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RESUMO.- As células-tronco tumorais (CTTs) pertencem a 
uma pequena população de células dentro do tumor com 
propriedades de autorrenovação e diferenciação em outros 
tipos celulares. Neste estudo avaliou-se o comportamento 
tanto das porções mesenquimais quanto das epiteliais de 
seis carcinossarcomas (CSs), 11 carcinomas em tumores 
mistos (CTMs) grau I, 11 grau II e 10 grau III. Nas porções 
epiteliais dos CS e CTM foram observadas imunomarcações 
para os anticorpos CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1. Nas por-
ções mesenquimais dos CS, nas porções epiteliais dos CTMs 
graus II e III não houve imunomarcação para o ALDH-1. 
Concluiu-se que as CTTs são expressas em proporções 
iguais tanto nas porções mesenquimais quanto nas epite-

liais dos CSs e ausentes nas porções mesenquimais bem 
diferenciadas de CTMs.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: CD44, CD24, Oct-4, ALDH-1, neoplasias 
mamárias, doenças de cães.

INTRODUÇÃO
Tumores de mama são os mais frequentes em cadelas e 
estima-se que no Brasil a incidência de tumores malignos 
varia entre 68,4% (De Nardi et al. 2002) e 73,4% (Oliveira-
-Filho et al. 2010). Apesar dos enormes progressos, a on-
cogênese do câncer de mama continua a ser um processo 
de vários passos ligado a mais de uma alteração molecu-
lar (Widakowich et al. 2007). Com relação à carcinogênese 
mamária, estudos recentes propõem a detecção de células-
-tronco tumorais (CTTs) nestas neoplasias (Pang & Argyle 
2010, Michishita et al. 2011).

As células-tronco têm duas propriedades principais: a 
habilidade de autorrenovação, pela capacidade de divisão e 
formação de uma nova célula-tronco; e a diferenciação em 
novas células maduras em um órgão no qual residem (Al-Hajj 
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& Clarke 2004). Uma célula-tronco tecidual normal é depen-
dente das interações com o estroma celular adjacente, carac-
terizando o microambiente ou nicho. Esse nicho mantém as 
características de autorrenovação e a identidade dessas célu-
las (Clarke et al. 2006). Da mesma forma que ocorre no tecido 
normal, uma CTT também interage com o estroma, sendo este 
indutor do crescimento do neoplasma (Blacking et al. 2007).

Devido às CTTs não poderem ser isoladas e caracteri-
zadas como uma célula simples, marcadores específicos 
para superfície de CTTs foram detectados em neoplasmas 
mamários humanos, com marcação positiva para o CD44 
e negativa ou baixa marcação para o CD24. Assim, autores 
(Ponti et al. 2005) criaram um modelo de estudo in vitro, 
constituído por uma mamosfera com culturas celulares se-
paradas com auxílio de citometria de fluxo, para obtenção 
de um fenótipo CD44+/CD24- (Al-Hajj et al. 2003).

Linhagens celulares, derivadas de neoplasmas mamá-
rios caninos, que apresentam capacidade de autorrenovação 
(CD44+/CD24-) expressaram altos níveis de aldeído desidro-
genase-1 (ALDH-1) (Michishita et al. 2012), e a expressão 
deste marcador em neoplasmas mamários foi relacionada 
com um mau prognóstico (Ginestier et al. 2007). Alguns es-
tudos mostraram que a expressão de ALDH não se restringe 
apenas às células epiteliais, mas também às células do estro-
ma (Ginestier et al. 2007, Kunju et al. 2011). Em cães, em um 
estudo em mamosfera, além de outros marcadores para CTTs, 
autores encontraram a expressão de Oct-4 (outro marcador 
de CTT) somente nas células da periferia da esfera; uma pos-
sível explicação seria o fato das células centrais já terem ini-
ciado o processo de diferenciação (Ferletta et al. 2011).

Os carcinossarcomas (CSs) são tumores contendo áre-
as carcinomatosas e sarcomatosas. A porção epitelial pode 
ser caracterizada por células luminais e/ou mioepiteliais, 
com padrões sólido, escamoso, mucinoso e anaplásico. O 
componente mesenquimal pode ser caracterizado por áre-
as fibromatosas, condromatosas e osteomatosas (Misdorp 
et al. 1973). Esses tumores são raros na mulher e apresen-
tam mau prognóstico quando comparados a outros tipos 
de carcinomas (Teixeira et al. 1998), uma vez que apresen-
tam crescimento rápido e as metástases podem ocorrer de 
ambos os componentes ou só de um deles. Em cadelas, seu 
comportamento clínico e patológico é semelhante ao das 
mulheres (Misdorp et al. 1973, Cassali et al. 2011).

Os carcinomas em tumores mistos (CTMs) são muito 
frequentes na cadela e exibem um padrão histológico com-
posto por porção epitelial maligna e mesenquimal bem di-
ferenciada. Normalmente, a porção epitelial apresenta cres-
cimento invasivo, com perda de continuidade da membrana 
basal e/ou células mioepiteliais associadas com invasões de 
agregados celulares no estroma (Cassali et al. 2011).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o comportamento 
das imunomarcações de CTTs nas porções mesenquimais e 
epiteliais de CSs mamários e CTMs por meio dos marcado-
res de CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1.

MATERIAL E MÉTODOS
Seis CSs mamários, 11 CTMs grau I, 11 CTMs grau II e 10 CTMs grau 
III foram selecionados do arquivo do Departamento de Patologia 
Veterinária (FCAV-UNESP Jaboticabal), incluídos em blocos de pa-

rafina e as lâminas coradas com hematoxilina e eosina. Os tumores 
foram classificados de acordo com os critérios do Consenso em 
Neoplasias Mamárias (Cassali et al. 2011). Esse estudo foi aprova-
do pelo comitê de ética da FCAV- Unesp Jaboticabal com protocolo 
no. 025600-08. O reduzido número de carcinossarcomas deve-se 
à baixa casuística deste tumor na rotina do Hospital Veterinário da 
FCAV/Unesp Jaboticabal, onde a pesquisa foi desenvolvida.

Assim, foram comparadas as imunomarcações das porções 
epiteliais com as da porção mesenquimal nos CSs para os quatro 
anticorpos (CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1). Nos CTMs foram com-
paradas as porções epiteliais entre os graus I, II e III, uma vez que 
não foram observadas marcações nas porções mesenquimais. Não 
foram realizadas comparações entre os tipos histológicos CSs e 
CTMs devido ao número de amostras do CSs ser muito inferior, e 
também devido à ausência de marcação da porção mesenquimal 
dos CTMs.

Para a análise imuno-histoquímica (IHQ) foram utilizados cor-
tes de tecidos neoplásicos mamários incluídos em parafina, para 
todos os anticorpos (CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1), de acordo 
com o Quadro 1.  A técnica de IHQ empregada foi o método do 
polímero. Os cortes de tecido com 4 µm foram desparafinizados, 
reidratados e, então, incubados por 20 minutos em uma solução 
a 10% de peróxido de hidrogênio (30 volumes) em metanol ab-
soluto, para bloqueio da peroxidase endógena. Na sequência, foi 
realizada a recuperação antigênica pelo calor em panela de pres-
são (Pascal, DAKO). Apenas para o anticorpo CD24 usou-se como 
solução tampão Tris-EDTA, pH 9,0, de acordo com Magalhães et al. 
(2013), e para os demais anticorpos foi utilizado o tampão citrato 
pH 6,0. Após essa etapa, os cortes foram lavados por três vezes 
em solução tris HCL (pH 7,4) por 5 minutos e, a seguir, os sítios 
inespecíficos foram bloqueados com solução bloqueadora de re-
ação inespecífica (protein block serum-free - DAKO ref. X0909). A 
seguir, os cortes foram incubados em câmara úmida com os anti-
corpos primários na diluição ótima (Quadro 1), a 4°C por 18 ho-
ras. Apenas o anticorpo CD44 foi incubado a 28°C por uma hora. 
Depois os cortes foram novamente lavados em PBS, procedendo-
-se então a incubação com o polímero ligado a peroxidase, (kit 
ENVISION + Dual Link System Peroxidase ref K4061 - DAKO). Para 
os anticorpos CD24 e ALDH-1, o bloqueio da peroxidase endógena 
foi realizado após a incubação do anticorpo primário. As lâminas 
foram novamente lavadas, e a reação revelada pelo cromógeno 
diaminobenzidina (DAB - DAKO, ref. K3466). A seguir, a reação 
foi interrompida com a lavagem em água destilada, seguidas de 
contra-coloração com hematoxilina de Harris (1-2 minutos). Os 
cortes passaram pela bateria crescente de álcool e por xilol, foram 
montados com Permount (Fisher Scientific) e observados em mi-
croscopia de luz.

Para os anticorpos CD44 e CD24 foram usados como controle 
positivo, neoplasmas mamários humanos sabidamente marcados 
para estes anticorpos. Esses neoplasmas foram cedidos gentil-
mente pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina 
da USP em Ribeirão Preto - SP. A utilização do material humano 
foi aprovada pela Comissão de ética em pesquisa do HCRP e da 
FMRP/USP (processo 242/2011). Para os anticorpos ALDH-1 e 

Quadro 1. Diluições, clones e procedência de anticorpos 
utilizados em neoplasmas mamários caninos

	 Anticorpos	 Clones	 Diluições	 Procedência

	 CD44, HCAM (M)*	 IM7	 1:100	 Santa Cruz, ref. 18849
	 CD24 (M)	 M1/69	 1:75	 Santa Cruz, ref. 19651
	 Oct-4 (P)	 RbpAb	 1:1000	 Abcam, ref Ab19857
	 ALDH-1 (M)	 44/ALDH	 1:200	 BD, ref 611194

* M = monoclonal, P = policlonal.
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Oct-4 foram usados controles positivos internos da própria lâmi-
na, o bulbo do folículo piloso na derme.

Como controle negativo, substituiu-se o anticorpo primário 
por diluente de anticorpo (Antibody Diluent with Background 
Reducing Components, ref. S3022, DAKO) em todas as reações 
de IHQ. A observação das células foi feita em microscópio de luz 
binocular com equipamento para fotomicrografia digital (Nikon 
E200). Antes da contagem, foram feitas observações quanto ao 
tipo de células marcadas e a distribuição da marcação. Para a 
quantidade de células imunomarcadas foram aleatoriamente se-
lecionados quatro campos por corte e foi contado um total de 100 
células entre as marcadas e as não marcadas, utilizando-se objeti-
va de 40x. Os resultados foram expressos em porcentagem de cé-
lulas marcadas. Nos CSs foram contadas tanto as células epiteliais 
como as mesenquimais neoplásicas.

Nos CSs, as análises estatísticas foram conduzidas utilizando 
o programa computacional Graphpad Prisma (versão 4.0, 2003), 
com o teste de Mann Whitney (p<0,05). Nos CTMs foi utilizado o 
teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparações múltipla de 
Dunn´s, considerando significativo quando p<0,05.

RESULTADOS
Para o anticorpo CD44 a imunomarcação ocorreu em mem-
brana plasmática, em forte intensidade (Fig. 1A e 1B). Esta 

Fig.2. Carcinoma em tumor misto grau I em cadela. Notar mar-
cação imuno-histoquímica para CD24, observada na membra-
na plasmática e citoplasma das células epiteliais neoplásicas. 
DAB e contra-coloração com Hematoxilina de Harris, obj.40x.

Fig.1. (A) CTM grau I em cadela. (B) CTM grau II cadela. Notar marcação imuno-histoquímica para CD44, observada na membrana plas-
mática das células epiteliais neoplásicas. DAB e contra-coloração com Hematoxilina de Harris, obj.40x.

Fig.3. Neoplasia mamária canina. Notar marcação imuno-histo-
química em núcleos de células epiteliais em para Oct-4. DAB e 
contra-coloração com Hematoxilina de Harris, obj.40x.

marcação foi confirmada pelo uso de uma neoplasia mamá-
ria humana sabidamente marcada com CD44 (clone IM7) 
como controle positivo.

Em relação ao anticorpo CD24, pode se observar maior 
número de células marcadas em neoplasias grau I (Fig. 2). 
Já nos tumores graus II e III notaram-se poucas ou raras 
imunomarcações em células neoplásicas. O controle po-
sitivo utilizado foi tecido parafinizado de tonsila humana, 
sendo a imunomarcação em membrana plasmática e em 
citoplasma.

Para o anticorpo Oct-4 notou-se que as imunomarca-
ções foram nucleares (Fig. 3), comprovadas em seus con-
troles positivos internos, o bulbo do folículo piloso. Em re-
lação à intensidade, nos CTMs observou-se imunomarcação 
extremamente forte em células epiteliais mamárias bem 
diferenciadas. Em células menos diferenciadas a intensi-
dade de imunomarcação foi diminuída, ou seja, em células 
histologicamente mais indiferenciadas, a imunomarcação 
se tornava mais fraca ou ausente. Já nos CSs o número de 
células imunomarcadas foi expressivo tanto nas porções 
mesenquimais quanto epiteliais.

Não foi observada imunomarcação com o anticorpo 
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ALDH-1 na maioria dos tipos histológicos, e quando pre-
sente não ultrapassou 10% das células imunomarcadas. 
Essas marcações ocorreram nas membranas plasmáticas 
e no citoplasma e ambos estavam intensamente corados 
(Fig. 4). Alguns ductos mamários normais (Fig. 5) locali-
zados em alguns neoplasmas foram imunomarcados para 
este anticorpo.

Para o CS, as comparações entre as porções epiteliais 
e mesenquimais dos anticorpos CD44 (Fig. 6A e B) CD24, 
Oct-4 e ALDH-1 não apresentaram diferenças significativas 
pelo teste Mann Whitney. Os valores das porções epiteliais 
e mesenquimais para esses respectivos anticorpos estão 
representados no Quadro 2. No CD44 o valor de p=0,6991; 
CD24 com p=0,2354; Oct-4, p=0,8090 e no ALDH-1 p= 
0,2328, (Fig.7A-D).

Nos CTMs as imunomarcações para os anticorpos CD44, 
CD24 e Oct-4 ocorreram apenas em células epiteliais. O an-
ticorpo ALDH-1 marcou poucas ou raras células epiteliais 
nos carcinomas em tumores mistos mamários grau I. Nos 
graus II e III não foram observadas imunomarcações (Qua-
dro 3). Nas comparações das porções epiteliais não foram 
observadas diferenças estatísticas entre os anticorpos 
CD44, CD24 e Oct-4 (Fig.8).

DISCUSSÃO
O tumor de mama é uma das neoplasias mais frequente-
mente diagnosticadas na rotina médico veterinária. Dentre 
estes, o CTM é um dos tipos histológicos mais comuns. Es-
ses tumores exibem um padrão complexo histológico que 
consiste de porção epitelial (maligna) e mesenquimal bem 
diferenciada (Cassali et al. 2011). Neste trabalho observa-
ram-se imunomarcações nas porções epiteliais para os an-
ticorpos CD44, CD24 e Oct-4, sem diferenças significativas 
entre os graus (I, II e III). A homogeneidade de imunomar-
cação sugere semelhança entre o grau de diferenciação ce-
lular. Autores encontraram predomínio de características 
de baixo grau de malignidade nos carcinomas em tumores 
mistos e relacionaram a origem desses neoplasmas com 

Fig.6. Carcinossarcoma mamário em cadela. (A) Notar marcação imuno-histoquímica para CD44, observada na 
membrana plasmática e citoplasma das células epiteliais e (B) mesenquimais neoplásicas. DAB e contra-
-coloração com Hematoxilina de Harris. Obj. 40x

Fig.5. Ducto mamário em cadela. Notar marcação imuno-histoquí-
mica para ALDH-1 em citoplasmas de células epiteliais. DAB e 
contra-coloração com Hematoxilina de Harris, obj.40x.

Fig.4. Carcinoma em tumor misto grau I em cadela. Notar mar-
cação imuno-histoquímica para ALDH-1 em citoplasma de cé-
lulas epiteliais. DAB e contra-coloração com Hematoxilina de 
Harris, obj.40x.
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mais de um tipo celular (luminal e mioepitelial) (Ribeiro 
et al. 2012). Não se sabe exatamente se a origem celular 
contribui para a heterogeneidade do câncer de mama em 
mulheres e ainda qual tipo celular seria o mais susceptível 
a oncogênese (Polyak 2007). Por outro lado, foi comprova-
do que tanto os componentes epiteliais quanto as células 
mioepiteliais apresentam o mesmo DNA, sugerindo a pos-
sibilidade de ambos os componentes serem originados de 
uma célula-tronco totipotente (Gärtner et al., 1999). Em 
células epiteliais neoplásicas mamárias humanas sabe-se 
que ocorrem imunomarcações para CTTs variando entre 
2% e 40%, e ainda que estas marcações foram fortemente 
ligadas ao grau histopatológico e à agressividade tumoral 

(Lorico et al. 2011). Autores encontraram variações nas 
imunomarcações de Oct-4 em 83 tumores caninos A varia-
ção foi desde menos de 1% até mais de 90% das células 
neoplásicas positivas para esse marcador (Webster et al. 
2007). Em estudos com neoplasias mamárias caninas esta 
mesma relação foi observada, com células epiteliais imu-
nomarcadas em neoplasmas mais agressivos (Magalhães et 
al. 2013).

Em relação à origem celular mesenquimal, neste tra-
balho somente os CSs imunomarcaram para as CTTs, com 
exceção do marcador ALDH-1. Em outros tumores mesen-
quimais, como fibrossarcoma (Liu et al. 2012) e leiomio-
ma (Mas et al. 2012), autores identificaram a presença de 
CTTs. Em estudo com carcinoma gástrico observou-se que 
as CTTs mesenquimais realizam mediação das ativações 
das vias do gene WNT e do TGF-β (fator transformador do 
crescimento β), proporcionando um microambiente van-
tajoso para a requisição e manutenção das células-tronco 
tumorais (Nishimura et al. 2012). Em neoplasmas do sis-
tema nervoso, especificamente nos gliomas, as CTTs estão 
localizadas em nichos, ou microambientes especializados 
dentro do tumor e são responsáveis pela progressão tumo-
ral (Filatova et al. 2013).

Nas células mesenquimais neoplásicas apenas o anti-
corpo ALDH-1 não foi positivo nos CSs. Autores relaciona-
ram a expressão de ALDH-1 com neoplasias mamárias hu-
manas de alto grau, mas não estabeleceram essa molécula 
como um importante fator prognóstico e de metástase 
(Ginestier et al. 2007). Em relação aos CTMs, pouca quan-
tidade de ALDH-1 foi encontrada apenas no grau I, não 
estando relacionada com a agressividade. Em Medicina 
Veterinária, autores demonstraram em linhagens celula-
res derivadas de neoplasmas mamários caninos com capa-
cidade de autorrenovação (CD44+/CD24-), altos níveis de 
ALDH-1 (Michishita et al. 2012), verificado por citometria 
de fluxo. Em mulheres, a técnica de imuno-histoquímica 
foi fidedigna para a marcação de ALDH-1 em neoplasias 
mamárias em blocos parafinados (Ginestier et al. 2007), 
portanto, novos estudos para esse marcador de CTTs de-

Fig.7. Porcentagem de imunomarcação para os anticorpos CD44 
(A), CD24 (B), Oct-4 (C) e ALDH-1 (D) nos componentes epite-
liais e mesenquimais de carcinossarcomas mamários caninos. 
Ausência de diferença estatística pelo teste de comparação 
múltipla de Dunn.

Fig.8. Porcentagem de imunomarcação para o anticorpo CD44 (A), 
CD24 (B) e Oct-4 (C) nos carcinomas em tumores mistos grau 
I, II e III de cães. Ausência de diferença estatística pelo teste de 
comparação múltipla de Dunn.

Quadro 2. Porcentagem de células epiteliais e mesenquimais 
neoplásicas de carcinossarcomas mamários caninos

imunomarcadas para CD44, CD24, Oct-4 e ALDH-1

	 Animal	 CD44	 CD24	 Oct-4	 ALDH-1

		  E*	 M*	 E	 M	 E	 M	 E	 M
	 1	 60	 70	 30	 30	 90	 90	 0	 0
	 2	 77	 27	 10	 0	 60	 30	 5	 0
	 3	 50	 80	 30	 30	 30	 50	 7	 0
	 4	 50	 30	 30	 0	 70	 70	 40	 0
	 5	 30	 30	 0	 0	 50	 50	 0	 0
	 6	 33	 50	 0	 0	 80	 80	 0	 0
	Médias	 50	 47,8	 16,6	 10	 63,3	 61,6	 8,6	 0

* E = células epiteliais neoplásicas, M = células mesenquimais neoplásicas.

Quadro 3. Médias percentuais e erro-padrão das médias das 
células imunomarcadas pelo teste de Kruskal-Wallis nos 
carcinomas em tumores mistos mamários graus I, II e III

	 Grupos	 CD44	 CD24	 Oct-4	 ALDH-1

	 Misto1	 46,3 ± 7,2	 29,2 ± 8,1	 16,5 ± 4,3	 1,4 ± 2,3
	 Misto2	 50,1 ± 5,9	 20,0 ± 7,6	 16,8 ± 3,9	 0 ± 0
	 Misto3	 47,2 ± 3,9	 15,0 ± 7,3	 5,7 ± 1,5	 0 ± 0
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vem ser realizados em neoplasias mamárias caninas. Em 
relação ao CS, esse estudo não apresentou diferenças sig-
nificativas quando comparados os anticorpos CD44, CD24, 
Oct-4 e ALDH-1, nas porções epiteliais e mesenquimais. 
Porém, pode-se observar que as marcações tanto no epité-
lio como no mesênquima adquiriram um padrão mais ele-
vado para os anticorpos CD44 e Oct-4, e mais baixo para o 
CD24 e ALDH-1.

Através dos resultados apresentados no Quadro 2 é 
possível observar uma grande amplitude na marcação en-
tre as porções epiteliais e mesenquimais destes tumores 
e mesmo dentro destas porções. Uma possível explicação 
para este fato pode ser a diferença de agressividade entre 
as porções epitelial e mesenquimal destes tumores, inclu-
sive dentro de um mesmo tumor, como já referido por ou-
tros autores; a metástase pode ocorrer a partir da porção 
epitelial, mesenquimal ou de ambas (Cassali et al. 2011). 
Há observações que sugerem fortemente que os CSs ma-
mários humanos são derivados de uma única célula-tronco 
totipotente (Wada et al., 1998), que daria origem às células 
malignas tanto da porção epitelial quanto da mesenquimal 
presentes neste neoplasma. Ainda, nos CSs humanos au-
tores sugeriram que as porções epiteliais e mesenquimais 
são ambas componentes do parênquima do neoplasma e 
também concordam com a hipótese da origem monoclonal 
(Teixeira et al., 1998). Em Medicina Veterinária não há in-
formações sobre a origem dos CSs, mas em nosso estudo 
ambos os componentes epiteliais e mesenquimais apresen-
taram o mesmo padrão de marcação para as CTTs, sugerin-
do igual agressividade dessas porções.

CONCLUSÕES
A detecção das CTTs através dos anticorpos CD44, 

CD24, Oct-4 e ALDH-1 pode ser realizada em neoplasmas 
mamários caninos, assim como nos neoplasmas mamários 
humanos. Este fato pode viabilizar novas pesquisas nesta 
área na Medicina Veterinária, bem como facilitar a aplica-
ção dos resultados devido à facilidade do método emprega-
do, a imuno-histoquímica.

As porções epiteliais e mesenquimais dos CSs apresen-
tam semelhanças nas imunomarcações para CTTs, suge-
rindo igual agressividade dessas porções, bem como uma 
origem monoclonal para esta neoplasia. A porção mesen-
quimal dos CTMs não apresentou marcação pelas CTTs, 
provavelmente por serem células bem diferenciadas, o 
que confirma o comportamento benigno desta porção do 
neoplasma. As células epiteliais dos CTMs não diferiram 
significativamente quanto à imunomarcação para CTTs, 
provavelmente por serem neoplasias que não apresentam 
características de elevada malignidade.
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