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ABSTRACT: The keratins form a group of 20 acidic or basic proteins, constituents of the
epithelial cytoskeleton with individualized expression throughout the tissues. Its presence
may be useful in histogenic characterization in carcinomas of unknown primary site. In this
study we evaluate the pattern of expression of keratins in breast carcinomas of canine and
feline females using immunohistochemical procedure. Canine and feline mammary
carcinomas excised at UNIP and UMESP Veterinary Hospitals were submitted to histological
processing, classification and tumor graduation. This was followed by immunostaining with
the use of mouse anti-keratin human 7 and 20 monoclonal antibodies, respectively, OV-TL
12/30 and K20-8 clones, both DAKO® with 1: 100 dilution; DAB LSAB detection system.
The measurement of immunostaining was performed by mixed scores, integrating intensity
and extension of the marking. 40 primary tumors and 4 nodal metastasis (in cats) were
evaluated, predominating tubular and solid carcinomas, belong to different degrees of
malignancy. As for immunophenotyping, there was predominance in dogs, of the double
negativity, CK7- / CK20-, and in cats CK7+/CK20- corresponding respectively, to 75%
(15/20) and 60,0% (12/20) of the samples. Solid and anaplastic carcinomas showed double
negativity in the eleven cases analyzed. Divergent immunoexpression related to primary
tumor was detected in 2 nodal lesions. The predominant immunophenotypic pattern was the
double negativity in dogs, as opposed to that reported in the literature, and the isolated
positivity for CK7 in cats, which suggests its use as preferential immunohistochemical
profiles in breast carcinomas in these species. Such characterization shows to be particularly
useful in the search of primary site of metastatic carcinomas of unknown origin in dogs and

cats.

KEYWORDS: Cat, Dog, keratins, immunohistochemistry, Mammary carcinoma.



RESUMO: As ceratinas formam um grupo de 20 proteinas acidas e basicas, constituintes do
citoesqueleto, exibindo expressdo particularizada em cada tecido. Sua expressdo poder ser util
na caracterizacdo histogénica de carcinomas de sitio priméario desconhecido. Neste estudo
avaliou-se 0 padrdo de expressao de ceratinas em carcinomas mamarios de cadelas e gatas
com o emprego de procedimento imuno-histoquimico. Carcinomas mamarios de caes e gatos
excisados nos hospitais veterinarios da Universidade Paulista e da Universidade Metodista de
Sdo Paulo foram processados histologicamente, classificados e graduados. Seguiu-se
procedimento imuno-histoquimico com o emprego de anticorpos monoclonais de
camundongos anti-ceratinas (K) 7 e 20 humanas, com o uso dos clones, respectivamente OV-
TL 12/30 e K20-8, ambos da DAKO na dilui¢do 1:100; com sistema de amplificacdo LSAB e
DAB como cromogeno. A mensuracdo da imunomarcacdo foi realizada com o uso de escores
mistos, considerando a intensidade e distribuicdo da marcacdo. Quarenta tumores primarios e
4 metastases nodais (em gatos) foram avaliadas, predominando carcinomas tubulares e
solidos, com diferentes graus de malignidade. Em cées predominou a dupla negatividade, e
em gatos K7+/K20-, respectivamente, em 75% (15/20) e 60% (12/20) das amostras.
Carcinomas sélidos e anaplasicos apresentaram dupla negatividade nos 11 casos analisados.
Imunoexpressdo divergente em relacdo ao tumor primario ocorreu em duas lesfes nodais. O
padrdo imunofenotipico de dupla negatividade predominante em caes, diferente do relatado
em literatura, e a positividade isolada a K7 em gatos, devem ser compreendidos como 0s
perfis imuno-histoquimicos preferenciais em carcinomas mamarios dessas espécies. Essa
caracterizacdo pode ser particularmente Util na pesquisa pelo sitio primario em carcinomas

metastaticos de origem desconhecida em cdes e gatos.

PALAVRAS-CHAVE: Céo, Carcinoma mamario, Ceratinas, Gato, Imuno-histoquimica.
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CAPITULO 1. Expressdo coordenada de ceratinas 7 e 20 em carcinomas mamarios de
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ABSTRACT- Boccia, J. P.; Kleeb, S. R.; Perinelli, A. F.; Lallo, M. A.; Xavier, J. G. 2016

[Coordinated expression of keratins7 and 20 in canine breast carcinomas]

Unknown primary site tumors represent between 5% to 10% of tumor cases diagnosed in
humans, with the predominance of carcinomas. Technological advancement allows the
phenotypic characterization of tumor cells, particularly by researching their cytoskeletal
components and surface molecules. In the epithelial neoplasias, the most widely molecules
used are keratins, particularly keratins 7 and 20, which are useful in the histogenic
discrimination of carcinomas of unknown origin. In dogs, the most prevalent carcinoma,
which shows high metastatic potential, are those located in the breast. There were selected
twenty breast carcinomas from the HOVET/UMESP Pathology Services that were classified
histologically and by their degree, and then, they were submitted to immunohistochemical
procedure, seeking the expression of keratins 7 and 20. There was predominance of tubular
carcinomas followed by the solid ones. There were evaluated 8 grade I, 8 grade Il, and 4
grade Il tumor malignancy. The predominant immunophenotypic pattern, which was
presented in 75% of the cases, was the one with double-negativity, suggesting its use as the
immunophenotype preferential profile in breast carcinomas, in opposition to the reported in
the literature. This characterization appears to be potentially useful in the research of primary

site of canine metastatic carcinomas of unknown origin.

Index terms: Breast carcinoma, Dog, Immunohistochemistry, Keratin 7, Keratin 20



RESUMO: Os tumores de sitio primario desconhecido representam entre 5% - 10% dos casos
diagnosticados em humanos, predominando os carcinomas. O avanco tecnoldgico permite a
caracterizacdo fenotipica das células tumorais, particularmente pela pesquisa de componentes
de seu citoesqueleto e moléculas de superficie. Em neoplasias epiteliais as moléculas mais
abordadas sdo as ceratinas, em particular as ceratinas 7 e 20, Uteis na discriminacdo
histogénica em carcinomas de origem desconhecida. Nos cdes, os carcinomas de maior
incidéncia, apresentando elevado potencial metastatico, sdo os mamarios. Foram selecionados
20 casos de carcinomas mamarios provenientes dos arquivos Servico de Patologia do
HOVET/UMESP, classificados histologicamente, graduados e submetidos a procedimento
imuno-histoquimico pesquisando-se a expressdo das ceratinas 7 e 20. Predominaram 0s
carcinomas tubulares seguidos dos carcinomas sélidos. Foram avaliados oito tumores de grau
I, oito tumores de grau Il e quatro tumores de grau Ill de malignidade. O padrédo
imunofenotipico predominante, presente em 75% dos casos, foi o de dupla negatividade,
sugerindo-se sua utilizacdo como perfil imuno-histoquimico preferencial em carcinomas
mamarios, em oposicdo ao relatado em literatura. Tal caracterizagdo mostra-se potencialmente
util na pesquisa de sitio primario em carcinomas metastaticos de origem desconhecida em

caes.

Termos de indexacdo: C&o, Carcinoma Mamario, Ceratina 7, Ceratina 20, Imuno-

Histoquimica.



Introducéo

A glandula mamaria ¢ um oOrgdo complexo, sofrendo continuas modificacdes
durante a vida, particularmente devido ao crescimento corporeo e a estimulagédo
hormonal, existindo um amplo espectro de “normalidade” cito e histologica mamaria
(Russo et al. 1990). A mama consiste de ductulos, ductos terminais intralobulares e
ductos terminais extralobulares, que drenam para o ducto interlobular constituindo a
chamada unidade ductal tubular terminal (TDLU), (Ronnov-Jessen et al. 1996). Um
exame cuidadoso de glandulas mamarias aparentemente normais de cadelas velhas pode
revelar uma série de pequenas lesBes, entre elas processos neoplasicos em estagios
iniciais de desenvolvimento (Cameron & Fulkin, 1971).

Em cées os tumores de mama estdo entre os problemas cinicos mais frequentes,
compreendendo cerca de metade das neoplasias de cadelas adultas (Bostock, 1997).
Predomina o acometimento de fémeas com mais de 7 anos de idade, havendo
controvérsias quanto a frequéncia dos tumores malignos de mama, com estudos
relatando sua ocorréncia entre 28% a 91% do total de casos (Gilbertson et al. 1983).
Com frequéncia esses processos metastatizam, principalmente para linfonodos regionais
e parénquima pulmonar, sendo eventualmente identificado o tumor metastatico sem
diagnostico de neoplasia mamaria anterior. Nessas situacdes € importante, para fins
terapéuticos, a identificacdo do territério de origem do carcinoma metastatico. Um
recurso recentemente aplicado a oncologia veterinaria. A partir de seu emprego em
oncologia humana se da a pesquisa da expressdo de ceratinas nas células neoplasicas
(Espinosa De Los Monteros et al., 1999). As ceratinas compreendem um grupo de
filamentos intermediarios integrantes do citoesqueleto, expressos principalmente em
células epiteliais em diferentes localizacbes do organismo, presentes em epitelios

simples, estratificados, ceratinizados e corneificados (Bragulla & Homberger, 2009).
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Podem ser divididas, em tipo | (acidas) e tipo Il (basicas ou neutras), compreendendo,
respectivamente, 28 e 26 variantes, particularizadas por diferencas no peso molecular e
no ponto isoelétrico (Hermann et al., 2007). Espinosa de los Monteros et al. 1999,
evidenciaram a possibilidade da determinacéo do sitio priméario desconhecido a partir de
neoplasias metastaticas de cdes e gatos associando a pesquisa de expressao das ceratinas
(K) 7 e 20 a semelhanca do utilizado em patologia humana (Wang et al., 1995). Estas
correspondem respectivamente a ceratinas de tipo Il e I, sendo frequente a expressao
associada destes 2 grupos de filamentos intermediarios (Moll et al., 1990). A ceratina 7
é um polipeptideo de 54 kDa encontrado em varios epitélios simples, incluindo cervix,
pulmdo, mama, ducto biliar e ductos coletores renais, epitélio transicional da bexiga e
mesotélio, estando ausente no epitélio do trato gastrointestinal, tubulos contorcidos
proximais e distais renais e epitélio escamoso (Ramaekers et al., 1990; Van Niekerk et
al., 1990). Ja a ceratina 20 é uma proteina de 46 kDa expressa pelo epitélio intestinal,
foveolar, urotélio e células de Merkel (Moll et al., 1992). Como resultado da pesquisa
da expressdo das ceratinas 7 e 20, surgem 4 possiveis perfis de expressdo: K7+/K20+,
K7+/K20-, K7-/K20+, K7-/K20-.

O presente estudo visa ampliar o conhecimento acerca da expressao de ceratinas
em neoplasias mamarias de cadelas, em especial de K7 e K20, através da pesquisa da
expressdo dessas ceratinas em carcinomas de diferentes tipos e graus histolégicos,
averiguando a adequacéo e a abrangéncia do emprego dessa combinagdo de marcadores
para a identificacdo da histogénese de neoplasias mamarias, particularmente util na

pesquisa histogénica de tumoragdes metastaticas de origem desconhecida.
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Material e Métodos

Foram utilizados fragmentos de pecas cirlrgicas provenientes de cadelas
portadoras de carcinomas mamarios, atendidas junto ao HOVET-UMESP, fixadas em
formol a 10%, emblocadas em parafina, submetidas & microtomia resultando em cortes
de 4 um, corados pela hematoxilina-eosina. Procedeu-se classificacdo histoldgica
(Misdorp et al., 1999) e graduacdo tumoral (Karayannopoulou et al., 2005). Associou-
se procedimento imuno-histoquimico, seguindo a metodologia descrita por HSU et al.,
1981. Cortes histologicos de 4um foram dispostos em laminas silanizadas e submetidos
a recuperacdo antigénica pelo calor iumido, contendo solugdo tampéao de citrato de sodio
a 0,01M, pH 6,5, por 5 minutos em ebulicdo. Depois do resfriamento da solugédo
realizou-se lavagem das laminas em PBS. Seguiu-se o bloqueio da peroxidase enddgena
através da incubacdo por 30 minutos em solucdo contendo 80% de alcool metilico e
20% de perdxido de hidrogénio 30 volumes, seguindo-se lavagem das laminas por trés
vezes em PBS. A etapa seguinte foi a incubacdo com o anticorpo primario, diluido em
solucdo composta por 0,5 ml de azida sédica a 5%, 0,25 ml de albumina bovina fracédo
V (Sigma) a 5% e 12 ml de PBS. As laminas permaneceram em camara Umida por 12
horas a 4 °C. Seguiu-se a incubacdo com anticorpo secundario e complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB, DAKO). Para a revelacdo foi empregada
solucdo contendo cromdgeno diaminobenzidina em 20 ml de PBS e mantida em freezer
a 20 °C. Antes da utilizacao foi acrescentado 5 ul de perdxido de hidrogénio 30 volumes
para cada 2 ml da solugdo cromdgena, aplicando-se sobre a lamina deixando reagir por
um minuto. Procedeu-se a lavagem em 4agua destilada, contracorando-se pela
hematoxilina, seguindo-se desidratacdo, diafanizacdo e montagem em resina sintética e
laminula. Os anticorpos utilizados foram: anticorpo monoclonal de camundongo

anticeratina 7 humana, clone OV-TL 12/30, DAKO®; diluicdo 1:100; o anticorpo

13



monoclonal de camundongo anticeratina 20 humana, clone Ks20-8, DAKO®; diluicdo

1:100.

Durante todo o procedimento foram utilizados controles positivos externos e

internos, estes representados por glandulas apdcrinas cutaneas.

A mensuracdo da imunomarcacdo foi procedida com o uso de méetodo de escores

mistos, a partir da determinacdo qualitativa (intensidade de coloracdo) e

semiquantitativa (porcentagem de células positivas) a objetiva de 40 aumentos, segundo

as seguintes escalas que, somadas, originam 0s escores abaixo descritos (Soini et al.,

2001; Sampaio-Goes et al., 2005):

. Escala qualitativa:

0 = marcacgéo ausente

1 = fraca
2 = moderada
3 =intensa

4 =muito intensa

° Escala semiquantitativa;

0 = marcacao ausente

1 =< 25% de células apresentando citoplasma positivo
2 = 25-50% de células apresentando citoplasma positivo
3 =50-75% de células apresentando citoplasma positivo
4 = > 75% de células apresentando citoplasma positivo

o Escores mistos:
0 = marcacéo ausente
1 = imunorreatividade fraca (soma de escalas de 0 a 4)

2 = imunorreatividade intensa (soma de escalas de 5 a 8)
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Resultados

Foram avaliados 20 carcinomas mamarios, provenientes de pecas cirdrgicas de
animais atendidos no HOVET/UMESP. A amostragem compreendeu animais entre 6 e
15 anos, apresentando idade média de 9,9 anos. Os tipos histologicos predominantes
foram os carcinomas tubulares (50%, 10/20) e os solidos (40%, 8/20). Em relacdo a
graduacdo histologica, foram avaliados 8 carcinomas de grau I, 8 de grau Il e 4 de grau
I11 de malignidade (Tabela 1). O painel imuno-histoquimico evidenciou o predominio
de tumores com dupla negatividade para os marcadores, estando o perfil K7-/K20-
presente em 75% dos casos (15/20) (Tabela 2). Considerando-se os padrdes histoldgicos
das neoplasias mamarias, a positividade para as ceratinas mostrou-se restrita as
variantes tubulares com padrédo focal, sendo de intensidade moderada a fraca para K7
em quatro casos de carcinomas tubulares (Tabela 2/Figura 1) e fraca para K20 em dois
casos (Tabela 2/Figura 2). Identificou-se a coexpressdo de ceratinas em apenas uma
ocasido. Carcinomas solidos e anaplasicos apresentaram dupla negatividade nos nove
casos analisados. Em relacdo ao grau de malignidade, a expressao de ceratinas mostrou-
se sempre focal, sendo, porém, mais frequente nos tumores bem diferenciados, 3/8,
ocorrendo nessas neoplasias de grau | de malignidade o Unico caso de expressdo de
intensidade moderada e o de coexpressdo de ceratinas. Nas neoplasias de graus Il e 11

identificou-se apenas um caso de expressdo fraca e focal em cada grupo.

15



Tabela 1. Relagdo dos casos de cadelas portadoras de carcinomas mamarios avaliadas,
considerando-se raca, idade, classificacdo e graduacdo histopatologicas. SRD: sem raca

definida.

Caso raca idade classificagdo graduagéo
1 SRD 9 tubular simples 1
2 cocker spaniel inglés 8 tubular simples I
3 yorkshire terrier 6 tbulo-papilifero simples I
4 SRD 11 tubulo-papilifero simples I
5 pinscher 8 tubulo-papilifero simples I
6 poodle 9 tubulo-papilifero simples I
7 SRD 8 tbulo-papilifero simples I
8 SRD 7 tubular complexo i
9 SRD 10 tubular complexo I
10 SRD 10 tubular complexo misto I
11 cocker spaniel inglés 6 mucinoso I
12 SRD 9 solido simples Il
13 SRD 11 solido simples Il
14 SRD 12 solido simples I
15 SRD 12 solido simples I
16 SRD 12 solido simples I
17 teckel 12 solido simples i
18 pinscher 15 s6lido complexo I
19 SRD 15 solido misto I
20 poodle 8 anaplésico Il
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Tabela 2. Perfil de imunorreatividade dos carcinomas mamarios de cadelas as ceratinas 7 e 20,
considerando-se aspectos qualitativos e quantitativos, sendo EQL.: escore qualitativo, com 0:
marcacdo ausente, 1: fraca, 2: moderada, 3: intensa, 4: muito intensa; EQT: escore quantitativo
com 0: marcagdo ausente, 1: < 25% das células marcadas, 2: de 25-50% das células marcadas,
3: de 50-75% de células marcadas, 4: >75% das células marcadas; e EM: escore misto com O:
marcacdo ausente, 1: imunorreatividade fraca, 2: imunorreatividade intensa.
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Em termos quantitativos, a imunomarcacdo mostrou-se constantemente focal,
nunca envolvendo mais do que 10% das células tumorais. Em relacéo a intensidade de

coloracdo detectou-se marcacdo citoplasmatica de moderada a fraca.

Figura 1- Fotomicrografia de carcinoma tubular complexo misto de mama, grau | de
malignidade, apresentando imunopositividade de células tumorais para K7 (LSAB,
contra-corado com hematoxilina de Harris, 40x).

Figura 2- Fotomicrografia de carcinoma tubular complexo de mama, grau | de
malignidade, apresentando imunopositividade de células tumorais para K20 (LSAB,
contracorado com hematoxilina de Harris, 40x).

18



Discussao

Os tumores de sitio primario desconhecido representam uma importante faixa
dentro da casuistica oncologica, correspondendo, na espécie humana, entre 5%-10% dos
casos diagnosticados nos Estados Unidos e na Europa (Klein, 2009). Dentre os mais de
duzentos tipos distintos de cancer, os de origem epitelial sdo os de maior incidéncia na
espécie humana, e em consequéncia os mais estudados (De Palma & Hanahan, 2012).
Considerando o fato que em geral a expressdo de ceratinas guarda relacdo com a origem
da célula, e tende a ser preservada quando da transformacdo neoplasica em carcinomas,
desenvolveu-se este estudo (Karantza, 2011). A idade média de aproximadamente dez
anos espelhou o periodo de maior ocorréncia de carcinomas mamarios em cadelas (Lana
et al., 2007). Também os tipos histoldgicos predominantes foram os mais frequentes na
espécie canina, sendo ocasionais casos de carcinomas mucinosos e anaplasicos. As
glandulas apdcrinas dérmicas mostraram-se adequadas como controles positivos
internos da imunomarcacdo por exibirem dupla positividade, para K7 e K20. Também a
utilizacdo de anticorpos anti-humanos mostrou-se Gtil para o estudo em cées, dada a
ampla reatividade cruzada desses filamentos intermediarios entre espécies (Lazarides,
1980).

Embora exista uma grande diversidade de ceratinas, a escolha das ceratinas 7 e
20 para a pesquisa fundamenta-se em sua expressdo varidvel, particularmente em
adenocarcinomas, ao contrario do observado em relagdo as ceratinas 8,18 e 19,
perenemente expressas nessas condi¢des (Karantza, 2011), porém inespecificas para o
tecido mamario. A expressdo de ceratinas limitou-se aos carcinomas tubulares, com
graus variados de malignidade, inexistindo nas demais variantes histologicas avaliadas

(carcinomas mucinosos, solidos e anaplasicos). A frequente dupla negatividade e a fraca
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positividade focal para K7 nos carcinomas mamarios divergem de estudos anteriores.
Vos et al., 1993, identificaram, em cortes de congelacdo, imunopositividade para a K7
em carcinomas solidos de mama utilizando o anticorpo RCK 105. Espinosa de los
Monteros et al., 1999, identificaram perfil K7+/K20- em 56% dos carcinomas mamarios
avaliados (5 em 9 casos), identificando maior propor¢do de células marcadas (de 34% a
100%) do que o verificado neste estudo. A completa auséncia de marcacéo para K7 e
K20 em carcinomas soélidos e anaplasicos reforca a hipdtese de relacdo entre a
expressao destes filamentos intermediarios e a diferenciacdo tumoral, visto que esses
padrdes sdao compreendidos como formas biologicamente avancadas e agressivas de
carcinomas mamarios, envolvendo importante comprometimento da diferenciacéo
celular (Misdorp et al., 1999). No entanto, embora a imunopositividade para ceratinas
tenha sido mais frequente em neoplasias de baixo grau, também esteve presente em
tumores de grau Il e Il de malignidade, evidenciando a maior complexidade da
graduacdo tumoral, parametro que envolve outros critérios além dos estruturais, como
atividade proliferativa celular. A identificacdo esporadica de K20 em carcinomas
derivados de tecidos em que habitualmente ndo é expressa, a semelhanca do observado
neste estudo, foi anteriormente identificada na espécie humana (Moll et al., 1992).

Tais resultados evidenciam o predominio do fenétipo K7-/K20- em carcinomas
mamarios de cadelas, sendo a positividade para as ceratinas eventos focais e de baixa
intensidade, sugerindo a inclusdo desses processos no mais extenso grupo
imunofenotipico de carcinomas caninos, caracterizado pela dupla negatividade para
ceratinas 7 e 20, como o identificado em tumores hepatocelulares, pancreaticos, renais,
bronquiolo-alveolares, endometriais, gastricos, uroteliais, prostaticos e mesoteliomas
malignos (Espinosa De Los Monteros et al., 1999). Essa similaridade imunofenotipica

compromete o potencial discriminatorio dessa combinagdo de marcadores em relagéo a
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histogénese de carcinomas de origem desconhecida na espécie canina. Uma estratégia
possivel a ser testada passaria pela pesquisa da expressao de ceratinas acidicas 18 e 19,
potenciais competidoras com a K20, nos carcinomas mamarios. Outra alternativa seria o
acréscimo de marcadores especificos para o tecido mamario, como a mamaglobina,
glicoproteina hiperexpressa em 70 a 80% das bidpsias de neoplasias mamarias
humanas, tanto em sitios primarios quanto metastaticos (Leygue et al., 1999). Pandey et
al., 2015, identificaram elevacdo nos niveis séricos dessa glicoproteina em cadelas
portadoras de neoplasia mamaria. Assim, com a possibilidade do uso de estratégias
variadas, o emprego de métodos imuno-histoquimicos ainda se apresenta como uma
importante alternativa para elucidacdo da histogénese neoplasica em oncologia

veterinaria.
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Conclusdes

O padréo imunofenotipico predominante nos carcinomas mamarios foi o
de dupla negatividade para as ceratinas 7 e 20, sugerindo-se sua utilizacdo como perfil
imuno-histoquimico preferencial em carcinomas mamarios, em oposicao ao relatado em
literatura. A expressdo de ceratinas mostrou-se focal e restrita a alguns casos de

carcinomas tubulares.
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CAPITULO 2 Expressdo coordenada de ceratinas 7 e 20 em carcinomas mamarios
de gatos
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ABSTRACT - Boccia, J. P.; Kleeb, S. R.; Silveira, L.M.G.; Lallo, M. A.; Xavier, J.

G. 2016 [Coordinated expression of keratins7 and 20 in feline breast carcinomas]

ABSTRACT: Mammary gland neoplasia corresponds near to 17% of feline tumors
being approximately 85% malignant with tubular carcinoma, papillary, solid and
cribriform in highlight. Regional lymph nodes and lung metastasis are frequent, with
eventual diagnosis from metastatic tumor without mammary gland primary lesion
evidence. For therapeutic purposes in this situations it is important the metastatic lesion
histogenic identification. Keratins (K) expression research can be useful in this
condition. Keratins are members of the cytoskeleton intermediate filament group,
expressed mainly by epithelial cells in different locations of the organism, being
recognized at least 20 different polypeptides. Particularly the expression of K 7 and 20
is suitable for the histogenic screening of epithelial tissues, contributing to the
identification of the tissue origin. The aim of this study was to characterize the K 7 and
20 expression pattern in feline mammary carcinomas. To this end, 20 primary
mammary neoplasms and 4 nodal metastases were submitted to immunostaining with
anti-human mouse monoclonal antibodies for K 7 and 20, respectively, OV-TL clone
12/30 and clone Ks20-8, with amplification by the system LSAB (DAKO). The
predominance of the K7 + /K20 profile was present in 60.0% of the cases in the primary
tumors, with double negativity in 30% of samples and double positivity in 10%. These
findings reinforce the adequacy of feline mammary carcinoma as a model in
comparative mammary carcinogenesis. In the nodal lesions, immunophenotypic
divergence was observed in relation to the primary tumor in 50% of the samples,
indicating the possibility of divergence between the immunohistochemical profile of

primary and secondary lesions. These findings corroborate a previous study, and
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contribute to the efficacy of the primary site survey in metastatic tumors of unknown
origin, also warning of the complexity of the process, with the possibility of
immunophenotypic variations between primary and secondary lesions, suggesting the

use of complementary techniques for the histogenic distinction of tumors.

Index terms: Mammary gland carcinoma, Feline, Immunohistochemistry, Keratin 7,

Keratin 20.
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RESUMO: Os neoplasmas mamarios correspondem a aproximadamente 17% dos
tumores em gatos, sendo cerca de 85% dos casos malignos, destacando-se 0s
carcinomas tubulares, papiliferos, sélidos e cribriformes. Metastases para linfonodos
regionais e pulmédo sdo frequentes, com eventual diagnostico a partir do tumor
metastatico, sem evidéncia de lesdo mamaria primaria. Nessas situacdes & importante,
para fins terapéuticos a identificacdo histogénica da lesdo metastatica. A pesquisa da
expressdao de ceratinas (K) teoricamente pode ser til nessa condi¢do. As K
compreendem um grupo de filamentos intermediarios integrantes do citoesqueleto,
expressos principalmente por células epiteliais em diferentes localizacGes do organismo,
sendo reconhecidos ao menos 20 polipeptideos distintos. Particularmente, a expressao
das K 7 e 20 mostra-se adequada para a triagem histogénica de tecidos epiteliais,
contribuindo para a identificacdo da origem tecidual. Neste estudo, buscou-se, a partir
da pesquisa da expressdo das K 7 e 20, caracterizar o padréo de expresséo de K em
carcinomas mamarios de gatas. Para tanto, vinte neoplasmas mamarios primarios, e
quatro metastases nodais foram submetidas a imunomarcagdo com anticorpos
monoclonais de camundongo anti-humano, para K 7 e 20, respectivamente, clone OV-
TL 12/30 e clone K20-8, com amplificacdo pelo sistema LSAB (DAKO). Evidenciou-
se, nos tumores primarios, o predominio do perfil K7+/K20-, presente em 60,0% dos
casos, identificando-se dupla negatividade em 30% das amostras e dupla positividade
em 10%. Tais achados reforcam a adequacdo do carcinoma mamario felino como
modelo em carcinogénese mamaria comparada. Nas lesGes nodais houve divergéncia
imunofenotipica em relagdo ao tumor primario em 50% das amostras, indicando a
possibilidade de divergéncia entre o perfil imuno-histoquimico de lesdes primarias e
secundarias. Tais achados corroboram estudo anterior, e contribuem para a eficacia da

pesquisa de sitio primario em tumores metastaticos de origem desconhecida, alertando
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ainda para a complexidade do processo, com a possibilidade de variacOes
imunofenotipicas entre lesdes primarias e secundarias, sugerindo o emprego de técnicas
complementares para a distin¢do histogénica de tumores.

Termos de indexacdo: Carcinoma mamario, Gato, Imuno-Histoquimica, Ceratina 7,

Ceratina 20.
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Introducéo

Os tumores mamarios correspondem a aproximadamente 17% dos neoplasmas
em gatas, sendo a terceira condicdo oncologica em incidéncia na espécie superados
apenas pelos tumores hemopoéticos e cutaneos (Carpenter et al., 1987; Hayes et al.,
1981). Predomina o acometimento de fémeas com média etaria entre 10 e 12 anos de
idade (Hayes et al., 1981), havendo amplo predominio dos processos malignos,
correspondendo a pelo menos 85% das formacgdes, destacando-se 0s carcinomas
(Bostock, 1986). As variantes mais relatadas sdo tubulares, papiliferas, sélidas e
cribriformes, com frequente combinacdo entre esses padrdes (Misdorp et al., 1999).
Tais formacdes também sdo identificadas em machos, porém com frequéncia bem
inferior, totalizando entre 1% e 5% dos tumores mamarios (Skorupski et al., 2005).
Influéncias endocrinas estdo envolvidas na génese desses processos, havendo
importante reducdo no risco de desenvolvimento tumoral em fémeas castradas antes dos
seis meses de idade (Overly et al., 2005). Rastreando-se a expressdo de receptores
hormonais em neoplasmas mamarios de gatas evidenciou-se baixa expressdo de
receptores estrogénicos, e intermediaria expressdo de receptores para a progesterona em
processos benignos, com reducdo nos casos de malignidade (Rutteman et al., 1991).
Nesse sentido, o tumor de mama felino tem sido considerado um modelo para 0s
carcinomas mamarios humanos independentes de horménios (Cardazzo et al., 2005).
Corroborando esses achados foi identificada a expressdo de HER2 em carcinomas
mamarios de felinos, em uma proporc¢édo de 59% dos casos estudados por Millanta et al.
(2005), implicando reducéo de sobrevida dos animais, a semelhanca do observado na

especie humana (De Maria et al.,, 2005). Rasotto et al. (2011), no entanto, nédo
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identificaram relacdo entre progndstico e expressdo de HER2, em estudo com 78
animais.

Classicamente 0 meio mais empregado para o diagndstico desses processos é a
biopsia local sucedida por avaliacdo histopatologica da formacéo, identificando-se sua
natureza com base em caracteristicas morfoldgicas da area lesada. Embora um grande
numero de sistemas classificatorios para tumores mamarios tenha sido desenvolvido, o
mais empregado é o preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude (Misdorp et al.,
1999).

Com frequéncia esses neoplasmas metastatizam, principalmente para linfonodos
regionais e parénquima pulmonar (Meuten, 2002), sendo eventualmente identificado o
tumor metastatico sem diagndstico anterior de neoplasma mamario (tumor mamario
silencioso ou excisdo cirurgica remota), o que corresponde, na espécie humana, em
centros industrializados, a cerca de 5% a 10% de todos os neoplasmas diagnosticados
(Van De Wouw et al., 2002). Nessas situacdes € importante, para fins terapéuticos, a
identificacdo do territdrio de origem do carcinoma metastatico. Um recurso ainda pouco
aplicado a oncologia veterinaria, a partir de seu emprego em oncologia humana, é a
pesquisa da expressdao de ceratinas (K) nas células neoplasicas. As ceratinas
compreendem um grupo de filamentos intermediarios integrantes do citoesqueleto,
expressos principalmente por células epiteliais em diferentes localizagdes do organismo,
sendo reconhecidos ao menos 20 polipeptideos distintos, particularizados por diferencas
no peso molecular e no ponto isoelétrico, sendo numerados consecutivamente de 1 a 20
(Moll et al., 1982). Em estudo previo evidenciou-se a possibilidade da determinacdo do
sitio primario tumoral a partir de neoplasias metastaticas de caes e gatos considerando-
se a expresséo das ceratinas 7 e 20, a semelhanca do usado em patologia humana (Wang

et al., 1995; Espinosa De Los Monteros et al., 1999). A K7 é um polipeptideo de 54kDa
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encontrado em varios epitélios simples, incluindo cérvix, pulmédo, mama, ducto biliar e
ductos coletores renais, epitélio transicional da bexiga e mesotélio, estando ausente no
epitélio do trato gastrointestinal, tabulos contorcidos proximais e distais renais e epitélio
escamoso (Ramaekers et al., 1990; Van Niekerk et al.,1990). J4 a K20 é uma proteina
de 46 kDa expressa pelo epitélio intestinal, foveolar, urotélio e células de Merkel (Moll
etal., 1992).

O presente estudo visa, com o emprego de técnica imuno-histoquimica, ampliar
0 conhecimento acerca dos carcinomas mamarios de gatas, avaliando-se a expressdo das
K7 e K20 nesses tumores, averiguando a adequacéo e a abrangéncia do emprego dessa
combinacdo de marcadores para a identificacdo desses neoplasmas, em sitios primarios

e focos metastaticos.
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Material e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais, da
Universidade Metodista de Séo Paulo, sob o protocolo 099/2012. Foram levantados 0s
casos de carcinomas mamarios em felinos arquivados junto aos Servi¢cos de Patologia
dos hospitais veterinarios da Universidade Paulista, da Universidade Metodista de Séo
Paulo e do Laboratorio de Patologia Animal, reavaliando-se morfologicamente 0s casos
para classificacdo histologica e graduacdo. A classificacdo seguiu o sistema proposto
pela Organizacdo Mundial de Saude (Misdorp et al., 1999), baseando-se na avaliacao de
ao menos dois observadores, sendo a graduacdo baseada em método proposto por Elston
& Ellis, 1991, para neoplasmas mamarios humanos. Associou-se procedimento imuno-
histoquimico, seguindo a metodologia descrita por Hsu et al. (1981). Cortes
histolégicos de 4 um foram dispostos em laminas silanizadas e submetidos a
recuperacdo antigénica pelo calor umido, em solucdo tampdo de citrato de sodio a
0,01M, pH 6,5, por 5 minutos em ebulicdo. Apos resfriamento da solugédo realizou-se
lavagem das laminas em PBS. Seguiu-se o0 bloqueio da peroxidase endégena através da
incubacdo por 30 minutos em solucdo contendo 80% de alcool metilico e 20% de
perdxido de hidrogénio 30 volumes, seguindo-se lavagem das laminas por trés vezes em
PBS. A etapa seguinte foi a incubagdo com o anticorpo primario, diluido em solucdo
composta por 0,5 ml de azida sddica a 5%, 0,25 ml de albumina bovina fracdo V
(Sigma) a 5% e 12 ml de PBS. As laminas permaneceram em camara Umida por 12
horas a 4 °C. Seguiu-se a incubacdo com anticorpo secundario e complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB,DAKO). Para a revelacdo foi empregada
solugéo contendo cromdgeno diaminobenzidina em 20 ml de PBS e mantida em freezer

a 20 °C. Antes da utilizacao foi acrescentado 5 ul de peroxido de hidrogénio 30 volumes
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para cada 2 ml da solucdo cromogena, aplicando-se sobre a lamina deixando reagir por
um minuto. Procedeu-se a lavagem em 4agua destilada, contracorando-se pela
hematoxilina, seguindo-se desidratacdo, diafanizacdo e montagem em resina sintética e
laminula. Os anticorpos utilizados foram: anticorpo monoclonal de camundongo
anticeratina 7 humana, clone OV-TL 12/30, DAKO®; diluicdo 1:100; o anticorpo
monoclonal de camundongo anticeratina 20 humana, clone Ks20-8, DAKO®; diluicdo
1:100. Estruturas lobulares integras foram utilizadas como controles internos.

Durante todo o procedimento foram utilizados controles positivos externos e
internos, estes representados por glandulas apdcrinas cutaneas.

A mensuracao da imunomarcacdo foi procedida com o uso de método de escores
mistos, a partir da determinacdo qualitativa (intensidade de coloracao) e
semiquantitativa (porcentagem de células positivas) a objetiva de 40 aumentos, segundo
as seguintes escalas que, somadas, originam 0s escores abaixo descritos (Soini et al.,
2001; Sampaio-Goes et al., 2005):

. Escala qualitativa:

0 = marcacgéo ausente

1 = fraca
2 = moderada
3 =intensa

4 =muito intensa

° Escala semiquantitativa;

0 = marcacdo ausente
1 = < 25% de células apresentando citoplasma positivo
2 = 25-50% de células apresentando citoplasma positivo

3 =50-75% de células apresentando citoplasma positivo
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4 = > 75% de células apresentando citoplasma positivo
o Escores mistos:

0 = marcacéo ausente

1 = imunorreatividade fraca (soma de escalas de 0 a 4)

2 = imunorreatividade intensa (soma de escalas de 5 a 8).
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Resultados

Foram revisados e submetidos a avaliacdo imuno-histoquimica vinte casos de
carcinomas mamarios primarios de gatas, sendo 4 casos acompanhados de lesdes
metastaticas nodais. Na Tabela 1 encontram-se relacionadas as amostras, acompanhadas
das caracteristicas raciais e etarias, diagnéstico e graduacdo histologicos e padréo de
imunomarcacao para K7 e K20. Predominaram animais sem raca definida, com média
etaria de 11 anos. Entre os padrdes histologicos predominaram os carcinomas tubulares
(12/20) e sua variante papilifera (3/20). Completaram a amostragem 2 tumores
cribriformes, 2 sélidos e 1 carcinoma mucinoso. Quanto a graduacéo, foram 8 amostras
de grau I, 10 de grau Il e 2 de grau 1l (Tabela 1).

Foi identificada imunopositividade para K7 em 14 dos 20 tumores primarios, e
em 2 das 4 lesGes metastaticas, todos envolvendo carcinomas de graus | ou 1l. Nenhum
dos casos de lesdes de grau Il exibiu positividade para o marcador. Ja a
imunoexpressdo de K20 foi identificada em dois carcinomas primarios, sempre em
associacdo com K7, estando ausente em lesbes metastaticas. Os perfis de
imunoexpressdo encontrados nos carcinomas mamarios primarios de gatas foram
K7+/K20- (Tabelas 1 e 2/Figura 1A), identificado em 60% dos casos (12/20), a dupla
negatividade, presente em 30% das amostras (6/20) e dupla positividade em 10% dos
casos (2/20) (Tabelas 1 e 2/Figura 1B). Nas lesdes metastaticas o perfil imunofenotipico
do tumor primario foi comum, K7+/K20-, evidenciando-se a reproducdo do padrdo de
expressdo da lesdo priméaria em 50% das amostras (2/4) (Tabelas 1 e 2/Figuras 1C/D),
com perda da expressdo de K7 em relacdo a formacéo original nas 2 outras (2/4).

Considerando-se o padrdo histologico, dos 12 carcinomas tubulares, 8 foram
K7+/K20-, e 4 apresentaram dupla negatividade. Nos papiliferos 2 foram K7+/K20- e 1

exibiu dupla positividade. De forma analoga, entre os carcinomas cribriformes, 1
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apresentou K7+/K20- e 1 dupla positividade. Em ambos os carcinomas solidos nédo
ficou identificada imunoexpressdo das ceratinas testadas.

Relacionando-se grau histoldgico e o perfil de imunoexpressdo, dentre os 10
casos de tumores de grau Il de malignidade, 80% (8/10) apresentaram o perfil
K7+/K20-, e 2 dupla positividade. J& entre as amostras de baixo grau, 50% (4/8) foram
K7+/K20- e 50% (4/8) exibiram dupla negatividade, achado presente em todos o0s
carcinomas de alto grau de malignidade (Tabela 1).

Quanto a intensidade da marcacdo, observou-se, tanto em lesdes primarias
guanto em metastases, o predominio de marcacao citoplasmatica de fraca intensidade
para K7(9/20), porém com distribuicdo varidvel, abrangendo, em geral, até 50% das
células (12/20). Nos casos em que houve expressdo de K20, esta se apresentou de fraca
intensidade, com distribuicdo alcancando até 25% das células em uma amostra, e até

50% em outra (Tabela 2).
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Tabela 1. Caracteristicas etarias, raciais, classificacdo e graduacédo histologicas e padréo
de imunoexpressdo de ceratinas 7 e 20 em gatas portadoras de carcinomas. As amostras
grafadas com linhas correspondem as lesdes metastaticas.

caso raca idade (a) | carcinoma | grau | K7 | K20
01 SRD 10 mucinoso I (+) -)
02 siamés 13 tubular I (+) )
03 SRD 13 solido Il ) )
04 SRD 15 tubular I (+) )
05 SRD 15 tubular I (+) )
06 siamés 12 tubular I (+) )
07 siamés 12 tubular I (+) )
08 SRD 10 tubular I (+) )
09 siamés 9 tubular I ) )
10 siamés 9 tubular I ) )
11 SRD 9 tubular I ) )
12 SRD 10 sélido Il ) (-)
13 persa 9 tubular I ) )
14 SRD 10 tubular I (+) (-)
14’ metéstase (+) ()
15 SRD 10 papilifero I (+) (+)
15° metastase ) )
16 SRD 12 papilifero I (+) )
17 SRD 7 cribriforme | 1l (+) (+)
17’ metastase ) )
18 SRD - tubular I + | 6
18 metastase (+) )
19 SRD 14 cribriforme | 1l (+) )
20 SRD 10 papilifero I (+) )
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Figura 1. A. Fotomicrografia de corte histologico de tecido mamério de gata,
apresentando imunopositividade para K7 em éarea carcinomatosa (LSAB, 40X). B.
Fotomicrografia evidenciando area de lesdo carcinomatosa mamaria de gata composta
por células epiteliais com frequente expressao de K20 (LSAB,40x). C. Fotomicrografia
de crescimento metastatico em linfonodo exibindo imunoexpressdo de K7 (LSAB,
40X). D. Detalhe de émbolo neoplésico em vaso linfatico (LSAB, 40x).
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Tabela 2. Perfil de imunorreatividade dos carcinomas mamarios de gatas as ceratinas 7
e 20, considerando-se aspectos qualitativos e quantitativos, sendo EQL: escore
qualitativo, com 0: marcacdo ausente, 1: fraca, 2: moderada, 3: intensa, 4: muito
intensa; EQT: escore quantitativo com 0: marcacdo ausente, 1: < 25% das ceélulas
marcadas, 2: de 25-50% das células marcadas, 3: de 50-75% de células marcadas,4: >
75% das células marcadas; e EM: escore misto com 0: marcagdo ausente, 1:
imunorreatividade fraca, 2: imunorreatividade intensa. As amostras grafadas com linhas

correspondem as lesdes metastaticas.
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Discussao

Os tumores mamarios sao neoplasmas comuns em diversas espécies, incluindo
cdes, gatos, ratos, camundongos e humanos, sendo raros em outras espécies domésticas
(Misdorp et al., 1999). Nos felinos apresentam-se como processos altamente
infiltrativos assemelhando-se em termos epidemioldgicos, morfoldgicos e progndsticos
com carcinomas mamarios humanos negativos para receptores estrogénicos, tendo sido
sugerido seu estudo como um modelo biolégico para a neoplasia mamaria humana
(Zappulli et al., 2005). Nesse sentido, dimensdes tumorais, presenca de metastase em
linfonodos, grau histoldgico, expressdo de marcadores de proliferacdo e de receptores
hormonais constituem informacGes relevantes em termos progndsticos (Castagnaro et
al., 1998; Milanta et al., 2002; Preziosi et al., 2002; Milanta et al., 2006). A presenca de
metastase é frequente no momento da cirurgia devido a elevada invasividade, com
frequente infiltracdo estromal, determinando um prognoéstico reservado para 0 processo.
Estudos evidenciam um intervalo entre a deteccdo tumoral e o ébito do animal entre 10
e 12 meses (Weijer & Hart, 1983; Hayes et al., 1981). O tratamento cirdrgico seguido
de quimioterapia com doxorubicina possibilitou uma sobrevida média de 331 dias em
animais com metastase pulmonar e até superior a 1.500 dias em animais com metastase
em linfonodos (Novosad et al., 2005).

As caracteristicas morfoldgicas em carcinomas frequentemente sdo comuns,
independentemente do sitio primario de origem, evidenciando-se agregados de células
coesas, com frequente palicamento, e, no caso de neoplasmas glandulares, amitide com
delimitacdo luminal (Moulton, 1978). Em condi¢cGes em que o sitio primario ndo é
visualizado, avaliacbes complementares com finalidade diagnostica devem ser somadas
ao exame histopatologico convencional, constituindo-se a pesquisa de filamentos

intermediarios, em particular das ceratinas, uma potencial alternativa (Cooper et al.,
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1985). Diferentes estratégias podem ser utilizadas, destacando-se a pesquisa de
ceratinas de alto e baixo peso molecular, das ceratinas 7 e 20, e a coexpressao de
vimentina e de marcadores neuroendocrinos (Bacchi, 1999). Espinosa de los Monteros
et al., 1999, pesquisaram a expressdo combinada das K7/K20 para rastrear os diferentes
neoplasmas epiteliais de cées e gatos, identificando quatro perfis basicos de expresséo,
as duplas positividade e negatividade, K7+/K20- e K7-/K20+. A expressdo de K7
caracteristicamente relaciona-se a epitélios glandulares, sendo esperada sua positividade
em adenocarcinomas ndo gastrointestinais (Wang et al., 1995). Em nosso estudo,
avaliando-se 20 carcinomas mamarios de gatas, o perfil de imunoexpressdo
predominante foi o K7+/K20-, seguido pela dupla negatividade, corroborando o0s
achados de avaliacdo anterior, realizada em oito casos, no qual os dois perfis
corresponderam a 50% dos casos cada (Espinosa De Los Monteros et al., 1999). Ainda
nesse estudo, Espinosa de Los Monteros et al. indicaram o perfil K7+/K20- em felinos
como o preferencial, exclusivamente, para os carcinomas de mama, fortalecendo o uso
da estratégia da pesquisa de coexpressdo de ceratinas 7 e 20 na pesquisa histogénica de
carcinomas nessa espécie. O emprego de anticorpos monoclonais anti-humano mostrou-
se util, sendo caracterizada uma elevada reatividade cruzada em anticorpos contra
filamentos intermediarios (Vos et al., 1993). A auséncia de imunopositividade para as
ceratinas testadas foi identificada em alguns tumores de baixo grau de malignidade, mas
preferencialmente em neoplasmas pouco diferenciados, como os carcinomas sélidos, e
as amostras de alto grau de malignidade, sugerindo uma relacdo inversamente
proporcional entre o grau de anaplasia celular e a expressdo das ceratinas. Merece
destaque a presenca de expressdao de K20 em 2 amostras de grau Il de malignidade,
sendo um carcinoma papilifero e um cribriforme. Tal achado sugere diferenciagéo

apocrina e associa-se a mau progndstico em carcinomas de mama na especie humana
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(Shao et al., 2012). O carcinoma mucinoso de mama em gatas € infrequente, existindo
um estudo indicando a frequente imunopositividade para a K19 (Sarli et al., 2006). Em
nossa amostragem o Unico caso representado apresentou o perfil K7+/K20-, semelhante
a maioria das amostras.

Comparando o0 processo metastatico nodal ao primario, evidenciou-se a
reproducdo do perfil imunofenotipico em duas amostras, com a perda de expressao de
K7 nas outras 2. A maioria dos estudos comparativos entre a composicdo genética da
lesdo primaria e do foco metastatico de crescimento, identifica uma proximidade clonal
entre as populacdes celulares (Marusyk & Polyak, 2010). No entanto, a heterogeneidade
entre as populacdes neoplasicas estd bem caracterizada em alguns tumores, entre 0s
quais se encontram os carcinomas mamarios (Shipitsin et al., 2007), sendo identificada,
intrinsecamente na propria lesdo primaria, e entre esta e os focos metastaticos (Torres et
al., 2007). Esse fato pode ser interpretado como uma diversidade entre clones tumorais
na origem dos processos primario e secundario, coerente com a heterogeneidade clonal
postulada durante o processo carcinogénico, porém, pode também ser compreendida
como a resultante da interacdo entre as col6nias neoplasicas e microambientes distintos
(Kim et al., 2014; Lu et al., 2011). Essa divergéncia genética entre as populacbes
primaria e metastatica torna mais complexa a caracterizacdo do sitio primario em
carcinomas metastaticos, e reforca a necessidade de abordagens complementares para o
éxito no procedimento. J& o perfil de expressao de ceratinas predominante no carcinoma
mamario de gatos, analogo ao identificado nessas neoplasias em humanos, corrobora o
uso da lesédo em felinos como um modelo biologico adequado para a compreenséo da

condicgéo na especie humana.
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Conclusdes

Mediante a pesquisa da expressdo de ceratinas 7 e 20 em carcinomas mamarios
de gatas foi identificado como perfil preferencial ceratina 7+ e ceratina 20-,
considerando-se a possibilidade de perda da expressdo de ceratina 7 em lesdes
metastaticas nodais, caracteristicas particularmente Uteis na pesquisa histogénica em

carcinomas metastaticos de origem desconhecida.
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