAKA, 2004). A 

caracterização imunoistoquímica da expressão de proteínas é de grande 

auxílio para a avaliação do prognóstico da neoplasia, pois evidencia células 

nem sempre identificadas na histopatologia convencional, corada em HE. 

 Neoplasias com positividade para receptores de estrógeno são 

consideradas de bom prognóstico na Medicina Humana, principalmente por sua 

resposta à terapia com medicamentos anti-hormonais (SILVA et al., 2004). Em 

Medicina Veterinária ainda não há um consenso a esse respeito (SILVA et al., 

2004). Os resultados mostram que a positividade para RE foi maior nos 

carcinomas complexos (42 tumores) do que nos carcinomas simples (25 

tumores), corroborando com a literatura (DE LAS MULAS et al., 2004), 

sugerindo que os carcinomas complexos apresentam melhor prognóstico do 

que o carcinoma simples.  

 Estima-se que cerca de uma em cada cinco mulheres com câncer de 

mama metastático é HER-2 positiva e pesquisas recentes sugerem que essas 

pacientes são as que, provavelmente, terão uma forma mais agressiva de 

câncer de mama (TSUDA, 2006). Em cadelas existem poucos estudos 

relacionando positividade para HER-2 e neoplasia mamária. Contudo, Dutra et

al. (2004) verificaram a positividade em tumores de mama malignos de cadelas 

e afirmaram que essa imunoexpressão pode caracterizar um importante papel 

na carcinogênese do tumor mamário, uma vez que em humanos já está 

estabelecido que o gene c-erbB-2 (responsável pela produção da proteína 

HER-2) relaciona-se com a iniciação do câncer de mama e tem sido utilizado 
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como alvo de terapia genética. No presente estudo houve diferença estatística 

entre a positividade para os carcinomas simples (12 tumores) e complexos (4 

tumores) (p=0,004267 e x2=8,166), evidenciando uma maior agressividade dos 

carcinomas simples. 

 A p63 é útil para caracterizar as células mioepiteliais da mama e assim 

tentar elucidar a histogênese do tumor (BERTAGNOLLI, 2006), já que é 

considerado um possível marcador para as células-tronco (SIGNORETTI et al., 

2000; RIBEIRO-SILVA et al., 2003).  

 A positividade para CK5 em carcinomas mamários na mulher 

correlaciona-se com indicadores de mau prognóstico, incluindo idade precoce, 

alto grau histológico, linfonodos positivos, estádio patológico avançado e 

negatividade para receptores hormonais (VALE, 2006).  

 A marcação para p63 e CK5, utilizada para classificar o subtipo Basal, 

demonstrou as células basais da mama, que podem ter características de 

células-tronco, contribuindo para a progressão e manutenção das células 

tumorais. Neste estudo houve uma maior expressão desses marcadores nos 

carcinomas complexos (17 tumores), enquanto os carcinomas simples 

apresentaram positividade para esses marcadores em 12 tumores. Os achados 

estão de acordo com a literatura, que relata positividade para células malignas 

com prognóstico desfavorável (ZUCCARI et al., 2004). 

 

 

 

 6.2 Marcadores de células-tronco tumorais 

 

 

 Não há relatos na literatura da utilização dos marcadores CD10, BMI-1, 

CD44, CD24, ESA e MUC-1 nas mesmas amostras de carcinomas mamários 

de cadelas, o que faz deste o primeiro trabalho para avaliação da marcação 

das células-tronco tumorais em Medicina Veterinária. 

 O CD10, também conhecido como antígeno comum da leucemia 

linfoblástica aguda (do inglês “common acute lymphoblastic leukemia antigen - 

CALLA”), é uma metaloproteinase da membrana celular, a qual é expressa em 
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vários tecidos, incluindo as células mioepiteliais da mama (MORITANI et al., 

2002). Nesse estudo, houve diferença (p<0,05) na marcação do CD10 em 

carcinomas complexos do subtipo Superexpressão de HER-2 (p=0,0019 e 

x2=14,9268), quando comparado aos outros subtipos. Nos casos em que as 

células perdem a metilação do CD10 ocorre um aumento da migração, 

crescimento e sobrevivência celular contribuindo para o desenvolvimento e 

progressão neoplásica (PAPANDREOU & NANUS, 2010). Segundo Wagoner 

et al. (2007) o CD10 geralmente reduz a resposta celular a peptídeos 

hormonais e a quantidade de CD10 expresso parece se relacionar com a taxa 

de crescimento celular e em células de neoplasias malignas ocorre um 

aumento do índice proliferativo (WAGONER et al., 2007). Diversos relatos 

indicam que a expressão de CD10 está associada a um comportamento 

biológico agressivo em várias neoplasias epiteliais (CHEN et al., 2000), o que 

corrobora com o resultado já que o subtipo Superexpressão de HER-2 é 

considerado um dos mais agressivos. 

 Kim et al. (2004) demonstraram uma superexpressão de BMI-1 em 

câncer de mama e encontraram uma alta expressão que se correlacionou com 

metástases para linfonodo axiliar. Eles sugeriram que a desregulação do cliclo 

celular pelo BMI-1 pode desempenhar um papel importante na progressão do 

câncer de mama e metástases para linfonodos. Al-Hajj et al. (2006) 

descreveram a existência de população de células-tronco tumorais em tumores 

de mama e estas apresentavam um aumento na expressão de BMI-1(LIU et al., 

2006). A superexpressão de BMI-1 se correlaciona com um prognóstico ruim 

em carcinoma hepatocelular e nasofaringeal, assim como em tumores neurais, 

classificados em oligodendrogliomas e meduloblastomas (WANG et al., 2008 e 

HÄYRY et al., 2008). Além disso, há relatos de correlação entre expressão de 

BMI-1 e estágios avançados de câncer de pulmão (VRZALIKOVA et al., 2008). 

No presente estudo, houve diferença (p<0,05) na marcação do BMI-1 em 

carcinomas complexos do subtipo Superexpressão de HER-2 (p=0,00158 e 

x2=15,2908), quando comparado aos outros subtipos, o que sugere uma maior 

agressividade desse subtipo nessas amostras, com um grande potencial de 

produzir metástases.  
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 Para o marcador CD44 houve uma positividade em poucas amostras 

desse estudo, uma para o subtipo Luminal B, uma para o subtipo 

Superexpressão de HER-2 e quatro amostras positivas para o subtipo Basal, 

ou seja, dos 112 tumores apenas seis amostras (5,36%) apresentaram 

marcação para CD44 e não houve diferença estatística entre os subtipos. O 

padrão de expressão de CD44 tem sido associado com a facilitação da 

progressão do câncer de mama por meio da alteração das características de 

adesão da célula tumoral e com isso facilitando a invasão vascular no tecido 

(DRAFFIN et al., 2004). Embora a relação entre a expressão de CD44 e outras 

características clínico-patológicas do câncer de mama tem sido alvo de 

debates, muitos estudos sugerem que a expressão de CD44 se correlaciona 

com metástase tumoral e pode ser útil para indicar o prognóstico (LOPEZ et al., 

2005). Relacionando os dados da literatura com os resultados obtidos (maior 

positividade para tumores do subtipo Basal) pode-se inferir que a expressão de 

CD44 sugere um prognóstico ruim, confirmando a característica esperada dos 

tumores Basais. 

 O CD24 é altamente expressado em carcinomas de ovário, mama, 

próstata, bexiga e renal (ZHENG et al., 2011) e está envolvido na adesão 

celular e metástase (LEE et al., 2010), o que pode indicar um marcador 

importante no diagnóstico e prognóstico tumoral. Funcionalmente ele é 

identificado como uma ligação alternativa para a P-seletina, um receptor de 

adesão de plaquetas e células endoteliais, através do qual sua interação pode 

facilitar a passagem de células tumorais para a corrente sanguínea, 

promovendo metástases (AIGNER et al., 1998). A associação entre metástase 

e expressão aumentada de CD24 é um importante fator prognóstico além de 

ser um marcador para células-tronco tumorais (LEE et al., 2010). Os resultados 

desse estudo demonstram uma maior positividade para os carcinomas 

complexos de ambos os subtipos, apresentando diferença estatística na 

avaliação de diferença de proporções entre os subtipos: Luminal A = Luminal B 

e Superexpressão de HER-2 = Basal (p=0,00018 e x2=19,8384). Para os 

carcinomas simples só houve diferença (p<0,05) na avaliação de diferença de 

proporções no subtipo Superexpressão de HER-2 (p=0,00015 e x2=20,1778). 

Além disso, também houve diferença estatística (p<0,05) dentro de cada um 
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dos subtipos quando comparados entre carcinomas simples e complexos, para 

o subtipo Luminal A foi encontrado p=0,0007 e x2= 11,5714, e para o Basal, 

p=0,01141 e x2= 6,4.  

 A maioria dos estudos em células-tronco tumorais são nas proteínas 

transmembrânicas CD44 e CD24. Uma subpopulação de células tumorais que 

expressam fortemente o CD44 mas não o CD24 (fenótipo CD44+CD24-/baixo) 

foi identificada como célula-tronco tumoral por Al-Hajj et al. (2003) e 

subsequentemente confirmada por outros autores. Essas células neoplásicas 

CD44+CD24- são até 100 vezes mais tumorigênicas do que as que não exibem 

esse imunofenótipo (AL-HAJJ et al., 2003). Num estudo de carcinogênese 

mamária foi demonstrado por Al-Hajj et al. (2003) que células da linhagem 

CD44+Cd24- injetadas na gordura mamária de camundongos não obesos e 

com severa imunodeficiência (NOD/SCID) foram capazes de formar tumores 

palpáveis, mesmo quando poucas células foram implantadas. Além disso, foi 

observado que as células implantadas da linhagem CD44+CD24- não apenas 

deram origem a células com o mesmo imunofenótipo como também originaram 

células com imunofenótipo distintos, indicando que as células-tronco tumorais 

da mama podem gerar uma população homogênea de células não 

tumorigênicas além de dar origem a novas células-tronco tumorais. Células 

com imunofenótipo CD44+CD24- estão presentes em 22 a 31% dos 

carcinomas mamários humanos, nesse estudo foi encontrado quatro tumores 

positivos para esse imunofenótipo, totalizando 3,57% dos carcinomas 

mamários de cadelas. Dos quatros positivos, um tumor era do subtipo 

Superexpressão de HER-2 e três tumores, Basal. Apesar da porcentagem de 

positivos para esse imunofenótipo ser bem menor do que o descrito na 

literatura para humanos, o fato de ter sido positivo nos dois subtipos com 

comportamento mais agressivo sugere que essa classificação deva ser 

considerada para avaliar o prognóstico da neoplasia em cadelas, além de servir 

como modelo experimental para novos tratamentos. 

 O antígeno epitelial específico – ESA (do inglês “epithelial specific 

antigen”) é descrito na literatura como um dos marcadores de células-tronco 

tumorais de câncer de mama positivos para receptores de estrógeno (SPIZZO 

et al., 2004). Neste trabalho, porém, também houve casos positivos para 
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subtipos que não são receptores de estrógeno positivos. Para o subtipo 

Luminal A houve positividade apenas para os carcinomas complexos o que 

garantiu uma diferença (p<0,05) quando comparado ao carcinoma simples 

(p=0,0005 e x2=12,25). Dos casos classificados em Luminal B, dois carcinomas 

simples e dois carcinomas complexos foram positivos para ESA, não 

representando diferença estatística. Do subtipo Superexpressão de HER-2, 

dois carcinomas simples e um carcinoma complexo foram positivos, sem 

apresentar diferença estatística. Para o subtipo Basal, quatro carcinomas 

simples e cinco carcinomas complexos foram positivos para ESA, mas não 

apresentaram diferença estatística. Já na avaliação da associação entre os 

subtipos, houve diferença (p<0,05) na comparação entre os carcinomas 

complexos (p=0,0186 e x2= 10,00), sendo que o subtipo Luminal A foi igual ao 

Basal e o Luminal B igual ao Superexpressão de HER-2. 

 Há um aumento no interesse do papel das mucinas no câncer de mama 

devido ao seu potencial como indicador de prognóstico e seu envolvimento na 

terapia contra o câncer (RAKHA et al., 2005). Pacientes com tumores MUC1 

positivos desenvolvem tanto uma resposta humoral quanto uma resposta 

celular contra os antígenos da MUC1 provenientes das células malignas 

(HEUSER et al., 2003) e por causa disso, atualmente vem sendo desenvolvido 

várias vacinas baseadas na MUC1 para o tratamento desta doença (HUYN et 

al., 2009). A MUC1 geralmente está presente na superfície apical das células 

epiteliais secretoras e também em tecidos malignos podendo ser 

superexpressa em até 90% dos casos de câncer de mama (HATTRUP & 

GENDLER, 2006). Esta superexpressão permite a formação de tumores 

porque a MUC1 interage com vários fatores de transcrição, como por exemplo, 

a p53, os receptores hormonais (RE e RP) (BRAYMAN et al., 2007) -catenina, 

entre outros. A MUC1 também participa na modulação de várias vias 

importantes de sinalização celular (HATTRUP & GENDLER, 2006; YIN et al., 

2007). Além disto, a superexpressão da MUC1 leva à perda da adesão célula-

célula e célula-matriz, o que favorece metástases (ABBA et al., 2006; 

GIATROMANOLAKI et al., 2000). No presente estudo houve diferença  

(p<0,05) na comparação das proporções entre carcinomas simples e complexo, 

nos subtipos Luminal A (p=0,03389 e x2=4,5) e Basal (p=0,003892 e 
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x2=8,3333). Na associação entre os subtipos, houve diferença (p<0,05) nos 

carcinomas complexos que superexpressaram HER-2 (p=0,01567 e 

x2=10,3704). Era esperada uma maior expressão nos subtipos mais 

agressivos, entretanto a positividade para o subtipo Luminal A sugere que este 

marcador pode não ter um papel definitivo na elaboração do prognóstico em 

neoplasias de mama de cadelas. 
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7. CONCLUSÃO 

 

   

 A marcação para identificar as células-tronco tumorais é de grande valia 

para a correta elaboração do prognóstico e tratamento a ser seguido. A 

definição dos marcadores a serem utilizados dependerá de novos estudos com 

diferentes amostras de tumores de mama em cadelas, para confrontar com os 

dados desta pesquisa e determinar os marcadores mais indicados. 

 Ao contrario do que era esperado, houve mais marcações de células-

tronco tumorais em carcinomas classificados em complexo. Esse resultado 

sugere que os carcinomas complexos são mais agressivos do que a literatura 

vem apresentando ao longo dos anos. 

 Além disso, houve uma significativa expressão dos marcadores de 

células-tronco tumorais nos subtipos Superexpressão de HER-2 e Basal, 

corroborando com a literatura que demonstra que tais subtipos são os mais 

agressivos para a mulher. 

 Com os resultados apresentados, pode-se ainda indicar a cadela para 

ser utilizada como modelo experimental para pesquisas em tumor de mama, 

principalmente para o subtipo Basal, uma vez que ela compartilha os mesmos 

marcadores com o câncer de mama na mulher, ainda que em diferentes 

proporções. 

 O fato de não haver dados na literatura sobre essas marcações em 

carcinomas mamários de cadela torna este trabalho ainda mais relevante para 

a comunidade científica. 
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Abstract
Cathepsin D (CD), a lysosomal protease, and S100A4 protein, a calcium binding motif, 
are considered to be involved in metastasis in various human cancers. No data regarding 
such proteins are available for canine mammary carcinomas (CMCs). Accordingly, their 
expression in association with known factors of prognosis was investigated in this 
study. For that, 66 surgically resected CMCs were submitted to an 
immunohistochemical evaluation using anti CD, S100A4 protein, HER2, estrogen 
receptor , cytokeratin 5, and p63 antibodies, further characterizing the tumors’ 
molecular subtype. An increase in S100A4 immunoexpression by neoplastic luminal 
mammary cells was associated with an infiltrative tumor mode of growth, consequently 
leading us to conclude that S100A4 protein could be related to progression in CMCs. 
Additionally, the occurrence of the luminal A molecular subtype was associated with 
the complex histotype in CMCs. Although we have demonstrated that changes in 
S100A4 protein immunoexpression occurs in CMCs, further studies are needed to 
determine whether this represents important independent biomarkers for CMCs. 
 
Keywords: Cathepsin; mammary tumors; metastasis-associated proteins; molecular subtypes; 
S100 protein.

1. Introduction  
Mammary gland tumors are the 

most common neoplasms of the female 
dog and represent a remarkably 
heterogeneous group in terms of 
morphology and biological behavior.1 
Consequently, the identification of 
reliable prognostic factors is very 
important in order to assess the individual 

risk and evaluate the clinical outcome. 
The prognosis of advanced mammary 
carcinoma patients is most likely related 
to the degree of metastatic spread. 
Although the process of cancer metastasis 
appears to be regulated by a variety of 
gene products, little is known about the 
molecular aspects of progression of 
canine mammary carcinoma (CMC) cells. 
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Despite this, specific proteins such as 
Cathepsin D (CD)2 and S100A4 protein3 
revealed to be important to the metastatic 
process of breast cancer in humans, 
consequently being classified as 
metastasis-related proteins. 

CD is a well characterized 
lysosomal hydrolase, serving critical 
functions in intracellular protein 
degradation and in the breakdown of the 
extracellular matrix.4 It was also 
demonstrated that CD is important for 
fibroblast invasive outgrowth and could 
act as paracrine mediator between cancer 
and stromal cells.5 In humans, such 
protein is aberrantly overproduced and 
hypersecreted by both neoplastic and 
nonneoplastic cells from the tumor 
microenvironment, such as macrophages 
and fibroblasts.5 Intracellular CD in 
human breast cancer cells has been 
shown to have 8-16 times more activity 
than normal mammary cells.6  

On the other hand, the S100A4 
protein belongs to a calcium-dependent 
family of proteins whose expression is 
elevated in several pathological 
conditions. Furthermore, it is already well 
documented that S100A4 is expressed in 
malignant neoplastic cells of humans and 
contributes to the motility of tumor cells 
and the consequent metastatic 
progression, although this mechanism has 
not yet been elucidated.7 Some authors  
reported that the overexpression of the 
S100A4 protein is closely related to 
many functions that collaborate in the 
aggressiveness of the tumor such as 
metastases to the lymph nodes.8 
Since there are no studies regarding the 
immunoexpression of such proteins in 
CMCs, the aim of the present study is to 
immunohistochemically characterize the 
expression patterns of Cathepsin D and 
the S100A4 protein in canine mammary 
tumors and relate such patterns with 
histopathological characteristics and 
HER2 and estrogen receptor-  status 
related immunophenotypic subtypes 

(luminal-like, basal-like, and HER2 
overexpression). 

2. Materials and Methods 
2.1. Tissue samples and histological 

evaluation

Sixty six surgically resected CMC tissue 
specimens were obtained from female 
dogs which underwent mastectomy at the 
São Paulo State University’s Veterinary 
Hospital, Botucatu, Brazil, between 
March 2002 and September 2006. All 
patients had the tumor specimens 
surgically removed by radical 
mastectomy and none of them had 
received preoperative chemotherapy or 
radiotherapy. Tissue samples from these 
neoplasms were fixed in 10% neutral 
buffered formalin, routinely processed, 
and paraffin-embedded. For routine 
microscopic examination, 4 μm thick 
sections were obtained and stained with 
hematoxylin and eosin with subsequent 
evaluation under light microscopy. 
Lesions were classified according to 
standard diagnostic criteria provided by 
the World Health Organization9 which 
are propagated throughout more recent 
classification schemes10,11 and 
subsequently grouped in two subgroups: 
simple neoplasms (when the neoplasm 
was composed of a single cell type – 
luminal mammary cells) and complex 
neoplasms (when the neoplasm was 
composed of luminal mammary cells and 
myoepithelial cells). Histopathological 
parameters (vascular invasion, mode of 
growth, and presence of intratumoral 
necrotic tissue) were also evaluated. 
Then, representative areas of donor 
paraffin blocks were obtained in order to 
construct tissue microarrays (TMA). For 
that, a TMA workstation (TMA builder, 
Histopathology Inc., Hungary) was used 
to obtain tissue cores from the donor 
blocks which were subsequently 
transferred to recipient paraffin blocks. A 
total of seven recipient blocks were 
constructed, each one containing 24 
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tissue cores arranged in a 4 x 6 sector. 
Subsequently, 4 μm thick sections were 
obtained from the recipient blocks in 
order to review if morphologically 
representative areas of the original 
lesions from the donor blocks were 
present. 

2.2. Immunohistochemistry

Firstly, 3 μm thick histologic sections 
were obtained from TMA recipient 
blocks and transferred to glass slides 
previously embedded in an adhesion 
medium. Such slides were subsequently 
deparaffinizated, and rehydrated. The 
used primary antibodies and antigen 
retrieval methods for each antibody are 
summarized in table 1. Antigen retrieval 
was performed using 10 mM sodium 
citrate buffer at pH 6.0 for all antibodies. 
Antigen-antibody reaction for all 
antibodies was detected using the 
streptavidin-biotin-peroxidase complex 
method using the Dako LSAB kit (Dako, 
Carpinteria, USA) except for estrogen 
receptor alpha, for which antigen-
antibody reaction was detected using a 
polymer-based labeling detection system 
(Novolink Polymer Detection System, 
Novocastra, Newcastle, UK). 
After cooling (20 minutes at room 
temperature), the sections were immersed 
for 30 minutes in a solution of 3% 
hydrogen peroxide diluted in methanol in 
order to block endogenous peroxidase 
activity. All slides were incubated with a 

protein block reagent (LabVision, 
Freemont, CA) for 10 minutes and 
subsequently overnight incubated at 4 oC 
with the specific primary antibodies. 
Then, the slides were immersed with the 
detection systems following the 
manufacturer’s instructions. 
Subsequently, 3,3’ diaminobenzidine 
tetrahydrochloride was used as 
chromogen in order to allow the 
visualization of antigen-antibody 
reaction. Then, the slides were 
counterstained using Harris’s 
hematoxylin, dehydrated, and mounted 
for evaluation at light microscopy.  As 
positive controls for Cathepsin D and 
S1004, both canine and human skin 
containg fibroblasts and tonsils were 
used, respectively. Immunoreaction with 
canine tissue for both antibodies was 
stated by manufacters and confirmed by 
positive controls. Adjacent normal non-
lactating mammary tissues were used as 
internal positive controls for CK5 (basal 
cells are stained), Cathepsin D and p63 
protein (myoepithelial cells are stained). 
As positive controls, we also used canine 
uterus sections for ER  and a canine 
mammary carcinoma previously 
characterized as positive for HER2. 
Negative controls were carried out by 
using pre-immune rabbit or mouse IgG 
(Dako, Carpinteria, CA) as primary 
antibodies. 

Table 1. Antibodies used in the immunohistochemical study 

Antibody Dilution Origin Clone Source Pre-treatment
c-erbB2 
(HER2) 1:80 Neomarkers, 

UK SP3 Rabbit Microwave 
Er  1:40 Novocastra, UK NCL-LH2 Mouse Microwave 
p63 1:150 Neomarkers, 

USA 4A4 Mouse Microwave 

CK5 1:50 Neomarkers, 
USA XM26 Mouse Microwave 

Cathepsin D 1:300 Dako, USA Polyclonal Rabbit No antigen 
retrieval 

S100A4 1:1500 Abcam, UK Polyclonal Rabbit Microwave 



 

 

76
2.3. Evaluation of immunohistochemical 

staining

For assessing immunohistochemistry 
results, tumors were considered as 
positive when more than 10% of 
neoplastic cells revealed nuclear staining 
(p63,12,13 S100A4, and ER13) and of 
cytoplasmic staining (Cathepsin D2 and 
cytokeratin 513). Altought there are no 
absolute criteria for the immunopositivity 
of each antibody used in this study, 10% 
of tumour cells as criterion for positivity 
gave us a good result in previous 
experiments analyzing keratin genes and 
tumour-associated genes. Therefore, 
immunohistochemistry results were 
considered to be positive when >10% of 
tumour cells were immunoreactive. Such 
information was included in the 
manuscript’s ‘materials and methods’ 
along with the references 
For assessing HER2 status, the 
HercepTest scoring system (Dako, 
Carpinteria, CA) was applied (0= no 
membrane staining or <10% of stained 
cells; 1+=incomplete membrane staining 
in >10% of cells; 2+= >10% of cells with 
weak to moderate complete membrane 
staining; and 3+= strong and complete 
membrane staining in >10% of cells), 
with 2+ and 3+ cases considered as 
positive. 

2.4. Classification into immunophenotypic 
subtypes

According to the classification proposed 
for humans14 and already utilized in 
CMCs13, the tumors in the present study 
were classified into four distinct 
subtypes: luminal-like (A= ER-positive 
and HER-2-negative; B= positive for ER 
and HER-2), basal-like (negative for ER 
and HER-2 and positive for P63 and/or 
CK5), and HER-2 overexpression 
(negative for ER and positive for HER-
2). The subgroups were also compared 
with CD and S100A4 protein 
immunoexpression.

2.5. Statistical analysis 

Differences were compared using the chi-
square test and statistical significance 
was accepted at the P< 0.05 level. 
Analyses were performed using the 
GraphPad Prism software version 5.0 
(GraphPad Software Inc., San Diego, 
CA). 

3. Results
Of the 66 tumors analyzed, 21 (31.82%) 
were simple carcinoma and 45 (68.18%) 
were of the complex carcinoma type. It 
was possible to immunohistochemically 
identify the proteins CD, S100A4, ER, 
HER-2, p63, and CK5. The 
immunostaining for cathepsin D (Figure 
1) and the S100A4 protein (Figure 2) was 
considered as positive in 59 (89,4%) and 
16 (24.24%) tumors, respectively. No 
association between CD and S100A4 
protein was observed. 
When evaluating histopathological 
parameters, the invasive mode of growth 
was found to be significantly related to 
positive nuclear immunoexpression of 
S100A4 protein (P = 0.0439). For CD, 
although in our study many cases in 
which the invasive mode of growth was 
observed revealed positive cytoplasmic 
immunoexpression, a statistical 
significant correlation was not evident. 
Additionally, no relation between CD or 
the S100A4 protein and presence of 
intratumoral necrosis and vascular 
invasion was stated.  
The 66 mammary tumors were divided 
into distinct subtypes based on the results 
of immunohistochemical staining for 
HER2, ER , p63, and CK5, as described 
in Table 2. The Luminal A subtype 
included 24 (36.36%) tumors, and a 
statistically significant association 
between this subtype and complex 
mammary tumors was stated  (P = 
0.001496) .Six tumors (9.09%) were 
characterized as Luminal B. Twenty five 
tumors (37.88%) were considered to be 
basal-like neoplasms, and eight (12,12%) 
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tumors revealed HER-2 overexpression. 
Three tumors (4.54%) fell outside of 
definitions of the four subtypes proposed 
since they did not revealed positive 
immunoexpression of p63 or CK5 in 
absence of HER2 and ER . No other 
significant relations between histotypes 
and the molecular subtypes were 
observed, and no relation between the 
subtypes and CD and/or S100A4 protein 
immunoexpression was stated. Results 
regarding the immunoexpression of 
Cathepsin D and S100A4 in the different 
immunophenotypic subtypes are 
summarized in table 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. Discussion

Metastasis is a major event associated 
with malignancies. This complex process 
initiates when neoplastic cells lose the 
expression of proteins responsible for cell 
adhesion and cell-extracellular matrix 
interaction, invade the surrounding tissue 
and realize intravasation.15 Many proteins 
are said to be involved in such cascade of 
events, and CD2 and the S100A4 protein3 
emerge as useful biomarkers in various 
human cancers. However, no studies 
regarding the immunoexpression of such 
proteins were performed until the present 
date in canine mammary carcinomas. 
The role of CD in breast cancer is not 
well defined, and there are controversial 
studies on it in human medicine.2 This 
dispute originates from studies using 
either immunohistochemistry or Western 
blotting techniques.16-23 Some authors 
reported that immunohistochemically 
assessed CD in tumor cells was 
associated with a favorable prognosis in 
node positive patients.16 In contrast, other 
authors showed that neoplastic cell-
associated CD expression was associated 
with a poor prognosis.19 However, in 
none of these studies CD was considered 
to be an independent prognostic variable. 
In our study CD immunoexpression was 
characteristic and very intense in 
neoplastic cells, particularly in luminal 
mammary cells. Despite this, our results 
failed to considerate CD as an 
independent biomarker, in contrast to 
results described in humans.19 
In the present study we also have 
demonstrated the nuclear 
immunoexpression of S100A4 protein in 
luminal cells of canine mammary 
carcinoma samples. The role of S100A4 
protein in metastasis is unclear at present 
in canine mammary carcinomas. This is 
the first report that has studied the 
expression of S100A4 protein in a series 
of such tumors. It has been reported that 
S100A4 may affect the function of 
cytoskeleton proteins including actin and 

 
Figure 1. Cathepsin D immunoexpression in a canine 
mammary complex carcinoma case. Cytoplasmic 
immunoexpression can be observed in luminal mammary 
neoplastic cell clusters. DAB immunohistochemistry. 
Harris hematoxylin counterstain (bar = 50 m). 
 

 
Figure 2. S100A4 immunoexpression in a canine 
mammary carcinoma case. Nuclear and more often 
cytoplasmic immunoexpression can be observed in a 
luminal mammary neoplastic cell cluster (arrows) and in 
mammary myoepithelial cells around ducts (arrowheads). 
DAB immunohistochemistry. Harris hematoxylin 
counterstain (bar = 50 m). 
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non muscle myosin.24-25 It is possible that 
S100A4 may regulate cell shape changes 
and/or cell motility, features associated 
with neoplastic progression. Many in 
vitro and in vivo studies in rodents have 
provided evidence that S100A4 is 
directly involved in neoplastic 
progression and metastasis.26,27 In our 
study, the S100A4 protein revealed to be 
significantly related to the infiltrative 
tumor mode of growth, suggesting a role 
in neoplastic progression also in canine 
mammary tumors. 
In this study, tumors were characterized 
into five subtypes similar to those 
described in humans, and the results were 
compared with the immunoexpression of 
CD and S100A4 protein. Such subtypes 
are based in human breast tumors studies 
which identified distinct molecular types 
according to their gene expression 
profile, pathobiology and clinical 
evolution. 14,28,29 Some authors applied 
this classification into canine mammary 
tumors, revealing that such molecular 

subtypes can also be 
immunohistochemically recognized in 
canines.14,30 
When solely analyzing the 
immunophenotypic subtypes, a statistical 
difference in the Luminal A subtype was 
highlighted, more frequently associated 
with complex carcinomas and thus 
corroborating other authors’ findings.14 
Despite the lack of a significant 
difference, the majority of tumors 
(37.88%) were classified as basal. 
Several studies have demonstrated that 
human breast carcinomas with a basal 
subtype present molecular, histological 
and behavioral characteristics that 
indicate an unfavorable prognosis,31 
principally on account of not possessing 
known therapeutic targets. This higher 
basal subtype frequency in canine female 
mammary carcinomas may qualify them 
as a suitable experimental model for the 
basal subtype in women breast cancer.14 
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Table 2. Molecular subtypes according to histological type, histological parameters 
of malignancy, and immunoexpression of Cathepsin D and S100A4 protein 

 Luminal
A n (%) 

Luminal
B n (%) 

Basal-
like n
(%) 

HER-2
overexpressi

on n (%) 

Unclassi
-fied£

Total
n (%) 

Type       
Simple 6 (25%) 1 

(16.66%) 9 (36%) 3 (37.5%) 2 21 
(31.81%) 

Complex 18 (75%) 5 
(83.33%) 

16 
(64%) 5 (62.5%) 1 45 

(68.18%) 
P value 0.001496* 0.08326 0.08969 0.6171 - - 

      
Vascular Invasion      

Present 2 (8.33%) 0 1 (4%) 0 1 4 
(6.06%) 

Absent 22 
(91.66%) 6 (100%) 24 

(96%) 8 (100%) 2 62 
(93.93%) 

       
Mode of growth      

Expansive 17 (68%) 5 
(83.33%) 

18 
(72%) 7 (87.5%) 2 49 

(74.24%) 

Invasive 7 (32%) 1 
(16.66%) 7 (28%) 1 (12.5%) 1 17 

(25.75%) 
       

Presence of Necrosis      

Present 7 (32%) 0 7 0 1 15 
(22.72%) 

Absent 17 (68%) 6 (100%) 18 8 (100%) 2 51 
(77.27%) 

       
Cathepsin D      
Negative 4 (16.66%) 0 2 (8%) 0 1 7 

(10.6%) 
Positive 20 

(83.33%) 6 (100%) 23 
(92%) 8 (100%) 2 59 

(89.4%) 
       

S100A4       

Negative 19 
(79.17%) 

4 
(66.66%) 

18 
(72%) 7 (87.5%) 2 50 

(75.75%) 

Positive 5 (20.83%) 2 
(33.33%) 7 (28%) 1 (12.5%) 1 16 

(24.24%) 
*P < 0.05 £Tumors negative for CK5 and p63 in abscence of HER2 and ER  positive immunoreactions 
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5. Conclusion

In our study S100A4 was significantly related to an infiltrative mode of tumor growth, 
consequently demonstrating to be an interesting biomarker for evaluation of neoplastic 
progression in CMCs. Although we have demonstrated that alteration in CD and 
S100A4 protein immunoexpression occurs in CMCs, further studies are needed to 
determine whether this represents important independent biomarkers for such tumors. 
Additionally, it was possible to conclude that Luminal A mammary tumors are 
associated with the complex histotype in CMCs. 
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Anexo I - Parecer do Comitê de Ética em Experimentação Animal da 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP – Botucatu. 
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Anexo II - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 

 FMVZ-UNESP
FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA – BOTUCATU 

SERVIÇO DE PATOLOGIA VETERINÁRIA 
CEP 18.618-970 – Cx Postal 585 – Botucatu - SP - Rubião Jr. – FONE/ FAX (14) 38116293 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 Informo que estou de acordo, consciente e perfeitamente esclarecido 

que será realizada coleta do tumor de mama da cadela: ___________, idade: 

______, peso: _______, raça: _________________, 

pelagem:________________ RG/FMVZ-UNESP-Botucatu: ______________, 

de minha propriedade, para a realização de exame histopatológico e 

imunoistoquímico para fins de pesquisa no Programa de Pós-Graduação em 

Medicina Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Botucatu e posteriormente os resultados serão publicados em revistas 

especializadas nesse assunto.  

 

 

Proprietário (a): _________________________________________________ 

RG:_____________________________ 

CPF:_____________________________ 

Assinatura:_____________________________________________________ 

 

 

 

 

 

Botucatu, ___ de ________________ de 20__.
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