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Medeiros-Ronchi A.A. 2017. [Epithelial to mesenchymal transition immunostaining in
canine primary mammary tumor and lymph node.] Imunomarcagdo da transi¢do epi-
télio-mesenquima na neoplasia mamaria primaria de cadelas e sua metastase em linfono-
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Universidade Federal de Uberlandia, Av. Mato Grosso 3289, bloco 2S, Bairro Umuarama,
Uberlandia, MG 38405314, Brazil. E-mail: larissa.magalhaes@unifran.edu.br

Mammary carcinomas in dogs have a high metastatic capacity which gives a shorter
survival rate for patients with this type of tumor. The epithelial-mesenchymal transition
phenotype, characterized by the trade of intermediary filaments of cytokeratin by vimen-
tin, also by the loss of the adhesion protein between cells (E-cadherin) is associated with
metastasis. Due to this fact, it was aimed to evaluate, by immunostaining, the expression
of vimentin, cytokeratin and E-cadherin in canine mammary tumors and the metastasis in
lymph node, in order to assess the cell behavior when facing this cancer. Five cases of ca-
nine mammary tumors and metastasis in lymph node were evaluated. The averages of im-
munostainings of the group of primary neoplasms were compared with the averages of the
lymph node group. The results showed that immunostaining for cytokeratins (p=0,1407)
and E-caderina (p=0,312) were not significant between the groups, despite the expression
mean of cadherin was higher in the metastase group. The expression of vimentin (p=0,04)
was greater at sites of metastases. It is concluded that the expression of vimentin increases
in the focus of the metastase in relation to their respective primary canine mammary tu-
mors, characterizing cellular structural alteration, conferring a transient epithelial-mesen-
chymal phenotype. And cadherin present strong evidence of increased focus on metastasis
characterizing increased adhesion.

INDEX TERMS: Dogs, invasion, oncology, proteins, mammary tumors, lymph node.

RESUMO.- Os carcinomas mamarios em cdes apresentam
alta capacidade metastatica o que confere menor sobrevi-
da para os pacientes com este tipo de neoplasia. O fen6tipo
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transicao epitélio-mesénquima, caracterizado pela troca
dos filamentos intermediarios de citoqueratina por vimen-
tina, além da perda da proteina de adesdo entre células
(E-caderina) esta relacionado com a maior ocorréncia de
metastase. Diante disto, objetivou-se avaliar, por meio de
imunomarcacgdes, a expressdo de vimentina, citoqueratina
e E-caderina nos tumores mamarios caninos e suas metas-
tases em linfonodo, a fim de avaliar o comportamento celu-
lar frente a esta neoplasia. Foram analisados cinco casos de
neoplasias mamarias primarias caninas e suas respectivas
metastases em linfonodos. Foram comparadas as médias
de imunomarcagdes do grupo de neoplasias primarias com
as médias do grupo metastase. Nao houve diferenca esta-
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tistica nas imunomarcagdes da citoqueratina (p=0,1407)
e E-caderina (p= 0,312) entre os grupos, apesar da média
de expressdo da E-caderina ter sido maior no grupo de
metastases. A expressdo da vimentina foi maior nos sitios
das metastases (p=0,0462). Conclui-se que a expressao de
vimentina aumenta no foco da metastase em relacdo aos
seus respectivos tumores primarios mamarios caninos, ca-
racterizando alteragdo estrutural celular, conferindo um fe-
notipo transicao epitélio-mesénquima. Além da E-caderina
apresentar fortes indicios de aumento no foco da metasta-
se caracterizando maior adesao.

TERMOS DE INDEXACAO: Cies, invasio, oncologia, proteinas, tu-
mores mamarios, linfonodo.

INTRODUCAO

Invasao e metastase sdo atributos biologicos das células ne-
oplasicas que influenciam diretamente o progndstico. Devi-
do a maior disponibilidade de anticorpos para imuno-his-
toquimica na espécie canina, varias pesquisas estdo sendo
realizadas para fornecer informagdes sobre as transforma-
¢bes celulares que acontecem durante a carcinogénese e o
processo metastatico (Khanna & Hunter 2005, Hollier et
al. 2009). No processo de invasdo dos tecidos adjacentes
pela neoplasia, hd uma diminuicdo na adesdo entre as célu-
las e estas adquirem mobilidade e atividades proteoliticas
apresentando caracteristicas mesenquimais semelhante ao
processo que acontece na transicdo epitélio-mesénquima
(epithelial-mesenchymal transition-EMT) da fase embrio-
naria (Makdissi 2006).

Durante o processo de EMT, estruturas do citoesqueleto
sdo reorganizados e a actina periférica é trocada por fibras de
tensdo, enquanto que filamentos intermediarios de citoquera-
tina sdo trocados por vimentina. Tais mudangas 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 auséncia de ligacdo entre as célu-
las (Hay 1995, Hollier et al. 2009, Taylor et al. 2010).

A presenca de E-caderina, associada a perda ou redugao
de vimentina é caracteristica das células epiteliais, sendo
que o contrario é observado nas células mesenquimais.
Curiosamente, este padrdo mesenquimal de expressdo é
observado em culturas de células epiteliais neoplasicas
que apresentam um fenoétipo agressivo e migratério. Deste
modo, o aumento da expressdo de vimentina associado a
falta de expressdo e/ou localizagcdo de E-caderina e cate-
nina esta relacionado com migracao de células tumorais
(Gilles et al. 2003, Kokkinos et al. 2007, Onder et al. 2008).
A forte marcagao de vimentina em células neoplasicas epi-
teliais esta ligada com maior migragdo e invasdo tumoral
(Korsching et al. 2005).

Estudos evidenciaram que o local secundario/metasta-
tico pode induzir a reexpressao de E-caderina e consequen-
te reversdo da transicdo epitélio mesenquima (mesenchy-
mal to epithelial reverting transition-MErT), o que confere
alteracdo comportamental das células neoplasicas e por
isso ser considerado um importante passo para a sobrevi-
véncia destas no sitio metastatico (Chao et al. 2010).

A utilizagcdo de melhores marcadores de diagnoéstico e
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prognostico, proteinas ou genes, sdo importantes para de-
terminar melhor os resultados clinicos, a fim do tratamen-
to ser mais adequado, evitando subdoses ou sobredoses de
quimioterdpicos ou outros tratamentos (Knudsen & Whe-
elock 2005).

Diante de poucos estudos na cadela sobre a EMT em
neoplasias mamadrias, e com intuito de avaliar o compor-
tamento das células metastaticas, almeja-se nesse estudo
verificar aimunomarcacao de citoqueratina, vimentina e E-
-caderina nas células neoplésicas mamarias primarias e em
suas respectivas metastases em linfonodo.

MATERIAL E METODOS

0 projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Ani-
mais (CEUA) da Universidade de Franca (Unifran/SP) e tem como
protocolo de registro o numero 018/13.

Os blocos de parafina utilizados foram provenientes do arqui-
vo do Setor de Patologia Animal da UNIFRAN, totalizando cinco
casos de cdes com carcinomas simples (carcinoma mamario s6-
lido grau II, carcinoma micropapilar, carcinoma mamadrio sélido
grau II, carcinoma mamario papilar grau IlII, carcinoma mamario
papilar grau II) com metastase em linfonodo. Os cortes foram se-
parados em grupo 1 (tumores malignos primarios) 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 sdo mais
agressivos (Misdorp 2002).

A técnica imuno-histoquimica empregada foi o sistema de de-
tecgdo livre de biotina (REVEAL®). A recuperagdo antigénica foi
realizada com EDTA pH 8,5 em panela de pressdo elétrica (ELI-
TE PLATIUM®). O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado
com a aplicacdo do Bloqueador de Peroxidase (reagente do kit
Reveal Spring®). A seguir, os sitios inespecificos foram bloquea-
dos com soluc¢do bloqueadora de reagdo inespecifica (Reagente do
kit Reveal Spring®, Cod SPD-125). Foram utilizados os anticorpos
monoclonais, do fabricante Santa cruz, anti citoqueratina e anti
vimentina, com dilui¢des de 1:50, sendo os clones AE1/AE3 e V9,
respectivamente. Além do policlonal anti E-caderina, clone IM-
0066, diluicdo de 1:50, do fabricante Immunity. Todos eles foram
incubados a 4°C por 18 horas. Seguiu-se a incubagdo com o poli-
mero ligado a peroxidase, (Polimero Reveal HRP, kit Spring- cod
SPD-125), aplicacdo do DAB e contra corados com Hematoxilina
de Harris, conforme orientacdo do fabricante.

Foram realizadas as contagens das células imunomarcadas
em microscépio de luz binocular (Nikon E200) com equipamen-
to para fotomicrografia digital. Antes da contagem, foram feitas
observacgoes quanto ao tipo de células marcadas e a distribuicdo
da marcacgdo. Para o anticorpo vimentina s6 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 ndo marcadas, utilizando-se objetiva de 40x. Foi
realizada uma média dos quatro campos observados, por lamina,
totalizando a porcentagem de células marcadas (Magalhdes et
al. 2012). Como controle positivo interno foi utilizado o epitélio
cutaneo 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 analises esta-
tisticas foram realizadas nas comparagdes das médias do grupo 1
e médias do grupo 2. O teste estatistico utilizado foi o teste para-
métrico T de Student, comparando as imunomarcagdes entre os
dois grupos para cada uma das proteinas estudadas. Adotou-se
significancia de 5%.
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Fig.1. (A) Metéstase de carcinoma mamario sdlido grau Il em linfonodo se
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ntinela de cadela; presenca de marcagdo citoplasmatica nas

células epiteliais mamarias neoplasicas (seta). Imuno-histoquimica, anticorpo primério citoqueratina (AE1/AE3). (B) Metastase de
carcinoma mamadrio papilar grau II em linfonodo sentinela de cadela; presenca de marcagédo citoplasmatica nas células mamarias
neoplasicas (seta preta). Imuno-histoquimica, anticorpo primario vimentina (V9). (C) Metastase de carcinoma mamario papilar grau
Il em linfonodo sentinela; presenca de marcagdo em membrana plasmatica e citoplasmatica nas células mamarias neoplasicas (seta).
Imuno-histoquimica, anticorpo priméario E-caderina (IM-0066). Método Reveal, livre de biotina, cromdégeno DAB, contra-coloracdo

Hematoxilina, obj.40x.

RESULTADOS

As imunomarcag¢des para citoqueratina foram citoplas-
maticas com acentuada imunomarcagdo tanto nas células
epiteliais do tumor primario, quanto nas células epiteliais
metastaticas. Para este anticorpo, pode-se verificar que nio
houve diferenca entre as médias de imunomarcacdo no tu-
mor primario e metastase (p=0,1407), sendo a média de
expressio nos tumores primarios de 51,40+13,89 e a mé-
dia da imunomarcac¢do nas metastases de 59,60+6,11.

Para o anticorpo vimentina as imunomarcagdes foram
citoplasmaticas com maior média nas metastases do que
nas neoplasias primadrias. A diferenga entre as imunomar-
cacoes foi significativa, obtendo maior marcagao nos sitios
metastaticos do que nos tumores primarios (p=0,0462),
sendo a média de imunomarcag¢ao nos tumores primarios
de 12,40+3,97 e nas metastases de 30,40+ 6,52.

Os resultados das imunomarcag¢des de E-caderina fo-
ram maiores no sitio da metastase, porém sem significado
estatistico (p=0,312), com média de imunomarca¢ido no
tumor primario 23,20+£10,92 e na metastase 41,20+12,65.
As imunomarcagdes para E-caderina ocorreram em mem-
brana plasmatica e citoplasma. As imunomarcagoes, para
as trés proteinas, nas metastases em linfonodo estdo ilus-
tradas na Figura 1.

DISCUSSAO

Geralmente a expressao de vimentina em células epiteliais
esta relacionada com a auséncia de E-caderina dentre ou-
tras moléculas de adesdo e proteinas sinalizadoras. Por
essa auséncia de adesdo, acredita-se que a maior expressio
de vimentina esteja também ligada a uma maior invasao ce-
lular e ocorréncia de metastase em linhagens de carcinoma
de mama, bexiga, cdlo de utero, célon e outros. No carci-
noma mamadrio, a presen¢a de vimentina indica progressao
da enfermidade com pior progndstico (Islam et al. 2000).
Nesse estudo foram observadas em média 12,4% de células
imunomarcadas para vimentina em neoplasias mamadrias
primarias, ja caracterizando tendéncia a invasao tumoral.
Acredita-se que o processo EMT e a migracdo coletiva este-
jam relacionados a dissemina¢do metastatica dos tumores
mamarios caninos e que a imunomarcagio de vimentina

possa ser um indicio de mau progndstico nos carcinomas
mamarios em cadelas (Terra 2010).

A auséncia de expressio das E-caderinas parece ser um
pré-requisito para promocio da disseminacdo das células
neoplasicas e pode ocorrer por uma diminui¢ao transitéria
na expressdo da molécula durante o inicio do processo de
desenvolvimento da mestastase ou pela emergéncia de clo-
nes celulares em neoplasias primarias com modifica¢des
genéticas causando uma diminui¢do na expressdo dessa
proteina (Van der Wurff et al. 1994, Kashiwagi et al. 2010).
Este fato foi observado nesta pesquisa na qual a média
de expressdo de E-caderina foi menor no tumor primario
comparado-se ao foco de metastase. Estudos relatam que
h& maior imunomarcagao de E-caderina em vasos linfaticos
e no sitio metastatico podendo ser justificada pela fixagcdo
das células no ambiente novo, a fim de estabelecer uma
nova arquitetura. Por isso, a reexpressdo desta proteina
de adesdo por células tumorais depois da disseminag¢io do
local primario pode ser importante para que estas células
fiquem aderidas em sitios distantes (Brunetti et al. 2003).

Resultados semelhantes foram observados por Chao et
al. (2010) que verificaram um aumento da reexpressdo de E-
-caderina no sitio metastatico consistindo em uma reversao
parcial da transicdo epitélio mesenquima (MErT) que permi-
te uma segunda transigio epitélio mesenquima no sitio me-
tastatico de tumores de mama e prostata de humanos. Essa
mudanca fenotipica reflete um comportamento celular alte-
rado e que pode ser um passo importante de sobrevivéncia
da célula neoplasica na metastase. Tais foram detectados nes-
te trabalho, onde a imunomarcagio da proteina E-caderina
foi maior na metastase quando comparado ao sitio primario.

Sugere-se que a transicdo epitélio mesenquima ocorra
seguida da reversdo no sitio metastatico para gerar metas-
tases secundarias e que a persisténcia das caracteristicas
mesenquimais na MErT, apesar da reexpressdo dos marca-
dores epiteliais e de moléculas de adesdo, permita que as
células neoplasicas metastaticas se adaptem ao ambiente
novo (Chao et al. 2010). Assim como ocorre em nos carci-
nomas mamarios em mulher, nesse estudo um carcinoma
micropapilar apresentou metastases em linfonodo e pul-
mao, sugerindo que a reversdo da MErT possa ocorrer em
alguns tipos de carcinomas mamarios na cadela.
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Sao escassos os estudos sobre o fenétipo transicdo epité-
lio-mesénquima nas neoplasias mamarias primarias, sobre-
tudo comparando com sitio respectivo de metastases, fato
inédito relatado neste estudo. Nesta pesquisa observou-se
um aumento significativo da vimentina e uma tendéncia ao
aumento da E-caderina no sitio da metastase, caracterizan-
do uma maior adesdo entre essas células e uma alteracdo
estrutural respectivamente. Ndo s6 no cancer de mama
como nos outros tipos de neoplasia, o fenémeno EMT difi-
cilmente ocorre de forma homogénea em todo o tumor. Por
meio da averiguagdo da expressdo de marcadores especifi-
cos, especula-se que ele ocorra de forma mais focal na re-
gido invasiva da neoplasia e que neste caso as células sdo
incitadas a realizar o fendmeno por altera¢des genéticas e
epigenéticas (Hollier et al. 2009, Micalizzi et al. 2010).

Ainda é questionavel se sdo as proprias 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 comunica¢do entre o
epitélio e o estroma é conservada e, como isso interfere na
progressio do tumor mamario. A plasticidade intrinseca do
epitélio relacionada com sua capacidade de lidar com agen-
tes externos e mudar o fenétipo para mesenquimal via EMT
é importante, principalmente por ter indicios de relacdo do
EMT na resisténcia aos medicamentos e na recidiva tumo-
ral (Ingthorsson et al. 2016).

CONCLUSAO

Conclui-se que as imunomarcagdes para vimentina esta au-
mentada e com fortes indicios de aumento de E-caderina
no foco da metastase em relacdo aos seus respectivos tu-
mores primarios mamarios caninos caracterizando maior
adesio e alteracdo estrutural celular, conferindo um fenoti-
po transicdo epitélio-mesénquima.
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