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RESUMO.- Os carcinomas mamários em cães apresentam 
alta capacidade metastática o que confere menor sobrevi-
da para os pacientes com este tipo de neoplasia. O fenótipo 

transição epitélio-mesênquima, caracterizado pela troca 
dos filamentos intermediários de citoqueratina por vimen-
tina, além da perda da proteína de adesão entre células 
(E-caderina) está relacionado com a maior ocorrência de 
metástase. Diante disto, objetivou-se avaliar, por meio de 
imunomarcações, a expressão de vimentina, citoqueratina 
e E-caderina nos tumores mamários caninos e suas metás-
tases em linfonodo, a fim de avaliar o comportamento celu-
lar frente a esta neoplasia. Foram analisados cinco casos de 
neoplasias mamárias primárias caninas e suas respectivas 
metástases em linfonodos. Foram comparadas as médias 
de imunomarcações do grupo de neoplasias primárias com 
as médias do grupo metástase. Não houve diferença esta-
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tística nas imunomarcações da citoqueratina (p=0,1407) 
e E-caderina (p= 0,312) entre os grupos, apesar da média 
de expressão da E-caderina ter sido maior no grupo de 
metástases. A expressão da vimentina foi maior nos sítios 
das metástases (p=0,0462). Conclui-se que a expressão de 
vimentina aumenta no foco da metástase em relação aos 
seus respectivos tumores primários mamários caninos, ca-
racterizando alteração estrutural celular, conferindo um fe-
nótipo transição epitélio-mesênquima. Além da E-caderina 
apresentar fortes indícios de aumento no foco da metásta-
se caracterizando maior adesão.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Cães, invasão, oncologia, proteínas, tu-
mores mamários, linfonodo.

INTRODUÇÃO
Invasão e metástase são atributos biológicos das células ne-
oplásicas que influenciam diretamente o prognóstico. Devi-
do a maior disponibilidade de anticorpos para imuno-his-
toquímica na espécie canina, várias pesquisas estão sendo 
realizadas para fornecer informações sobre as transforma-
ções celulares que acontecem durante a carcinogênese e o 
processo metastático (Khanna & Hunter 2005, Hollier et 
al. 2009). No processo de invasão dos tecidos adjacentes 
pela neoplasia, há uma diminuição na adesão entre as célu-
las e estas adquirem mobilidade e atividades proteolíticas 
apresentando características mesenquimais semelhante ao 
processo que acontece na transição epitélio-mesênquima 
(epithelial-mesenchymal transition-EMT) da fase embrio-
nária (Makdissi 2006).

Durante o processo de EMT, estruturas do citoesqueleto 
são reorganizados e a actina periférica é trocada por fibras de 
tensão, enquanto que filamentos intermediários de citoquera-
tina são trocados por vimentina. Tais mudanças concomitan-
tes alteram as células de um formato cuboide para fusiforme e 
enfim, estas adquirem capacidade de invadir e se movimentar 
na matriz extracelular com ausência de ligação entre as célu-
las (Hay 1995, Hollier et al. 2009, Taylor et al. 2010).

A presença de E-caderina, associada à perda ou redução 
de vimentina é característica das células epiteliais, sendo 
que o contrário é observado nas células mesenquimais. 
Curiosamente, este padrão mesenquimal de expressão é 
observado em culturas de células epiteliais neoplásicas 
que apresentam um fenótipo agressivo e migratório. Deste 
modo, o aumento da expressão de vimentina associado a 
falta de expressão e/ou localização de E-caderina e cate-
nina está relacionado com migração de células tumorais 
(Gilles et al. 2003, Kokkinos et al. 2007, Onder et al. 2008). 
A forte marcação de vimentina em células neoplásicas epi-
teliais está ligada com maior migração e invasão tumoral 
(Korsching et al. 2005).

Estudos evidenciaram que o local secundário/metastá-
tico pode induzir a reexpressão de E-caderina e consequen-
te reversão da transição epitélio mesenquima (mesenchy-
mal to epithelial reverting transition-MErT), o que confere 
alteração comportamental das células neoplásicas e por 
isso ser considerado um importante passo para a sobrevi-
vência destas no sítio metastático (Chao et al. 2010).

A utilização de melhores marcadores de diagnóstico e 

prognóstico, proteínas ou genes, são importantes para de-
terminar melhor os resultados clínicos, a fim do tratamen-
to ser mais adequado, evitando subdoses ou sobredoses de 
quimioterápicos ou outros tratamentos (Knudsen & Whe-
elock 2005).

Diante de poucos estudos na cadela sobre a EMT em 
neoplasias mamárias, e com intuito de avaliar o compor-
tamento das células metastáticas, almeja-se nesse estudo 
verificar a imunomarcação de citoqueratina, vimentina e E-
-caderina nas células neoplásicas mamárias primárias e em 
suas respectivas metástases em linfonodo.

MATERIAL E MÉTODOS
O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética na Utilização de Ani-
mais (CEUA) da Universidade de Franca (Unifran/SP) e tem como 
protocolo de registro o número 018/13.

Os blocos de parafina utilizados foram provenientes do arqui-
vo do Setor de Patologia Animal da UNIFRAN, totalizando cinco 
casos de cães com carcinomas simples (carcinoma mamário só-
lido grau II, carcinoma micropapilar, carcinoma mamário sólido 
grau II, carcinoma mamário papilar grau III, carcinoma mamário 
papilar grau II) com metástase em linfonodo. Os cortes foram se-
parados em grupo 1 (tumores malignos primários) e grupo 2 (lin-
fonodos) e as neoplasias classificadas de acordo com Cassali et 
al. (2011). No presente estudo selecionou-se casos de carcinoma 
simples, uma vez que em cadelas os carcinomas simples são mais 
agressivos (Misdorp 2002).

A técnica imuno-histoquímica empregada foi o sistema de de-
tecção livre de biotina (REVEAL®). A recuperação antigênica foi 
realizada com EDTA pH 8,5 em panela de pressão elétrica (ELI-
TE PLATIUM®). O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado 
com a aplicação do Bloqueador de Peroxidase (reagente do kit 
Reveal Spring®). A seguir, os sítios inespecíficos foram bloquea-
dos com solução bloqueadora de reação inespecífica (Reagente do 
kit Reveal Spring®, Cod SPD-125). Foram utilizados os anticorpos 
monoclonais, do fabricante Santa cruz, anti citoqueratina e anti 
vimentina, com diluições de 1:50, sendo os clones AE1/AE3 e V9, 
respectivamente. Além do policlonal anti E-caderina, clone IM-
0066, diluição de 1:50, do fabricante Immunity. Todos eles foram 
incubados a 4°C por 18 horas. Seguiu-se a incubação com o polí-
mero ligado a peroxidase, (Polímero Reveal HRP, kit Spring- cod 
SPD-125), aplicação do DAB e contra corados com Hematoxilina 
de Harris, conforme orientação do fabricante.

Foram realizadas as contagens das células imunomarcadas 
em microscópio de luz binocular (Nikon E200) com equipamen-
to para fotomicrografia digital. Antes da contagem, foram feitas 
observações quanto ao tipo de células marcadas e a distribuição 
da marcação. Para o anticorpo vimentina só foram contadas as 
células epiteliais que expressaram vimentina. Para quantificar as 
células imunomarcadas foram aleatoriamente selecionados qua-
tro campos por corte e foi contado um total de 100 células entre 
as marcadas e as não marcadas, utilizando-se objetiva de 40x. Foi 
realizada uma média dos quatro campos observados, por lâmina, 
totalizando a porcentagem de células marcadas (Magalhães et 
al. 2012). Como controle positivo interno foi utilizado o epitélio 
cutâneo para a citoqueratina e E-caderina e fibroblastos para a 
vimentina. Como controle negativo aplicou-se apenas o diluente 
de anticorpo (BSA- bovine serum albumim 5%). As análises esta-
tísticas foram realizadas nas comparações das médias do grupo 1 
e médias do grupo 2. O teste estatístico utilizado foi o teste para-
métrico T de Student, comparando as imunomarcações entre os 
dois grupos para cada uma das proteínas estudadas. Adotou-se 
significância de 5%.
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RESULTADOS
As imunomarcações para citoqueratina foram citoplas-
máticas com acentuada imunomarcação tanto nas células 
epiteliais do tumor primário, quanto nas células epiteliais 
metastáticas. Para este anticorpo, pode-se verificar que não 
houve diferença entre as médias de imunomarcação no tu-
mor primário e metástase (p=0,1407), sendo a média de 
expressão nos tumores primários de 51,40±13,89 e a mé-
dia da imunomarcação nas metástases de 59,60±6,11.

Para o anticorpo vimentina as imunomarcações foram 
citoplasmáticas com maior média nas metástases do que 
nas neoplasias primárias. A diferença entre as imunomar-
cações foi significativa, obtendo maior marcação nos sítios 
metastáticos do que nos tumores primários (p=0,0462), 
sendo a média de imunomarcação nos tumores primários 
de 12,40±3,97 e nas metástases de 30,40± 6,52.

Os resultados das imunomarcações de E-caderina fo-
ram maiores no sítio da metástase, porém sem significado 
estatístico (p=0,312), com média de imunomarcação no 
tumor primário 23,20±10,92 e na metástase 41,20±12,65. 
As imunomarcações para E-caderina ocorreram em mem-
brana plasmática e citoplasma. As imunomarcações, para 
as três proteínas, nas metástases em linfonodo estão ilus-
tradas na Figura 1.

DISCUSSÃO
Geralmente a expressão de vimentina em células epiteliais 
está relacionada com a ausência de E-caderina dentre ou-
tras moléculas de adesão e proteínas sinalizadoras. Por 
essa ausência de adesão, acredita-se que a maior expressão 
de vimentina esteja também ligada a uma maior invasão ce-
lular e ocorrência de metástase em linhagens de carcinoma 
de mama, bexiga, cólo de útero, cólon e outros. No carci-
noma mamário, a presença de vimentina indica progressão 
da enfermidade com pior prognóstico (Islam et al. 2000). 
Nesse estudo foram observadas em média 12,4% de células 
imunomarcadas para vimentina em neoplasias mamárias 
primárias, já caracterizando tendência à invasão tumoral. 
Acredita-se que o processo EMT e a migração coletiva este-
jam relacionados à disseminação metastática dos tumores 
mamários caninos e que a imunomarcação de vimentina 

possa ser um indício de mau prognóstico nos carcinomas 
mamários em cadelas (Terra 2010).

A ausência de expressão das E-caderinas parece ser um 
pré-requisito para promoção da disseminação das células 
neoplásicas e pode ocorrer por uma diminuição transitória 
na expressão da molécula durante o início do processo de 
desenvolvimento da mestástase ou pela emergência de clo-
nes celulares em neoplasias primárias com modificações 
genéticas causando uma diminuição na expressão dessa 
proteína (Van der Wurff et al. 1994, Kashiwagi et al. 2010). 
Este fato foi observado nesta pesquisa na qual a média 
de expressão de E-caderina foi menor no tumor primário 
comparado-se ao foco de metástase. Estudos relatam que 
há maior imunomarcação de E-caderina em vasos linfáticos 
e no sítio metastático podendo ser justificada pela fixação 
das células no ambiente novo, a fim de estabelecer uma 
nova arquitetura. Por isso, a reexpressão desta proteína 
de adesão por células tumorais depois da disseminação do 
local primário pode ser importante para que estas células 
fiquem aderidas em sítios distantes (Brunetti et al. 2003).

Resultados semelhantes foram observados por Chao et 
al. (2010) que verificaram um aumento da reexpressão de E-
-caderina no sítio metastático consistindo em uma reversão 
parcial da transição epitélio mesenquima (MErT) que permi-
te uma segunda transição epitélio mesenquima no sítio me-
tastático de tumores de mama e próstata de humanos. Essa 
mudança fenotípica reflete um comportamento celular alte-
rado e que pode ser um passo importante de sobrevivência 
da célula neoplásica na metástase. Tais foram detectados nes-
te trabalho, onde a imunomarcação da proteína E-caderina 
foi maior na metástase quando comparado ao sítio primário.

Sugere-se que a transição epitélio mesenquima ocorra 
seguida da reversão no sítio metastático para gerar metás-
tases secundárias e que a persistência das características 
mesenquimais na MErT, apesar da reexpressão dos marca-
dores epiteliais e de moléculas de adesão, permita que as 
células neoplásicas metastáticas se adaptem ao ambiente 
novo (Chao et al. 2010). Assim como ocorre em nos carci-
nomas mamários em mulher, nesse estudo um carcinoma 
micropapilar apresentou metástases em linfonodo e pul-
mão, sugerindo que a reversão da MErT possa ocorrer em 
alguns tipos de carcinomas mamários na cadela.

Fig.1. (A) Metástase de carcinoma mamário sólido grau II em linfonodo sentinela de cadela; presença de marcação citoplasmática nas 
células epiteliais mamárias neoplásicas (seta). Imuno-histoquímica, anticorpo primário citoqueratina (AE1/AE3). (B) Metástase de 
carcinoma mamário papilar grau II em linfonodo sentinela de cadela; presença de marcação citoplasmática nas células mamárias 
neoplásicas (seta preta). Imuno-histoquímica, anticorpo primário vimentina (V9). (C) Metástase de carcinoma mamário papilar grau 
II em linfonodo sentinela; presença de marcação em membrana plasmática e citoplasmática nas células mamárias neoplásicas (seta). 
Imuno-histoquímica, anticorpo primário E-caderina (IM-0066). Método Reveal, livre de biotina, cromógeno DAB, contra-coloração 
Hematoxilina, obj.40x.
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São escassos os estudos sobre o fenótipo transição epité-
lio-mesênquima nas neoplasias mamárias primárias, sobre-
tudo comparando com sítio respectivo de metástases, fato 
inédito relatado neste estudo. Nesta pesquisa observou-se 
um aumento significativo da vimentina e uma tendência ao 
aumento da E-caderina no sítio da metástase, caracterizan-
do uma maior adesão entre essas células e uma alteração 
estrutural respectivamente. Não só no câncer de mama 
como nos outros tipos de neoplasia, o fenômeno EMT difi-
cilmente ocorre de forma homogênea em todo o tumor. Por 
meio da averiguação da expressão de marcadores específi-
cos, especula-se que ele ocorra de forma mais focal na re-
gião invasiva da neoplasia e que neste caso as células são 
incitadas a realizar o fenômeno por alterações genéticas e 
epigenéticas (Hollier et al. 2009, Micalizzi et al. 2010).

Ainda é questionável se são as próprias células tronco 
da mama, suas progenitoras ou as células mais diferencia-
das que adquirem propriedades de células tronco e repre-
sentam as verdadeiras células precursoras da neoplasia. 
Compreender melhor a hierarquia celular da mama é fun-
damental, além de entender como a comunicação entre o 
epitélio e o estroma é conservada e, como isso interfere na 
progressão do tumor mamário. A plasticidade intrínseca do 
epitélio relacionada com sua capacidade de lidar com agen-
tes externos e mudar o fenótipo para mesenquimal via EMT 
é importante, principalmente por ter indícios de relação do 
EMT na resistência aos medicamentos e na recidiva tumo-
ral (Ingthorsson et al. 2016).

CONCLUSÃO
Conclui-se que as imunomarcações para vimentina está au-
mentada e com fortes indícios de aumento de E-caderina 
no foco da metástase em relação aos seus respectivos tu-
mores primários mamários caninos caracterizando maior 
adesão e alteração estrutural celular, conferindo um fenóti-
po transição epitélio-mesênquima.
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