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RESUMO

BORGHESI, J. Interacdo entre células tronco de membrana amniotica e tumor mamario
canino in vitro. 2019. 152 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2019.

Tumores nas glandulas mamarias caninas representam a neoplasia mais comum em cadelas.
Este tipo de tumor em cadelas € muito semelhante quanto ao comportamento bioldgico,
resposta a agentes citotoxicos e caracteristicas histoldgicas comparadas aos tumores
apresentados em humanos, mas sua taxa de incidéncia e trés vezes maior que em mulheres.
Em relacdo aos tratamentos, muitas vezes é necessaria a utilizacdo da quimioterapia para
erradicar metastases, no entanto, a maioria dos tumores caninos € apenas moderadamente
sensivel a quimioterapia. Nesse contexto, o atual cenario favorece ensaios terapéuticos pre-
clinicos e pesquisas voltadas para novos tratamentos anti-cancer. Nesse sentido, o uso de
células-tronco amnioticas tem se destacado neste campo. Desta forma, caracterizamos células
de membrana amniotica canina, onde verificamos que estas apresentavam expressao para
marcadores de células mesenquimais. Além disso, apresentaram capacidade de diferenciacéo
em linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica e, quando injetadas in vivo, néo
apresentaram potencial tumorigénico. Posteriormente, avaliamos a matriz extracelular de
carcinomas mamarios canino do tipo tubular e sélido. Verificamos que o carcinoma sélido
apresentou maior grau de malignidade devido a suas caracteristicas histolégicas e com 0s
componentes presentes em sua matriz extracelular. Por fim, avaliamos os efeitos do
tratamento com doxorrubicina (DOXQO) em associacdo com células-tronco de membrana
amnidtica canina (AMC) sobre células de carcinoma inflamat6rio mamaério canino (IPC-366),
e células de carcinoma sélido mamario canino (TCM). Para isso, quatro grupos experimentais
foram analisados: grupo controle sem tratamento; grupo 1 com DOXO, grupo Il com AMC e
grupo Il associacdo de DOXO com AMC. Verificamos que nas células IPC-366, o grupo
associacdo de DOXO com AMC em células apresentou melhores resultados em relagdo a
reducdo do crescimento celular e na expressdo de proteinas relacionadas a proliferacdo e
angiogénese. Ja nas células TCM verificamos que o tratamento com células AMC, sendo ou
ndo associada a DOXO, possui a capacidade de prender as células no ciclo celular na fase de
repouso fazendo com que as mesmas apresentem reducdo em seu crescimento e proliferacéo
celular.

Palavras-chave: Céancer de mama canino. Células-tronco. Doxorrubicina. Membrana

amnidtica. Neoplasia.



ABSTRACT

BORGHESI, J. Interaction between stem cells from amniotic membrane and canine
mammary tumor in vitro. 2019. 152 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The tumors on the canine mammary glands represent the most common neoplasm in bitches.
This type of tumor in bitches responds to cytotoxic agents in a very similar biological way
when compared to tumors presented in humans. Besides that, they have the same histological
characteristics, but its incidence rate is three times higher in bitches than in women.
Regarding treatments, chemotherapy is often required to eradicate metastases, however, most
canine tumors are only moderately sensitive to chemotherapy. In this context, the current
scenario favors pre-clinical therapeutic trials and research aimed at new anticancer treatments.
In this sense, the use of amniotic stem cells has been outstanding in this field. So, we
characterized canine amniotic membrane cells. At this characterization we verified that they
had expression for markers of mesenchymal cells, and present differentiation capacity in
osteogenic, adipogenic and chondrogenic lines. When injected in vivo, did not present
tumorigenic potential. Subsequently, we evaluated the extracellular matrix of canine
mammary carcinomas of the tubular and solid type. We verified that solid carcinoma showed
a higher degree of malignancy due to its histological characteristics and the components
present in its extracellular matrix. Finally, we evaluated the effects of doxorubicin treatment
(DOXO) in combination with canine amniotic membrane (AMC) stem cells on canine
mammary inflammatory carcinoma cells (IPC-366), and solid canine mammary carcinoma
cells. For this, four experimental groups were analyzed: control group without treatment;
group | with DOXO, group Il with AMC and group 111 association of DOXO with AMC. We
found that at the IPC-366 cells, the association group of DOXO with AMC in cells presented
better results regarding to the reduction of cell growth and expression of proteins related to
proliferation and angiogenesis. In the TCM cells, we found that treatment with AMC cells,
whether associated with DOXO, can bind the cells in the cell cycle during the resting phase,

promoting the cell growth decrease and proliferation.

Keywords: Amniotic membrane. Canine breast cancer. Doxorubicin. Neoplasm. Stem cells.
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1. INTRODUCAO

O tumor maméario é a neoplasia mais comum em cadelas (LANTINGA-VAN
LEEUWEN et al., 2000; DUTRA et al., 2004), da mesma forma que ocorre no ser humano.
Nas cadelas, o tumor também representa um grupo heterogéneo de tumores com
diversidade em seu comportamento biol6égico, na evolugcdo e na resposta a terapia
(MATOS et al., 2005; SEMENZA, 2015).

A maioria dos tumores mamarios malignos caninos tem grande potencial para
sofrer metastase, contudo, isso varia de acordo com o tipo de tumor (epitelial, mioepitelial
e mesenquimal), diferenciacdes histoldgicas e fatores de progndsticos clinicos (MISDORP
et al., 1999; SOBRENMO, 2003). As metéstases tumorais sofrem uma série de eventos
independentes que incluem o destacamento de células de tumor primario que avancam pela
matriz tumoral, penetram através da membrana dos vasos linfaticos e sanguineos atingindo
a circulacdo formando col6nias independentes em 6rgdos distantes do tumor primarios,
com seus proprios fatores de crescimento e suprimento vascular (IOACHIM, 1994;
STIVAROU; PATSAVOUDI, 2015).

Dentre as caracteristicas estruturais do tumor, a matriz extracelular (MEC) se
caracteriza como um importante fator de analise, visto que para a saida do tumor de seu
sitio de origem e chegada em outros locais do corpo é necessario que as moléculas de
adesdo, dentre elas a e-caderina, e as glicoproteinas como a fibronectina e laminina, sejam
degradas (WILSON et al., 1999; KERKEL; SAARIALHO-KERE, 2003).

O tratamento de c&ncer de mama na espécie canina baseia-se na cirurgia para
remocdo do tumor (com excecdo apenas para o carcinoma inflamatorio) e da cadeia
mamaria e na quimioterapia adjuvante, sendo esta realizada ap6s o tratamento cirlrgico,
com o objetivo de erradicar possiveis metastases e aumentar a sobrevida do animal
(RUTTEMAN et al.,, 2001; KOBAYASHI; NORONHA, 2015). Os farmacos mais
utilizados na quimioterapia de cancer de mama canino s&o o0s antibioticos antraciclinas e os
agentes alquilantes (KARAYANNOPOULOU et al.,, 2001; RUTTEMAN et al., 2001).
Sendo que a doxorrubicina, representante das antraciclinas, é o farmaco mais utilizado,
podendo ser utilizado sozinho ou em associacdo (HAHN; RICHARDSON, 1995; DEVITA
et al.,1997; SORENMO, 2003).

Ao contrario das células tumorais que sdo definidas pela sua incapacidade de
diferenciacéo, alta atividade de replicacdo e responsabilidade pela iniciagdo, manutencéo e

propagacao tumoral (PARDAL et al., 2003), as celulas tronco mesenquimais s@o definidas
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pela sua capacidade de auto-renovagéo ilimitada e indiferenciacédo, o que lhes conferem um
papel primordial durante o processo de desenvolvimento (ASAHARA; KAWAMOTO,
2004; MIMEAULT; BATRA, 2006; TROUNSON, 2006). Nos ultimos anos houve um
crescente interesse nos estudos de células tronco fetais, que sdo células derivadas de
tecidos extraembrionérios, segundo a nova classificacdo. Dentre as células de tecidos
extraembrionarios podemos destacar as derivadas de membrana amnidtica, as quais
apresentam grande capacidade de proliferacdo e expansdo in vitro (MIKI et al., 2005;
FERNANDES et al., 2012; MASSEE et al., 2015; FATIA et al.,, 2016), e por se
encontrarem na interface materno fetal apresentam caracteristica imunogénica tornando-se
propicia para transplantes (LI et al., 2005; WOLBANK et al.,, 2007; MARCUS;
WOODBURY, 2008). Além disso, apresentam também uma inerente capacidade para
migrar em locais que apresentam inflamacdo, lesdo, isquemia e 0 mais importante,
microambiente tumoral (MOMIN et al., 2010).

Devido a todas as caracteristicas mencionadas acima as células-tronco
mesenguimais tém sido estudadas e avaliadas quanto ao seu potencial no tratamento de
tumores, uma vez que, principalmente, no cancer de mama tanto humano quanto canino, os
tratamentos existentes atualmente ndo apresentam uma acgdo totalmente efetiva, com
variaveis taxas de cura e muitos efeitos adversos (BONILLA et al., 2017). Sendo assim, o
transplante de células tronco acaba sendo uma boa alternativa de tratamento, ja que estudos
sugerem que células- tronco exercem efeito antitumoral (ANDERSON et al., 2000). Com
essas informacBes nos hipotetizamos que as células-tronco mesenquimais derivadas de
membrana amniética associadas a doxorrubicina tem capacidade de modular os efeitos dos

tumores mamarios em seu microambiente.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade de isolamento, diferenciacéo e
potencial tumorigénico de membrana amniética canina in vitro em diferentes periodos
gestacionais. Além disso, caracterizar morfologicamente e histogeneticamente a matriz
extracelular de carcinoma sélido e tubular mamario canino para melhor entendimento de
como as células tumorais migram pela sua matriz. E por fim avaliar o tratamento in vitro
de células de carcinoma inflamatdrio e carcinoma solido mamaério canino mediante a

associacdo de células de membrana amnidtica canina e doxorrubicina.

2.2. Objetivos Especificos

Artigo |
-Realizar uma revisdo bibliografica de andlise comparativa sobre as principais
caracteristicas morfologicas, histopatoldgicas e moleculares, bem como os tratamentos

atuais e alternativos existentes nos tumores mamario humano e canino.

Artigo 11

- Cultivar células de membrana amnidtica canina entre 30-55 dias gestacionais, afim de,
verificar sua capacidade de proliferacdo e expansdo in vitro; assim como a expressdo de
proteinas relacionadas a células mesenquimais, de proliferacdo celular e de resposta
imunoldgica; e por fim avaliar a capacidade destas células formarem tumores quando

injetadas in vivo em camundongos imunossuprimidos (Balb/c nude).

Artigo 111

- Analisar por meio de andlises histopatoldgica o carcinoma tubular e sélido e descrever
suas principais carateristicas relacionadas com seu arranjo celular, composicéo colagena e
vascularizagdo; avaliar ultraestruturalmente a interagdo célula-célula, célula-matriz e
membrana basal; e por imunohistoquimica verificar a presenca de proteinas relacionadas
com a transi¢do epitélio-mesenquimal, proliferacdo e morte celular, angiogénese e de

matriz extracelular como colageno e glicoproteina.



Artigo IV

-Realizar o cocultivo celular com células de carcinoma inflamatério mamario canino (IPC-
366) associado a células-tronco de membrana amniética canina (AMC) associada ou néo a
doxorrubicina (DOXO); verificar para cada um destes tratamentos a viabilidade,
crescimento e ciclo celular; a dosagem de hormoénios relacionados com a cadeia
esteroidogénica; e a presenca de receptores de estrdgeno e progesterona assim como

proteinas relacionadas com proliferacéo e angiogénse por meio de citometria de fluxo.

Artigo V

-Realizar o cocultivo celular com celulas de carcinoma s6lido mamario canino (TCM)
associado a células-tronco de membrana amniotica canina (AMC) associada ou ndo a
doxorrubicina (DOXO); e verificar para cada um destes tratamentos a viabilidade,

crescimento, ciclo e proliferagéo celular.
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3. Artigo I - Cancer de Mama Humano e Canino: O estado da Arte da Terapia e
Novas Abordagens

Jéssica Borghesit, Ana Carolina Rabelo’, Lara Carolina Mario!, Franceliusa Delys de Oliveira!, Fausto
Assunpcdo Fernadest, Adriana Raquel de Almeida da Anunciacdo!, Maria Angelica Miglinot, Phelipe

Oliveira Favaron?, Ana Claudia Oliveira Carreiral?

1Department of Surgery, School of Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sao Paulo
(FMVZ-USP), Sao Paulo, CEP, Brazil;

2NUCEL (Cell and Molecular Therapy Center), Internal Medicine Department, Medical School, University
of S&o Paulo, S&o Paulo 05360-130 SP, Brazil.

RESUMO: O cancer de mama é o cancer feminino mais frequente, sendo a principal causa
de morte. Da mesma forma, em cadelas o cancer de mama é a principal neoplasia, contudo
sua taxa de incidéncia é trés vezes maior do que em mulheres. O cancer de mama é um
tumor altamente heterogéneo e esta caracteristica € o que dificulta seu tratamento clinico e,
consequentemente, sua cura. Esta heterogeneidade pode ser explicada por trés fatores
distintos, sendo estes: as mutacdes somaticas nos principais genes envolvidos no cancer de
mama; as alteracdes epigenéticas e alteracdes no microambiente tumoral, desempenhando
um papel crucial durante a iniciacdo, progressdo e metastase tumoral. Devido a
heterogeneidade clinica, morfoldgica e biologica que estes tumores apresentam, é
necessario que se realize tanto a classificacdo histolégica quanto molecular para melhor
conhecimento do tumor e acessar a melhor abordagem terapéutica. Varias caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas, bioldgicas e genéticas desta neoplasia em cadelas sdo
semelhante aos humanos, o que torna o cdo um potente modelo de estudo comparativo para
as mulheres. Devido ao grande nimero de trabalhos publicados diariamente sobre o cancer
de mama e depositados no Pubmed, esta revisdo tem como objetivo apresentar uma
atualizacdo sobre como ocorre a formacdo desse tumor e sua atual classificacdo em
humanos e cées, com base nas mutagdes genéticas que inicializam esse processo e destacar
as inovacgdes que vem sendo pesquisadas para tratamentos alternativos tais como o papel

da matriz extracelular na progressao do cancer e o uso de células-tronco.

Palavras-Chave: cancer de mama; célula-tronco; modelo animal; terapia alternativa
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3.1. INTRODUCAO

O cancer de mama é o cancer feminino mais frequente, afetando 2,1 milhdes de
mulheres a cada ano, sendo a principal causa de morte. Em 2018, estima-se que 627.000
mulheres morreram de cancer de mama, sendo que este valor corresponde a 15% de todas
as mortes entre as mulheres (WHO, 2018). Da mesma forma, em cadelas o cancer de
mama é a principal neoplasia, contudo sua taxa de incidéncia é trés vezes maior do que em
mulheres (MOE, 2001; MISDORP, 2002; DAVIDSON, 2003; DUTRA et al., 2004).

O céancer de mama é um tumor altamente heterogéneo e esta caracteristica é o que
dificulta seu tratamento clinico e, consequentemente, sua cura. Esta heterogeneidade pode
ser explicada por trés fatores distintos, sendo estes: as mutacGes somaticas nos principais
genes envolvidos no cancer de mama (p53, PTEN, BRAC1 e BRAC2) (MOORE-SMITH;
BORIS PASCHE, 2011); as alteracbes epigenéticas que podem gerar o silenciamento
tumoral de genes e/ou a ativacdo de oncogenes (DWORKIN et al., 2009); e alteracbes no
microambiente tumoral sendo este o local onde o tumor esté inserido, desempenhando um
papel crucial durante a iniciacdo, progressao e metastase tumoral (DEMASI et al., 2013;
WU; DAL, 2016; DEOCESANO-PEREIRA, et al., 2017).

Devido a heterogeneidade clinica, morfoldgica e biolégica que estes tumores
apresentam, é necessario que se realize tanto a classificacdo histologica quanto molecular
para melhor conhecimento do tumor e acessar a melhor abordagem terapéutica
(CIANFROCCA; GRADISHAR, 2009; GEYER et al., 2009; WEIGELT; REIS-FILHO,
2009). Embora o modelo de classificacdo histolégica seja muito importante como
prognastico e ja esteja muito bem estabelecido tanto na patologia humana (LI et al., 2005;
STINGL; CALDAS, 2007) quanto animal (MISDORP et al., 1999; GOLDSCHMIDT et
al., 2001; CASSALLI et al., 2014), a classificacdo molecular, at¢ o0 momento, encontra-se
bem definida apenas para o cancer de mama humano, onde podemos encontrar cinco
subtipos moleculares sendo estes: luminal A; luminal B; superexpressdo de HER2 (Human
Epidermal growth factor Receptor 2); basal e mama normal, e mais recentemente outro
subtipo foi descoberto e denominado claudin-low (MINN, 2005; MONTGOMERY et al.,
2012; AFRICANDER; STORBECK, 2018).

Dentre todos os tipos de cancer de mama, 0 mais raro e mais agressivo € o
carcinoma inflamatorio (PENA et al., 2003; GOMES et al., 2006; MUELLER et al., 2007).
Esta agressividade esta relacionada a sua forma patoldgica de como este tumor se

manisfesta, 0 que o torna inacessivel a intervencédo cirdrgica (VERMEULEN et al., 2010;
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DAWOOD et al., 2011). O tratamento para este tipo tumoral em humanos é multimodal,
envolvendo quimioterapia adjuvante, radioterapia e hormonioterapia (ROBERTSON et al.,
2010; CHAKRABARTI et al., 2017) . Contudo, a maioria dos carcinomas inflamatorios
sdo triplo negativos e nao respondem a hormonioterapia (WALSHE et al., 2005; VAN
DEN EYNDEN et al., 2006)

Vérias caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, bioldgicas e genéticas desta
neoplasia em cadelas sdo semelhante aos humanos (GOMES et al., 2006), o que torna o
cdo um potente modelo de estudo comparativo para as mulheres (BENTUBO et al.,
2006).Tendo em vista a importancia desse tipo de cancer e seus impactos na Sadude Publica
e no mercado veterinario, inimeros trabalhos sdo conduzidos na tentativa de identificar
novos tratamentos, melhorar os atuais ou mesmo caracterizar melhor os tumores para
incrementar tais tratamentos.

Devido ao grande numero de trabalhos publicados diariamente sobre o céncer de
mama e depositados no Pubmed (377.433) esta revisao tem como objetivo apresentar uma
atualizacdo sobre como ocorre a formacdo desse tumor e sua atual classificacdo em
humanos e cédes, com base nas mutacdes genéticas que inicializam esse processo e destacar
as inovacgdes que vem sendo pesquisadas para tratamentos alternativos tais como o papel

da matriz extracelular na progressdo do cancer e o uso de células-tronco.

3.2. PROCESSO DE CARCINOGENESE

O desenvolvimento tumoral ocorre através de fases, isto é, da exposicao da célula
ao agente causador, agentes quimicos, hormonais, epigenéticos, ambientais ou radioativos,
conferindo assim propriedades chaves as células cancerigenas incluindo proliferacéo,
invasdo, metastase e angiogénese, bem como sua capacidade de evitar a supressdo do
crescimento e apoptose das células tumorais. (IRMINGER-FINGER; JEFFORD, 2006;
SOLTANIAN; MATIN, 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O processo de carcinogénese ocorre em trés estagios distintos: iniciacdo, promogéo
e progressdo. O estagio de iniciagdo € o processo no qual ocorrem mudancas celulares
metabolicas em uma celula saudavel devido a sua exposi¢do a um carcinogeno, este € o
passo inicial no desenvolvimento neoplasico (UNSCEAR, 1993; COX, 1994). Durante o
processo de promocdo, a célula a qual foi transformada e encontra-se inativa, sofre um
estimulo que inicia o processo de proliferagdo celular, provocando um desequilibrio celular

(UPTON et al., 1986). Por fim, a progressdo é o processo pelo qual, ocorrem sucessivas
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mudancas na célula neoplasica dando origem a subpopulacdes cada vez mais malignas.
Este processo pode ser acelerado por exposicOes repetidas a estimulos carcinogénicos,
levando ao crescimento acelerado do tamanho do tumor, e podendo também as células
sofrerem mutacgdes adicionais, levando a uma heterogeneidade crescente da populacéo de
células. (UNSCEAR, 2000). A heterogeneidade celular dindmica, uma caracteristica do
desenvolvimento maligno pode, em muitos casos, ser uma consequéncia da aquisi¢éo
precoce de mutagdes especificas de genes que desestabilizam o genoma (HARTWELL,;
KASTAN, 1994).

Desta maneira, este desenvolvimento somente é possivel através da formacéo de
células-tronco tumorais (CSC), as quais sdo também conhecidas como células iniciadoras
de tumores (CIT) (CROKER et al., 2008). As CSC podem ser derivadas tanto de células-
tronco normais que possuem capacidade de autorrenovacdo como também por células
progenitoras que adquirem essa capacidade de autorrenovacgédo devido a mutacoes (SELL,
2004). Esta transformacdo de uma célula normal sendo ela uma célula-tronco ou
progenitora em uma célula tumoral ¢ um processo altamente complexo que envolve
multiplos fatores que sdo causados pelo acimulo de mutacdes e alteracdes epigenéticas
(MUTSAERS; WALKLEY, 2014).

Ap6s o surgimento das CSC em um organismo, elas vao se dividir
assimetricamente criando dois tipos celulares, um tipo que mantém a autorrenovacao e
outro que possui capacidade de se diferenciar em células tumorais, porém sem a
capacidade de manter e propagar o desenvolvimento do tumor (NAKAGAWARA;
OHIRA, 2004). Contudo apesar dos tumores surgirem de uma Unica célula mutada, quase
todos os tumores se tornam muito heterogéneos expressando marcadores distintos e
contento células proliferativas mais diferenciadas (ALMENDRO et al., 2013; DE SOUZA
etal., 2013).

Desta mesma forma, é através das CSC que surgem os tumores mamarios, sendo o
cancer de mama mais comum e também o que causa maior mortalidade em mulheres ao
redor do mundo, apresentando uma incidéncia trés vez maior em cadelas (RUTTEMAN et
al., 20001; DUTRA et al., 2004; JEMAL et al.,2008). Contudo, a maior dificuldade nos
estudos acerca de seu tratamento estd relacionada com a etiologia variada que estes
tumores possuem, sendo este influenciado tanto por fatores ambientais como genéticos e
hormonais (ELLSWORTH et al., 2010). Esta diversidade também pode ser explicada pela
desregulacdo de diversas vias que governam principalmente processos como morte,
proliferacéo e diferenciacédo celular (KREEGER, LAUFFENBURGER, 2010).
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3.3 MUTACOES GENICAS NO CANCER DE MAMA

A carcinogénese mamaria € um processo de varias etapas, iniciando-se com uma
hiperplasia mamaria, onde as células epiteliais mamarias se proliferam preenchendo a luz
ductal ou lobular da glandula. Apds esta proliferacdo, migracdo e invasdo celular estas
células se tornam localmente invasivas e metastaticas (SAHIN et al., 2016).

Uma das maiores dificuldades no tratamento clinico deste tipo de cancer, se deve ao
fato deste ser altamente heterogéneo, podendo esta heterogeneidade ser explicada por trés
fatores distintos que séo extremamente importantes em sua iniciagéo e progresséo tumoral.
Sao estes processos: mutacGes somaticas que podem gerar perda ou ganho de supressores
tumorais ou oncoproteinas, respectivamente; alteraces epigenéticas que causam alteracdes
no padrao de expressao génica; e alteragdes no microambiente tumoral que também podem
gerar mudancgas na expressdo génica (BASSE; AROCK, 2015; SEMENZA, 2015; WU;
DAI, 2016).

As mutacBes génicas mais comumente observadas em tumores mamarios se
encontram nos genes: p53, PTEN, BRCA1 e BRCA2 (MOORE-SMITH; PASCHE, 2011).
O gene p53 atua como um regulador na progressao do ciclo celular mediante a resposta a
danos no DNA (LANGEROD et al., 2007). A mutacdo neste gene ocorre em
aproximadamente de 20% a 30% dos casos primarios de carcinoma mamario humano
(SULLIVAN et al., 2002). MutacGes similares ao humano no gene p53 foram identificadas
em tumores primarios em pacientes caninos incluindo os tumores mamarios (VAN
LEEUWEN et al., 1996; CHU et al., 1998; MAYR et al., 1998). Estes incluem mutac6es
pontuais nos codons 236, 245, 249, dentro do éxon 7 do gene p53 (VAN LEEUWEN et al.,
1996; MAYR et al., 1998). Tumores com mutacdo no gene p53 sd0 mMais propensos a
serem tumores altamente invasivos, pouco indiferenciados e com alto grau de malignidade
(BOSARI et al., 1993), sendo considerado um marcador util para avaliar a malignidade em
tumores mamarios humano e canino (ILHAN et al., 2008).

O gene PTEN é um supressor tumoral que inibe o crescimento celular durante a
fase G1 do ciclo celular (BOSE et al., 2002). Mutagdes ou redugdes em sua expressao
estdo associadas a uma ampla variedade de tumores (TAMGUNEY et al., 2007), incluindo
0 cancer de mama onde ocorre uma taxa de 10-40% de perda de heterozigosidade na regido
do cromossomo 1023 onde esta contido o gene PTEN (MARSH et al., 1998; FREIHOFF
et al., 1999). Esta reducdo ocorre em humanos em 83% dos casos de cancer de mama,

estando também associada a progressao tumoral (BOSE et al., 1998; PERREN et al.,
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1999). Contudo, em tumores caninos esta reducdo ocorre em torno de 30 a 35% dos casos
(QIU et al., 2008; RESSEL et al., 2009). Além disso, foi demostrado que esta reducéao
também esta correlacionada com a perda do receptor de estrogeno (ER), portanto a
avaliacdo do gene PTEN representa um importante fator de prognostico (ZHANG et al.,
2013). Tong et al. (2016) sugere que o gene PTEN esta associado ao desenvolvimento de
tumores e, consequentemente, ao crescimento da oncologia veterinaria.

Os genes BRCALl e BRCA2 aparentemente funcionam na reparacdo do DNA,
transcricdo génica e manutencao do genoma (LEE; BOYER, 2001). As mutacdes nesses
genes resultam na expressdo de uma proteina ndo funcional com perda do controle do ciclo
celular e nos mecanismos de reparo do DNA (WELCSHI; KING 2001). Mutacdes nesses
dois genes foram associadas a 20% dos casos de cancer de mama humano familiar
diagnosticados. Em cées existem poucos estudos sobre as mutacGes nestes genes, porém
até o momento alguns estudos em tumores mamarios caninos demostraram que mutagdes
nos genes, BRCA 1 e BRCA 2 podem afetar suas fungdes contribuindo desta maneira para o
risco de cancer de mama canino (YOSHIKAWA et al., 2008; RIVERA et al., 2009;
YOSHIKAWA et al., 2012; OCHIAI et al., 2015).

Todavia, atualmente sabe-se que 0s mecanismos que governam a ocorréncia do
cancer, ndo sdo consequéncias somente de mutacBes genéticas, mas também de
modificacbes epigenéticas (BASSE; AROCK, 2015). As alteracdes epigenéticas podem
gerar o silenciamento tumoral de genes e/ou a ativacdo de oncogenes (DWORKIN et al.,
2009), porém sao alteragbes que ocorrem somente nos genes, sem que ocorra uma
mudanga na sequéncia do DNA (CHUANG; JONES, 2007). Essas alteracfes, podem
incluir a metilagdo de dinucleotideos CpG em regiGes promotoras e mudancas na
cromatina e nas histonas, sendo esses eventos responsaveis pelo fatores de transcricdo do
DNA (LO; SUKUMAR, 2008) e também interferéncia do RNA, o qual modifica a
expressdao dos genes em nivel pos-transcricional através da acdo de RNAs ndo
codificadores de proteinas como os microRNAs (HUANG; NAYAK, 2011).

No cancer encontra-se tanto uma hipermetilagio nas CGIls, como uma
hipometilacdo a nivel global. Sendo a hipometilagdo do DNA a primeira alteracéo
epigenética observada nas células cancerigenas, onde ocorre uma instabilidade gendmica
predispondo o individuo a mutac6es, delecdes, amplificacOes, inversdes e translocacdes,
podendo também ter como consequéncia a reativagdo de genes que deveriam estar
normalmente silenciados, levando desta forma a ativacdo de vias que promovem o

crescimento celular e os mecanismos anti-apoptoticos (EHRLICH, 2002; FEINBERG;
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TYCKO, 2004). J& a hipermetilacdo na regido promotora de genes especificos também
pode ser considerado um evento precoce na tumorigénese e estd relacionado ao
silenciamento de genes supressores tumorais, criando um ambiente propicio ao acimulo de
alteracdes tanto geneticas como epigenéticas (ESTELLER, 2007; ISSA, 2008). Pesquisas
voltadas para o entendimento dos mecanismo epigenéticos envolvidos durante a
carcinogénese estdo cada vez mais sendo realizadas, uma vez que estes mecanismos podem
ser utilizados como marcadores moleculares no cancer. Além disso podem ajudar em
novas abordagens terapéuticas uma vez que ao contrario das mutacdes génicas as
alteracOes epigenéticas sdo reversiveis (ESTELLER et al., 20001; BEHERA, 2017).

E por fim, outro fator que pode gerar mudancas na expressao génica sdo as
alteracdes no microambiente tumoral, sendo este o local onde o tumor estd inserido,
desempenhando um papel crucial durante a iniciacdo, progressao e metastase tumoral
(WU; DAI, 2016). O microambiente tumoral pode ser subdividido em: microambiente
quimico que engloba condi¢des como pH, PO, e metabdlitos; e microambiente celular que
inclui as células tumorais, as células estromais e a matriz extracelular (MEC) produzidas
por essas células (SEMENZA, 2015). Desta forma, a MEC vai ser de grande importancia
para progressdo do cancer de mama, sendo esta composta por varios tipos celulares, fatores
de crescimento, citocinas e glicoconjugados (INSUA-RODRIGUEZ; OSKARSSON,
2016).

Atencdo consideravel tem sido dada as mutacGes somaticas e as alteracdes
epigenéticas, que sdo facilmente questionadas por técnicas moleculares de alto rendimento.
Em contraste, as alteracbes no microambiente do tumor sd&o menos facilmente testadas,

mas tém efeitos profundos na progressdo do cancer (Figura 1).
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Figura 1: Desenho esquematico do processo de mutagao e progressao tumoral.
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Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: Os processos de mutagBes genéticas, modificacdes epigenéticas e alteragbes no microambiente
tumoral, assim como células-tronco que sofrem divisdes assimétricas podem contribuir para o processo de
iniciacdo, promocéo e progressdo das células tumorais. Estas por sua vez ainda sdo capazes de sofrer
metastase.

3.4.0 PAPEL DA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) NO DESENVOLVIMENTO
DO CANCER

A matriz extracelular (MEC) dos tumores sofre uma continua remodelacdo a qual
provoca sinais bioquimicos e biofisicos os quais influenciam a adesdo e migracdo celular
(GEIGER; YAMADA, 2011). Desta forma, a MEC se caracteriza como um importante
fator de andlise, visto que para que as células tumorais possam sair de seu sitio de origem e
chegar em outros pontos do corpo é necessario que as moléculas de adesdo sejam degradas
(FRIEDL et al., 2012; STIVAROU; PATSAVOUDI, 2015). A metastase de uma célula
requer varios sinais de produtos quimicos (citocinas, quimiocinas, hormonios,
neurotransmissores) para que inicie esta migracgdo celular. Para isso moléculas de adeséo
celular, as quais estdo localizadas nas membranas celulares, desempenham um papel
importante nesta fase da cascata metastatica (HUMPHRIES; NEWHAM, 1998).

Existem quatro classes principais de moléculas de adesdo, sendo estas: caderinas,

integrinas, selectinas e imunoglobulinas. Porém, quem desempenha papel importante na
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invasdo e metastase dos tumores sdo as caderinas (PAREDES et al., 2012), E-caderina
(caderina epitelial), N-caderina (caderina neuronal) e P-caderina (caderina placentaria).
Estas, por sua vez, ligam-se a um grupo de proteinas interligadas, denominadas cateninas
(o, B e y) (HUMPHRIES; NEWHAM, 1998). Quaisquer perturbacdes funcionais no
complexo caderina-catenina (disfungéo e/ou falta de caderina ou catenina) pode reduzir a
adesdo celular. Isso leva a um aumento na taxa de invasdo potencial do tumor e pode
apoiar a metastase (ASGEIRSSON et al., 2000).

Outro processo que desempenha um papel significativo na progressdo do tumor e
da metastase € o processo de transicdo epitelio-mesenquimal (MET) (DE CRAENE;
BERX, 2013; PUISIEUX et al., 2014). Este € caracterizado pela perda das caracteristicas
epiteliais e ganho de propriedades mesenquimais. Sendo assim, caracterizado pela perda de
E-caderina e citogueratina juntamente com o ganho de N-caderina, fibronectina e
vimentina (proteina associada a células mesenquimais) (WU et al., 2016).

Além das moléculas de adesdo, a MEC é uma malha composta por moléculas
proteicas que auxiliam em sua estrutura. Contém colagenos, fibronectina, elastina,
laminina, bem como proteinas especializadas que atuam na regulacdo da matriz, como
fatores de crescimento e glicoproteinas unido a integrinas e diversos polissacarideos que
estruturam o tecido celular e regulam diversos componentes dentro de uma célula
(DALEY; PETERS; LARSEN, 2007; BAIOCCHINI et al., 2016). Dentre estes
componentes, 0 mais significativo é o colageno, o qual determina propriedades funcionais
primarias da matriz. E mudancas na deposicdo ou degradacdo de colageno pode levar a
perda da homeostase da MEC, e mesmo que pequenas mudancas na homeostase do
microambiente podem ter efeitos na proliferacdo de células tumorais (PROVENZANO et
al., 2006).

A proliferacdo das células tumorais faz com que a MEC sofra mudancas
arquiteténicas significativas em uma interacdo dindmica entre estas células e seu
microambiente. Dentre as diversas alteracGes que a MEC sofre, as alteracfes relacionadas
ao aumento de secrecdo de fibronectina e de colageno I, 11l e IV demostram a progressdo
tumoral (MALIK et al.,, 2015). Sendo assim, o colageno é importante para conferir
resisténcia e protecdo a membrana, e a quantidade de colageno formada e degradada é
processo que a célula, de maneira geral, controla para manter a arquitetura da fibra e do
tecido (REISENAUER et al., 2007). A degradacdo do colageno ocorre através das
metaloproteinases de matriz (MMPs) que também expdem os componentes de sinalizacéo
incorporadas a MEC (DERYUGINA; QUIGLEY, 2006) (Figura 2).
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Figura 2: Desenho esquematico da matriz extracelular na glandula mamaria normal e no cancer de mama.
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Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: Em [A] glandula méamaria normal, demostrando como ocorre a organizagcdo de sua matriz
extracelular (MEC). Pode ser observado que a interacdo catenina-caderina, e a presenca de colagenos e
fibronectina encontram-se normais. Em [B] demostrando como ocorre a desorganizagdo dos componentes da
MEC no cancer de mama. Vale ressaltar que ha um aumento de fibronectina e colagenos que promovem o
enrijecimento da MEC, facilitando o processo de metastase. Observa-se também que as células epiteliais
passam a apresentar fen6tipo de células mesenquimais.
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As MMPs se encontram na forma inativa, contudo quando incorporadas aos
coladgenos fazem com que vérios fatores de crescimento sejam ativados apds a degradagéo
da MEC e consigam se ligar ao seu receptor. Quando ocorre a degradacdo da MEC pela
MMP-2, esta libera o fator de crescimento transformante B (TGF-B). Apos sua liberagao, o
TGF-B tem a capacidade de modular a invasdo celular, a resposta imune e a capacidade de
proliferacdo celular (CHIU et al., 2002; KESSENBROCK, et al., 2015). Além do mais, o
TGF-B induz a MET que pode ser facilitado através da expressdo aumentada da proteina
PARP3 (PolyADP-Ribose Polymerase 3), que promove a motilidade celular e
quimiorresisténcia nas células epiteliais de mama (LABELLE et al., 2011; KARICHEVA
et al., 2016). Desta forma, as MMPs n&o apenas auxiliam na degradacdo da barreira da
MEC, mas também liberam fatores ativos de crescimento que promove a angiogénese
tumoral (DISCHER et al., 2009). Assim, ja foi demostrado que as MMP-2 e MMP-9 tanto
em tumores mamarios de humano quanto canino desempenham um papel importante na
carcinogénese, estando sua expressdo aumentada relacionada com fatores de progndstico
desfavoraveis (LOUKOPOULOS et al., 2003; LI et al., 2004; LI et al., 2017).

3.5. CLASSIFICACAO DOS TUMORES MAMARIOS

O céancer de mama é considerado uma doenca complexa por apresentar alta
heterogeneidade clinica, morfologica e bioldgica. Desta forma, tumores mamarios com
histologia e clinica semelhante podem apresentar diferentes progndsticos e respostas
terapéuticas (CIANFROCCA; GRADISHAR, 2009; GEYER et al., 2009; WEIGELT,
REIS-FILHO; 2009). Devido a isso, primeiramente a classificacdo histologica se faz
necessaria para que ocorra uma padronizacdo perante os diversos tipos histoldgicos
existentes. Em mulheres podemos classificar os tumores mamarios em carcinoma in situ
podendo este ser sub classificado em ductal ou lobular; e em carcinoma invasivo sendo
este por sua vez subdividido em diversos outros tipos. Nesta classificagdo os principais séo
o0 carcinoma ductal invasivo, lobular invasivo, tubular, medular, papilar e mucinoso (LI et
al., 2005; STINGL; CALDAS, 2007; LANKHAI et al., 2012), ver classificacdo completa
Quadro 1. Esta classificacdo histologica também é muito semelhante em cadelas, assim
podemos classificar de uma forma geral os tumores mamarios caninos em: carcinomas,
tipos especiais de carcinomas, sarcomas e outros sarcomas. Da mesma forma que 0s

tumores mamarios humanos, os caninos também apresentam subdivisdes dentre estas
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classificacbes (MISDORP et al., 1999; GOLDSCHMIDT et al., 2011, CASSALLI et al.,

2011), ver classificagdo completa Quadro 1.

Quadro 1: Classificacdo dos tumores mamarios malignos humano e canino.
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HUMANO

CANINO

Carcinoma microinvasivo
Carcinoma mamario invasivo
Carcinoma ductal invasivo, SOE
Carcinoma tipo misto
Carcinoma pleomorfico
Carcinoma com celulas gigantes tipo osteoclasto
Carcinoma com elementos coriocarcinomatosos
Carcinoma com elementos melanoticos
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular classico
Carcinoma lobular sé6lido
Carcinoma lobular alveolar
Carcinoma lobular pleomorfico
Carcinoma tubulo-lobular
Carcinoma lobular misto
Carcinoma tubular
Carcinoma cribriforme invasivo
Carcinoma com elementos medulares
Carcinoma medular
Carcinoma medular atipico
Carcinoma invasivo SOE com elementos
Medulares
Carcinoma mucinoso
Carcinoma com diferenciacdo em celulas em anel de sinete
Carcinoma micropapilar invasivo
Carcinoma com diferenciagéo apocrina
Carcinoma metaplasico sem tipo especial
Carcinoma adenoescamoso de baixo grau
Carcinoma metaplasico fibromatose-simile
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma metaplasico com diferenciagdo mesenquimal
Diferenciacdo condroide

Diferenciacdo ossea

Carcinomas

Carcinomas in situ

Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobular in situ
Carcinoma em um tumor misto
Carcinoma papilar

Carcinoma tubular

Carcinoma solido

Carcinoma de tipo especial

Carcinoma Micropapilar
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular pleomérfico
Carcinoma secretor

Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideos
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma anapléasico
Neoplasias mamarias com
diferenciacdo sebacea
Neoplasias Mioepiteliais
Adenomioepitelioma maligno

Sarcomas
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Carcinossarcoma
Sarcoma em tumor misto

Outros sarcomas

Condrosarcoma
Lipossarcoma
Hemangiossarcoma
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Diferencia¢do em outros tipos mesenquimais
Carcinoma metaplasico misto

Carcinoma mioepitelial

Tipos raros

Carcinoma com elementos neuroenddcrinos
Tumor neuroenddcrino bem diferenciado
Carcinoma neuroendécrino pouco diferenciado (carcinoma de
pequenas células)

Carcinoma com diferenciagdo neuroenddcrina
Carcinoma secretor

Carcinoma papilar invasivo

Carcinoma de células acinares

Carcinoma mucoepidermoide

Carcinoma oncocitico

Carcinoma rico em lipides

Carcinoma de células claras rico em glicogénio
Carcinoma sebéceo

Tumores tipo glandula salivar/anexos cutaneos
Cilindroma

Hidroadenoma de células claras

Fonte: Borghesi (2019).
Legenda: Classificagcdo dos carcinomas de mama invasivo humano baseado em Lankhai et al. (2012), e dos
tumores malignos canino baseado em Cassali et al. (2011).

Embora este modelo de classificacdo histolégica seja importante como progndstico
h& necessidade de verificacdo dos componentes moleculares presentes para prever uma
resposta terapéutica mais direcionada. Desta maneira, a identificacdo dos subtipos
moleculares do cancer de mama humano veio para corrigir este problema. Assim, cinco
subtipos moleculares inicialmente foram descritos, sendo estes: luminal A; luminal B;
superexpressdo de HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2); basal e mama
normal, e mais recentemente outro subtipo foi descoberto e denominado claudin-low
(PERQU et al., 2000; SORLIE et al., 2003; HERSCHKOWITZ et al., 2007; PRAT et al.,
2010).

O subtipo luminal A apresenta melhor progndstico em relacdo aos demais sendo
encontrado em 60% dos casos. Os tumores deste grupo séo positivos para os receptores de
estrogeno (RE) e/ou progesterona (RP) e negativos para amplificagdo e/ou superexpressao
de HER2 (SOTIRIOU et al., 2003; S@RLIE et al., 2003). Ainda é caracterizado pela
elevada expressé@o de genes de células epiteliais luminais como as citoqueratinas 7, 8, 18 e

19. Esse subtipo deve apresentar um indice mitotico de Ki67 inferior a 14% (CHEANG et



al., 2009; KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010). O fendtipo deste tipo tumoral
esta associado a assinatura de melhor prognostico e responde a terapéutica com
antiestrogénicos. Ja o subtipo luminal B, também apresenta receptores hormonais
positivos, contudo podem ser expressos em baixos niveis. Além disso, sdo também
caracterizados por apresentarem expressdo de genes associados ao HER2 e expressarem
baixa ou moderada quantidade de alguns genes como, por exemplo, 0S genes das
citogueratinas 7, 8, 18 e 19. Seu maior indice de proliferacdo celular esta relacionado a um
pior prognostico em relacdo aos tumores luminais A (SRLIE et al., 2003; LACROIX et
al., 2004).

O subtipo superexpressdo HER2, como o prdéprio nome ja diz apresenta uma
elevada expressdo nas moléculas da familia dos receptores de fator de crescimento
epidérmico o HER2, porém negatividade para receptores hormonais, apresentando o
segundo pior prognostico em relacdo aos demais (CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).
Esses tumores apresentam melhores respostas a farmacos que bloqueiam a atividade do
HERZ2, assim como o trastuzumab (NIELSEN et al., 2004; BERTUCCI et al., 2006).

O subtipo basal, ou triplo negativo como também é conhecido, apresenta fenétipo
negativo para RE, RP e HER2, sendo caracterizado pela expressdo de varios genes nas
células progenitoras basais/mioepiteliais mostrando positividade para CK5, CK6, CK14,
CK17, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina e p63 (PAREDES
et al.,, 2007; KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010). Esse perfil esta ligado a
mutacdes genéticas no gene BRCAL1 o qual apresenta baixa expressdo causado por
metilacdo de seu gene promotor ou por inativagédo de transcricdo (TURNER et al., 2007).

O subtipo mama normal “breast-like” demostra elevagdo na expressdao de genes
comuns as células epiteliais normais da mama, tecido adiposo e outros tipos de células nao
epiteliais (PEROU et al., 2000). Estes tumores apresentam genes comuns entre subtipo
basal e luminal (SORLIE, 2004). E por fim o Gltimo subtipo molecular a ser descoberto, 0
claudin-low é caracterizado por baixa expressdo de genes envolvidos com juncdes
celulares assim como as claudinas 3, 4 e 7, ocludinas e a E-caderina (HERSCHKOWITZ et
al., 2007). Contudo, apresenta um aumento na expressdo de marcadores de transicdo
epitélio mesenquimal, marcadores endoteliais e linfociticos e de células-tronco tumorais
com fenotipo CD44+/CD24- (PRAT et al., 2010, LOBBA et al., 2012; LOBBA et al.,
2018).

Embora estes cinco subtipos moleculares estejam muito bem estabelecidos no

cancer de mama humano, na espéecie canina pouco se sabe a respeito. Devido a isso,
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diversos autores vem estudando através de analises de imunohistoquimica se estes mesmos
subtipos moleculares estdo presentes em cées, e o que foi verificado é que os quatro
principais subtipos como luminal A, luminal B, superexpressio HER2 e basal se
encontram presentes em tumores mamarios caninos (GAMA et al., 2008; SASSI et al.,
2010). Porém, apesar desses estudos mostrarem que pode haver a presenca desses subtipos
moleculares entre o cdo e o homem, ainda ndo foi confirmado que as assinaturas
moleculares sdo semelhantes entre eles (MORRIS, 2016).

A utilidade dessa nova classificacdo molecular para predizer desfechos levantou
esperancas de sua adaptacdo na pratica clinica. No entanto, o uso rotineiro de analise de
microarray ou sequenciamento do genoma ainda apresenta elevado custo. Devido a isso, na
medicina humana foram desenvolvidos trés principais testes comerciais de perfil de multi-
genes para avaliar amostras de pacientes individuais com cancer de mama, fornecendo
desta maneira um diagnostico mais confiavel e menos subjetivo que a andlise de
imunohistoquimica (TOSS; CRISTOFA, 2015). Alguns testes como por exemplo, 0
MammaPrint prevé apenas se o risco do tumor é baixo ou alto. J& a analise de predicdo de
microarray como PAMS50 (50 genes) e o BluePrint (80 genes), determina os 4 principais
subtipos moleculares (luminal A, luminal B, superexpressdo HER2 e basal) (PARKER et
al., 2009; MORRIS, 2016).

Contudo, devido aos poucos nimeros de casos estudados em relacdo a genémica e
protedmica de cancer de mama canino, a utilizacdo destes testes ndo é utilizado na
medicina veterinaria para diagnostico e progndstico, isto pode ser justificado uma vez que
o0s cdes ndo se beneficiam de terapias anti-estrdgeno e anti-HER2, o que significa que a
subtipagem molecular pode ter menos valor terapéutico nesta espécie (MORRIS, 2016).
Contudo acreditamos que se o perfil molecular de tumores mamarios caninos fosse melhor
investigado e teste validados para espécie fossem comercializados estas terapias dirigidas
poderiam ser utilizadas na clinica veterinaria com melhor resposta do que as terapias

atuais.

3.6. INCIDENCIA NO CANCER DE MAMA

Dentre os tipos histologicos do cancer de mama humano, o carcinoma ductal in situ
(DCIS) é a forma mais comum (90%) de cancer de mama nao invasivo (SHARMA et al.,

2010). Ja entre os invasivos, o carcinoma ductal invasivo (IDC) é o tipo mais comum
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correspondendo de 70% a 85% (LIU et al., 2010). Ainda em relacdo aos carcinomas
invasivos o carcinoma tubular de mama, é um subtipo incomum entre o cancer de mama
nas mulheres sendo responsavel por apenas 1 a 5% dos casos (CABRAL et al., 2005;
SULLIVAN et al., 2005; RAKHA et al., 2010). Geralmente este tipo esta, associado a um
excelente progndstico, com baixa taxa de metéstase e de recidiva local com uma alta taxa
de sobrevida local de 97% aos 10 anos (DIAB et al., 1999; LIVI et al., 2005; FEDKO et
al., 2010).

Em contrapartida o carcinoma tubular sdo os mais comumente encontrados em
cadelas (GOLDCHIDT et al., 2011; CASSALI et al., 2011), apresentando também um bom
prognostico quando comparada com outros tipos, como é o caso do carcinoma sélido. O
carcinoma sélido também é frequentemente encontrado em tumores mamarios canino (este
tipo ndo se apresenta em mulheres), porém, ao contrario do tipo tubular, este é
provavelmente o mais avangado do que o0s outros tipos, como é frequentemente observado
quando os tumores se desenvolvem durante longo periodo de tempo sem intervengédo
cirurgica (CASSALI et al., 2011).

Porém dentre todos os subtipos histologicos, tanto em humanos como em caes, 0
tipo mais raro, porém mais agressivo é o carcinoma inflamatorio (PENA et al., 2003;
GOMES et al., 2006; MUELLER et al., 2007). O carcinoma inflamatério é
indiscutivelmente a forma mais agressiva e mortal do cancer de mama (WALSHE;
SWAIN, 2005). Apresentando aproximadamente de 1 a 6% de todos os casos de cancer de
mama humano nos EUA, e até 20% em todo o0 mundo (HANCE et al., 2005; ANDERSON
et al., 2005; CHIA et al., 2008; VAN UDEN et al.,, 2015; NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2015). E em cées apresentam incidéncia de 7,6% dos demais tipos tumorais
mamarios (PEREZ-ALENZA et al., 2001).

Esta agressividade, esta relacionada a forma patolégica distinta que este carcinoma
apresenta. Ao contrario dos demais, ele ndo apresenta uma massa tumoral palpével,
difundindo-se pelo estroma, desta maneira invadem facilmente os vasos linfaticos (KLEER
et al., 2000; PEREZ-ALENZA et al., 2001; ROBERTSON et al., 2010). Acredita-se que
um dos fatores determinantes para o rapido processo metastatico da doenca seja esta forma
de invasédo (VAN DER AUWERA et al., 2004; VERMEULEN et al., 2010). Devido a isso,
o carcinoma inflamatério é considerado um tumor inoperavel, o que torna o tempo de
sobrevida livre da doenca em mulheres para um periodo de 5 anos é possivel somente em
34% (MAGNE et al., 2005; DAWOOD et al., 2011). J4 em cadelas este tempo médio de
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sobrevida global é ainda menor indo de 30 a 60 dias apenas (PEREZ-ALENZA et al.,
2001; MARCONATO et al., 2009).

A maioria dos casos de carcinoma inflamatorio sdo do tipo molecular basal (triplo
negativo) ou HER2 positivo (WALSHE et al., 2005; VAN DEN EYNDEN et al., 2006).
Até o momento o carcinoma de mama inflamatorio triplo negativo continua sendo um
grande desafio tanto para medicina humana quanto veterinaria em termos de diagndstico e

tratamento .

3.7. FATORES HORMONAIS NO CANCER DE MAMA

No cancer de mama tanto em humano quanto em cdes, o agente hormonal é de
extrema relevancia, uma vez que todos seus subtipos moleculares estdo associados a
desregulacdo na producdo dos esteroides. Em mulheres, pesquisas mostram que fatores
COmo menarca precoce, menopausa tardia, primeira gestacdo tardia, obesidade, utilizagédo
de contraceptivos orais e reposi¢cdo hormonal, aumentam as chances de se desenvolver
cancer de mama (HENDERSON; FEILGESON, 2000). J4& em cadelas, a incidéncia de
cancer de mama aumenta conforme a expectativa de vida do animal aumenta, e diminui
com a realizagdo de ovariectomia em cadelas jovens (RUTTEMAN et al., 2001).

No desenvolvimento normal da glandula mamaria, estr6genos e progestagenos
atuam de maneira fisiolégica. E como mencionado acima, a glandula mamaria, quando
exposta por muito tempo ao longo da vida a esses horménios ou quando ha desequilibrio
da homeostase, apresenta alta predisposicdo ao desenvolvimento de cancer (CARDIFF;
KENNEY, 2007; HERVIR et al., 2011; AFRICANDER, STORBECK, 2018).

Destes hormonios, principalmente o estrogeno esta associado com a carcinogénese
por estimular a proliferacdo celular e expressao génica, levando ao aumento nos erros de
replicacdo do DNA, ou por causar danos diretos ao DNA através de produtos de oxidacao
(HERVIR et al, 2011; VAN DUURSEN et al., 2013). Tanto tecido mamario sadio, como
tumores benignos ou malignos, apresentam receptores de estrdgeno e progesterona
(HILTON et al., 2015; AFRICANDER; STORBECK, 2018). No entanto, observa-se que
em tumores em estagios mais avancados, e que apresentam grau maior de invasdo, a
expressao de ambos os receptores pode estar muito mais diminuida ja que as células, a
cada subtipo, véo se tornando menos dependentes de hormdnios até chegarem ao nivel do
tumor triplo negativo, no qual a expressdo desses receptores € bastante reduzida
(RUTTEMAN, 2001).
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Devido a essa regulacdo hormonal no desenvolvimento dos tumores de mama
humano, os tratamentos mais convencionais atualmente em uso envolvem reguladores da
producdo hormonal, tais como Tamoxifeno e Letrozol, esses medicamentos ndo sao
utilizados na espécie canina abordaremos mais a respeito no tépico seguinte. O tamoxifeno
é uma substancia que compete pelo sitio de ligacao do receptor de estrégeno, impedindo os
efeitos destes horménios no tumor, enquanto o letrozol é inibidor da enzima P450
aromatase, a qual converte androgenos em estrogenos (VAN DUURSEN et al., 2013;
HUANG et al., 2017). Sobre a endocrinologia do cancer de mama sabe-se que a producéo
de horménios pelo tumor ocorre por duas vias preferenciais: via da sulfatase e da
aromatase. Essa € uma importante informacdo tendo em vista que a maior parte dos
tratamentos para tumores que sdo responsivos aos hormonios se baseiam em inibidores da
via da aromatase e ndo em componentes da via da sulfatase (AKA et al., 2009).

A via esteroidogénica ocorre em 6rgaos enddcrinos especificos, como a adrenal e
0s ovarios, e se inicia com a conversdo de uma molécula de colesterol em pregnenolona
pela acdo da enzima P450scc. A pregnenolona pode entrar em vias diferentes de formacéo
dos progestagenos: na via A4 ela ¢ convertida diretamente em progesterona pela acdo da
enzima 3B-HSD enquanto na via A5 ¢ catalisada em 17a-hidroxipregnenolona pela enzima
P450c17. A P450cl17 ¢ a enzima responsavel pela conversdo da progesterona em 17a-
hidroxiprogesterona, além de converter esses progestigenos em andréogenos. A 17a-
hidroxipregnenolona e  progesterona sdo  convertidas, respectivamente, em
dehidroepiandrosterona e androstenediona por meio da enzima 17B-HSD. Essa enzima
ainda é responsavel pela formacdo do androstenediol e testosterona a partir da
dehidroepiandrosterona e androstenediona, respectivamente. Uma vez que o0s andrégenos
estdo formados eles podem ser convertidos em estrogenos pela aromatizacdo de sua cadeia
por acdo da enzima P450aromatase. Neste caso, a androstenediona e testosterona sao
convertidas em estrona e 17(3-estradiol, respectivamente. Devido sua grande importancia
na producdo de androgenos, que sdo substrato para a formacéo de estrogenos, uma grande
quantidade de 17B3-HSD esté associada com a formag&do de carcinomas mamarios e podem
ser alvo de terapias contra esses tumores (AKA et al., 2009).

Essa é a via de formacdo dos estrégenos a partir da aromatase, no entanto, sabe-se
que uma alternativa € a producdo desses hormonios pela via da sulfatase. Neste caso,
ocorre uma conversdo da estrona sulfatada e estradiol sulfatado em estrona e estradiol pela
acdo da enzima esteroide sulfatase. Esses hormonios sulfatados circulam normalmente no

sangue periférico podendo alcancar 6rgdos-alvo e serem entdo convertidos as formas mais
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ativas de esteroides. Por isso, essa é outra via que vem recebendo aten¢do, principalmente
em casos de tumores com atividade enddcrina, mas que ndo respondem a tratamentos com
inibidores de aromatase (AKA et al., 2009; AFRICANDER, STORBECK, 2018).

E sabido também que em tumores mamarios ER+, ha perda de expressdo de PR,
podendo considera-lo de pior prognéstico (DUNNWALD et al., 2007; PRAT et al., 2013;
CHAN et al., 2015). E, portanto, pacientes que expressam altos niveis de PR, tem a
possibilidade de ter um retorno positivo na terapia hormonal (MCGUIRE et al., 1977).
Acredita-se que, além do efeito dos hormdnios ha também a interferéncia génica, onde
pode haver mutacOes em diferentes etapas do ciclo celular que resulta no desencadeamento
do crescimento tumoral (HANAHAN, et al., 2000). H& diversos fatores génicos, mas um
exemplo bastante estudado é o p53, um gene bastante alterado nos casos neoplasicos
(MOURA-GALLO et al., 2004).

Os niveis de ER e PR tém sido, utilizados nas avaliacBes clinicas, sendo
considerados indicadores de prognostico para prever o curso da doenga nos pacientes e sua
resposta a terapia hormonal adjuvante. No geral, tumores positivos para ER e PR tém
melhor prognostico de sobrevida do paciente além de responderem a terapia enddcrina em
comparacdo com aqueles cujos tumores sdo negativos para ambos receptores (CLARK et
al., 1983; HORWITZ, 1988; DONEGAN, 1992).

3.8. TRATAMENTO

Os principais tipos de tratamento para o cancer de mama séo: cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, terapia dirigida e hormonioterapia (DHANKHAR et al.,, 2010). O
tratamento cirurgico continua sendo o tratamento de escolha tanto em humanos
(MATSEN; NEUMAYER, 2013) como em cdes (SORENMO et al., 2013; HENRY, 2014),
com excecdo apenas do diagndstico de carcinoma inflamatorio. J& radioterapia € usada no
cancer de mama precoce apos a cirurgia de conservacdo da mama e em pacientes com
cancer de mama localmente avancados pds-mastectomia (OVERGAARD et al., 1997),
porém pouco utilizada na veterinaria (DE MATOS et al., 2006; RANGEL et al., 2008).

Tambem apds a cirurgia € utilizado a quimioterapia adjuvante com a finalidade de
aumentar as taxas de sobrevida diminuindo os riscos de metéstases. Nos cées, entretanto, a
quimioterapia pos-operatéria ndo é rotineiramente utilizada (HENRY, 2014). Em cdes,
com cancer de mama, a quimioterapia tem sido utilizada em casos de metastase e tumores

inoperaveis que podem levar a morte ou eutanasia dos animais (SLEECKX et al., 2011).
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Os quimioterdpicos sdo agentes antineoplasicos 0s quais agem sistemicamente em
nivel celular mais especificamente em células que estdo em processo de divisdo
(SCHAFER, 1996; BONASSA, 2005). Por muitos anos, o padrdo ouro na quimioterapia
adjuvante de cancer de mama humano, foi a associacdo de ciclofosfamida, metotrexato e 5-
fluorouracil (CMF) (STUART-HARRIS et al., 2005). Contudo os protocolos utilizando as
antraciclinas (epirrubicina e doxorrubicina) se mostraram ser mais eficazes que o0s
utilizando CMF. E nos altimos anos os taxanos (paclitaxel e docetaxel) foram introduzidos
(CAVALHEIRO et al., 2001; EBCTCG, 2005).

Desta maneira, os dois principais farmacos utilizados hoje nos tratamentos séo as
antraciclinas e os taxanos. Tanto as antraciclinas quanto os taxanos podem ser utilizados de
forma individual, contudo quanto associados resultam em um potente protocolo de
tratamento, pois 0 uso dessas duas drogas combinadas é capaz de promover um aumento
na sobrevida de 3 a 5% dos pacientes, além de proporcionar reducdo na ocorréncia de
recidivas (SOUCHEK et al., 2017; RUBOVSZKY; HORVATH, 2017). Entretanto, os
taxanos como o placitaxel apesar de serem muito utilizados em humanos, em cdes nao se
obtiveram resultados satisfatorios devido a alta incidéncia de efeitos colaterais, devido a
isso ela ndo é utilizado na medicina veterinaria (MORRIS et al., 1993; POIRIER et al.,
2004). Com isso, para cdes, as drogas quimioterapicas de escolha sdo a doxorrubicina, a
ciclofosfamida e o 5- fluorouracil (SORENMO, 2003).

Outro tipo de tratamento que vem sendo utilizada nos Gltimos anos é a terapia
direcionada, na qual utilizam-se substancias ou drogas que blogueiam o crescimento do
cancer interferindo na funcdo de moléculas especificas responsaveis pela sobrevivéncia de
células tumorais (ELSTER et al., 2015, MARME; SCHNEEWEISS, 2015;
MITTENDORF et al., 2016). Para este tipo de terapia sdo utilizados os anticorpos
monoclonais (MADbs), este sdo imunoproteinas capazes de reconhecer e ligar-se a antigenos
tumorais especificos, assim eles promovem uma resposta imunoldgica. Desta maneira 0s
mADbs preservam as células normais e provocam efeitos menos toxicos que quimioterapia
(DEL DEBBIO et al., 2007).

Ainda nesse mérito, nos Ultimos anos com o desenvolvimento da terapia
direcionada o anti-HER2 tornou-se um dos mais importantes alvos terapéuticos no cancer
de mama. Assim, o prognostico do cancer de mama HER2-positivo melhorou
significativamente, devido a quatro agentes anti-HER2 licenciados utilizados na medicina
humana, sendo eles: o inibidor lapatinibe, e os anticorpos monoclonais (mAbs)
trastuzumabe, pertuzumabe e trastuzumabe entansina (HADDAD, 2010; MOYA-HORNO;
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CORTES, 2015; MOASSER et al., 2015; SWAIN et al., 2015; MAXIMIANO et al.,
2016).

Outro mAb, aprovado em estudos contra o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), é o bevacizumabe. O bevacizumabe age contra o0 VEGF, interferindo assim no
processo de angiogénese tumoral, impedindo que este ligante interaja com seu receptor
(COBLEIGH et al., 2003). No cancer de mama metastatico, associa¢des de bevacizumabe
com protocolos convencionais de quimioterapia oferecem tratamentos novos e mais
eficazes, sem aumentar significativamente a toxicidade (SHAUGHNESSY et al., 2001;
MILLER et al., 2007; KAWALEC et al., 2015).

Contudo a utilizacdo de mAbs na clinica veterinaria acontece ainda apenas em
estudos pré-clinicos in vitro, como podemos observar no estudo de Singer et al. (2012)
onde foram identificados HER2 em linhagens de célula de carcinoma mamario canino, e
foram reconhecidos por mAbs trastuzumabe, levando a inibigéo do crescimento das células
tumorais. O mesmo grupo anos depois também demostrou, que o anti-EGRF canino
induziu inibicdo significativa de células tumorais em linhagens de células de cancer de
mama canino (SINGER et al., 2014).

O tratamento de hormonioterapia é a pratica em que consiste em utilizar
antagonistas que sejam semelhantes ou supressores de hormonios, evitando que o
estrogénio se ligue desta maneira em seus receptores, impedindo que ajam como fatores de
crescimento das células tumorais (BRITO et al., 2014). Entretanto a indicacdo para este
tratamento € realizada apenas, ap0s a avaliacdo do paciente, o qual deve apresentar
positividade para os receptores de estrdgeno, com isso pacientes que apresentam cancer de
mama triplo negativo sdo poderdo utilizar este método de tratamento (BARRON et al.,
2013).Como ja& mencionado anteriormente, as principais drogas utilizadas na terapia
hormonal é o tamoxifeno e os inibidores da aromatase como o letrozol (CARVALHO et
al., 2015).

Embora, o céncer de mama canino apresente similaridade em relacdo a
caracteristicas clinica, histopatolégica e moleculares ao humanos, estudos referente ao
tratamento hormonal é muito limitada nesta espécie (KUBOTA et al., 2016). Um estudo
realizado por Tavares et al. (2010) em cédes saudaveis demostrou que o uso prolongado
com tamoxifeno causaria a piometra, indicando a castracdo antes do uso medicamento,
contudo mais estudos necessitariam ser realizados para demostrar e eficacia do tamoxifeno

em cadelas.
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O uso da hormonioterapia em cadelas seria um tratamento muito vantajoso para
esta espécie, uma vez que o cancer de mama canino é predominantemente positivo para
ER, além disso o uso do tamoxifeno em comparacdo com a quimioterapia € muito
conveniente para o proprietario, isso porque este medicamento ao contrario da
quimioterapia é administrado de forma oral, além do mais ele é seletivamente citotdxico
para 0 cancer mas nao para as células normais como com a quimioterapia (KUBOTA et al.,
2016). Devido a isso, 0 uso da hormonioterapia na clinica veterinaria seria muito benéfica
para 0s animais, contudo mais estudos sobre os medicamentos atuais necessitam ser

realizados.

3.9. TRATAMENTO ALTERNATIVO COM CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS (CTMs)

Apesar de todo avango que a medicina e a ciéncia tiveram até 0 momento em
relacdo ao cancer de mama, este continua sendo o tipo de tumor com maior frequéncia em
todo mundo e de maior ocorréncia entre as mulheres, com uma incidéncia que s6 vem
aumentando nos ultimos anos (FOSTER et al.,, 2017). Além disso, os tratamentos
existentes atualmente ndo apresentam uma acgdo totalmente efetiva, com variaveis taxas de
cura e muitos efeitos adversos. Devido a isso, paises desenvolvidos tém investido em
recursos financeiros em pesquisas e estratégias terapéuticas que sejam capazes de reduzir
as recidivas dos tumores e a taxa de mortalidade (BONILLA et al., 2017; FOSTER et al.,
2017).

Devido a todos os fatores mencionados acima, uma das abordagens mais recentes
na terapia do cancer e mais especificamente no cancer de mama € o uso de células-tronco
para eliminar as células tumorais. Nos ultimos anos diversos estudos vém demostrando que
as células-tronco mesenquimais (CTMs) tem uma inerente capacidade para migrar em
locais que apresentam inflamacdo, lesdo, isquemia e o mais importante microambiente
tumoral (o que é conhecido como tropismo tumoral). O mecanismo das CTMs em relacdo
ao tropismo tumoral, ainda ndo foi totalmente desvendado, embora ja seja conhecido que a
sinalizacéo de citocinas € um regulador fundamental neste comportamento (MOMIN et al.,
2010).

Diversos estudos apoiam o potencial terapéutico das CTMSs no cancer de mama, por
exemplo, em estudos in vitro desenvolvido por Ryu et al. (2014) demostrou que CTMs de

tecido adiposo cultivadas em alta densidade suprimiram o crescimento de células MCF7.
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Da mesma forma, em um estudo de co-cultura de células de cancer de mama humano e
CTMs derivadas de medula 6ssea foi observada uma inibicdo do crescimento celular
(ZHOU et al., 2014). Em estudos in vivo, um modelo de xenoenxerto de cancer de mama
MDA-MB-231, tratado com CTMs derivadas de corddo umbilical humano revelaram que
as CTMs podem induzir apoptose e suprimir a angiogénese das células tumorais (LENG et
al., 2014). J& em outro modelo pré-clinico de tumor de mama, as CTMs derivadas de
placenta reduziram o crescimento e o desenvolvimento tumoral (VEGH et al., 2013).

Desta forma, o interesse pelo uso das CTMs na terapia do cancer aumentou a partir
das descobertas que estas células podem entregar drogas anticancer, sendo altamente
seletivas superando o obstaculo da meia vida limitada das drogas, uma vez que as CTMs
podem ser manipuladas para secretar a droga continuamente (EL-HAIBI; KARNOUB,
2010; SHAH, 2012). Além disso, tem a capacidade de suprimir a inflamacao local (EL-
JAWHARI et al., 2014) e promover o reparo e regeneracao do tecido lesado (CLOVER et
al., 2014; HANSON et al., 2014; LINERO; CHAPARRO, 2014), sem imunogenicidade e
toxicidade ao hospedeiro (KAMDJE et al., 2014).

310 IMUNOMODULAGCAO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
(CTMS)

As células-tronco mesenquimais (CTM) apresentam esta imunogenicidade ao
hospedeiro devido a sua interagdo com sistema imunoldgico de resposta inata e adaptativa
o0 qual tem sido investigada in vitro por diversos autores (BARTHOLOMEW et al., 2002,
KRAMPERA et al., 2003; AGGARWAL et al., 2005). As CTMs sdo células
imunoprivilegiadas que parecem modular o sistema imune (DEANS; MOSELEY, 2000;
KRAMPERA et al., 2003) tendo contato direto com células T (BARTHOLOMEW et al.,
2002; LE BLANC et al., 2003, TSE et al., 2003; KRAMPERA et al., 2006; BENVENUTO
et al., 2007; NASEF et al., 2007; SATO et al., 2007), células B (CORCIONE et al., 2006;
RASMUSSON et al., 2007), células natural killer (NK) (SPAGGIARI et al., 2006) e
células dendriticas (DJOUAD et al., 2007).

Além disso, tal caracteristica se deve tambem ao fato que as CTMs séo
caracterizadas pela baixa expressdo de MHC classe | e pela auséncia de moléculas como
CD80, CD86 ou CD40 (KRAMPERA et al., 2003; JIANG et al., 2005), e também pela
auséncia da expressdo de MCH classe Il e de ativadores de linfocitos T. Elas até possuem

algum nivel de expressdo de MHC classe Il que podem ativar células T, mas que
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paralelamente ha falta de moléculas coestimulatorias que ndo conseguem provocar uma
resposta imune (TSE et al., 2003).

Desta maneira, as células-tronco mediam os efeitos imunorreguladoes na imunidade
inata e adaptativa pela modulacdo da ativacdo e proliferacdo das células T, indiretamente
através de fatores sollUveis ou por contato fisico direto independentemente do
reconhecimento pelo MHC (LE BLANC et al., 2003; KRAMPERA et al., 2003). Em parte,
também é possivel explicar tal caracteristica pela producdo de citocinas como o fator
estimulante de colonias de macrofagos, IL-6, IL-8, IL-12, fator de crescimento de
hepatdcitos, TNF-gama, interleucinas imunossupressoras 10 e TGF-p (NEMETH et al.,
2009).

A propriedade imunomoduladora apresentadas pelas células-tronco variam de
acordo com a fonte de obtencdo das mesmas bem como com o nimero de passagens em
cultura, com a dosagem de administracdo e condi¢do patoldgica do paciente (MA et al.,
2014).

3.11 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DE MEMBRANA
AMNIOTICA

Entre as muitas fontes de CTMs que foram identificadas, como células derivadas de
medula déssea e tecido adiposo entre outros, as células derivadas da placenta e seus anexos
tem atraido um interesse particular devido as suas caracteristicas Unicas relacionadas com o
tecido, incluindo o seu elevado rendimento celular e auséncia de expressao para antigenos
contra leucocitos e moléculas co-estimuladoras. Além disso, estas células apresentam
caracteristicas basicas comuns as CTMs de outras fontes (BONOMI et al., 2015).

Dentre as células derivadas da placenta e de seus anexos, podemos destacar as
derivadas da membrana amniotica (MA). Células-tronco de membrana amniética possuem
propriedades que as tornam adequadas para seu uso, como baixa imunogenicidade,
promocdo de epitelizacdo, acdo anti-inflamatdria, anti-angiogénica, antimicrobiana e
anticancerigena (SEO et al.,, 2008; RAMUTA; KREFT, 2018). Devido a todas as
caracteristicas mencionadas acima ela se tornou alvo de diversos estudos principalmente a
MA humana (IN’'T ANKER et al., 2004; PAROLINI et al., 2008; DIAZ-PRADO et al.,
2011; PAROLINI et al., 2011) e canina (URANIO et al., 2011; PARK et al., 2012).

Sendo assim, foi hipotetizado que células de MA poderiam ter um efeito
anticancerigeno (SEO et al., 2008; NIKNEJAD et al., 2012) e por isso estudos sobre seu
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efeito em células tumorais surgiram. Jiao et al. (2011) demostrou que células de MA
humana inibiram o crescimento e induziram a apoptose de glioma in vivo. J& em células de
cancer de mama humano (MDA-MB-231) houve uma diminuicdo no crescimento destas
células tumorais ap6s a adicdo das celulas de MA (NIKNEJAD et al.,, 2014). Esta
capacidade que as células de MA apresentam em reduzir o crescimento de células tumorais
é atribuida a alguma substancia que induz a parada do ciclo celular e é secretada pelas por
essas células, de origem desconhecida até 0 momento, mas que vem sendo o alvo principal
de estudos (MAGATTI et al., 2012).

Apesar de todo este potencial que células de MA apresentam para o tratamento
contra 0 cancer, até 0 momento existem poucos estudos sobre seu efeito para o cancer
mamario humano e auséncia de estudos para o cancer mamario canino. Apenas
recentemente Borghesi et al. (submetido) fez uso de células-tronco de membrana amnidtica
canina (AMC) em associagdo com o quimioterdpico doxorrubicina para tratar as células de
carcinoma inflamatério mamario canino (IPC-366) triplo negativo in vitro. Seus resultados
demostraram que o tratamento associacao causou uma reducdo em proteinas relacionadas a
proliferacdo celular e potencial angiogénico, porém seu principal achado foi a reversao
positiva na expressdo do receptor de estrégeno, fazendo com que o tumor passe a ser
responsivo a hormonioterapia. Sendo assim encorajamos novos estudos com 0 uso destas
celulas em cancer mamario humano e canino, afim de uma melhor compreensdo sobre o

real potencial dessas células.

3.12 CONCLUSAO

Em resumo, demostramos que o cdo pode ser um modelo animal para o cancer de
mama humano, uma vez que, apresenta caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e
moleculares similares aos tumores em humanos, embora o tratamento clinico atual em
ambos possua diferencas significativas. Assim acreditamos que pesquisas voltadas para a
hormonioterapia e terapia dirigida na medicina veterinaria sdo necessarias para melhorar o
prognostico e/ou qualidade de vida dos cdes. Em contrapartida, os tratamentos atuais nao
apresentam cura definitiva, sendo necessaria a implementacdo de novas abordagens
terapéuticas. Nesse ponto de vista, novos tratamentos que usam células-tronco, como as
derivadas da membrana amniotica, vém demonstrando ser promissores devido a sua

capacidade anti-inflamatdria, antiangiogénica, antimicrobiana e anticancerigena.
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RESUMO: Nos ultimos anos, o uso de células-tronco mesenquimais (CTM) para
tratamento terapéutico aumentou significativamente, porém muitos pontos sobre sua
biosseguranca precisam de explicacdo. Neste contexto, a membrana amniética pode ser
considerada como uma fonte de isolamento dessas células, além do mais por ser
encontrada na interface materno fetal possui baixa imunogenicidade, podendo assim
escapar do sistema imune. Portanto, nosso objetivo foi isolar, cultivar, caracterizar e
diferenciar células derivadas da membrana amniotica canina (AMC) e verificar seu
potencial imunolégico e tumorigénico. Para isso, foram utilizados 12 fetos de cdes com
idade gestacional de 32, 43 e 55 dias. Apo6s realizar o isolamento e cultura das células
AMC, observamos que as mesmas apresentaram morfologia fibroblastéide e alta
confluéncia mesmo ap6s o congelamento. Observamos também que, quando induzidas,
foram capazes de se diferenciar em linhagens osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas,
além de serem CD105 + e CD34-. Com relagdo aos marcadores imunolégicos, verificamos
que IL-1, IL-2, IL-6, IL-10 e MHC Il ndo foram expressos, enquanto o MHC 1 foi
expresso. Apo6s a aplicacdo de células AMC em camundongos nude, podemos verificar que
ndo houve formacdo de tumor. Com base nisso, concluimos que a membrana amnidtica
canina é uma fonte boa e acessivel para obtengdo de CTM de baixo potencial imunogénico

e tumorigénico para aplicacdes terapéuticas veterinarias.

Palavras-chave: cultura celular; cdo; placenta; potencial tumorigénico
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4.1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre células-tronco tem aumentado nos Gltimos anos, mas ainda
ha muito a ser descoberto sobre as caracteristicas dessas células, ndo so relacionadas a sua
morfologia, mas também relacionadas a sua funcionalidade, bem como ao seu real
potencial de aplicacio em medicina regenerativa (POUNTOS; GIANNOUDIS, 2005;
BIANCO et al., 2008; NORBELA-ARRIETA et al., 2011). Além disso, estas células
possuem imunofendtipo caracteristico (DOMINICI et al., 2006), estando envolvidas em
processos de reparo e reconstrugdo de tecidos lesionados podendo, assim, recuperar em
diferentes niveis as fungdes locais ou fazer a substituicdo de células perdidas (FILIP et al.,
2004).

As células-tronco podem ser classificadas de acordo com sua origem, sendo desta
maneira classificadas como células-tronco fetais, embrionérias ou adultas (HUBNER et al.,
2003). As vantagens das células-tronco fetais em relacdo s adultas e embrionarias deve-se
a sua origem a partir de tecidos extraembrionarios. As células-tronco fetais podem ser
facilmente isoladas, gracas ao grande volume desse tecido, que € de facil acesso durante a
manipulacéo fisica e, dessa forma, aumenta o nimero de células que podem ser isoladas.
Ademais, tecidos extraembrionarios sdo habitualmente descartados ap6s o parto, ou seja,
ndo ha problemas éticos em relacdo ao seu uso (BRUNSTEIN; WAGNER, 2006;
GOLDSTEIN et al., 2006).

Alem disso, pelo fato de estarem na interface materno-fetal, tornam-se convenientes
para os transplantes, pois apresentam baixa rea¢do imunoldgica (LI et al., 2005; MIHU et
al., 2009), apresentando caracteristicas muito importantes, como baixa imunogenicidade e
propriedades imunomoduladoras. Assim, quando as células sdo implantadas, elas
apresentam mecanismos de defesa imunolégica, reduzindo sua rejei¢do pelo organismo (LI
et al., 2005).

Em 2011, Parolini e Caruso, descreveram o potencial para a aplicagdo clinica de
células-tronco fetais da membrana amnidtica humana. Estas células podem ser utilizadas
para o tratamento de muitas doencas, especialmente aquelas associadas a processos
degenerativos induzidos por processos inflamatorios e fibréticos. Ha também relatos sobre
as inumeras vantagens do uso dessas células, como alta taxa de proliferacdo e potencial de
diferenciacdo (CAI et al., 2004). Também foram descritas células-tronco da membrana
amniotica de varios animais, como: gatos (VIDANE et al., 2011), cavalo (CREMONESI et
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al., 2011; LANGE-CONSIGLIO et al., 2012; SEO et al., 2013 ), ovelhas (MAURO et al.,
2010; ZHU et al., 2013), camundongos (MARCUS et al., 2008), coelho (Borghesi et al.,
2017) e cdes (URANIO et al., 2011; PARK et al., 2012).

Em cées, a membrana amnidtica canina foi avaliada com 24-40 dias (URANIO et
al.,, 2011) e 60-69 dias de gestacdo (PARK et al., 2012) mostraram capacidade de
diferenciacéo e proliferacdo, porém em relagcdo ao seu potencial tumorigénico nada foi
descrito.

Até o momento, ndo ha relatos na literatura sobre o potencial proliferativo e de
diferenciacdo que essas células podem apresentar em diferentes periodos gestacionais, bem
como o potencial tumorigénico real que essas células apresentam em ensaios in vivo.
Entdo, muito pode ser dito sobre a capacidade dessas células em terapia celular e medicina
regenerativa. Desta forma, o trabalho visa contribuir para um melhor aproveitamento e
utilizacdo das células amnidticas caninas, garantindo o uso seguro das mesmas na terapia

celular em caes.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Animais Utilizados

Foram utilizados 12 fetos de cdes com idade gestacional de aproximadamente 32 (n
=4), 43 (n = 4) e 55 (n = 4) dias. Os fetos foram coletados em campanha de castragdo
realizada na cidade de Embu das Artes, S&o Paulo, Brasil. Todos os experimentos foram
aprovados pela Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo (nimero do protocolo: 9077100215).

4.2.2. Cultura Celular de Membrana Amniotica Canina (AMC)

Depois de coletadas, as membranas amnioticas foram lavadas com tampao fosfato
salino (PBS) e antibidtico estreptomicina/penicilina a 5% (Invitrogen, Cat. 15140-122,
Carlsbad, CA, EUA) e depositadas em placas de petri (Corning, Cat.3296, NY, EUA) onde
a digestdo enzimatica usando colagenase tipo IV (Invitrogen 17018-029, Carlsbad, CA,
EUA) foi realizada por 4 horas. Apos a liberacdo das celulas, foi adicionado meio de
cultura MEMAIpha (LGC Biotecnologia, Cat. BR3007-05, Cotia, S&o Paulo),
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suplementado com 15% soro fetal bovino (SFB) (LGC Biotecnologia, Cat. BR330110-01,
Cotia, Sdo Paulo), 1% de estreptomicina/penicilina, 1% de aminoacidos ndo essenciais
(LGC Biotecnologia, Cat. BR30238-01, Cotia, Sdo Paulo) e 1% de piruvato de sédio
(Sigma-Aldrich, Cat. S8636, St. Louis, Mo. EUA). As placas foram mantidas em estufa
controlada a 37 °C, com umidade relativa de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO,. Para
todos os experimentos realizados, foram utilizadas as trés idades gestacionais de 32, 43 e
55 dias de AMC.

4.2.3. Andlise Morfoldgica

O crescimento e variagbes morfologicas das células foram observados usando
microscopio invertido (NIKON ECLIPSE TS-100). As células foram avaliadas
periodicamente até o congelamento, sendo possivel observar e descrever as variaches

morfoldgicas durante seu crescimento.

4.2.4. Criopreservacao Celular

As células foram congeladas em criotubos (Corning, Cat.430055, NY, EUA) com
1,5 mL de meio de congelamento contendo 90% de soro bovino fetal e 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO) (LGC Biotecnologia, Cat. 13-0091.01, Cotia, Sdo Paulo) . Apds
este procedimento, os criotubos foram transferidos para o aparelho Mister Froozen e
mantidos em freezer a -80 °C durante a noite. Ap6s 24 horas, 0s criotubos foram
acondicionados em nitrogénio liquido, onde permaneceram armazenados. Quando

necessario, as células foram submetidas a rapida descongelacdo no banho de agua a 37 °C.

4.2 5. Citometria de Fluxo

Para a analise imunofenotipica, utilizou-se o método de citometria de fluxo. As
ceélulas foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em PBS na concentracdo de
1x10° células/mL e incubadas com anticorpo primario (diluicdo de 1: 100) por 30 minutos
a 4 °C. Apos este tempo, as células foram incubadas com o anticorpo secundario (dilui¢éo
de 1: 500) durante 30 minutos a 4 °C. Apds a incubacdo, as células foram lavadas e
analisadas pelo citbmetro de fluxo FACSAriall (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia,

EUA). O citdmetro de fluxo foi calibrado utilizando células ndo marcadas e células
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marcadas apenas com o anticorpo secundario ndo especifico. Para cada amostra, 10.000
eventos foram contados. Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-CD105 (ab53321,
Abcam, Cambridge, UK), anti-CD34 (ab-8158, Abcam, Cambridge, UK), anti-CD117
(Dako, A4502), anti-PCNA (sc-46, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Europe), anti-IL-1
(ab7632, Abcam, Cambridge, UK), anti-1L-2 (ab80681, Abcam, Cambridge, UK), anti-IL-
6 (ab6672, Abcam, Cambridge, UK), anti-IL-10 (MCA2111B, AbD Serotec, California,
EUA), anti-MHC-1 (DG-BOV2001, Monoclonal Antibody Center Washigton, Washigton,
EUA) e anti-MHC-1I (DG-BOV2003, Monoclonal Antibody Center Washigton,
Washigton, EUA).

4.2.6. Diferenciagdo Celular

Para diferenciacdo adipogénica e osteogénica, as células foram cultivadas em
placas de 24 pocos e induzidas com meio especificos de diferenciacdo adipogénica
(StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit) (GIBCO Invitrogen, A1007001, Carlsbad,
CA, EUA) e osteogénica (StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit) (GIBCO
Invitrogen, A1007201, Carlsbad, CA, EUA). As placas foram incubadas por 21 dias, em
seguida fixadas em paraformaldeido a 4% e coradas com coloragdo de Von Kossa,
utilizadas para a linhagem osteogénica e coloracdo de Oil Red para a linhagem
adipogénica. Para a diferenciacdo condrogénica, as células foram ressuspendidas em meio
indutor condrogénico (StemPro® Condrogenesis Differentiation Kit A1007001 / GIBCO -
cultura de células Invitrogen) e ressuspendidas em tubo conico de polipropileno e
centrifugadas para a formacdo do botdo celular que foi cultivado em estufa controlada.
Apbs 21 dias, a amostra foi fixada em paraformaldeido a 4%, seguida de desidratacdo em
sucessivos banhos de alcool de 50% a 100%, xilol e incluidos em paraplast. Sec¢bes de 5

um foram cortadas e colocadas em laminas de vidro e coradas com Hematoxilina-Eosina.

4.2.7. Potencial Tumorigénico

Para o potencial tumorigénico, as células de 32, 43 e 55 dias de gestacdo de AMC
foram injetadas no membro pélvico direito de camundongos BALB/c nude por via
subcutanea na regido dorsal. A formacdo de tumores foi avaliada durante 8 semanas. Em

seguida, os animais foram eutanasiados de acordo com as regras do comité de bioética



(nimero do protocolo: 9077100215), e amostras de figado, pulmdo, rim, coracdo e

pancreas foram coletadas para observacéao histopatolégica.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Isolamento, Morfologia e Criopreservacdo de Células de Membrana Amnidtica

Canina

Células de membrana amniética canina com idade gestacional de 32, 43 e 55 dias
foram isoladas por digestdo enzimética com colagenase tipo | para obtencéo de células-
tronco mesenquimais. Foi observado um padrdo no isolamento e cultivo das células nas
diferentes idades gestacionais, sendo que 24 horas ap6s a digestdo enzimatica ja era
possivel visualizar um alto numero de células aderentes com morfologia fibroblastoide,
sendo caracterizada por nucleo centralizado e citoplasma alongado (Figura 1A-C). Em
torno de 3 a 4 dias ja era possivel obter uma confluéncia de 80% de células em cultura,
nesse momento algumas células foram expandidas para passagens posteriores e outras
congeladas para o teste de criopreservacéo.

Para o teste de criopreservacdo, as células foram congeladas e mantidas em
nitrogénio liquido por quinze dias e depois descongeladas. Apds o descongelamento, as
células apresentavam uma forma arredondada (Figura 1D-F) até o momento de sua adesdo
na placa onde retornavam para ter a mesma morfologia fibroblastéide e capacidade de

proliferacdo (Figura 1G-I).
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Figura 1: Analise morfologica de células-tronco de membrana amnidtica canina aos 32, 43 e 55 dias de
gestacéo.

Cultura Primaria Apds Descongelamento 3 dias Apds Descongelamento
A L5 S

AMC 43

AMC 55

Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: Cultura de células primérias [A-C], sendo possivel visualizar as células liberadas pelo explante
celular (Ex) e posteriormente aderidas com formato fibroblastéide (seta). De [D-F] as células apresentam
formato arredondo ap6s o descongelamento. E de [G-I] visualizamos as células aderidas apds 3 dias de
descongelamento, mostrando uma alta confluéncia e o mesmo formato fibroblastoide que antes do
congelamento (seta). A, D e G: 32 dias gestacionais; B, E e H: 43 dias gestacionais e C, F e I: 55 dias
gestacionais.

4.3.2. Imunofenotipagem

Na imunofenotipagem foi utilizada a técnica de citometria de fluxo para avaliar
marcadores relacionados a caracterizagdo de células tronco mesenquimais, células
hematopoiéticas e precursoras hematopoiéticas, proliferacdo celular e marcadores
imunolégicos. A expressao de proteinas nas células AMC foi muito distinta em cada
periodo gestacional.

Em relacdo as caracteristicas mesenquimais, podemos observar que os animais de 43
dias apresentaram maior expressdo de CD105 (97,2%) se comparados ao de 32 (91,9%) e

55 dias (46,9%) (Figura 2A-C). A capacidade de proliferagédo celular foi maior em 32 dias



de gestacdo (84,5%) se comparados aos 43 (81,9%) e 55 dias (46,9%) (Figura 2D-F). Em
todos os tempos gestacionais (32, 43 e 55 dias) foi observada uma marcacao reduzida para
0 marcador CD34 hematopoiético (2,86%, 2,25% e 0,14%, respectivamente) (Figura 2G-1).
No entanto, para as células precursoras hematopoiéticas, pode-se notar que durante os dias
houve uma diminuigdo na expressdo de CD117 (92%, 83,2% e 60%) (Figura 2J-L).

Em relagdo ao perfil imunoldgico, ficou evidente a auséncia de interleucinas IL-1
(1,65%, 1,22% e 0,93%), IL-2 (2,04%, 0,69% e 0,61%), IL-6 (0,97%, 0,33% e 1,46%) e
1L-10 (3,48; 1,87 e 1,78) em todos os tempos gestacionais (Figura 3A-L). Ja a expressdo
de MHC-I foi maior em 43 dias (59,9%) do que em 32 dias (30,3%) e 55 dias (32,3%)
(Figura 3M-0). No entanto, nenhuma marcacéo foi observada para o MHC-1I em qualquer
idade gestacional (32, 43 e 55 dias) (3,04%, 1,84% e 3,45%, respectivamente) (Figura 3P-
R).
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Figura 2: Imunofenotipagem de células-tronco de membrana amnidtica canina aos 32, 43 e 55 dias
de gestacdo por citometria de fluxo.
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Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: [A-C] marcacdo para células mesenquimais (CD105), [D-F] proliferacdo celular (PCNA), [G-1]
células hematopoiéticas (CD34) e [J-L] células precursoras hematopoiéticas (CD117). A, D, G e J: 32 dias
gestacionais; B, E, H e K: 43 dias gestacionais e C, F, | e L: 55 dias gestacionais.
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Figura 3: Imunofenotipagem de células-tronco de membrana amnidtica canina aos 32, 43 e 55
dias de gestagdo por citometria de fluxo.
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Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: [A-C] marcagdo para IL-1, [D-F] IL-2, [G-I] IL-6 [J-L] IL-10, [M-O] MHC-I e [P-R] MHC-II. A,
D, G, J, M e P: 32 dias gestacionais; B, E, H, K, N e Q: 43 dias gestacionaise C, F, I, L, O e R: 55 dias
gestacionais.

4.3.3. Ensaio de Diferenciacdo Celular

Nas trés linhagens celulares de AMC (32, 43 e 55 dias de gestacdo) foi observada uma
alteracdo em sua morfologia celular apds a indugdo da diferenciacdo. Na diferenciacdo
adipogénica, as células apresentaram um formato mais arredondado, ndo mais possuindo o
citoplasma tdo alongado, apresentando também vesiculas lipidicas (Figura 4A). Na
diferenciacdo osteogénica as células perderam totalmente sua forma, sendo possivel
verificar apenas uma matriz extracelular com pontos de calcificacdo (Figura 4B).
Finalmente, na diferenciacdo condrogénica, as células adquiriram o formato de condrécitos
(Figura 4C).

4.3.4. Ensaio Do Potencial Tumorigénico

Apds 8 semanas, os trés camundongos nudes que receberam uma aplicacdo de AMC
de 32, 43 e 55 dias de gestacdo, respectivamente, ndo apresentaram formacédo tumoral
macroscopica. Assim, esses animais foram eutanasiados € 0 exame histopatolégico dos
principais orgdos vitais foi realizado. As andlises histoldgicas do baco, coracdo, figado,
pulmdo e rim apresentaram tecido intacto sem a presenca de células metastaticas (Figura 4
D-1).
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Figura 4: Diferenciacdo celular e avaliagdo do potencial tumorigénico de células-tronco de membrana
amnidtica com 32, 43 e 55 dias de gestagao.

Fonte: Borghesi (2019).
Legenda: Em [A] diferenciacdo adipogénica, sendo possivel verificar as de vesiculas gordura (Vg). [B]
diferenciacdo osteogénica, sendo possivel observar a matriz extracelular (Mec) e os pontos de calcificagdo
(Ca). [C] diferenciacdo condrogénica, visualizando células condrocitarias (Cc). A partir de [D-1] avaliagdo do
potencial tumorigénico em camundongos nudes, [D] avaliagdo macroscdpica do membro pélvico direito
mostrando a auséncia da formagdo tumoral. Em relac@o ao histopatolégico [E] baco, [F] coracéo, [G] figado,
[H] pulmédo e [I] rim, pode-se observar que houve preservacdo tecidual sem a presenca de células
metastaticas. Nota: fibras miocardicas (Fm), hepatdcitos (He), alvéolos (Al), tbulo contorcido proximal
(Tcp) e tdbulo convoluto distal (Tcd).

4.4, DISCUSSAO

Nos ultimos anos, muito se fala sobre os beneficios da medicina regenerativa, no
entanto, ainda existem muitas lacunas em relagdo a resposta imune e tumoral que o
hospedeiro pode desenvolver apés a aplicacdo de células-tronco. Portanto, objetivamos
avaliar se células isoladas de membrana amni6tica canina podem ser classificadas como
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células-tronco, além de sua capacidade imunogénica. Nés mostramos que as células
derivadas de membrana amnidtica canina (AMC) possuem caracteristicas especificas de
células-tronco, uma vez que mostraram marcacdo positiva para CTM e negativa para
células hematopoiéticas, bem como capacidade de diferenciacdo nos trés folhetos
embrionarios. Além disso, foi demonstrado pela primeira vez que as células AMC néo
apresentam potencial tumorigénico. 1Sso nos encoraja a continuar nossa pesquisa sobre seu
potencial terapéutico in vivo.

A placenta tem origem no tecido extra-embrionario, apresentando um componente
fetal e um componente materno. O componente fetal inclui a membrana amniotica (MA),
que consiste em trés camadas distintas: a monocamada epitelial, uma membrana basal e a
matriz estromal avascular. Portanto, quando ha interesse no estudo de um tipo especifico
de célula de MA, ¢é importante saber como isola-lo (SANE et al., 2018). Sabe-se que existe
uma estreita relacdo entre o método de cultura priméria e o fen6tipo celular isolado de um
tecido (PAROLINI et al., 2014). Foi demonstrado que a membrana amniética humana
submetida ao método de digestdo mecanica para isolamento celular é eficaz e produz dois
tipos de células: as células mesenguimais e as células epiteliais. Por outro lado, a digestdo
enzimatica utilizando tripsina promove o isolamento das células epiteliais, enquanto a
colagenase possibilita o isolamento das células mesenquimais (PAROLINI et al., 2008).
Em nosso estudo, foram utilizadas membranas amniéticas de 32, 43 e 55 dias de gestacao,
pelo método da colagenase, permitindo o isolamento de uma cultura homogénea de células
mesenguimais com formato fibroblastoide, caracteristica desse tipo celular (BANIK et al.,
2016).

Para a conservacdo de células-tronco, € essencial o uso do método de
criopreservacao, que € considerado seguro e eficaz (OTA et al., 2017). Portanto, o teste de
criopreservacdo foi realizado com células isoladas da membrana amnidtica, com
congelamento seguido de descongelamento. Encontramos um resultado positivo, uma vez
que as células continuaram com a mesma morfologia celular e confluéncia. Estes
resultados concordam com Vidane et al. (2014) que demonstraram que as células da
membrana amniotica isoladas de gatos também mantiveram as caracteristicas morfologicas
da cultura priméaria, além de terem a mesma capacidade de proliferar apds o
descongelamento. Esse aumento de proliferacdo, em nosso estudo, pode ser confirmado
pelo aumento do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). Pode-se enfatizar que
isso foi altamente expresso em células AMC de 32 e 43 dias, com reducdo de 50% nas

células de 55 dias.
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No entanto, sabe-se que, ap0s a criopreservacdo, a capacidade de diferenciagdo e
imunomodulagéo celular pode estar comprometida (YONG et al., 2015). A capacidade de
diferenciacdo celular € uma caracteristica fundamental de uma célula-tronco (DOMINICI
et al., 2006). Em nosso estudo, verificamos que mesmo ap6s o descongelamento as células
tiveram a capacidade de se diferenciar em linhagem osteogénica, condrogénica e
adipogénica, ap6s 21 dias submetidas ao meio indutor. Essa capacidade de diferenciacéo
nos trés folhetos embrionarios também foi demonstrada em células isoladas da membrana
amnidtica de equinos (LANGE-CONSIGLIO et al., 2011; SEO et al., 2012), bovinos
(CAMPOS et al., 2017), humanos (PAROLINI et al., 2008), gato (VIDANE et al., 2014),
coelho (BORGHESI et al., 2017) e cachorro (URANIO et al., 2011; PARK et al, 2012).

Outro fator importante a ser considerado na caracterizacdo de células-tronco é sua
marcacdo negativa para células hematopoéticas, como CD34, e positiva para CTM, como
CD105 (DOMINICI et al., 2006; VIEIRA et al., 2010). Em nosso estudo, as células AMC
ndo apresentaram marcacdo CD34 em nenhum tempo gestacional, resultado esperado,
confirmando que as células isoladas ndo pertencem a uma linhagem hematopoiética.
Uranio et al. (2011) também demonstraram que células isoladas de membrana amnidtica
canina de 25-40 dias de gestacdo ndo foram positivamente marcadas para CD34. Nos
também mostramos que houve uma marcacao positiva, com expressao acima de 90%, para
CD105 em células AMC de 32 e 43 dias, no entanto, no tempo de 55 dias a expressdo
permaneceu abaixo de 50%. Park et al. (2012) encontraram 100% de marcacdo para
CD105 em células isoladas de membrana amniética canina a termo, entretanto, ja foi
demonstrado que células isoladas de membrana amnidtica humana, apresentaram baixa
expressdo de CD105 (DIAZ-PRADO et al., 2011), justificando nossos achados com 55
dias. Em nosso estudo, também foi avaliada a marcacdo para células precursoras
hematopoiéticas (CD117), onde encontramos uma alta expressao para este marcador. No
entanto, esse achado ndo esta de acordo com a literatura, uma vez que hé relatos de que as
celulas amnioticas devem ter pouca ou nenhuma marcagdo dessa proteina (ROUBELAKIS
etal., 2012; BORGHESI et al., 2017).

A interacdo das CTM com o sistema imune de resposta inata e adaptativa tem sido
investigada, uma vez que essas células sdo consideradas imunoprivilegiadas pela
modulacdo do sistema imune (TSE et al., 2003; AGGARWAL et al., 2005). Assim,
investigamos o perfil imunoldgico das células AMC, demonstrando resultados como baixa
expressdo de MHC-1 e auséncia de marcagdo para MHC-II em todos os tempos

gestacionais. Jiang et al. (2005) e Krampera et al. (2006) encontraram baixa marcacdo para
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MHC-I nos estudos de células-tronco mesenquimais usando células dendriticas e 6sseas,
respectivamente. Segundo Ramuta e Kreft (2017), as células mesenquimais de membrana
amnidtica expressam niveis de MHC-1 baixos a moderados, enquanto ndo ha expressdo do
MHC-I1 (MIKI et al., 2007; SONCINI et al., 2007; MARONGIU et al., 2010). A auséncia
de MHC-II confere as células-tronco mesenquimais o potencial de escapar do
reconhecimento pelas células T CD4 +, conferindo-lhes uma imunogenicidade reduzida
(MAJUMDAR et al., 2003; GOTHERSTROM et al., 2004).

Em nosso estudo, também observamos que ndo houve marcacdo com interleucina-
IL-1, IL-2, IL-6 e IL-10 em células AMC em nenhum tempo gestacional Zaga et al. (2004)
demonstraram que ha um aumento na producdo de IL-1 quando as células da membrana
amnidtica humana séo estimuladas com Escherichia coli e lipopolissacarideo. No entanto,
sob condi¢bes basais, hd pouca ou nenhuma producdo desta interleucina, uma vez que nao
ha necessidade de uma resposta inflamatéria (ZAGA et al., 2004). Nos estudos realizados
por Zaga-Clavellina et al. (2007), também foi observado que células de membrana
amnidtica humana fisiologicamente ativas praticamente ndo produzem IL-1, IL-6, IL-8 e
IL-10, enquanto ha um aumento dessas interleucinas quando estimuladas com Escherichia
coli. Em nosso estudo, as células AMC utilizadas ndo estavam sob nenhum estimulo
estressante, justificando a auséncia destas interleucinas.

Finalmente, para uma célula-tronco ser usada com seguranga, € necessario saber se
ha riscos de instabilidade genética, o que pode levar a tumorigénese (DIAFERIA et al.,
2008). Cardoso et al. (2017) ndo encontraram formacdo tumoral ap6s a injecdo de células-
tronco isoladas de membrana amni6tica canina e felina de 35-45 dias de gestagdo. Sendo
assim, avaliamos pela primeira vez o potencial tumorigénico de células-tronco isoladas da
membrana amnidtica canina em diferentes fases gestacionais. Apo6s 60 dias, verificamos
que ndo houve formacdo de tumor nos camundongos nude, em nenhum dos tempos
gestacionais avaliados (32, 43 e 55 dias), mostrando que essas células sdo seguras para

aplicacdo in vivo.

4.5. CONCLUSAO

Em resumo, verificamos pela primeira vez que a membrana amniética canina pode
representar uma rica fonte de células-tronco com capacidade de se diferenciar em
diferentes derivados mesenquimais e ser considerada imunogénica, uma vez que

apresentou baixos indices de MHC-I e auséncia de MHC-II. Além disso, a AMC néo
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apresentou potencial tumorigénico, tornando-se boas candidatas a serem utilizadas

terapeuticamente em estudos de medicina regenerativa veterinria.
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RESUMO: O cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres, mas sua incidéncia
em cadelas é trés vezes maior. Entre 0s tumores mamaérios caninos que Sd80 mais
frequentemente encontrados e se assemelham aos humanos estdo dois tipos: o carcinoma
tubular e o sélido. Esses dois tipos de carcinoma apresentam um importante grau de
malignidade com capacidade de progressdo tumoral. A matriz extracelular (MEC) tera
papel importante nesse processo de progressao tumoral, pois atua como uma barreira fisica,
impedindo a migragdo de celulas tumorais. Nesse sentido, propomos avaliar 0s
componentes da MEC desses carcinomas. Para isso, foram utilizadas coloracdes
especificas, como Tricrébmico de Masson e Pricosirius Red, e a técnica de microscopia
eletronica de varredura, onde foi constatada a presenca de fibras colagenas no carcinoma
tubular ao redor do parénquima, em oposi¢do ao sélido que apresentou fibras colagenas ao
longo do parénquima em torno de cada célula tumoral. A microscopia eletrdnica de
transmissdo mostrou predominantemente a presenca de mitocdndrias e reticulo
endoplasmatico rugoso. Por fim, avaliamos a expressdo de proteinas por
imunohistoquimica, onde encontramos alta expressao de VEGF, PCNA, CK-18 e
vimentina no carcinoma sélido. E um padrédo positivo de marcador no carcinoma tubular e
solido para colageno I, 1l e fibronectina. Assim, concluimos que o maior grau de
malignidade do carcinoma solido esta relacionado com suas caracteristicas histologicas e
com 0s componentes presentes em sua matriz extracelular como a expressdo de colageno
111, fibronectina, VEGF e PCNA,

Palavras-chave: cdo; extracelular matriz; glandula mamaria; modelo animal; patologia
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5.1. INTRODUCAO

A neoplasia é caracterizada por uma diminuicdo da diferenciacdo e adesdo, bem
como proliferacdo celular descontrolada e continua, mesmo quando o estimulo causador é
interrompido (DALECK et al., 2008; MORRIS et al., 2016). Em 2015, aproximadamente 9
milhdes de mortes ocorreram como resultado de cancer, com uma estimativa de 27 milhdes
de novos casos em 2030 na populacdo mundial (WHO, 2018). O cancer de mama € 0 mais
frequente entre as mulheres, mas sua incidéncia em cadelas é trés vezes maior. Estudos
mostraram que h& semelhanca entre tumores caninos e humanos devido ao seu
comportamento bioldgico, caracteristicas histologicas e sua resposta a agentes citotoxicos
(MOE, 2001; RUTTEMAN et al., 2001; DUTRA et al., 2004).

A classificacdo desses tumores é de extrema relevancia, sendo baseada no tipo de
organizacdo tecidual e no grau de malignidade, recebendo diferentes denominagdes
(MATOS et al., 2005; PACHNICKI et al., 2012). Assim, a histopatologia representa o
método diagndstico padrdo-ouro para classificar e fornecer informacdes progndsticas em
caes com cancer de mama (RASOTTO et al., 2017). Tumores que sé&o mais diferenciados
ao ponto em que ndo sdo reconhecidos por origem no tecido, 0s mais invasivos e
metastaticos sdo aqueles classificados como malignos (ZACHARY; MCGAVIN, 2013).
Essa capacidade de invadir outros tecidos ocorre devido a uma interacdo complexa entre
varios fatores produzidos pelo tumor e a resposta do hospedeiro (JIANG et al., 2015).

A matriz extracelular (MEC) desempenha um papel importante na progressao
tumoral, uma vez que atua como uma barreira fisica, impedindo a migracdo de células
tumorais para novos tecidos (ALBERTS, 1997; SOTTILE; HOCKING, 2002). Para o
processo de metastase, € necessaria uma desorganizacao da estrutura da MEC, sendo as
metaloproteinases (MMPSs) e angiogénese importante neste processo (LIOTTA, 1986;
WILSON et al., 1999; CURRAN ; MURRAY, 2000; MIRSHAFIEY et al., 2004).

Entre os tumores malignos que apresentam capacidade de progressdo tumoral,
destacam-se dois tipos de carcinoma, o carcinoma tubular e o carcinoma solido. O
carcinoma tubular tem um importante grau de malignidade, no entanto, o carcinoma solido
¢ considerado de pior prognostico, e geralmente é visto em tumores altamente
desenvolvidos que ndo houve tentativa de tratamento (MISDORP et al., 1972; CASSALI et
al., 2011; GOLDSCHMIDT et al.,, 2011; TAVASOLY et al., 2013). Além disso, 0s

tumores mamarios caninos tém analogia com 0s tumores mamarios humanos, o0 que 0s
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torna um importante modelo de estudo comparativo (GOBBI, 2002; ZUCCARI et al.,
2004)

Devido a essa semelhanca, o estudo em modelos animais, principalmente em
cadelas, € essencial, pois esta espécie é considerada um modelo animal natural para o
estudo do cancer de mama humano, bem como para testar novos farmacos e modalidades
preventivas em testes pré-clinicos (REZAIE et al., 2009; CASSALI et al., 2011; RIVERA,;
VON EULER, 2011). Assim, o objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacéo
histopatoldgica de carcinomas tubulares e solidos, a fim de melhor compreender sua

composicao celular e sua matriz extracelular.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Animais

Fragmentos de carcinomas tubulares e solidos da mama e glandulas mamarias
normais (saudaveis) de cadelas foram coletados em campanhas de castragéo realizadas na
cidade de Embu das Artes-SP. Todos os experimentos foram aprovados pela Comisséo de
Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo Paulo
sob 0 nimero 4800091215.

5.2.2. Analise Histopatoldgica

Para estudos histologicos, fragmentos de carcinomas e glandula mamaria normal
foram fixados em solucéo de paraformaldeido a 4%. Apds a fixacdo, o material foi lavado
em tampéo fosfato salino (PBS), seguido de desidratacdo em uma série de etanol em
concentragdes crescentes (de 70 a 100%), seguido de diafanizagdo em xilol e inclusdo em
parafina (Histosec) (TOLOSA, 2003). A seguir, os blocos de parafina foram submetidos a
microtomia em micrétomo automatico (Leica, RM2165, Alemanha), obtendo-se cortes de
5um, que foram aderidos em laminas histologicas e deixados em estufa a 60 ° C. Apds
serem desparafinizados os cortes foram corados seguindo-se técnicas rotineiras de
coloracéo de tecido, usando a coloragdo de Hematoxilina e Eosina, Tricromo de Masson e

Pricosirius.
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5.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura

Para esta técnica, as amostras de carcinoma foram fixadas em glutaraldeido a 2,5%.
Posteriormente foram submetidos a digestdo da matriz celular para manutencdo da
arquitetura da matriz extracelular. A maceragéo foi realizada em solugédo aquosa a 10% de
NaOH a temperatura ambiente por 25 dias, ap6s o material foi lavado por 10 dias em agua
destilada a temperatura ambiente (OHTANI, 1987). E entdo o material foi impregnado em
acido tanico a 1% por 2 horas e pos-fixado com tetroxido de 6smio a 1% por 3 horas. As
amostras foram entdo congeladas em nitrogénio liquido e fraturadas ap6s desidratacdo
continua em alcool etilico (70%, 80%, 90%, 95% e 100%). Finalmente, elas foram
desidratadas para secar no ponto critico (Balzers CPD 020). Posteriormente, 0 material foi
colocado em suporte metélico dourado (“sputtering” Emitech K550). Para observar os
resultados, foi utilizado o microscopio eletrénico ME Leo 435 VP.

5.2.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para analise ultraestrutural, fragmentos de carcinomas e glandula mamaria normal
com cerca de 0,5 cm? foram fixados em glutaraldeido a 2,5%, tamponados com fosfato
sodico 0,1M e pH 7,4. A técnica realizada no processamento do material foi a mesma
utilizada por IGLESIAS et al. (2017). O material foi analisado utilizando um microscépio
electronico de transmissdo (Morgagni 268D, FEI Company, Holanda, cAmara MegaView
I11, Soft Imaging, Alemanha).

5.2.5. Imunohistoquimica

Fragmentos de carcinomas e glandulas mamarias normais foram submetidos a
técnica imunohistoquimica, utilizando-se anticorpos primarios envolvidos com: transi¢éo
epitelial-mesenquimal: vimentina (sc-73259, Santa Cruz Biotecnologia, Inc, Europe) e
citoqueratina-18 (sc-32329, Santa Cruz Biotecnologia, Inc, Europe), proliferagdo celular:
PCNA (sc-46, Biotecnologia Santa Cruz, Inc, Europe), morte celular: caspase-3 (ab2171,
Abcam, Cambridge, UK), angiogénese: VEGF (ab2349, Abcam, Cambridge , UK) e
proteinas de matriz: colageno | (Rockland600-401-103S), colageno 111 (Quartett 1-CO078-
05), elastina (ab-9519, Abcam, Cambridge, UK) e fibronectina (NBP1-91258F). A técnica
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utilizada seguiu o protocolo descrito por Oliveira et al. 2012. O controle negativo das
reacbes imunohistoquimicas foi realizado usando IgG (IgG-AP 308F, 116 Chemical

International).

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Classificacao Histopatoldgica

A anélise macroscdpica da glandula maméria normal foi realizada, sendo que néo foi
encontrada alteracbes morfologicas (Figura 1A). Na anélise histopatoldgica foi possivel
visualizar uma arquitetura glandular, sendo esta caracterizada por unidades maiores
denominadas lobos, as quais se encontravam separadas por tecido conjuntivo interlobular,
que se subdividiam em l6bulos formados por ductos galactéforos, separados estes por
septos de tecido conjuntivo intralobular (Figura 1B). Na técnica de tricromio de masson e
de picrosirius red, foi evidenciado em azul e verde respectivamente as fibras de colageno
entre e ao redor dos lobos (Figura 1C e 1D).

Em seguida, os tumores coletados também foram analisados, e observou-se que o
carcinoma tubular apresentava 4,2 e 4,0cm de comprimento e largura, respectivamente
(Figura 1E). Pela andlise histopatoldgica, o carcinoma tubular apresentava uma capsula em
torno da qual penetrava seu parénquima, formando as trabéculas que delimitavam as
celulas dispostas tubularmente. Além disso, caracterizando o processo de neoplasia
maligna, podemos observar uma moderada celularidade e pleomorfismo nuclear e celular.
Observou-se também a presenca de grande quantidade de infiltrado inflamatério
mononuclear organizado em blocos por vez perivascular e também a presenca de baixo
indice mitdtico. Apos analise, esse tumor pode ser classificado como carcinoma tubular
grau Il (pontuacdo 6 de Nottingham) (Figura 1F). O colageno presente nesse tumor foi
encontrado formando sua cépsula e suas ramificacbes que adentravam no parénquima
tumoral (Figura 1G e 1H).

Em seguida, analisou-se o carcinoma solido, que apresentava 9,1cm de
comprimento e 8,0cm de largura (Figura 11). Na analise histopatologica, observou-se a
presenca de uma cépsula ao redor, com parénquima homogéneo, diferente do carcinoma
tubular. O tecido apresentou alta celularidade com arranjo sélido, além de um moderado

pleomorfismo celular e nuclear. Um infiltrado inflamatorio mononuclear peritumoral e um
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baixo numero de mitoses também foram observados. Posteriormente, as analises
classificaram esses tumores como carcinoma solido, grau Il (pontuagdo de Nottingham 6)
(Figura 1J). O colageno presente nesse tipo de carcinoma era pericelular, sustentando as

células neoplésicas (Figura 1K e 1L).

Figura 1: Classificacdo histopatoldgica e analise de colageno.

Glandula Normal
sl >

E

Carcinoma Tubular

Carcinoma Sdlido

Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: [A-D] glandula mamaria normal onde a presenca de lobos (L) é observada; de ductos galactéforos
(Dg), tecido conjuntivo interlobular (Ti) e fibras de colageno (Fc). [E-H] carcinoma tubular, mostrando
parénquima (P) e fibras de colageno (Fc). [I-L] carcinoma s6lido, onde observamos fibras de colageno (Fc) e
mitose celular (Mi). A, E e I: foto macroscopica; B, F e J: Coloragdo com hematoxilina e eosina; C, G e K:
Tricrémico de Masson; D, H e L: Pricosirius Red.

5.3.2. Avaliacdo da Arquitetura das Fibras de Colageno

Atraves da digestdo da matriz extracelular utilizando solugdo aquosa a 10% de
NaOH a temperatura ambiente por 25 dias, foi possivel analisar a arquitetura das fibras
colagenas presentes nos carcinomas. Nos carcinomas tubulares, as fibras estavam presentes
na capsula do tumor e também em pequenas ramificacGes que adentravam o parénquima.
Foi possivel notar que as fibras de colageno eram espessas com diametro semelhante entre

elas e dispostas em forma tubular, como observado na histologia (Figura 2A e B). No
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carcinoma sélido, a maioria dos colégenos foi encontrada no parénquima tumoral ao redor
das células neoplésicas e uma parte menor em sua capsula. As fibras apresentavam

espessura mais fina quando comparadas as fibras do carcinoma anterior (Figura 2C).

Figura 2: Analise por microscopia eletronica de varredura do carcinoma tubular e sélido

Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: [A e B] representam o carcinoma tubular, onde se observam espessas fibras de colageno (Fc),
estando dispostas de forma tubular (T). Em [C], o carcinoma s6lido contendo finas fibras de colageno (Fc) é
observado formando um emaranhado.

5.3.3. Andlise Ultraestrutural

Na analise por microscopia eletrbnica de transmissao (MET) observamos a
estrutura normal do tecido glandular mamario, sendo este caracterizado pela presenca de
vacuolos no citoplasma (Figura 3A). No citoplasma foi possivel observar grandes
quantidades de células lipidicas com nucleos periféricos achatados (Figura 3B). O tecido
apresentava mitocondrias intactas (Figura 3C) e grandes quantidades de fibras de colageno
(Figura 3D).



Quanto ao carcinoma tubular, foi possivel analisar a deformidade evidente de uma
celula tumoral, além do contato intimo de uma célula com a outra e o limite entre elas.
Uma grande quantidade de cromatina dispersa no nucleo também foi observada (Figura
3E). Na periferia do citoplasma, o reticulo endoplasmatico granular foi encontrado com
vacuolos citoplasmaticos (Figura 3F). Neste tipo de carcinoma pode-se visualizar essa que
as mitocondrias se encontravam rompidas perdendo sua morfologia (Figura 3G) diferente
da glandula normal em que estas organelas estavam integras. Nessa técnica, assim como
nas demais, foi possivel verificar a presenca de fibras colagenas, que entraram no
parénquima tumoral (Figura 3H).

O carcinoma sélido mostrou um citoplasma amplamente ocupado pelo nlcleo e
com vesiculas elétron-densas (Figura 31). Como no carcinoma tubular, a cromatina
dispersa no nucleo também é observada. Este tumor apresentava granulos secretorios da
proteina do leite com uma membrana irregular (Figura 3J). Observamos também a
presenca de muitas mitocondrias intactas atuando diretamente na atividade tumoral (Figura
3K). As fibras de colageno presente neste tecido eram abundantes, dando estrutura ao

tumor (Figura 3L).

Figura 3: Andlise ultraestrutural da glandula mamaria e do carcinoma tubular e sélido.

Fonte: Borghesi (2019).
Legenda: [A-D] glandula mamaria normal; [E-H] carcinoma tubular; [I-L] carcinoma s6lido. A presenca de
vactolos (V), ndcleos periféricos (N), vesiculas lipidicas (VI), mitocéndrias (M), fibras colagenas (Fc),
vacuUolos citoplasmaéticos (Vc), reticulo endoplasmatico granular (Rg), cromatina dispersa (C) e granulos
secretores (Gs) foram observados.
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5.3.4. Analise Imunohistoquimica

Os dados mostraram que ambos os carcinomas tubular e sélido tinham
superexpressdo de PCNA (Figura 4 A-C) indicando uma taxa de proliferacdo mais alta do
que a glandula normal. Pode-se notar também que tanto os carcinomas quanto a glandula
normal foram positivos para a caspase-3. No entanto, 0s carcinomas apresentaram
superexpressdo desse marcador (Figura 4 D-F). Observa-se ainda que o citoesqueleto
marcado pelo CK-18 da glandula mamaria normal ¢ interlobular, enquanto o carcinoma
tubular estd presente nos feixes que separam o parénquima tumoral. Em contraste, no
carcinoma sélido, o citoesqueleto é encontrado entre as células. Nos trés casos, houve uma
coincidéncia com a marcacdo de CK-18 com o coladgeno observado pela coloracdo de
Trichomon de Masson (Figura 4 G-1). Em relacdo a vimentina, foi possivel observar que a
glandula normal, assim como os carcinomas, apresentaram coloracéo positiva, sendo maior
no carcinoma sélido (Figura 4 J-L). Observamos também que houve marcacdo intensa e
moderada do VEGF no carcinoma solido e tubular, respectivamente, em relacéo a glandula
normal (Figura 4 M-0). Para o colageno I, tanto a glandula mamaria normal quanto os
carcinomas tinham marcacdo fraca (Figura 4 P-R). Em contraste tanto com o colageno Il
(Figura 4 S-U) quanto com a fibronectina (Figura 4 V-X), 0s carcinomas apresentaram

maior expressdo em relacao a glandula mamaria normal.
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Figura 4: Anélise de Imunohistoquimica do tecido mamario canino.
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Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: Andlise dos marcadores PCNA, caspase-3, CK-18, vimentina, VEGF, colageno I, colageno 11l e
fibronectina por imunohistoquimica. A, D, G, J, M, P, S, V: glandula normal; B, E, H, K, N, Q, T, W:
carcinoma tubular; C, F, I, L, O, R, U, X: carcinoma sélido.

5.4. DISCUSSAO

O cancer de mama € o tumor mais comum na cadela, emerge por um processo de
multiplas etapas, que pode ser amplamente equacionado a transformacdo de células
normais através das etapas de hiperplasia e alteracdo maligna (BECKMANN et al., 1997,
KARAYANNOPOULOU et al., 2005). Varios estudos reconheceram alguns fatores
prognosticos confiaveis, como tamanho do tumor, tipo histoldgico, grau e estado do
linfonodos (GAMA et al., 2008). Desta forma, este estudo tem como objetivo caracterizar
histopatologicamente o carcinoma tubular e o s6lido, enfocando em sua matriz extracelular
(MEC).

Um grande problema na avaliacdo de neoplasias mamarias caninas € identificar as
neoplasias que sdo verdadeiramente malignas. Portanto, alguns critérios baseados na
andlise histopatoldgica sdo muito importantes para o diagndstico de tumores mamarios
malignos. Em nossas andlises, observamos que no carcinoma tubular, as células se
organizavam tubularmente com um certo grau de pleomorfismo nuclear, além de mitoses
atipicas, caracteristicas de uma célula tumoral (CASSALI et al., 2011; ZACHARY;
MCGAVIN, 2013). Além disso, outra caracteristica observada nesse tipo de carcinoma foi
a formacdo de cépsulas e feixes dividindo o parénquima tumoral e a presenca de infiltrado
inflamatdrio. Nossos resultados mostraram que no carcinoma tubular as células séo
predominantemente dispostas de forma tubular e o estroma intertubular é constituido por
vasos e fibroblastos, e pode haver um infiltrado por plasmacitos, linfécitos e macréfagos,
como descrito por Goldschmidt et al. 2011 . No carcinoma sélido, Goldschmidt et al.
(2011) descreveram esse tumor como composto de células intimamente compactadas
capazes de formar Iébulos de tamanho irregular e densos, apoiados por um fino estroma
fibrovascular. Essas mesmas caracteristicas foram observadas em nossos resultados, como
uma cépsula ao redor do tumor, e pleomorfismo celular e nuclear moderado, além de
infiltrado inflamat6rio mononuclear peritumoral.

Além do entendimento das caracteristicas quanto ao tipo histoldgico, é necessario o

conhecimento sobre a MEC dos tumores mamarios, a fim de estabelecer a relagcdo entre



seus componentes e as células neoplasicas, além de fornecer informacgdes sobre o
comportamento biolégico (LOPES et al.,, 2017). Assim, avaliando-se as MEC dos
carcinomas, encontramos o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), com
superexpressdo no carcinoma solido em relacdo ao tubular. Essa diferenca na expressao
dos carcinomas foi semelhante aos resultados de Amitkumar et al. (2017) que
demonstraram uma associagéo significativa do PCNA com o grau histolégico no cancer de
mama. Essa associacdo ocorre porque o PCNA atua e coordena uma ampla gama de
processos envolvidos na manutencgdo, duplicacdo do genoma e regulacdo do ciclo celular,
fazendo proliferar células malignas (YIN et al., 2017). Podemos também associar essa
capacidade proliferativa a integridade das mitocondrias presentes no citoplasma celular.
No carcinoma solido, a membrana mitocondrial foi preservada, permitindo que ocorre-se
oxidacdo de glicose e lipidios (BELORIBI-DJEFAFLIA et al., 2016), fazendo com que
ndo houvesse assim interferéncia na atividade metabdlica da celula tumoral. Ao contréario
do carcinoma tubular onde sua membrana mitocondrial se encontrava rompida, o que pode
levar a uma diminuicdo da atividade metabdlica, resultando em uma reducéo na atividade
proliferativa das células (KIEBISH et al., 2008; BELORIBI-DJEFAFLIA et al., 2016),
justificando assim as diferencas encontradas no PCNA.

Além disso, um fator importante na compreensdao da malignidade esté relacionado
ao processo metastatico, que ocorre pela formacao de novos vasos sanguineos nos tumores
para a disseminacdo das células neoplésicas. Esse processo € chamado de angiogénese, que
pode ser evidenciada pela presenca da proteina do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (BAKRANIA et al., 2017). Verrax et al. (2011) relataram a presenga de niveis
elevados de VEGF no cancer de mama, como demonstrado em nossos resultados que essa
proteina é muito evidente em ambos 0s carcinomas com superexpressdo, especialmente no
carcinoma solido. Nosso resultados se assemelham ao estudo realizado por Restucci et al.
2002, onde eles obtiveram o esse mesmo padrdo com maior expressao no carcinoma solido
do que no carcinoma tubular.

Outro fator importante associado invasdo da MEC por células tumorais é sua
através das alteragdes na orientacdo das fibras colagenas em sua matriz (PROVENZANO
et al., 2006; HANA et al., 2016). Assim, quando analisamos as fibras colagenas,
observamos que no carcinoma tubular elas foram organizadas ao redor do parénquima
tumoral, enquanto no carcinoma sélido elas foram encontradas ao redor de cada célula do
parénquima, demonstrando o maior potencial de metastase do carcinoma solido. Este fato

se deve, porque guanto maior a quantidade de coladgeno ao redor da célula, maior a forca
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contratil desta célula, gerando uma grande probabilidade de disseminacdo celular e
reorganizacdo da estrutura do citoesqueleto com infiltragdo no estroma denso (HANA et
al., 2016).

Além do que foi descrito acima, a progressdo metastatica no cancer de mama
também pode estar relacionada a transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) (SHINDE et al.,
2018), que € um processo critico que envolve regulagdo negativa de marcadores epiteliais
(ZHANG et al., 2017). A citoqueratina 18 (CK-18), um marcador de células epiteliais
luminais, tem sido associada ao progndstico de pacientes com cancer, e sua perda esta
associada a um mau prognoéstico do cancer de mama (YANG et al., 2018). A vimentina,
por sua vez, € um importante marcador de células mesenquimais, e sua expressao no
cancer de mama tem sido associada a baixo grau histoldgico e alta fracdo de crescimento
(WILLIPINSKI-STAPELFELDT et al., 2005). Sendo assim, demonstramos que o
carcinoma tubular apresenta maior predominancia de CK-18 e vimentina em sua capsula;
em contraste, o carcinoma solido mostrou essa marcagdo em todo o tecido e, além disso,
uma superexpressao de vimentina. Com base nesses resultados, podemos inferir que a
TEM é mais proeminente no carcinoma sélido do que no carcinoma tubular, o que é
consistente com o aumento da agressividade do carcinoma sélido.

Outro evento critico no inicio e durante a progressdo do tumor é o processo de
apoptose (EVAN; VOUSDEN, 2001). Em nosso estudo, obtivemos uma maior expresséo
de caspase-3 em carcinomas tubulares e sdlidos quando comparados a glandula normal.
Isso se deve ao fato de os carcinomas mamarios apresentarem lesées de alto grau, exibindo
um indice apopt6tico maior do que as lesdes de baixo grau (VAKKALA et al., 1999),
embora a capacidade de evitar a apoptose possa ajuda-los a romper 0s mecanismos de
defesa anti-neoplasica (DEVARAJAN et al., 2002). Provavelmente, por esses tumores
serem do tipo carcinomas, €, portanto, malignos, esta ocorrendo um aumento da apoptose.

Finalmente, nossos estudos revelaram a presenca de um reticulo endoplasmatico
rugoso em ambos 0s carcinomas, € sua presenca esta associada a producéo e sintese de
coldgeno, que € um dos componentes mais abundantes e importantes devido a sua funcéo
de suporte da MEC (BATEMAN et al., 2009). N6s demonstramos que houve uma baixa
expressao de colageno | em ambos os carcinomas, corroborando com outros estudos que
demostraram que tumores no estagio | ttm maior presenca de colageno | do que tumores
nos estadios Il e Il (FENHALLS et al., 1999), o que justificaria a baixa expressao, ja que
ambos carcinomas estdo no estagio Il. No entanto, este achado é inconsistente com o fato

de que uma alta presenca de coladgeno | aumenta significativamente a iniciacdo, progresséo
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e metastase do tumor (MORO et al., 2005; PROVENZANO et al., 2008; ARAUJO et al.,
2009). Esse mesmo conceito é observado para altas expressdes no colageno Ill e
fibronectina, estando associado ao aumento do grau tumoral (IOACHIM et al., 1997;
SCHUMMER et al., 2010; LEE et al., 2012), e nossos resultados também demonstraram

esse padrédo proteico em ambos carcinomas.
5.5. CONCLUSAO

Conclui-se que devido ao arranjo das fibras de colageno, e alta expressdo de
colageno IlI, fibronectina, VEGF e PCNA, o carcinoma sélido apresenta maior grau de
malignidade. Esta malignidade esta relacionada tanto as suas caracteristicas histologicas

guanto aos componentes de sua matriz extracelular.
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6. Artigo IV - Efeito do Tratamento de Doxorrubicina em Associacdo com Células-
Tronco de Membrana Amnidtica Sobre Células de Carcinoma Inflamatorio
Mamario Canino (IPC-366).
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RESUMO: Tumores nas glandulas mamaérias representam a neoplasia mais comum em
cadelas, assim como observado em humanos. Esta alta incidéncia resulta em parte da
estimulacdo de horménios sexuais nessas glandulas. Entre os tumores mamarios, 0
carcinoma inflamatério € o mais agressivo, apresentando um mau prognostico ao
tratamento cirtrgico e quimioterdpico. Devido a isso, estudos de tratamento com uso de
células-tronco surgiram, uma vez que, as mesmas possuem propriedades anti-inflamatorias
e imunomoduladoras. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do
tratamento com doxorrubicina (DOXO) em associacdo com células-tronco de membrana
amnidtica canina (AMC) sobre células de carcinoma inflamat6rio mamario canino (IPC-
366). Para isso, quatro grupos experimentais foram analisados: grupo controle sem
tratamento; grupo | com DOXO, grupo Il com AMC e grupo |1l associacdo de DOXO com
AMC. Os resultados mostraram que as cé€lulas tratadas com 10 pg/mL de DOXO
resultaram em uma reducdo de 71,64% do crescimento celular apds 72 horas de
tratamento. Uma reducdo na expressao de VEGF e PCNA-3 foi observada em todos 0s
tratamentos Os niveis intracelulares de receptores de estrogénio também foram
significativamente aumentados no grupo Il em relacéo a controle (4,67% vs 27,1%). Em
relacdo aos niveis de hormonios esteroides, observou-se aumento significativo nos niveis
de estradiol (E2) e sulfato de estrona (S04E1) nos grupos | e Ill. Concluimos que a
associacdo de DOXO com AMC (grupo IIl) em células triplamente negativas IPC-366
apresentou melhores resultados em relacdo a reducdo do crescimento celular e na
expressao de proteinas relacionadas a proliferacdo e angiogénese.

Palavras-Chave: cancer de mama; cdo; cocultura; membrana amniotica; terapia.
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6.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de células tumorais ocorre a partir de uma série de mutacoes
sequenciais resultantes da instabilidade genética. Um estudo mais recente mostrou que a
influéncia de fatores ambientais em células saudaveis pode acarretar estas mutacoes,
resultando na formacéao tumoral (SCHAEFER; SERRANO, 2016).

Tumores nas glandulas mamarias caninas representam a neoplasia mais comum em
cadelas (DUTRA et al., 2004). Este tipo de tumores em cadelas é muito semelhante quanto
ao comportamento biol6gico, resposta a agentes citotdxicos e caracteristicas histologicas
comparadas aos tumores apresentados em humanos, mas sua taxa de incidéncia é trés vezes
maior que em mulheres (MOE, 2001). Esta alta incidéncia resulta, em parte, da
estimulacdo de hormonios sexuais na glandula mamaria de cadelas e mulheres que sdo
expostos a eles ao longo de sua vida reprodutiva (FARHAT et al., 2011). Essa hipotese €
apoiada pela expressdo de receptores de estrogénio e progesterona; sendo possivel que eles
atuem como fatores promotores, estimulando a proliferacdo celular, mas ndo agindo como
fatores iniciadores. No entanto, quando atuando juntos em combinacdo com outros fatores
como fatores ambientais e epigenéticos em diferentes fases da formacdo do tumor, €
possivel que eles desempenhem um papel determinante na formacgéo tumoral (MISAWA,;
INOUE, 2015).

Entre os tumores de mama, podemos destacar o carcinoma inflamatério mamario,
como a neoplasia mais agressiva encontrada, acometendo tanto mulheres quanto cadelas
(PENA et al., 2003). O cancer de mama inflamatdrio é uma patologia caracterizada pela
rapida progressao. Embora este tipo de cancer seja menos frequente, representando apenas
2% a 4% do total de cancer de mama nos EUA, ele apresenta a maior taxa de mortalidade
(WOLBANK et al., 2017). Atualmente, o carcinoma mamario triplo negativo continua a
ser um grande desafio para a medicina humana e veterinaria em termos de diagnostico e
tratamento (YAO et al., 2017). Caceres et al. (2015) estabeleceram a primeira linhagem de
células de carcinoma inflamatério mamario canino (IPC-366) com um fenoétipo epitelial e
expressao tripla negativa para ER (receptor de estrogénio), PR (receptor de progesterona) e
HER-2 (fator de crescimento epidérmico humano Receptor 2). Esta nova linha celular
estabelecida também mantém as mesmas caracteristicas in vivo e exibe propriedades de
mimetismo vasculogénico in vitro e in vivo.

Normalmente, o tratamento do cancer mamario na espécie canina baseia-se na

cirurgia para remoc¢édo do tumor e da cadeia mamaria, seguido da quimioterapia adjuvante,
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que ¢é realizada apds tratamento cirurgico, para erradicar possiveis metéastases, aumentando
a sobrevida do animal (RUTTEMAN et al., 2001). No entanto, este tratamento é
contraindicado em casos de carcinoma inflamatério, devido ao extenso envolvimento
cutaneo e sua associacdo com coagulopatias (SUSANECK et al., 1983). No entanto, a
quimioterapia convencional sozinha ndo causa efeitos efetivos. Autores tém estudado
tratamentos alternativos para o carcinoma inflamat6rio mamario canino, como a associacgao
do farmaco doxorrubicina ao peroxicam (MARCONATO et al., 2009). Muitos outros
agentes estdo sendo usados em outros tipos de tumores, como a associacao de células-
tronco, que podem reduzir o tamanho do tumor ou prolongar a sobrevivéncia do organismo
(MOMIN et al., 2010).

Recentemente, tem havido um interesse crescente em estudos com células-tronco,
especificamente células-tronco fetais. Essas células tém grande capacidade de proliferacdo
e expansdo in vitro (FERNANDES et al., 2012). Além disso, devido ao fato de serem
encontrados na interface materna fetal, sdo imunologicamente toleraveis, tornando-se uma
fonte interessante para uso em transplantes e em terapia celular. Véarios estudos de
transplante e enxerto foram realizados com membrana amnio6tica humana a termo e seus
resultados demonstraram que essas células ndo causam resposta imune (WOLBANK et al.,
2007). Essa imunogenicidade pode ser explicada pelas propriedades imunomoduladoras
que as membranas fetais possuem, por estarem envolvidas na manutencdo e tolerancia
materno-fetal (PAROLINI, 2008). Diversos mecanismos auxiliam nessas caracteristicas,
tais como: a funcdo da membrana amnidtica em secretar proteinas anti-inflamatérias e sua
atividade pré-apoptdtica que promove a apoptose de leucécitos (ZHOU et al., 2003).

Devido a esses fatos, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de células-
tronco da membrana amnidtica em associacdo com tratamento quimioterapico no

carcinoma inflamat6rio mamario canino.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Cultura Celular da Linhagem de Células de Carcinoma Inflamatério Mamario
Canino (IPC-366)

A linhagem celular IPC-366 foi obtida do Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Complutense de Madrid, sendo anteriormente

caracterizada por Caceres et al. (2015). As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s
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Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12) (Sigma-Aldrich,
D6421) suplementado com 5% soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, 12103C), 1%
penincilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, P0781) e 1% L-glutamina (Sigma-Aldrich,
G7513). As células foram mantidas em garrafas 25 cm? em estufa controlada a 37 °C, com

umidade relativa de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO..

6.2.2. Cultura Celular das Células-Tronco da Membrana Amni6tica Canina (AMC)

As células-tronco da membrana amniética canina (AMC) foram obtidas em
campanha de castracdo através da coleta do Utero gestante durante o procedimento de
histerectomia. O procedimento foi aprovado pela comissdo de ética em uso animal
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo,
FMVZ-USP (9077100215). O isolamento celular foi realizado de acordo com Uranio et al.
(2011) e Park et al. (2012). Estas células foram previamente caracterizadas por Borghesi et
al. (submetido). As células AMC foram mantidas no mesmo meio e condic¢des de cultura

das células IPC-366, como descrito acima.

6.2.3. Ensaio de Interacdo Através de Cocultura Celular

Para o ensaio de interacdo por cocultura, as células foram plaqueadas em placas
de seis pocos transwell (CORNING Inc, NY, EUA). As células AMC (3x10* células)
foram plaqueadas no compartimento superior de transwell, enquanto as células IPC-366
(5x10* células) foram plaqueadas no compartimento inferior. Os tratamentos foram
realizados por 24, 48 e 72 horas e divididos em trés grupos experimentais: Grupo | (GI):
IPC-366 tratado com doxorrubicina, Grupo Il (Gll): IPC-366 tratado com AMC; e grupo
11 (GlII): IPC-366 tratado com a associacdo de doxorrubicina e AMC. Um grupo de
controle de células IPC-366 sem tratamento foi utilizado em todos o0s experimentos.

6.2.4. Determinacdo da Dosagem de Doxorrubicina

Para determinagéo da concentracdo ideal de doxorrubicina (Sigma-Aldrich, D1515)
a ser utilizada. A linhagem celular IPC-366 foi exposta a diferentes concentragdes, sendo
estas: 1, 2, 5 e 10 pg/mL. Para analise foi realizado o teste de viabilidade celular através da

técnica de ensaio de avaliagdo do metabolismo celular pelo método colorimétrico (MTT).
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6.2.5. Ensaio de Metabolismo Celular (MTT)

Foram plagueadas 1x103 células de IPC-366 por poco em placa de 96 pogos e ap0s
sua aderéncia foram adicionados diferentes concentracdes de doxorrubicina e apds 24, 48 e
72 horas foram realizadas as analises. Em cada dia de experimento, 0 meio de cultura foi
removido, e em seguido adicionado 10 pl de solugdo de MTT (Sigma-Aldrich, M5655) e
incubado por 2 horas a 37°C protegida da luz. Apés esse periodo foi retirado a solucdo de
MTT e adicionado 100 pl de DMSO (Dimetilsulfoxido) (Sigma-Aldrich, M5655) e
incubado por mais 1 hora em temperatura ambiente protegido da luz. Em seguida, a leitura
foi realizada em espectrofotometro (MQuant— Bio Tek Instruments, VT, USA) no

comprimento de onda de 490 nm.

6.2.6. Analise Morfoldgica

Para a analise morfoldgica, as células foram observadas em um microscopio
invertido (NIKON ECLIPSE TS-100) todos os dias de tratamento, a fim de verificar as
alteragBes morfologicas.

6.2.7. Curva de Crescimento

Células de IPC-366 (3x10* células) foram cultivadas em placas de 6 pocos (Sigma-
Aldrich, CLS3335) e tratadas durante 72 horas. A cada 24 horas, 3 pocos de cada
tratamento e 3 pocos de controle foram contados com azul de tripan para avaliar o

crescimento celular.

6.2.8. Ciclo Celular

Para andlise do ciclo celular, as células foram tratadas e posteriormente lavadas
com tampdo fosfato salino (PBS), fixadas em etanol a 70% a 4 °C. Em seguida, as células
foram tratadas com 40 mg/mL de iodeto de propidio (PI), 100 pug/ mL (RNase A, Sigma-
Aldrich) e as amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSAriall Cell Sorter

(Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA) e analisado pelo software Modfit 2.9.
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6.2.9. Citometria de Fluxo

As células foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em PBSA na
concentracdo de 1 x 10° células/mL e incubadas com anticorpos primarios (diluicdo de
1:100) por 30 minutos a 4°C. Apoés este periodo as células foram incubadas com o
anticorpo secundario (diluicdo 1:500) por 30 minutos a 4°C. Apds a incubacdo, as células
foram lavadas e analisadas por citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San
Jose, Califdrnia, USA). O citémetro de fluxo foi calibrado utilizando células ndo marcadas
e células marcadas apenas com o anticorpo secundario inespecifico. Para cada amostra,
foram contados 10000 eventos. Os anticorpos primarios utilizados foram: Anti-VEGF
(ab1316, Abcam, Cambridge, UK), Anti-PCNA-3 (sc-46, Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Europe), Anti-progesterona receptor (ab-2764, Abcam, Cambridge, UK), anti-estrogeno
receptor (ab2746, Abcam, Cambridge, UK), anti-TGF-B (sc-146, Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europe) e anti-IL-10 (MCA2111B, AbD Serotec, Califérnia, USA).
Os anticorpos secundarios utilizados foram anti-mouse (ab150115, Abcam, Cambridge,
UK) e anti-rabbit (ab150079, Abcam, Cambridge, UK).

6.2.10. Andlise dos Hormonios Esteroides

O meio de cultura de células controle e de células tratadas foram coletadas e
congeladas a -20 °C para analise hormonal. Os niveis de hormdnios foram medidos através
do ensaio imunoenziméatico (EIA), previamente validado por lllera et al. (2016). Os
horménios esterdides testados foram: Sulfato de estrona (SO4E1: ab R522-2), estradiol
(E2: C6E91), androstenediona (A4: ab C9111), testosterona (T: R156), di-
hidrotestosterona (DHT: C1D4), desidroepiandrosterona (DHEA: C9411), progesterona
(P4: C914) e pregnenolona (P5: C1P53). Todos os anticorpos foram desenvolvidos no
Departamento de Fisiologia Animal (UCM, Espanha). Todas as concentracGes hormonais

foram expressas em ng/mL.
6.2.11 Analise Estatistica
Os resultados obtidos da anélise de MTT e da curva de crescimento foram

submetidos ao teste ANOVA one-way, ja 0s resultados de analise hormonal foram

submetidos a0 ANOVA two-way. O pos-teste de Bonferroni foi utilizado em ambas
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andlises. Para as analises, o software utilizado foi o Graph Pad Prism versdao 5.0.
Diferencas estatisticamente significantes foram consideradas quando p <0,05.

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Efeito da Doxorrubicina no Metabolismo Celular de Células IPC-366

Para estabelecimento da dosagem quimioterapica ideal em células IPC-366, foram
testadas concentragdes distintas de doxorrubicina (1, 2, 5 e 10 pg/mL) pelo método
colorimétrico de MTT. Em todos os tempos (24, 48 e 72 horas), observamos que houve
reducdo no metabolismo das células em todas as concentracBes em relacdo ao controle.
Porém apenas a partir de 48 horas observamos uma redugdo maior na concentragdo de 10
pHg/mL em relacdo as de 1 e 2 pg/mL. Sendo assim, a dose 10 pug/mL apresentou a maior
eficacia no tratamento do IPC-366, com reducdo de 22,76% ap0s 24 horas, 50,76% as 48
horas e 71,64% as 72 horas. Portanto, a dosagem de 10 pg/mL foi escolhida para ser usada

durante o tratamento (Figura 1 A-C).

6.3.2. Andlise da Curva de Crescimento

O crescimento celular foi observado atraves da curva de crescimento. O grupo | e 0
I11, apresentaram similaridade em seu crescimento, onde as células tratadas apresentaram
um crescimento linear até 48 horas, ap6s esse periodo, ocorreu uma queda em seu
crescimento. Ja o grupo Il apresentou um crescimento continuo, contudo
siginificativamente menor que as células controle. Em todos os grupos é evidente a
diferenca do crescimento das células controle (IPC-366 sem tratamento) em relacdo aos
grupos tratados, sendo que estes demostraram uma diminuicéo significativa do crescimento
(Figura 1D).
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Figura 1: Analise de MTT e curva de crescimento.
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Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: [A], [B] e [C] células IPC-366 tratadas com doxorrubicina em distintas concentragdes (1, 2,5, 10
pug/mL) por 24, 48 e 72 horas, respectivamente. Em [D] curva de crescimento de células controle e células
tratadas com doxorrubicina (10 pg/mL) e células AMC em 24, 48 e 72 horas. Asteriscos (* p<0.001; **
p<0.01; *p<0.05). Letras diferentes (a, b, ¢) apresentam diferencas estatisticas.

6.3.3. Analise Morfoldgica

Alteracdes morfoldgicas nas células durante os diferentes tratamentos também
foram observadas. Analisando as células controles durante o periodo de 72horas foi
observado a permanecia do formato epitelial e uma confluéncia com aspecto de células
entrelacadas as quais formavam um aglomerado celular (Figura 2A-C). Nos grupos
tratados observamos resultados distintos, no grupo I com 24 horas 0 mesmo formato
epitelial foi verificado, porém a partir de 48 horas as células perdem o seu formato original
passando a ter um formato arredondado e irregular (Figura 2D-F). No grupo Il, durante
todo tratamento as células mantiveram sua morfologia epitelial com as mesmas
caracteristicas das celulas controle (Figura 2G-1). E no grupo Il a partir de 48 horas apenas

algumas células comecaram a perder sua morfologia original, diferindo do grupo | que
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praticamente todas as células perderam seu formato original apresentando um formato

irregular (Figura 2J-L).
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Figura 2: Analise morfoldgica de células IPC-366 durante 72 horas de tratamento
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Fonte: Boghesi (209).
Legenda: [A-C] Células controle IPC-366, [D-F] IPC-366 tratado com DOXO, [G-I] IPC-366 tratado com
AMC e [J-L] IPC-366 tratado com AMC e DOXO.
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Pelas analises do ciclo celular foi possivel determinar qual fase do ciclo as células

estavam em cada tratamento. No grupo I, a maioria das células encontrava-se na fase GO /
G1 (interfase celular) (44,42%, 77,07% e 43,54% em 24, 48 e 72 horas, respectivamente.

No grupo Il, as células apresentaram picos distintos em cada tempo de tratamento, sendo

que com 24 horas o maior nimero de células expressas estavam em G2 / M (56,14%), 48
horas na fase S (55,14%) e 72 horas na fase GO / G1 (75,60%). No grupo Ill, as 24 horas
as células estavam em G2 / M (50,45%), as 48 horas a maior populagdo estava em GO / G1
(48,88%) e as 72 horas na fase S (58,02%) (Figura 3).

Figura 3: Analise do ciclo celular de células IPC-366.
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Legenda: [A-C] Andlise do ciclo celular as 24, 48 e 72 horas, mostrando a fase de interfase (GO \ G1), a fase
de replicacdo do DNA (S) e de divisédo celular (G2M).
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6.3.5. Citometria de Fluxo

A expressao das proteinas apresentadas nas células IPC-366 ap0s os tratamentos foi
determinada por analise de citometria de fluxo. Quanto a expressdao do receptor de
progesterona, observou-se que as células controle apresentaram baixa expressao (3,78%).
No entanto, os grupos | e Il, apds os tratamentos, obtiveram uma reducdo ainda maior
(0,026% e 0,63%, respectivamente), em contraste com o grupo Ill, que apesar de ter
apresentado baixa marcacdo, apresentou um aumento de expressao (5,21%) em relacao aos
demais grupos (Figura 4A). Quanto aos niveis de receptor de estrégeno o controle
apresentou também baixa expressao (4,67%), no entanto, no grupo | houve uma queda
ainda maior nos niveis de expressao (0,026%). Por outro lado, no grupo Il houve um
aumento de 2,4 vezes em seus valores (11,26%) quando comparado ao controle; e no grupo
I11 as células voltaram a expressar a proteina estrogénica (27,1%) (Figura 4B).

Em relacdo a expressdo do VEGF, as células controle apresentaram altos niveis de
expressao (79,9%) e nos grupos tratados, observou-se reducdo de 22,8%, 30,4% e 66,1%
nos grupos I, 1l e Ill, respectivamente (Figura 4C). Avaliou-se também a expressdo de
PCNA. E os resultados revelaram alta expressdo no controle (86,2%) e no grupo Il
(65,4%). No entanto, no grupo | (28,5%) e no grupo Il (45,6%) houve uma queda
significativa nesses valores (Figura 4D).

A interleucina IL-10 foi expressa no grupo controle (30,6%), assim como no grupo
11 (28,1%), diferindo do grupo I (2,45%) e grupo 111 (5,26%), os quais ndo foram expressos
(Figura 4E). E por fim, o TGF-f também foi analisado e os resultados mostraram baixa
expressao nas células controle (11,5%), porém no grupo | (0,14%) e no grupo Il (1,38%)
houve uma grande reducdo em relacdo ao controle, enquanto no grupo Il a expressao de
TGF-p foi maior que no controle (25,5%) (Figura 4F).
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Figura 4: Analise de citometria de fluxo em células IPC-366 controle e tratadas.
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Fonte: Borghesi (2019).
Legenda: Células controle e tratadas com DOXO, AMC e DOXO + AMC. [A] RE (receptor de
progesterona), [B] RE (receptor de estrogéno), [C] VEGF, [D] PCNA-3, [E] IL-10, [F] TGF-B.

6.3.6. ConcentracGes de Hormonio Esterdide no Meio de Cultura

Os niveis hormonais dos esterdides apresentados no meio de cultura das células
tratadas com IPC-366 foram analisados por ELISA. No grupo | foi possivel observar um
aumento significativo (p <0,05) nos niveis de P4, A4, E2 e SO4EL, e uma redugdo nos
niveis de DHEA e DHT (p <0,05) em relagéo ao grupo controle. No grupo II, um aumento
significativo (p <0,05) foi observado apenas nos niveis de P4 e DHT, mostrando que o
tratamento ndo foi suficiente para causar alteragbes nas concentracbes de hormonios
esteroides. Finalmente, o tratamento no grupo Il reduziu significativamente (p <0,05) os
androgenos DHEA e DHT, enquanto houve um aumento nos niveis de estrogénio (p <0,05)
E2 e SO4EL1 (Figura 5).
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Figura 5: Niveis de hormdnios ester6ides em meio de cultura de células IPC-366 controle e tratadas.
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Legenda: Os graficos mostraram concentragcdes hormonais de pregnenolona (P5) [A], progesterona (P4) [B],
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(T) [F], estradiol (E2) [G] e sulfato de estrona (SO4E1) [H] durante o periodo de tratamento (24, 48 e 72
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periodo de tratamento. Asteriscos (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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6.4. DISCUSSAO

Um dos agentes quimioterapicos mais eficazes usados no tratamento de tumores
hematoldgicos e solidos é a doxorrubicina (BUTANY et al., 2009). No entanto, muitos
tipos de tumores exibem resisténcia a multiplos farmacos, o que pode levar a uma
diminuicdo da sua eficacia apds uma resposta inicial favoravel (GIANNI et al., 2008). Em
nossos resultados in vitro, verificamos que a dosagem ideal de doxorrubicina foi de 10
pg/mL para tratar as células IPC-366, resultando em uma reducdo na proliferacdo e
crescimento celular de até 71,64% em 72 horas de tratamento. Esta mesma dosagem foi
utilizada para tratar a linhagem celular de adenocarcinoma triplo negativo MDA-MB-231,
onde a doxorrubicina causou uma reducdo de 50% do crescimento em 24 horas (LI et al.,
2015), demonstrando menor resisténcia ao farmaco quando comparado a linhagem IPC-
366 que em 24 horas demonstrou uma reducdo de crescimento de apenas 22,76%. No
entanto, as celulas IPC-366 ja foram descritas como uma linhagem de células tumorais
agressivas (CACERES et al., 2015), porém a doxorrubicina conseguiu causar uma reducéao
no crescimento celular, demonstrando que esta droga pode fornecer uma atividade
antitumoral efetiva no céncer mamaério canino. Contudo, atualmente a resisténcia a
quimioterapia representa 0 maior obstaculo para o sucesso no tratamento de cancer de
mama em humanos e cées (SMITH; MURPHY, 1994).

As células-controle IPC-366 apresentaram uma morfologia epitelial, conforme
descrito por Caceres et al., (2015). Neste trabalho, durante o tratamento com células AMC,
foi possivel verificar que, apesar de todos os fatores liberados pela AMC, estes nao
influenciaram em sua morfologia celular, no entanto, ap6s o tratamento com doxorrubicina
as mesmas apresentaram alteracGes celulares como ruptura da membrana celular e formato
arredondado, indicando apoptose celular. Isso estd de acordo com outros estudos que
testaram o efeito dessa droga em células tumorais (ANIOGO et al., 2017).

As células tumorais, incluindo as células de cancer de mama séo caracterizadas por
exibir um crescimento e proliferacdo celular descontrolado. Uuma maneira de julgar a
eficacia dos tratamentos anticancerigenos € pela sua capacidade de prender o ciclo celular
(SHERR, 1996; HANAHAN; WEINBERG, 2011). A doxorrubicina é um agente nao
especifico do ciclo celular, atuando nas fases de divisdo e repouso. No entanto, sua
principal acdo citotoxica é observada durante a fase S do ciclo celular, alterando a estrutura
do DNA e produzindo radicais livres que ajudam no combater do cancer (RODASKI; DE

NARDI, 2004). Estes efeitos foram encontrados neste estudo para os grupos | e 111, onde a
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maioria das células foi encontrada na fase S apds 72 horas de tratamento com
doxorrubicina. No entanto, no grupo Il, o tratamento com AMC, verificou-se que as
células estavam na fase GO / G1. Isso pode ser explicado pela secrecdo de citocinas
liberadas pelas celulas-tronco mesenquimais. Essas citocinas sdo capazes de induzir a
parada do ciclo celular das células tumorais (COUSIN et al., 2009).

Os hormonios esterdides sexuais, especialmente os estrogénios, desempenham um
papel fundamental na carcinogénese mamaria em mamiferos, inclusive em cadelas (SILVA
et al., 2004). Um importante preditor para o cancer de mama € a avaliacdo do perfil de
expressdo do receptor de estrogénio (ER) e progesterona (PR), que permite ao médico
prever as respostas do cancer de mama ao tratamento (THORPE, 1982). No tumor, se for
observada maior expressdo de ER e RP, ha maior probabilidade de resposta a terapia
hormonal (HAWKINS, 2000). Portanto, a taxa de resposta ao tratamento de pacientes
classificados como ER (-) e PR (-) € de apenas 10%. Esta taxa aumenta para 40%
(REINER et al., 1990) em pacientes com ER (+) e PR (-). Células IPC-366 foram
caracterizadas como negativas para expressao de receptores de estrogénio e progesterona, e
apos tratamento com doxorrubicina associada a célula AMC (grupo I11), foi evidenciada
uma reversdo em sua expressdo. As células retornaram um fenotipo positivo para o
receptor de estrogénio, expressando o percentual de 27,1%, e permaneceram negativas para
0 receptor de progesterona com um percentual de 5,21%.

Além dos receptores hormonais, outras proteinas também foram avaliadas, como o
VEGF envolvido na angiogénese tumoral. Os resultados mostraram uma menor taxa de
expressdo no tratamento com doxorrubicina demonstrando um efeito benéfico do
quimioterapico. A inibicio do VEGF reduz a anormalidade dos vasos e aumenta a
permeabilidade do tumor a quimioterapia (FERRARA et al., 2003). Essa reducdo também
foi observada para a proteina PCNA que foi altamente expressa na linhagem IPC-366 e,
apos todos os tratamentos, foi observada uma reducdo significativa em sua expressdo. Essa
reducdo na expressdao de PCNA com o tratamento com doxorrubicina pode ser explicada
devido ao seu papel na inibi¢do da topoisomerase Il, que induz a quebra de DNA, inibindo
sua replicacdo (LEHMANN et al., 2003). Como as células derivadas da membrana
amnidtica tém um efeito antiproliferativo, ela pode interromper o ciclo celular na fase GO /
G1 por fatores desconhecidos (MAGATTI et al., 2002). Esses fatores produzidos pelas
células-tronco amnioticas podem regular a expressdo das proteinas das células cancerosas
associadas ao ciclo celular, como a quinase dependente de ciclina (CDK2, CDK4, CDKG6)

e ciclinas (ciclina D2, ciclina E1, ciclina H).



121

Nossas analises mostraram que a menor expressdo da interleucina 1L-10 ocorreu
quando a doxorrubicina foi usada, associada ou ndo as células AMC. Este farmaco
contribuiu para a reducdo da resposta inflamatdria e imunossupressora, promovendo um
microambiente favoravel para a resposta imune aos tumores. Isso estd de acordo com
Nugroho et al. (2012), que verificaram os efeitos imunossupressores da doxorrubicina.

Outra molécula envolvida nas vias de sinalizacdo do cancer de mama é o TGF-B,
que pode induzir a transicéo epitelial-mesenquimal e sua expressdo pode ser influenciada
negativamente pelos niveis de estrogénio. O ER-alfa inibe a sinalizacdo de TGF-beta,
diminuindo os niveis de proteina Smad. Altos niveis de estrogénio podem suprimir os
niveis de TGF-B (PAPAGEORGIS, 2015). Isso também pode ser observado em nossos
tratamentos, uma vez que os grupos | e Il, que ndo apresentaram expressdo estrogénica,
também estavam ausentes para o TGF-pB, diferentemente do grupo III que apresentou
expressao para estrogénio e, consequentemente, para TGF-p.

Por outro lado, a atividade normal das células normais depende da perfeita
integracdo entre suas vias metabolicas, que é controlada principalmente pelos hormonios
esteroides (GUYTON, 1991). Os horménios esteroides, entre outros fatores, induzem ou
promovem a carcinogénese, estimulando a proliferacdo celular (HENDERSON;
FEIGELSON 2000). Sabe-se que existem duas vias esteroidogénicas para a producdo de
hormdnios esteroides, ambos apresentando o colesterol como uma molécula precursora
(MIZRACHI; AUCHUS, 2009). Primeiro, o colesterol é convertido em P5, que é o
primeiro horménio da cascata esteroide e precursor dos horménios DHEA e P4. Em uma
das vias esteroidogénicas, os androgénios sdo formados a partir da conversdo de P5 em
DHEA, que vai liderar a formacéo de A4. Na outra via, P5 € inicialmente convertido em
P4, que é consequentemente convertido em A4, um precursor de androgeno. A primeira via
¢ conhecida como via A5, enquanto a segunda via ¢ chamada de via A4 (NGUYEN et al.,
2012). A4 pode ser convertido em T, que é o hormonio precursor do DHT. No entanto, o
A4 pode ser diretamente convertido em estrogenos pela conversdo de A4 em estrona (E1) e
subsequentemente em SO4E1. Finalmente, a testosterona também pode dar origem a
estrogenos, resultando na producdo de E2 (SECKY et al., 2013). Portanto, as células
neoplasicas podem sofrer um desequilibrio nas vias esteroidogénicas, por isso, a producao
de horménios € um dos alvos das terapias para o tratamento de varias neoplasias,
principalmente o cancer de mama (AHMAD; KUMAR, 2011; AFRICANDER,;
STORBECK, 2018). Por esse motivo, nosso estudo avaliou a interferéncia dos tratamentos

realizados nos niveis dos principais hormoénios esteroides.
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No grupo |, tratado com doxorrubicina, observamos que ndo houve interferéncia na
via de estrogénio, uma vez que os niveis de E2 e SO4E1 foram aumentados no final do
periodo de tratamento. No entanto, 0 DHEA estava em niveis baixos, indicando inibicéo da
via A5, que é a via esteroidogénica preferida no carcinoma inflamatério de mama
(MCNAMARA; SASANO, 2015). Outros estudos in vitro também mediram esses
hormdénios apos o tratamento com inibidores de andrgenos, com resultados semelhantes
ao nosso tratamento com doxorrubicina, escolhendo a via A5 (CACERES et al., 2018).
Relacionando os resultados obtidos na analise hormonal, onde verifica-se a presenca de
producdo de estrogeno, com os dados obtidos na analise de citometria de fluxo no qual
verificou-se a auséncia de receptores de estrogenos, podemos inferir que apesar de 0s
horménios conseguirem entrar nas células através de sua membrana (Cooper, 2000) estes
podem estar acumulados no meio, podendo néo ter efeitos funcionais nas células IPC-366.
Os receptores de hormonios esterdides dependem de fatores intracelulares de transcricdo
que medeiam suas agdes biologicas (SCARPIN et al., 2009).Além disso, 0s receptores sdo
responsaveis pela transducédo de sinalizacdo hormonal para os genes-alvo, interagindo com
sequéncias de DNA especificas e varias proteinas reguladoras, incluindo ativadores ou co-
repressores (AHMAD; KUMAR, 2011). Portanto, a auséncia da expressdo do receptor
causa a continuidade da malignidade nesse tipo de carcinoma.

No grupo Il, o tratamento com AMC néo interferiu em todas as etapas do
metabolismo esteroidogénico das células IPC-366. Os resultados sugerem que a reducédo de
P5 pode ter ocorrido devido a sua conversdo total em progesterona apos as primeiras 48
horas de tratamento. Resultados semelhantes foram observados com os niveis de T, que
foram reduzidos drasticamente apds 24 horas de tratamento sendo totalmente convertidos
em DHT. Esse acimulo de DHT pode sugerir que o tratamento com AMC pode ser eficaz
na reducdo da proliferacdo de células tumorais de cancer de mama, ja que este é o
androgénio mais potente para essa funcdo, isto também pode ser visto na linhagem celular
de cancer de mama MCF-7 (MACEDO et al., 2006).

Finalmente, no grupo Ill (associacdo de doxorrubicina e AMC), o efeito do
tratamento ndo alterou significativamente os niveis dos hormoénios da via A4,
provavelmente devido a baixa disponibilidade de P5 como substrato. Os niveis de DHEA
sofreram uma reducéo significativa, como ocorreu no grupo I, o que nos leva a supor que 0
AMC exerceu um efeito modulador na producdo hormonal da via A4 (Figura 6). Além
disso, com este tratamento observamos um aumento nos niveis hormonais de estrégenos

(E2 e SO4E1) assim como em Seus receptores, 0s quais voltaram a serem expressos
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quando analisados por citometria. Portanto a associacdo de doxorrubicina com células
AMC demostraram ser um tratamento efetivo para a reversédo da malignidade tumoral, uma
vez que, estes voltam a ser responsivos ao estrégeno possibilitando o desenvolvimento de

novas terapias com tratamento hormonal.

Figura 6: Esquema dos principais efeitos do tratamento com doxorrubicina (DOXO) e células da membrana
amnidtica canina (AMC) em células IPC-366.
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Fonte: Borghesi (2019).
Legenda: A proliferacdo das células IPC-366 poderia ser estimulada pelo antigeno nuclear de proliferacéo

celular (PCNA), que era inibido pelo tratamento da associagdo DOXO + AMC. A proliferacéo celular ainda é
influenciada por outros fatores, como o TGF-B. Podemos observar que a associagdo DOXO + AMC
promoveu um aumento dessa proteina, o que levou a uma diminuicdo na proliferacdo celular. Devido a alta
taxa de proliferacdo celular da IPC-366, as chances de formacao de novos vasos (angiogénese) encontravam-
se aumentadas e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) foi um estimulador desse processo.
Quando as células foram tratadas com a combinacdo de DOXO + AMC, foi possivel observar uma
diminuigdo nos niveis de VEGF, o que pode contribuir para uma menor chance de metastase. A resposta
imune é essencial para a supressdo do crescimento do tumor; entretanto, a interleucina-10 (IL-10), além de
ser uma citocina anti-inflamatdria, também esta relacionada ao "mascaramento” dessa resposta, dificultando

0 processo de reconhecimento. Observamos que, apos o tratamento com DOXO + AMC, houve diminuicéo
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dos niveis de IL-10, o que pode permitir que as células tumorais sejam reconhecidas pelos componentes do
sistema imune além de diminuir o processo inflamatério. A progressao tumoral esta relacionada ainda com o
controle do ciclo celular, que é dividido em trés fases: GO/ G1, Se G2/ M. Apds o tratamento com DOXO +
AMC houve um aumento de células na fase G1 / GO e diminuicdo na fase G2 / M, devido a uma reducdo na
duplicacdo celular. Além disso, os hormdnios esterodides, sdo capazes de estimular a progressdo do cancer de
mama e, portanto, sdo indispensaveis para a avaliagdo das etapas das vias estereodigénicas. Ap0Os 0
tratamento com a associacdo de DOXO+AMC, houve reducdo nos niveis de P5, DHEA e DHT, enquanto
houve aumento de E2 e SO4E1. Observamos também que houve um aumento na expressao do receptor de
estrogénio (ER), que pode ser usado como um alvo terapéutico. Setas e tratamentos (DOXO + AMC) em
vermelho indicam a inibicdo enquanto o verde indica o estimulo. P4: progesterona; A4: androstenediona; E1:

estrone

6.5. CONCLUSAO

A associacdo de células de doxorrubicina e AMC demonstrou, pela primeira vez,
ser um tratamento alternativo e efetivo para tumores triplo-negativos, pois encontramos um
aumento nos receptores de estrogénio, obtendo células que podem ser suscetiveis a terapia

antiestrogénica, permitindo a aplicacdo da terapia hormonal nestes tumores.
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7. Artigo V — Interacdo entre Células-Tronco de Membrana Amniotica Canina e

Carcinoma Sélido Mamario Canino in vitro
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Adriana Raquel de Almeida da Anunciacdo?, Rafael Gongalves Hayashi!, Maria Angélica Miglino?, Phelipe
Oliveira Favaront, Ana Claudia Oliveira Carreiral2

1Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo
(FMVZ-USP), Séo Paulo, Brasil;

2NUCEL (Centro de Terapia Celular e Molecular) Faculdade de Medicina, Departamento de Medicina
Interna, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil.

RESUMO: O cancer é considerado a principal causa de morte entre 0s animais de
estimacdes, sendo que os tumores em glandulas mamaria representam o tumor maligno
mais comum entre as cadelas. Em relacdo aos tratamentos, muitas vezes é necessaria a
utilizacdo da quimioterapia para erradicar metastases, no entanto, a maioria dos tumores
caninos € apenas moderadamente sensivel a quimioterapia. Nesse contexto, o atual cenario
favorece ensaios terapéuticos pré-clinicos e pesquisas voltadas para novos tratamentos
anti-cancer. Nesse sentido, o uso de células-tronco amniéticas tem se destacado neste
campo. Assim, objetivou avaliar a eficacia do tratamento de células-tronco amniotica
canina (AMC) e doxorrubicina (DOXO) estando estes ou ndo associados sobre células de
carcinoma so6lido mamaério canino (TCM) in vitro. Para isso, quatro grupos experimentais
foram analisados: grupo controle sem tratamento; grupo | com DOXO, grupo Il com AMC
e grupo Il associacdo de DOXO com AMC. Nossos resultados demostraram que tanto o
grupo DOXO, quanto o grupo associagdo DOXO com AMC obtiveram uma reducdo na
atividade de seu metabolismo e de seu crescimento celular. Contudo o grupo AMC
demostrou um aumento na atividade do metabolismo celular das células tumorais, porém
com uma reducdo em seu crecimento celular comparada ao controle. Verificamos também,
que as ceélulas controle se encontravam predominantemente na fase S do ciclo celular. E
apos todos os tratamentos as celulas se encontraram na fase de repouso GO/G1. Em relagédo
a andlise de proliferacdo verificamos que as células controle apresentam capacidade
proliferativa em 24, 48 e 72 horas, contudo apds as 48 horas de tratamentos as mesmas
deixam de proliferar. Sendo assim, concluimos que o tratamento com células AMC sendo
esta ou ndo associada a doxorrubicina possui a capacidade de prender as células no ciclo
celular na fase de repouso fazendo com que as mesmas apresentem reducdo em seu
crescimento e proliferacédo celular.

Palavras-chave: células-tronco; ciclo celular, membrana amniética; tumor mamario.
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7.1. INTRODUCAO

O cancer ¢ considerado a principal causa de morte entre os animais de estimacdes
(WITHROW, 2001), sendo que os tumores em glandulas mamaria representam o tumor
maligno mais comum entre as cadelas (MOULTON, 1978; DAVIDSON, 2003; DUTRA et
al., 2004; EGENVALL et al., 2005), com uma incidéncia anual estimada de 182 casos a
cada 100.000 cadelas (MERLO et al., 2008).

Pesquisas tem crescido nos ultimos anos sobre tumores mamarios caninos, ndo so
por causa do aumento da taxa de diagndsticos em medicina veterindria (LANA et al.,
2007), mas também porque esses tumores representam modelos valiosos para o cancer de
mama humano (SORENMO et al., 2009; UVA et al., 2009). Isso se deve a sua incidéncia,
semelhanca na idade relativa de inicio, fatores de riscos e padrdo metastatico (VAIL;
MACEWEN, 2000; RIVERA; VON EULER, 2011).

Em relacdo aos tratamentos, a cirurgia é eleita como o principal método para o
cancer de mama na espécie canina, contudo muitas vezes € necessaria a utilizacdo da
quimioterapia para erradicar metastases ou recidiva tumoral (RUTTEMAN et al., 2001).
No entanto, a maioria dos tumores caninos € apenas moderadamente sensivel a
quimioterapia (SHARMA et al., 2018) e, devido a isso, a quimioterapia adjuvante nédo
melhora significativamente a sobrevida de cdes com cancer de mama invasivo avangado
(TRAN et al., 2016). Além desses tratamentos convencionais existe ainda a
hormonioterapia, mas que estd associada a efeitos adversos em cées (TAVARES et al.,
2010). Desta forma, a maioria dos cdes acaba se beneficiando apenas da mastoctemia,
muitas vezes associado a ovariohistorectomia (KRISTIANSEN et al., 2015). Nesse
contexto, o atual cenario favorece ensaios terapéuticos pré-clinicos e pesquisas voltadas
para novos tratamentos anti-cancer (NGUYEN et al., 2018).

Sendo assim, nos Gltimos anos, novas abordagens terapéuticas tem sido estudas e
utilizadas para o tratamento de diferentes tipos tumorais. Nesse sentido, o uso de células-
tronco amnioticas tem se destacado neste campo. Estudo realizado por Kang et al. (2012),
demostrou que células de membrana amniotica sdo capazes de inibir o crescimento tumoral
quando transplantadas em camundongos com cancer de mama. Alem disso, Mamede et al.
(2014), mostraram que proteinas extraidas de membrana amnidtica humana foram capazes
de inibir em até 50% a atividade metabdlica de diferentes tipos de céancer, dentre eles

cancer de prostata, mama e pancreas.
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Este efeito das células-tronco amnidticas em relacdo aos tumores, pode estar
relacionado a varios mecanismos que auxiliam estas caracteristicas, entre eles podemos
citar a funcdo da membrana amnidtica de secretar proteinas anti-inflamatorias e sua
atividade pré-apoptotica que promove a apoptose de leucocitos (HORI et al., 2006; LI et
al., 2006). Alem disso, possuem a capacidade de suprimir a inflamacdo local (EL-
JAWHARI et al., 2014) e promover o reparo e regeneracdo do tecido lesado (LINERO;
CHAPARRO, 2014), sem imunogenicidade e toxicidade ao hospedeiro (KAMDJE et al.,
2014).

Com isso, devido a todos os fatores mencionados acima se objetivou avaliar a
eficacia do tratamento de células-tronco amniotica canina e doxorrubicina estando estes ou

nao associados sobre células de carcinoma sélido mamario canino in vitro.

7.2. MATERIAL E METODOS

7.2.1. Animais Utilizados

Foram coletados fragmentos de carcinoma s6lido mamario oriundos de cinco
cadelas submetidas a cirurgia de mastectomia em campanha de castracdo realizadas na
cidade de Embu das Artes, Sdo Paulo, Brasil. Todos os experimentos foram aprovados pela
Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Séo Paulo (numero do protocolo: 9077100215).

Apobs a remocdo dos fragmentos dos tumores, estes foram lavados cinco vezes com
PBS contendo 5% de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, P0781) e acondicionados
em meio de cultivo para transporte suplementado com 5% de penicilina-estreptomicina,
15% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, 12103C) e 80% de meio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12) (Sigma-
Aldrich, D6421), onde posteriormente foram transportados para o laboratério de cultivo

celular.

7.2.2. Cultura de Células de Carcinoma Sélido Mamario Canino (TCM)

Amostras de carcinoma sélido mamario canino foram digeridas em colagenase |
(0,1%) (Life Technologies, Cat.17100-017, Carlsbad, USA) a 37°C. Apods a digestdo
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enzimaética, o material foi centrifugado a 1200 rpm e 0 sobrenadante ressuspendido em 1
mL de meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 Ham
(DMEM/F12) (Sigma-Aldrich, D6421) suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB)
(Sigma-Aldrich, 12103C), 1% penincilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, P0781) e 1% L-
glutamina (Sigma-Aldrich, G7513). Em seguida, foram cultivadas em placas (Corning,
Cat.3296, NY, USA) que foram mantidas em estufa de cultura a 37 °C e 5% de CO..

7.2.3. Cultura de Células-Tronco da Membrana Amniotica Canina (AMC)

As células-tronco de membrana amniética canina (AMC) foram obtidas em
campanha de castracdo através da coleta do Utero gestante durante o procedimento de
histerectomia. O procedimento foi aprovado pela comissdo de ética em uso animal
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo,
FMVZ-USP (9077100215). O isolamento celular foi realizado de acordo com Uranio et al.
(2011) e Park et al. (2012). Estas células foram previamente caracterizadas por Borghesi et
al. (submetido). As células AMC foram mantidas no mesmo meio e condic¢des de cultura

das células TCM, como descrito acima.

7.2.4. Ensaio de Interacdo Através de Cocultura Celular

Para o ensaio de interacdo por cocultura, as células foram plaqueadas em placas
de 24 pocos transwell (CORNING Inc, NY, EUA). As células AMC (5x103células) foram
plagueadas no compartimento superior de placa transwell, enquanto as células IPC-366
(2x10* células) foram plagueadas no compartimento inferior. Os tratamentos foram
realizados por 24 e 48 horas e divididos em trés grupos experimentais: Grupo | (GI): TCM
tratado com doxorrubicina (DOXO), Grupo Il (GlI): TCM tratado com AMC; e grupo IlI
(GIII): TCM tratado com a associagcdo de DOXO e AMC. Um grupo controle de celulas

TCM sem tratamento foi utilizado em todos os experimentos.

7.2.5. Determinacdo da Dosagem de Doxorrubicina

Para determinacdo da concentracédo ideal de doxorrubicina (Sigma-Aldrich, D1515)

a ser utilizada. As células TCM foram exposta a diferentes concentragdes, sendo estas: 1,
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2,5 e 10 pg/mL. Para analise foi realizado o teste de viabilidade celular através da técnica
de ensaio de avaliacdo do metabolismo celular pelo método colorimétrico (MTT).

7.2.6. Ensaio de Metabolismo Celular (MTT)

Foram plaqueadas 2x103 células de TCM por pogo em placa de 24 pocos e apds sua
aderéncia foram adicionados diferentes concentracdes de doxorrubicina e ap6s 24 e 48
horas foram realizadas as analises. Em cada dia de experimento, 0 meio de cultura foi
removido, e em seguido adicionado 10 pl de solugdo de MTT (M5655, Sigma-Aldrich) e
incubado por 2 horas a 37 °C protegida da luz. Ap6s esse periodo foi retirado a solugédo de
MTT e adicionado 100 pL de DMSO (Dimetilsulféxido) (Sigma-Aldrich, M5655) e
incubado por mais 1 hora em temperatura ambiente protegido da luz. Em seguida, a leitura
foi realizada em espectrofotometro (MQuant— Bio Tek Instruments, VT, USA) no
comprimento de onda de 490 nm.

7.2.7. Analise Morfoldgica

Para a analise morfoldgica, as células foram observadas em um microscopio
invertido (NIKON ECLIPSE TS-100) todos os dias de tratamento, a fim de verificar as

alteracdes morfoldgicas.

7.2.8. Curva de Crescimento

Células de TCM (2x10* células) foram cultivadas em placas de 24 pocos
(CLS3335, Sigma-Aldrich) e tratadas durante 48 horas. A cada 24 horas, 3 pocos de cada
tratamento e 3 pogos de controle foram contados com azul de tripan para avaliar o

crescimento celular.

7.2.9. Ciclo Celular

Para analise do ciclo celular, as células TCM foram tratadas e posteriormente
lavadas com tampéo fosfato salino (PBS), fixadas em etanol a 70% a 4 °C. Em seguida, as
células foram tratadas com 40 mg/mL de iodeto de propidio (PI), 100 pg/mL (RNase A,
Sigma-Aldrich) e as amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSAriall Cell
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Sorter (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA) e analisado pelo software Modfit
2.9.

7.2.10. Proliferacdo Celular

As células de TCM foram incubadas por 20 minutos com 1 uL do corante CellTrace
(Kit CellTrace Blue Cell Proliferation®). Em seguida, foram plaqueadas em placas de 24
pocos com meio de cultura. Apds 24 horas as células foram coletadas no tempo zero (Ty),
nas demais células foram adicionados os tratamentos e uma nova incubagéo foi realizada.
Posterior as células controle e tratadas foram coletadas em 24 (T.a), 48 (T4g) € 72 horas
(T72) respectivamente. A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson, San Jose, Califérnia, USA). Os dados foram analisados no programa FCS
Express (6.0).

7.2.11. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA one-way, e 0 pos-teste de
Bonferroni foi utilizado nas analises. Para as analises, o software utilizado foi o Graph Pad
Prism versdo 5.0. Diferencas estatisticamente significantes foram consideradas quando p
<0,05.

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Ensaio do Metabolismo Celular de Células TCM

Inicialmente realizamos o ensaio do metabolismo celular nas células TCM para
verificar qual a melhor dosagem de doxorrubicina a ser utilizada nestas células. Assim,
verificamos que com 24 horas houve uma reducdo no metabolismo das células TCM em
todas as dosagens de doxorrubicina (1, 2, 5 e 10pug/mL), em relagéo ao controle. Dentre
essas doses, foi observada uma redugdo significativa com a dose de 10 pg/mL, quando
comparada as demais. J& com 48 horas, novamente houve uma redugéo do metabolismo
celular em todas as doses testadas em relagdo ao controle. Entretanto, podemos observar
que a dose de 10 pg/mL promoveu uma diminuicdo significativa em relacdo a dose de 5

pg/mL.
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Desta forma, a dose de 10 pg/mL apresentou os melhores resultados referente a
reducdo do metabolismo celular, apresentando queda de 44% e 65% em 24 e 48 horas,
respectivamente. Sendo assim, 10 pug/mL foi a dose selecionada para realizacdo dos demais
experimentos para o Grupo | e Grupo Il (Figura 1A-C).

No tratamento do grupo Il com células AMC ocorreu 0 inverso que no grupo
anterior, sendo que tanto para o tempo de 24 como para o de 48 horas houve um aumento
no metabolismo das células tratadas de 44% e 37% respectivamente (Figura 1D e E).
Contudo no tratamento do grupo Ill de associacdo de DOXO com células AMC
observamos uma reducdo no metabolismo celular de 18% e 28% nos tempos de 24 e 48

horas respectivamente (Figura 1F e G).

Figura 1: Analise do metabolismo celular (MTT) de células TCM.
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Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: [A-C] células TCM tratadas com doxorrubicina em distintas concentragoes (1, 2,5 e 10 pg/ mL)
por 24 e 48. [D-E] células TCM tratadas com células AMC em 24 e 48 respectivamente. [F-G] células TCM
tratadas com doxorrubicina (10 pg/mL) e células AMC em 24 e 48 horas respectivamente. Asteriscos (*

p<0.001; ** p<0.01; *p<0.05).
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7.3.2. Analise Morfoldgica

Durante 0s experimentos com seus respectivos tratamentos podemos observar
mudancgas morfoldgicas distintas em cada grupo de células. Nas células TCM controle,
podemos observar que apresentavam uma morfologia muito similar as de ceélulas
fibroblastoides, com citoplasma alongado e nucleo centralizado. Contudo é possivel
visualizar melhor estas caracteristicas com 24 horas, pois com 48 horas estas células ja
apresentavam uma alta confluéncia dificultando a visualizacdo, uma vez que as mesmas se
encontram unidas umas as outras (Figura 2A e B).

No grupo | (TCM+DOXO) é visivel uma mudanga em sua morfologia, uma vez que
as células passaram a ter formatos irregulares, perdendo a morfologia fibroblastoide.
Também ¢é notavel a diminuicdo na quantidade de células presentes, principalmente, apds
48 horas de tratamento em relacéo ao controle (Figura 2C e D). Ja o grupo Il (TCM+AMC)
ndo apresenta, em nenhum dos tempos, mudanca em sua morfologia, sendo notével
somente uma maior quantidade de células presentes em 24 horas em relacao as de 48 horas
(Figura 2E e F).

Por fim o grupo Il (TCM+DOXO+AMC) demonstrou que com 24 horas de
tratamento estas células apresentaram morfologia fibroblastoide semelhante ao controle e
uma quantidade relativamente maior de células, quando comparadas as de 48 horas. Além
disso, com 48 horas podemos visualizar uma mudanca na morfologia das células com

formatos irregulares, assim como no grupo | (Figura 2G e H).
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Figura 2: Analise morfologica de células TCM controle e tratadas.
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Fonte: Borghesi (2019).
Legenda: [A-B] células controle, [C-D] TCM+DOXO, [E-F] TCM+AMC, [G-H] TCM+DOXO+AMC.
Todas as analises morfoldgicas foram relizadas em 24 e 48 horas. Aumento 5x.
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7.3.3. Curva de Crescimento

Para verificacdo do crescimento das células durante os tratamentos realizamos a
curva de crescimento, a fim de verificar as diferencas existentes entre o tratamento e o
controle. No grupo I, verificamos que as células tratadas com DOXO nédo apresentaram
crescimento celular entre 24 e 48 horas, mantendo o mesmo numero de células neste
periodo. Contudo, € evidente a diferenca entre as celulas controle, que tiveram um alto
crescimento (Figura 2A). No grupo Il, verificamos que as células tratadas com AMC
obtiveram um crescimento, no entanto, menor em relacdo as células controle (Figura 2B).
E no grupo Il1, verificamos que o tratamento de DOXO associada 8 AMC, fez com que as
células apresentassem uma reducdo em seu crescimento celular significativamente menor

que as células controle (Figura 2C).

7.3.4. Ciclo Celular

Podemos observar que as células TCM mantiveram um padrdo em relacdo as fases
do ciclo celular que se encontravam tanto em 24 quanto em 48 horas. Sendo assim, em
ambos os tempos avaliados verificamos que as células TCM controle se encontravam
predominantemente na fase S com 94,4% e 59,8% de expressdo, respectivamente, em 24 e
48 horas. Em relacdo aos tratamentos, podemos observar que todos 0s grupos se
encontravam predominantemente na fase GO/G1 apresentando no grupo | percentagem de
(70,2% e 64,4%), no grupo Il (56,34% e 72,99%) e no grupo 111 (57,56% e 63,07%) em 24
e 48 horas, respectivamente. A segunda fase predominante foi a S, porém com valores
relativamente menores que na fase GO/G1, sendo que o grupo | apresentou expressao de
(17,9% e 29, 17%), o grupo Il (30,05% e 23,68%) e o grupo Il (34% e 36,93%) em 24 e
48 horas, respectivamente.
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Figura 3: Analise de curva de crescimento e ciclo celular de células TCM.
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Legenda: [A-C] curva de crescimento de células TCM, [A] TCM+DOXO, [B] TCM+AMC, [C]
TCM+AMC+DOXO em 24 e 48 horas. Observar que letras diferentes na mesma linha (a e b) apresentam
diferencas estatisticas dentro do mesmo grupo de andlise (controle ou tratamento. E (*) apresenta diferenga
estatistica no mesmo tempo entre controle e o tratamento. [D-E] ciclo celular de células TCM controle e
tratadas em 24 e 48 horas respectivamente. Notar que (* e #) significa diferenca estatistica da fase GO/G1 e
fase S respectivamente dos tratamentos em rela¢do ao controle.
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7.3.5. Proliferagéo Celular

A analise de proliferacdo celular foi realizada afim de verificar a capacidade de
proliferacdo das células TCM tratadas em relacdo as células controle sem tratamento por
um periodo de até 72 horas. Os resultados demostraram que as células controle
proliferaram de 24 a 72 horas, contudo observamos que os grupos | e Il ndo apresentaram
proliferacdo em nenhum dos tempos avaliados. Porém, as células do grupo Ill
apresentaram uma capacidade de proliferacdo apenas em 72 horas, quando comparada as
de 24 horas (p<0,05) (Figura 4A e B).
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Figura 4: Analise de proliferacéo celular.
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Fonte: Borghesi (2019).

Legenda: [A] desenho representativo da analise de proliferacdo celular em células TCM controle e tratadas,
no tempo 0 horas (TO), 24 horas, 48 horas, e 72 horas. [B] gréfico demostrando a % da mediana de
intensidade de fluorescéncia nos tratamentos por 72 horas. Notar que letras diferentes (a e b) significativa
diferenca estatistica dentro do mesmo grupo, e (*) significa diferenca estatistica do controle em relacdo aos
tratamentos nos mesmos tempos.
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7.4. DISCUSSAO

A quimioterapia é o principal método de tratamento em humanos e, recentemente,
na oncologia veterinaria. A melhor eficacia da quimioterapia estd no controle da
disseminacdo da doenca, maior sobrevida e melhor qualidade de vida dos pacientes,
(TODOROVA et al., 2005). Contudo seu efeito pode variar de acordo com cada tipo de
tumor mamario. Em nossos resultados observamos que as células TCM tratadas com
doxorrubicina 10 pg/mL apresentaram uma reducdo de 44% e 65% em 24 e 48 horas
respectivamente. Em relacdo ao tempo do quimioterapico utilizados podemos comparar
nossos resultados aos estudos realizados com a linhagem de células tumorais de prostata
humana DU-145 a qual demostrou que o minimo de tempo para produzir um efeito de 50%
de morte € de 40 horas (AL-GHAMDI, 2008). Em relacdo a dosagem, a linhagem de mama
MDA-MB-231 demostrou que para matar 50% das células tumorais em 24 horas é
necessario o uso de 25,72 pug/mL (KIBRIA et al., 2014). Esses resultados corroboram com
nossos dados uma vez que a dose e 0 tempo para atingir a reducéo de 50% foi de 10 pg/mL
de doxorrubicina em 48 horas nas células TCM. Essa reducdo pode também ser observada
através da curva de crescimento onde ocorre a inibicdo do crescimento celular (OLIVEIRA
et al.,, 2012; BAHUGUNA et al., 2017), estudos demostram que a doxorrubicina tem a
capacidade de aumentar a expressdo de proteinas como p53 e caspase-3 que podem causar
a apoptose justificando assim a diminuii¢do do crescimento celular (YANG et al., 2013).

Apesar da doxorrubicina ndo ser um agente especifico do ciclo celular, pois atua
tanto em células em divisdo quanto em células em repouso, a sua principal acdo citotoxica
é observada durante a fase S do ciclo (SUSANECK, 1983; RODASKI; NARDI, 2004).
Isso também pode ser verificado em nossos resultados, uma vez que nossas células
controle encontravam-se predominatemente na fase S do ciclo celular e nosso tratamento
com doxorrubicina demostrou que as células apds o tratamento se encontravam
predominatemente na fase GO/G1 (PHUC et al., 2011), ou seja, pararam de se dividir e se
encontrava em repouso. Essa parada no ciclo celular também é visualizado através do teste
de proliferacdo celular onde verificamos que as células deixaram de proliferar apos o
tratamento (PUSHPA et al., 2014).

Estudos pré-clinicos e clinicos recentes demonstraram que as terapias baseadas em

células-tronco msesenquimais (CTM) contém uma grande promessa para o tratamento de
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doencas humanas, sendo especialmente promissores como agentes anticancerigenos. As
CTM possuem propriedades migratdrias inerentes ao tumor, que permite que elas sirvam
como veiculos para o fornecimento de terapia direcionada eficaz por meio de farmacos a
tumores isolados e doencas metastaticas (SHAH, 2012). Baseado nisso, outro fator
avaliado em nosso trabalho foi o efeito das células de membrana amniotica canina (AMC)
sobre as células TCM. E o que podemos verificar foi que ocorreu um aumento na
atividade de seu metabolismo celular apds os tratamentos, assim como nos estudos com
linhagem de células de mama humana MCF-7 e MDA-MB-231, o qual utilizou meio
condicionado de CTM de corddo umbilical (LI et al., 2015). Um aumento também foi
observado na linhagem de células leucémicas K562 ao utilizar CTM de medula ossea por
meio de cocultivo celular (LOW et al., 2018). Por outro lado, verificamos que apesar das
células tratadas apresentarem um aumento em sua atividade metabdlica, houve um menor
crescimento celular e uma inibicdo da proliferacdo em relacdo as células controle. Esta
diminuicdo no crescimento e na capacidade de proliferacdo esta relacionada aos dados
obtidos na analise do ciclo celular deste grupo, onde as células se encontravam
predominantemente na fase de repouso GO/G1, ap6s o tratamento. Ahn et al. (2015)
analisando duas linhagens de melanoma humano A375SM e A375P tratadas com CTM de
tecido adiposo também verificou que estas se encontravam na fase GO/G1l apos os
tratamentos, devido a isso os autores afirmam que existem razdes para acreditar que as
células-tronco reprimem o crescimento celular através da parada do ciclo na fase GO/G1.
As proriedades anticancerigenas da CTM também podem estar relacionadas ao fato
destas possuirem mecanismos de reparo do DNA e defesa contra estresse oxidativo
(SARETZK, et al. 2004), aléem de mecanismos de danos aos radicais livres os quais geram
inducdo de vias de apoptose (BAXTER- HOLLAND; DASSI, 2017). Devido a esses
fatores, quando avaliamos as células TCM tratadas com associacdo de doxorrubicina e
células AMC verificamos uma reducdo no metabolismo celular de 18% e 28% em 24 e 48
horas respectivamente. Porém, essa reducdo foi significativamente menor que no grupo
DOXO, o que nos leva a inferir que sdo as células AMC que devem retardam a capacidade
de reducdo no metabolismo das células TCM. Estes resultados se assemelham ao estudos
de TU et al. (2016) em duas linhagem de células de osteosarcoma Saos-2 e U2-OS que
quando expostas ao meio condicionado de CTM e tratadas com 10ug/mL de doxorrubicina
apresentaram uma sobreviéncia menor com taxa de apoptose significativamente menor
guando tratadas apenas com doxorrubicina. Os demais resultados também demostraram

que o crescimento celular e a capacidade de proliferacdo em 24 a 48 horas se encontravam
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diminuidos em relagdo ao controle. Além disso, ap6s o tratamento as células também se

encontravam na fase GO/G1 do ciclo celular, o que justifica os demais resultados.

7.5. CONCLUSAO

Concluimos, que o tratamento com células AMC sendo esta ou ndo associada a
doxorrubicina possui a capacidade de manter as células no ciclo celular na fase de repouso
fazendo com que as mesmas apresentem reducdo em seu crescimento e proliferacdo

celular.
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8. CONCLUSAO FINAL

Concluimos que células de membrana amnidtica canina possuem caracteristicas de
células tronco, ndo possuindo potencial tumorigénico quando aplicadas in vivo tendo um
alto potencial terapéutico. Somando-se a isso, quando as células foram utilizadas no
tratamento de TCM e IPC-366, tanto os tratamentos utilizando apenas as células AMC,
quanto em associagdo com doxorrubicina, causaram efeitos deletérios as células tumorais,
como reducdo do metabolismo e crescimento celular, além da capacidade de manter as
células tumorais estagnadas na fase de repouso do ciclo celular. Além disso,
especificamente nas células IPC-366, o tratamento de associagdo causou um efeito na
reducdo em proteinas relacionadas com a capacidade de angiogénese e proliferacdo celular
e um aumento nos receptores de estrogénio. Desta forma, sendo as células IPC-366 uma
linhagem triplo negativa, esse aumento nos receptores de estrégeno demostram que estas
células podem ser suscetiveis a terapia antiestrogénica, apds tratamento prévio com

AMC+DOXO, permitindo a aplicacdo da terapia hormonal nestes tumores.
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