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Resumo

As Claudinas (CLDN), constituintes principais dasides intercelulares (UICs), séo
responsaveis pela adesao, polaridade e permedeilickelular (Jakalet al 2008a). Enquanto
moléculas de adesdo, uma alteragdo na sua expsd@aonduzir a perda de coeséo celular,
favorecendo a invasividade e mestastizacdo (Oubam@®ed 2010). A expressado alterada das
CLDNs tem sido observada no cancro, apoiando adspaestas moléculas estarem associadas
a progressao tumoral (Tokétsal 2005b).

O objetivo deste projeto consistiu na ampliacaccaiehecimento relativo & carcinogénese
mamaria das gatas, tendo sido investigada a eforelss CLDNs-1, -2 e -7 em carcinomas
mamarios felinos, de forma a esclarecer qual a itApoia destes isotipos no desenvolvimento e
progressao dos tumores mamarios das gatas. A e&preks CLDNs foi avaliada segundo a
técnica de imunohistoquimica (IHQ) e os niveis ®pressao relacionados com o tipo e grau
histoldégico das lesdes.

Observou-se imunoexpressao das CLDN-1, -2 e -7Pitélie luminal da glandula mamaria
normal da gata. Nos carcinomas mamarios felinogpeessdo das CLDN-1, -2 e -7 foi reduzida
e parece estar inversamente relacionada com ohgtlogico. A localizacdo da marcagdo das
CLDN-1 e -7 foi membranar lateral e da CLDN-2 clagmatica. As CLDN-1 e -2 registaram
ainda marcacao citoplasmatica densa e/ou membidiesa nas areas com diferenciacédo
escamosa, producdo de mucina ou fenotipo anapldsstes resultados sugerem que a perda de
expressdo das CLDN-1, -2 e -7 bem como, as anasnadigpadrao de localizagdo das CLDNs-1
e -2 poderao estar relacionadas com o desenvoltineeprogressdo do cancro da mama nas

gatas, desempenhando um importante no comportariehdgico das lesdes.

Outro dos objetivos propostos para este periodeesi@gio consistiu na aquisicao de
competéncias praticas na realizacdo do diagnéstiistopatologico, mediante o

acompanhamento da rotina do Laboratério de PatoMegierinaria do ICBAS.
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Introducao/Reviséo bibliografica

Neoplasias mamarias nas gatas

Os tumores mamarios assumem-se, nas gatas, coenceaa neoplasia mais frequente,
depois dos tumores de pele e linfoma (Misdorp 200@nson & Moresco 2007, Langt al
2007) e apresentam caracteristicas histoldgicégpatoldégicas semelhantes ao cancro de mama
na mulher, sendo frequentemente apontados comoagdalmanimal para o estudo do cancro de
mama humano ( Munson & Moresco 2007, Magbsl 2012). Cerca de 80-96% dos tumores
mamarios felinos apresentam comportamento bioléagressivo e destes o carcinoma € o tipo
maligno mais comum (Lanet al 2007, Seixa%t al 2011). Nos felideos, os tumores ocorrem
sobretudo em animais velhos (rondando os 10-12 deoglade) e inteiros, sdo geralmente
nodulares e firmes, afetando qualquer uma das gl@ndnamarias ou eventualmente todas, sem
predilecao pelo lado esquerdo ou direito, craniat@udal (Lana&t al 2007).

Os carcinomas mamarios felinos estdo associadosn acamportamento altamente
invasivo, com infiltracdo dos tecidos moles, ulésgando o endotélio vascular e linfatico e
dando origem a metastases nos ganglios linfatiegomais (Misdorp 2002), pulméo, pleura
(Munson & Moresco 2007), figado (Borregbal 2009) e osso (Morris & Dobson 2001). A
classificagdo morfoldgica atual das neoplasias masanalignas dos animais domésticos,
proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OM8yedos carcinomas mamarios em trés
grupos: carcinomasn situ (néo infiltrativos), carcinomas simples e carciasncomplexos
(Misdorp et al 1999, Misdorp 2002). Nos carcinomas situ as células neoplasicas nao
ultrapassam a membrana basal, os carcinomas sisgalesompostos por uma Unica populagéo
epitelial neoplasica que, de acordo com o padréatadd pelas células podem ser classificados
em tubulopapilares, solidos, cribiformes e anapt#s(Misdorpet al 1999, Misdorp 2002). Por
fim, os carcinomas complexos sao constituidos pma wcomponente epitelial luminal e
mioepitelial neoplésicas.

Nos tipos especiais de carcinomas, as células &asoas adotam uma morfologia peculiar,
como acontece no carcinoma de células fusiformesppasentam aspetos de diferenciacao
especifica com producdo abundante de material @scamMmucinoso e rico em lipidos (Misdorp
et al 1999, Misdorp 2002).



As Unides Intercelulares

As UniGes intercelulares (UICs), juncbes adereftd3 e desmossomas formam o complexo
de adeséo intercelular (CAl) que permite a formagd@arranjos celulares bem diferenciados
(figura 1) (Morin 2005, Ichikawa-Tomikawaet al 2011), sendo responsaveis pela dos
compartimentos bioldgicos, garantindo o estabelecime manutengéo do equilibrio interno dos
organismos (Lal-Nag & Morin 2009).

As UICs sdo as juncdes mais apicais onde as measnalasmaticas de duas células
epiteliais ou endoteliais contiguas estabelecentactos entre si, formando arranjos celulares
gue separaram o meio intracelular do meio extréaredugarantem a difusdo intramembranar de
solutos, entre os dominios membranares apical @dtesal (Furuset al 1999, Martin & Jiang
2009). As UICs formam ainda uma espécie de selespaco intercelular, garantindo a difusdo
paracelular de moléculas (Fureel 1999, Turksen & Troy 2011) (figura 1).
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Figura 1:Unides intercelulares: juncdes intercelulares nagigais, nas células epiteliais. As UICs em
conjunto com as moléculas de juncdo aderentesr{nade cateninas) e desmossomas foram o compéeadasao

intercelular. As JuncBes Gap estao localizadadrhaste as juncdes aderentes (Brengtaah 2009).

As UICs sédo constituidas por cerca de 40 protedifasentes (Van ltallie & Anderson
2006) agrupadas em trés conjuntos de proteinastdsstas proteinas transmembranares, que
inclui ocludinas (OCDN), claudinas (CLDN) e as nwias de adeséo juncional (JAM); as
proteinas periféricas, que abrange os membros dalZacludens (ZOs) entre outros; e as
proteinas reguladoras, associadas as UICs (Marfiila&g 2009).

Enquanto barreira na difusdo de particulas, assUil@itam as trocas de nutrientes,

regulam o transporte paracelular e ajudam a defisirdominios membranares apical e
2



basolateral das células epiteliais e endotelidiarigadas (Martin & Jiang 2009); sdo essenciais
na transducao de sinal (Heiskada al 2001, Martin & Jiang 2009), desempenhando uma
importancia fundamental na polaridade, diferen@acéescimento e proliferacéo celular (Martin
& Jiang 2009); também atuam como uma barreira aagéy celular ou seja, as UICs impedem
a metastizacao celular pois para que as célulgdastcas consigam ultrapassar eficazmente a
membrana basal e o endotélio vascular, a estrdagdJICs das células neoplasicas, do estroma
e do endotélio vascular terdo de sofrer modificagiie ser mesmo destruidas (Martin & Jiang
2009).

Claudinas: Estrutura molecular, funcao e regulacao

As CLDNs foram descritas pela primeira vez em 1p8Bs investigadores japoneses
Mikio Furuse e Shoichiro Tsukita, na universidagekgoto (Furusest al 1998, Morohashgt al
2007, Jakalet al 2008a). O seu nome, claudina, tem origem no latandere (“para fechar”),
sugerindo o papel de barreira destas proteinast{iikal 2008a). As CLDNs pertencem a
superfamilia de proteinas de membrana integratNlag & Morin 2009), que compreende 27
membros (Turksen &Troy 2011, Gerhatdal 2012), de dimensdes que variam entre 17-27 kDa
(Furuseet al 1998, Van ltallie & Anderson 2006, Jakabal 2008b) e que na sua estrutura
molecular contém quatro hélices transmembranaresia usequéncia NH2-terminal
citoplasmatica, duas alcas extracelulares e um#se@ COOH-terminal citoplasmatica (figura

2) (Van ltallie & Anderson 2006, Oliveira & Morgadodiaz 2007, Lal-Nag & Morin 2009).
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Figura 2: Representacdo esquemdtica da estrutura molecalannth CLDN tipica, que contém 4 hélices
transmembranares (verde), uma sequéncia -NH2 e FCtefninal (vermelho) e duas alcas extracelulareso).
Trés locais de fosforilagdo (azul) e um ligando R[@Zanja) no espaco intracelular e um recetor paraterotoxina
Clostridium perfringens (CPE) (preto) no espaco extracelular, caso se ttatCLDN-3 ou -4 (Lal-Nag & Morin
2009).



A principal propriedade das CLDNs nas UICs é a fionge barreira semi-permeavel ao
transporte paracelular, sendo tecido, tamanhogacsletiva (Krauset al 2008). A funcao de
barreira varia entre os diversos tecidos, entrpratinas CLDNs e parece ser dependente da
expressao e polimerizacdo destas nas UICs (Keiude2008). A maioria dos tecidos expressa
multiplas CLDNs que podem interagir com outrasimesma ceélula ou em células adjacentes, de
uma forma homotipica ou heterotipica, formando Ut€s desenvolvidas (Furuseal 1999,
Oliveira & Morgado-Diaz 2007, Gerhamt al 2012). Algumas CLDNs sao importantes na
criacdo e manutencdo de uma barreira epidérmicaeffd & Morgado-Diaz 2007, Markost al
2012); outras criam um selo na via paracelular gimmd a passagem de ides e macromoléculas
(Markov et al 2012); podem desempenhar um papel direto, atuaodm poros (Oliveira &
Morgado-Diaz 2007) ou canais paracelulares (MagaV 2012), ou um papel indireto (Markov
et al 2012) no transporte de moléculas e ides; podemssiygmente, funcionar como
marcadores de diferenciacdo epitelial e como inldicss de progndstico (Soini 2005).

Os mecanismos que regulam a forma como as CLDNsgsmizam nas UICs e a sua
funcdo é um dominio complexo que ainda hoje coatmser investigado. Estudos propdem que
a organizacao e a funcdo das CLDNs possa ser afetad

(1) Antes da sintese destas proteinas, mediantacéeg no mRNA (Oliveira &
Morgado-Diaz 2007, Ichikawa-Tomikawehal 2011);

(2) Durante ou ap6s a transcricdo proteica (Ové&irMorgado-Diaz 2007, Findley &
Koval 2009), através de repressores transiciongsdiminuem a expressao da gene epitelial e,
consequentemente a expressao e regulacdo das GOliNgra & Morgado-Diaz 2007, Findley
& Koval 2009, Martin & Jiang 2009);

(3) Por intermédio de modificacdes poés-traducdonaa fosforilacdo (Oliveira &
Morgado-Diaz 2007, Lal-Nag & Morin 2009), palmitgfo (Van ltallieet al 2005),
nitrosilacdo, glicosilacdo (Ichikawa-Tomikawet al 2011) entre outras, que influenciam a
atividade, localizacdo, turnover e interacdo daD4$ com outras proteinas (Oliveira &
Morgado-Diaz 2007);

(4) Mediante mecanismos especiais de endocitose,pgunitem a sua internalizacéo
numa mesma célula adjacente (Matsedal 2003, Oliveira & Morgado-Diaz 2007, Findley &
Koval 2009);

(5) Possivelmente, por alteragdes na interacdoasoAOs (Fanningt al 2012);



(6) Por intermédio de mensageiros classicos (cateilmodulina, cAMP, fosfolipase C,
quinases, 6xido nitrico e proteina-G) (Heisleilal 2001);

(7) Mediante fatores de crescimento do hosped€iraley & Koval 2009) e citoquinas
inflamatorias (Oliveira & Morgado-Diaz 2007, Fingdl& Koval 2009);

(8) Por agentes patogénicos (Findley & Koval 2009).

Claudinas e o cancro de mama

Desde 1998, aquando a primeira caracterizacdo HBNE que, dia apds dia surgem
novos dados relativos a sua importancia no desenvehto e progressao do cancro. As CLDNSs,
sendo os constituintes fundamentais das UICs, ssgneiais na sua estrutura e fungao (Lal-Nag
& Morin 2009). A perda de integridade das UICs pareser um pré-requisito para a
desregulacdo da funcdo de barreira das céluladasemgs (Turksen & Troy 2011) visto que,
conduz a perda de polaridade celular levando ioflaxormal de fatores de crescimento (Singh
et a 2010) que originam uma estimulagdo autdcrina, quign@ ou enddcrina das células
neoplasicas, resultando na estimulagéo contingé/aio celular (Jakaét al 2008a).

A associacdo entre a desregulacdo da expressaGlLdds e o desenvolvimento de
neoplasia tem sido sugerido por estudos anterigues mostram alteracées no padrédo de
expressdo das CLDNs no cancro de mama. A expredgd@€LDN-1 tem-se mostrado
francamente diminuida em neoplasias mamarias daem(iTokéset al 2005a, Morohaskhit al
2007, Martin & Jiang 2009) e da cadela (Jaéial 2008b), comparativamente a sua expressao
no epitélio glandular mamario normal. Na mulhesimscomo na cadela, a marcacéao foi do tipo
membranar nas les6es neoplasicas (Tekas2005a, Morohastet al 2007), embora em alguns
carcinomas ductais situ da mulher esteja documentada uma localizacaolasioytica (Tokés
et al 2005a, Morohashét al 2007). O cDNA desta molécula foi isolado a padir células
epiteliais mamarias humanas normais e expresseisrdglevados de CLDN-1, em contrapartida
nos tumores de mama o0s niveis de expressdo fordmzides ou mesmo indetetaveis. Esta
evidéncia sugeriu um possivel efeito supressor taihmata CLDN-1 em neoplasias mamarias
humanas (Martin & Jiang 2009).

A CLDN-2 evidenciou expressao fraca a ausente umosites mamarios da mulher (Kim
et al 2008) e da cadela (Jakabal 2008b). Porém, outros estudos em neoplasias masnari
humanas apontam para uma expressdo da CLDN-2 sertesth observada no epitélio luminal
normal (Tokést al 2005a).



A expressdo da CLDN-4 mostrou-se diminuida a aaseat maioria dos carcinomas
ductais de grau |, nos tipos especiais de carcirmera areas de metaplasia apécrina da mulher,
sugerindo um papel particular desta proteina narafitiacdo glandular maméaria e na
carcinogénese (Martin & Jiang 2009).

A expressao das CLDNs-1, -3 e -4 foi diferente oange 0 estado de desenvolvimento
da glandula mamaria (lactagéo, gravidez ou invalyc@ipontando diferentes fun¢des para cada
uma das CLDNSs nas diferentes fases do desenvoltantenglandula mamaria (Martin & Jiang
2009).0s contactos célula a célula, dos quais fagarte as CLDNs estdo longe de serem
estruturas estaticas, que mantém a barreira @pilnplesmente por manterem as células
unidas. Assim, estes contactos devem ser remodetaidorme a fase de desenvolvimento em
que se encontra a glandula mamaria (Brerabah 2009). Além disso, as CLDNs-1 e -3 foram
detetadas em tumores mamarios humanos, que exihiram marcacdo difusa de CLDN-3,
sugerindo uma possivel intervencdo desta destaipaoha tumorinogénese (Martin & Jiang
2009).

A CLDN-7 registou uma expressdo diminuida na maidos carcinomas mamarios na
mulher (Kominskyet al 2003, Saueret al 2005 Tokéset al 2005a) e da cadela (Jakebal
2008b). A perda de expressdo de CLDN-7 no cancromdena da mulher parece estar
relacionada com o grau histoldgico, (Komingkyl 2003,Saueret al 2005, Tokéset al 2005a,
Bernardiet al 2012), ocorrendo mais frequentemente nos de nggaar, e com presenca de
metastizacdo ganglionar (Kominsklyal 2003, Saueret al 2009. Estes achados sugerem que
CLDN-7 poderia auxiliar na disseminacéo de célulasplasicas e aumentar o seu potencial
metastatico (Martin & Jiang 2009).

A CLDN-16 foi detetada com niveis significativamemhais baixos nos pacientes com
cancro de mama que manifestavam pior prognoéstiecoliréncia, metastases). Nos tecidos
normais a marcacao estava confinada as UICs, caosetumorais a marcacao foi difusa e
citoplasmatica (Martin & Jiang 2009). A conclus@sies achados foi que os baixos niveis de
CLDN-16 nas neoplasias mamarias estavam assoc&adms mau progndéstico, ressaltando a
ideia de que a regulacdo das UICs poderia ser fu@ni@l no controlo da metastizacdo do
cancro de mama (Martin & Jiang 2009).

A expressdo de diversos tipos de CLDNs em neopglasiamarias ja foi, portanto,
investigada em estudos precedentes para a espénanh (Kominskyet al 2003, Saueet al
2005, Tokést al 2005a, Tokeést al 2005b, Morohashat al 2007, Kimet al 2008, Bernardét al
2012, Gerharet al 2012, Oubaret al 2012), canina (Jakad al 2008b) e em ratinhos



(Blackmanet al 2005), porém esté por estabelecer qual a expreEsa@€LDNs nos tumores
mamarios da gata e qual o seu papel na génesgressao do cancro de mama nesta espécie.
O objetivo do presente estudo consistiu na ammliagd conhecimento existente
relativamente a carcinogénese mamaria felina, guedofoi investigada a expressao das CLDNs-
1, -2 e -7 em carcinomas mamarios da gata, de farrasclarecer qual a importancia destas
moléculas no desenvolvimento e progressédo do catermama das gatas. A expressao das
CLDNs foi avaliada segundo a técnica de imunohistogca (IHQ) e os niveis de expressao

relacionados com o tipo e grau histolégico dasdesiservadas.

Material e métodos

Para a realizacéo deste estudo foram selecion2dawdstras de tecido mamario de gata,
recolhidas no periodo compreendido entre Janeir2008 e Dezembro de 2011, no ambito dos
servicos de histopatologia prestados, pelo Labocatie Patologia Veterinaria do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (LPV-ICBAS).

O material incluia 5 amostras de tecido mamarionabre 37 amostras de neoplasias
malignas da glandula mamaria, provenientes de @isirirgicas (n=34ou de necrépsias
(n=3) realizadas nas aulas préaticas de Anatomialdgita | e 1l, do Mestrado Integrado em
Medicina Veterinaria do ICBAS.

Os tecidos foram fixados em formol tamponado a EOcluidos em parafina. Foram
efetuados cortes histolégicos seriados, com umasespm de |Im destinados a coloracdo de
Hematoxilina-eosina (HE) e ao estudo imunohistogqeomO diagndstico histopatoldgico foi
realizado por dois patologistas, baseados na reeghte classificacdo, proposta pela OMS, dos
tumores mamarios de canideos e felideos (Misdbigd 1999). Quando na mesma lesédo se
observou mais do que um padrdo histolégico, a ifilzssio foi feita com base no arranjo
arquitetural predominante. Os carcinomas foram aaiadaliados quanto ao grau histoldgico
segundo o método de Nottingham, proposto por E&tétlis (1996) que se baseia na avaliagdo
de 3 carateristicas morfologicas: (1) formacéo wWarilos; (2) pleomorfismo nuclear; e (3)
atividade mitética, avaliada em 10 campos de gramagliacdo. A cada parametro foi atribuida
uma pontuacao de 1 a 3: (1) formacao de tabulogimais de 75% da area do tumor; 2= em
10-75% da area do tumor; 3= em menos de 10% dadaréamor); (2) pleomorfismo nuclear
(1= nucleos pequenos, regulares e uniformes; 2tleosiaumentados de tamanho, com variacao

na forma; 3= grande variabilidade na dimensaomdatos nucleos); (3) atividade mitética (1=



0-8 mitoses; 2= 9-17 mitoses; 3= mais de 18 mijosBssomatoério das pontuacbes dos 3
parametros permitiu estimar o grau de malignidadtichor:

3-5 pontos— Grau | (tumor bem diferenciado)
6-7 pontos— Grau Il (tumor moderadamente diferenciado)
8-9 pontos— Grau Il (tumor pouco diferenciado)

No estudo imunohistoquimico foi utilizado como nu&tode detecdo o NovoLink
Polymer Detection System (Newcastle, UK). As ses@stinadas ao IHQ foram montadas em
laminas revestidas com APES, desparafinadas e réluidratadas numa série de alcoois em
concentracdes decrescentes, lavadas em agua eomestjeitas a recuperacdo enzimatica
através da imersdo em tampao citrato 10mM a pHeénOpanela de presséo, durante 3 minutos
(Carson 1990). Para parar a reacdo a panela fguthada em agua corrente. Depois de
arrefecidas, retiraram-se as laminas para uma&wohagnpéo (TBS).

O material foi sujeito ao bloqueio da peroxidasddgena mediante a incubacdo em
peroxido de hidrogénio a 30 %, diluido na proportdid em metanol, durante 10 minutos, a
temperatura ambiente. Seguiu-se uma dupla lavagemBsS, com duracdo de 5 minutos cada.
Depois de preparada uma camara humida, proced@urseibacdo do Protein block, durante 5
minutos. No final deste tempo, 0 excesso de Prdikiok foi removido, sendo incubados os
diferentes anticorpos (diluidos em BSA a 5%jernight a temperatura de 4°C, num periodo
maximo de 16 horas. Os anticorpos aplicados neslb@alho, bem como a sua especificidade e

diluicbes utilizadas encontram-se sumariados nal@ab

Anticorpo Clone Tipo Especificidade Diluicédo Origem

Anti-CLDN-1 12H12 Policlonal CLDN-1 1:75 Inviigen
Anti-CLDN-2 - Monoclonal CLDN-2 1:60 Inviagen
Anti-CLDN-7 - Monoclonal CLDN-7 1:60 Inviagen

Tabela 1- Anticorpos utilizados na avaliagdo de proteinas wula§es intercelulares, nas neoplasias mamarias

felinas.

Decorrido o tempo de incubacgdo, os cortes foragitesjnovamente a dupla lavagem em

TBS, sendo depois incubados com a solucdo de Rostrg block, durante 30 minutos, a



temperatura ambiente. Apds novas lavagens com aBSreparacdes foram incubadas com
Polymer, durante 30 minutos, a temperatura ambiente

Seguiram-se novas lavagens com TBS, revelandorsacdo com o cromogéneo- 3,3-
diaminobenzidina (DAB Chromogen), tendo-se utilzéslul de DAB Chromogen por cada
mililitro de Substrate buffer. A reacdo do substrabm a peroxidase produz um precipitado
castanho no local de ligacdo do anticorpo primadoantigénio. O tempo de revelagéo foi de
aproximadamente 5 segundos, sendo os cortes sdbsighosteriormente, a lavagem em agua
corrente durante 5 a 10 minutos e contrastados lematoxilina. Para finalizar, as amostras
foram desidratadas em alcool, diafinizadas em gilolontadas com Entellan.

O controlo negativo consistiu na utilizacdo de wamastra de tecido glandular mamario
felino com lesdo neoplasica mas o anticorpo foissulddo por uma solucédo tampéao (TBS).
Como controlo positivo foram utilizadas secc¢degdolidgicas do mesmo tecido usado como
controlo negativo.

A imunoreatividade foi avaliada segundo um critésgmni-quantitativo, tendo por base a
extensdo, intensidade e localizacdo da marcac&xténsao foi classificada como: 0, se 0-5%
de células marcadas; 1, se 6-20% de células marcadse 21-40% das células marcadas; 3, se
41-60% de células marcadas; 4, se 61-80% de céahdasadas e 5, se 81-100% das células
marcadas. A intensidade de marcacdo foi pontuada fcaca (se mais de 70% do tumor
demonstrava esta intensidade), moderada e fortendse de 70% do tumor exibia intensidade
forte). Por fim, a localizacéo foi classificada aomembranar (se marcacédo da membrana lateral

ou em toda a extensdo da membrana) e citoplasmatica

Resultados

Classificacao histopatologica
As amostras recolhidas para este trabalho incllBaamostras de glandula mamaria
felina normal e 37 neoplasias malignas mamarias gless, 23 apresentam metastases

ganglionares (tabela 2).



Diagnostico histopatolégico N° de casos

Glandula mamaria normal 5
Carcinoma tubulopapilar 16
Carcinoma sélido 12
Carcinoma de células escamosas 5
Carcinoma anaplasico 2
Carcinoma complexo 1
Carcinoma rico em lipidos 1
Metastases ganglionares 23

Tabela 2-Diagnéstico histoldgico das amostras de tecido anenfelino, segundo os critérios propostos pelaSOM
(1999).

Dos 16 Carcinomas tubulopapilares (CTP), 4 aprasant areas focais com producao de
mucina e em 3 casos focos de diferenciacdo escabesmtre os Carcinomas solidos (CS), 3

exibiam areas focais com producéo de mucina e eas@ imagens de diferenciacdo escamosa.

Grau Histolégico

Dos 37 carcinomas mamarios felinos incluidos nesteido apenas 1 (2,7%) foi
classificado como de grau I, 17 (45,95%) como d& dire 19 (51,35%) como de grau lll (tabela
2).

Grau Histoldgico

Tipo Histolégico N° de I Il 11

casos
Carcinoma tubulopapilar 16 1 10 5
Carcinoma solido 12 0 2 10
Carcinoma de células 5 0 2 3
escamosas
Carcinoma anaplasico 2 0 1 1
Carcinoma complexo 1 0 1 0
Carcinoma rico em lipidos 1 0 1 0
Total 37 1 17 19

Tabela 3-Grau histolégico consoante o tipo histolégico, dacinomas utilizados neste estudo.
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Imunoexpressao das Claudinas nas amostras de tecid@mmario felino

Imunoexpressdo da CLDN-1

No tecido glandular mamario felino normal, a CLDNel sistematicamente expressa
apenas nas células epiteliais luminais dos ducfmejaenos acinos em 81-100% das células. A
intensidade de marcacdo foi forte e concentroussa&pritariamente, na membradateral
(Figura 3).

v R e :
Figura 3: Glandula mamaria normal (200x). Marcagao membrkaiaral forte em 81-100% do eptélio luminal

Em todas as lesBes neoplasic
estudadas a CLDN-1 foi expressa ape
nas células epiteliais luminais, embora
percentagem de células marcadas
intensidade de marcagéao tenha sido varigy
entre os diferentes tumores. Trege
neoplasias apresentaram entre 81-100%; Je ! 1 :
células marcadas (figura 4), dos quais 1 ; "'F._ \ i \ _
de grau |, 6 eram de grau Il e 6 de grau [Figura 4: Carcinoma de células escamosas (400x) chfg
Das 24 lesGes neoplasicas restantes,:gtear;i]g;gaéo ‘;°F§ffgnoe,u§:itﬁ§|'_”‘smé“°a moderada quas
exibiram 61-80% de células marcadas (6CTP, 7CSELQCA e 1CC), 3 apresentaram 41-60%

(2CTP e 1CS) de células marcadas, apenas uma @idenciou 21-40% de células marcadas,

3 demonstraram 6-20% (1CS, 1CA e 1CL) de célulaxadas e registou-se ainda, um caso
demarcando menos de 5% das células neoplésicag (fJira 5). Do grupo das 24 lesbes 11

eram de grau Il e 13 de grau lll.
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Figura 5: Carcinoma s6lido (400x). Nas areas sélidas daplasias observoge uma diminui¢ao 1
namero de células marcadas e na intensidade dagaarc

A intensidade de marcacao da componente epitahahal das amostras do estudo foi forte em
16 casos (7CTP, 3CS, 5CCE e 1CA), moderada tamb&d6g7CTP, 8CS, 1CC) e fracaem 5
(2CTP, 1CS,1CL e 1CA) casos. Dos carcinomas queepwiaram intensidade de marcacéo
inferior ao tecido mamario felino normal 9 eramgiau Il e 11 de grau lll. Tanto a intensidade
da reagdo imunohistoquimica, como o numero deasllarcadas variou em fungéo do arranjo
arquitetural adotado pelas células, observandareereducao destes dois parametros nas areas
sélidas dos tumores.
Todas as neoplasias que contemplaram este estudiaresn localizagdo membranar

lateral, porém alguns casos evidenciarg

imunolocalizacdo em toda a extensao
membrana (5CCE, 5CTP, 3CS e 1CA) e/
citoplasmatica (5CCE, 3CTP, 2CS, 1CA
1CL) concomitantes, pontualmente (figu
6). Nos tumores que manifestara
localizacdo citoplasmatica, as céluld
neoplasicas exibiram focos de diferenciag

escamosa, mucinosa, lipidica ou fenotpe

anaplasico. Figura 6: Carcinoma tubulopapilar (400x)Marcaca
membranar e citoplasmatica nas célulase exibii
diferenciacdo escamosa.
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Catorze lesdes metastéticas evidenciaram uma pagesn de células marcadas igual a
lesdo primaria (6CTP, 4CS, 2CCE, 1CA e 1CL), em fraporcdo de células marcadas foi
superior (5CTP e 1CS) e em 3 foi inferior ao reglst na lesdo primaria correspondente. A
intensidade de marcacao foi igual a lesdo prima@mal4 metastases (7 CTP, 4CS e 2CCE),
superior em 5 metastases (5CTP) e inferior em 4TR1IQCS e 1CA). A localizacdo da
marcacdao foi idéntica a lesédo primaria, ou sejanbmanar lateral em todas com marcacdo em
toda a extensdo da membrana simultaneamente eBTP(3ACS e 1CCE) (Figura 7).

Figura 7: Metastase ganglionar de carcinoma tubulopapil@x)(40bservou-senarcacdo membranar fo
na quase totalidade das células neoplasicas.

Imunoexpressdo da CLDN-2

Na glandula maméria normal, a CLDN-2 foi exprespanas nas células epiteliais
luminais numa proporcéo de 61-40% em 3 casos €0%d-@m 2 amostras. A intensidade da
reacdo imunohistoquimica variou de moderada (4sasdorte (1 caso) concentrando-se no

citoplasma apical sob a forma de granulos castaffhigsra 8).

Figura 8: Glandula mamaria normal (400x). Marcacéo citopkgtsra granular apical do epitélio luminal.
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Vinte e nove neoplasias evidenciaram imunomarcpgé&iiva para o anticorpo CLDN-2
na componente epitelial luminal. Nas restantes@I'R e 4CS) a marcacdo foi negativa, das
quais 4 eram de grau Il e 4 de grau lll. Dos 29dm@® positivos para CLDN-2, apenas um
(CCE) evidenciou 61-80% de células marcadas, 2 PLETLCCE) exibiram 41-60% de células
marcadas, em 3 (1CTP, 1CS e 1CA) a percentagerélades marcadas variou entre 21-40%, 7
(3CTP, 2CS, 1CCE e 1CC) demonstraram entre 6-20%¢kiéas marcadas e 16 (7CTP, 5CS,
2CCE, 1CA e 1CL) registaram menos de 5 % de cémbtasadas (Figura 9).

Figura 9: Carcinoma tubulopapilar (400x). Observou-se dingi&o no nimero de células marcadas.

Dos que evidenciaram menos de 20% de células nescid eram de grau Il e 11 de
grau lll. Relativamente a intensidade de marcag&ogcélulas epiteliais luminais revelaram
imunoreatividade forte em 4 casos (3CS e 1CCE),emanih em 16 (6CTP, 5CS, 3CCE, 1CA e
1CL) e fraca em 10 (6CTP, 2CS, 1CCE e 1CA) tumdes. amostras que exibiram intensidade
de marcacao inferior a do tecido glandular mamfétino normal 1 era de grau |, 5 eram de grau
Il e 4 de grau lll. Em todos os carcinomas imundpas para CLDN-2 observou-se, nas areas
em que as células neoplasicas evidenciavam pergmldadade, assumindo um arranjo mais
sélido, uma reducdo quer do numero de células miascguer da intensidade da reacao
imunohistoquimica.

Os 29 tumores revelaram marcacdo do tipo citoplasméasob a forma de granulos
castanhos maioritariamente no citoplasma apicag doais 8 casos demostraram ainda
localizacdo membranar e/ou citoplasmética densaS,(42CA e 2CCE) concomitante,
pontualmente (Figura 10).
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Figura 10: Carcinoma sélido com éareas de producdo de mucib@xj4 Marcacdo membranar e citoplasm:
densa, forte nas células epiteliais luminais.

A marcagdo membranar e/ou citoplasmatica debsarvou-se particularmente nos carcinomas
com focos de diferenciacdo escamosa, producdo deanau cujas células exibiam fendtipo
anaplasico.

Nove (3CTP, 3CS, 2CCE e 1CL) lesGes metastaticassaptaram uma percentagem de
células marcadas igual a lesdo priméria, em 6 (GdiPuperior e em 3 (1CTP, 1CS e 1CA)
inferior & lesdo original. A intensidade de marcagds metédstases, comparativamente ao tumor
primério, foi igual em 11 neoplasias (4CTP, 4CSCEC1CL e 1CA), superior em 4 (CTP) e
inferior em 3 (2CTP e 1CCE). O padréo de localinafgh semelhante a lesao inicial, ou seja,
citoplasmatica granular apical (Figura 11).

Figura 11: Metéstase ganglionar de carcinoma tubulopapila®x3@bservouse nimero de células marcad
intensidade de marcacéo igual a lesao primaria
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Imunoexpressao da CLDN-7
Nas amostras de tecido mamario felino normal, ebsese marcacdo apenas nas células
epiteliais luminais, sendo que o numero de célmascadas variou em 81-100%. A intensidade

de marcacao foi forte e do tipo membranar latéfigiufa 12).

Figura 12: Glandula mamaria normal (400x). Marcacao membréataral em 81t00% das células epiteli
luminais.

Os carcinomas comtemplados neste est
revelaram imunoreatividade da CLDNH
apenas na componente epitelial luminal Ji
percentagem de células marcadas
intensidade de marcacédo variou entre | '

diferentes tumores. Vinte e oito neoplas

exibiram entre 81-100% de celulagigyra 13: Carcinoma tubulopapilar 09x). Marcaca
membranar lateral forte na age totalidade do epité
luminal.

marcadas (figura 13), das quais 13 eram

grau Il e 14 de grau lll. Das 9 les0sg

neoplasicas restantes, 6 exibiram 61-8(
de células marcadas (2CTP, 3CS e 1CC
1 caso apresentou 41-60% (CTP) de cél
marcadas e 2 amostras registaram 6-2
(1CA, 1CL) de células marcadas. (Figu
14). Deste dltimo grupo de lestes 4 erdmy
de grau Il e 5 de grau llI.

[ | - . 1

Figura 14: Carcinoma sélido (400x). Diminuicao
nimero de células marcadas e da intensidac
marcacao do epitélio luminal.
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A intensidade de marcacé&o nas amostras do estudort® em 16 casos (5CTP, 5CS,
5CCE e 1CC), moderada em 17 (10CTP, 6CS e 1CAcafem 4 (1CTP, 1CS, 1CL e 1CA)
casos. Das neoplasias malignas que evidenciaramsidade de marcacéao inferior a do tecido
mamario felino normal, 11 eram de grau Il e 9 daughll. A intensidade de marcacao e o
namero de células marcadas variou em funcéo dasjasrmorfologicos adotados pelas células,
observando-se uma reducgéo destes dois parametrésaas sélidas dos tumores.

Todas as neoplasias incluidas neste estudo rewelananoreatividade localizada na
membrana lateral.

Quinze metastases ganglionares demostraram pegeentde células marcadas igual a
lesdo primaria (8CTP, 3CS, 2CCE, 1CC e 1CL), em @oporcdo de células marcadas foi
superior e em 6 (3CTP, 2CS e 1CA) inferior ao tedis na lesao primaria correspondente. A
intensidade de marcacao foi igual a lesdo pringrial6 metastases (9CTP, 4CS, 1CCE, 1CC e
1CL), superior em 3 (2CTP e 1CS) e inferior em TR, 1CCE e 1CA) metastases. A
localizacdo da marcacgéo foi idéntica a lesdo pran&u seja, membranar lateral em todas as
metastases (Figura 15).

ol T VLR '

Figura 15: Metastase ganglionar de carcinoma de células esamn{200x). Observaae numero de célul
marcadas e intensidade de marcacéo igual a lesfiwabr

Discussao

As CLDNs sao proteinas transmembranares integrssgnciais na estrutura e fungéo das
UICs, que desempenham um papel chave na manutdacddesao e polaridade celular (Tokés
et al 2005b) e controlam o transporte paracelular deranaméculas, células imunes e agentes

patogénicos entre células adjacentes (Heis#tab2001).
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O elevado grau de organizacao celular, tipicamelnservado nos tecidos diferenciados &
frequentemente perdido durante o processo de dramsfdo neoplédsica (Ouban & Ahmed
2010). A perda de integridade da barreira epitetain alteracdo dos niveis de CLDNSs, permite
a difusdo de nutrientes e outros fatores necessarsobrevivéncia e crescimento das células
neoplasicas (Morin 2005).

A alteracao da expresséo das CLDNs tem sido ol#em diferentes carcinomas como
reflexo da dissociacao celular e parece estarioglada com a progressao tumoral (Tokesl
2005b). A diminuicdo da expressdo das CLDNs noroa@consistente com a ideia geralmente
aceite de que, a génese tumoral envolve alteraig@®es/ICs, um processo que pode conduzir a
perda de coesao celular, invasividade e falta feeaticiacdo observada nas células neoplésicas
(Ouban &Ahmed 2010). Paradoxalmente, alguns estumitisam que certas CLDNs estao
sobre-expressas no cancro (Ouban & Ahmed 2010,séark Troy 2011). A sobre-expressao
das CLDNs nas neoplasias que geralmente perdenmuas QICs é inesperada, estando
provavelmente relacionada com outro papel das CLb#s associado a sua importancia na
formacéo das UICs (Ouban & Ahmed 2010).

Neste sentido, investigou-se a imunoexpressdo 4&NE1, -2 e -7 em carcinomas
mamarios felinos e um possivel envolvimento dessedéculas no desenvolvimento e
progressao dos tumores de mama da gata.

Neste trabalho as CLDNs- 1 e -7 evidenciaram Ipagfio membranar lateral forte, nas
células epiteliais luminais normais da gata. A CLPNocalizou-se no citoplasma apical,
formando granulos castanhos de intensidade modefadlacalizacdo imunohistoquimica das
CLDNs-1 e -7 indica que estas proteinas sdo exasess longo de todo o comprimento na
membrana lateral, entre células epiteliais contigimeluindo as areas apicais contendo as UICs.
Estes resultados sdo semelhantes aos descritosapgl@dula mamaria normal da mulher
(Kominskyet al 2003, Tokést al 2005a, Tokést al 2005b) e da cadela (Jakettal 2008a). Tal
como ja havia sido descrito para a glandula mam@iaal humana (Tokéat al 2005a) e
canina (Jakakt al 2008a), também na gata se observou expressaollid-2Ino citoplasma das
células epiteliais. Esta localizacao, fora das Ulas células epiteliais normais sugere que esta
molécula desempenha as suas func¢des, a partitadasima. Nesse sentido impde-se a questao:
qual o mecanismo mediante o qual a CLDN-2 desengpeth suas funcbes a partir do
citoplasma? Uma hipotese possivel seria via trag@&dde sinal. Nas células mioepiteliais ndo se
observou imunomarcacéo, o que corrobora com ostades de estudos anteriores relativos a
glandula mamaria da mulher (Tokesal 2005a, Kimet al 2008), da cadela (Jakabal 2008a) e
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do ratinho (Blackmaret al 2005). Estes resultados indicam que o0 padrédo de expraksfio
CLDNs-1, -2 e -7, na glandula maméria normal déisde é semelhante ao que se observa na
mama normal da mulher e da cadela.

A CLDN-1 foi expressa em todas as les6es neoplaigio estudo com uma proporcéao de
células marcadas e intensidade de marcacao vaeat& os diferentes casos. A maioria dos
tumores (24/37) evidenciou numero de células magadntensidade de marcagéo inferiores ao
observado na mama normal da gata. Estes resuliadasam que na maioria dos casos
estudados o numero de células epiteliais neoptagiositivas para CLDN-1 foi mais baixo
comparativamente ao epitélio luminal normal, codaodo com aqueles obtidos em tumores
mamarios da mulher (Tokés al 2005a, Morohashat al 2007). Além disso, tal como descrito
noutros trabalhos (Tokést al 2005b) parece haver uma relacdo inversa entrengulcao da
expressdo da CLDN-1 e o grau de diferenciacdo dgplasa, pelo que neoplasias pouco
diferenciadas (grau Ill) apresentaram menor expeesta CLDN-1. Todos os carcinomas
exibiram marcacdo do tipo membranar no epitélioihainglandular. Estes nimeros estdo de
acordo com aqueles apresentados por outros aytarasa espécie humana (Toleésl 2005a,
Tokés et al 2005b, Morohashiet al 2007) e canina (Jaka#t al 2008b). Doze neoplasias
malignas (12/37) manifestaram imunolocalizacdo ptitematica concomitante, nas células
neoplasicas que exibiam focos de diferenciacdonessa mucinosa, lipidica ou fenotipo
anaplasico. Este padrédo de localizacdo da CLDNfdi jdetetado noutros trabalhos (Toletsl
2005b, Morohashet al 2007). As CLDNs podem ter mecanismos especiaisndecitose, ou
seja, as UICs de membranas plasmaticas opostaganauespaco intercelular e as CLDNs séo
endocitadas em conjunto numa mesma célula adjagmrEndo vesiculas endociticas (Matsuda
et al 2003, Oliveira & Morgado-Diaz 2007, Findley& Kova&009), o que explica a
internalizacdo citoplasmatica observada. Estuddsriares, nomeadamente em cancro do
ovario, mostraram também que a fosforilacdo da CiDidsulta numa marcacéo difusa desta
proteina sugerindo uma redistribuicdo da mesmald@s para outras areas da membrana ou
para o citoplasma (Gerharg al 2012). Outros ainda observaram uma redistribuigas
CLDNs-1 e -4 das UICs para o citoplasma de célepateliais da bexiga, no homem. No caso
especifico da CLDN-4, o mecanismo responsavel iggjalacdo da expressao desta proteina e
portanto, subjacente a deslocacdo da mesma parddomembrana é a hipermetilagdo do gene
gue codifica para CLDN-4 (Gerhaetlal 2012). Qualquer um destes mecanismos pode estar na
origem da internalizacdo citoplasmatica de CLDNN@o se sabe qual o papel das CLDNs no

citoplasma das células neoplasicas, contudo nmedtallho a localizacéo citoplasmatica da

19



CLDN-1 estava associada a células com fendtipo lasiap, atipicas ou com pior
comportamento bioldgico. A internalizagcéo citoplasice das CLDNs nas células neoplasica
pode constituir um mecanismo adaptativo que lhe$sece a capacidade de se separarem umas
das outras, aumentando o seu potencial infiltrativddgico pensar que, as CLDNs uma vez
redistribuidas da membrana para o citoplasma pudiezir uma modificacdo na estrutura e/ou
funcdo das UICs, as quais podem deixar de desempduoh¢des fundamentais como a
manutencéo da polaridade celular e o controlo ausporte paracelular. Desta forma, o influxo
anormal de nutrientes e outros agentes patogéparaso interior da célula pode induzir a perda
de coesdo celular, aumentar a proliferacdo celalan potencial infiltrativo das células

neoplasicas podendo levar a mestastizagéo.

Os CCE e alguns dos tumores com é&reas focais eledfiacdo escamosa evidenciaram
marcacdo em toda a extensdo da membrana plasm@disacélulas escamosas. Um estudo
recente, encabecado por Gerheardl (2012), cujo objetivo era avaliar a imunoexpresgas
CLDNs (-1, -4 e -7) numa série de carcinomas de anaetaplasicos da mulher verificaram que,
as células escamosas que constituiam estes tumddenciavam marcacdo membranar difusa
para CLDN-1. A semelhanca do que foi observadoaniestestigacdo esta a de Ouban e seus
colaboradores (2012) que observaram expressao raparkdifusa da CLDN-1 na maioria dos
CCE da glandula mamaria da mulher. Estes dadoslevs a pensar na CLDN-1 como um
possivel marcador de diferenciacdo escamosa elin@a@s de mama da gata.

A CLDN-2 nao registou marcacdo de nenhuma céluitlegh luminal ou mioepitelial
em 8 carcinomas mamarios, porém a epiderme e o®®wceataneos (controlo positivo interno)
estavam marcados, certificando a correta avali@igidHQ. Portanto, a imunomarcacédo de
CLDN-2 foi positiva na maioria das lesfes destbditzo; dessas 79,3% exibiram marcacgéo
inferior a do epitélio glandular mamario normalirtensidade de marcacdo comparativamente a
mama normal foi fraca numa pequena percentagemcdsss (10/29). Estes numeros sao
consistentes com aqueles de Katral (2008) e Jakabt al (2008b) para o cancro de mama da
mulher e da cadela, respetivamente. A expressdoL@dN-2 foi inferior em igual nimero de
neoplasias de grau Il e 11l (11/23) o que aponta pana relacdo entre diminuigdo das expressao
da CLDN-2 e a perda de diferenciacéo celular. Edagdoas lesGes neoplasicas observou-se
marcacdo do tipo citoplasmatico nas ceélulas epitseluminais neoplasicas. Tanto o epitélio
normal como o neoplasico apresentaram localizaitéplasmatica afastando a hipotese de ter
ocorrido internalizacdo citoplasmatica aquandoaasfiormacdo neoplésica. Porém, 8 amostras
(27,59%) evidenciaram imunolocalizacdo membrara@toplasmatica densa, nas areas com
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diferenciagdo escamosa, mucinosa ou fenotipo asiepldNas células com fendtipo aberrante,
atipicas ou associadas a um pior comportamentaddia a redistribuicdo da CLDN-2,
densamente no citoplasma ou para a membrana pocseatar um mecanismo adaptativo que
confere menor coesividade, destacamento e capadidfdtiativa.

A CLDN-7, tal como a CLDN-1 foi expressa em todgstamores do estudo. Apesar de
apenas 24,32% das neoplasias terem apresentadpraptacdo de células marcadas inferior a
mama normal, mais de metade (56,76%) das neoplasidenciou menor intensidade de
marcacao relativamente ao epitélio glandular mam@ormal, tal como ja havia sido descrito
por outros autores na espécie humana (Komimskyl 2003, Tokéset al 2005a, Saueet al
2005) e nos canideos (Jalatlal 2008b).

Das neoplasias que evidenciaram menor proporc@eldias marcadas a maioria era de
grau lll. Estes resultados sugerem uma correlapgrsa entre a expressdo de CLDN-7 e o grau
histologico, j& que, neoplasias com menor expres$@0CLDN-7 tinham maior grau.
Consistentes com estes dados estdo aqueles oktdadavestigagcbes anteriores envolvendo
neoplasias mamarias da mulher (Komingkyal 2003, Saueet al 2005, Tokést al 2005a,
Bernardiet al 2012). Todas as neoplasias do estudo manifestimeatizacdo membranar da
componente epitelial luminal neoplasica.

Nas éareas solidas dos carcinomas a marcagdo fasnetensa, abrangendo um menor
namero de células epiteliais. Este padrao foi comudos os anticorpos testados. As CLDNSs,
enguanto moléculas de adeséo, sdo importante naipagao das células em arranjos tubulares
bem diferenciados logo, uma diminuicdo da sua esgie levaria a desorganizacdo tecidular.
Além disso a proporcdo de tubulos formados é doénpetros para a avaliacdo do grau
histoldgico, ou seja, quanto menor a percentagetalddos formados (arranjos sélidos) maior o
grau histologico. Assim, a um grau histologico eby (grau Ill) associa-se uma maior
desorganizacdao tecidular e portanto, um pior prstra

Na unica amostra contendo mioepitélio neoplasicgp reconhecimento foi facilitado
mediante a realizacdo de um exame imunohistoquiotiooo anticorpo anti-vimentina, ndo foi
observada imunorreactividade nas células mioegiseli

Todas as CLDNs deste estudo evidenciaram diminwodwimero de células marcadas e
da intensidade de marcacdo nas neoplasias mamamiasa percentagem variavel,
comparativamente ao epitélio glandular mamario abrda gata. Nao era objetivo primario
deste trabalho a investigacdo dos mecanismos sugaca diminuicdo de expressdo destes

isotipos porém, estudos precedentes apontam ajgoosssos que poderdo estar associados a
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desregulacdo da expressao das CLDNs no cancrostiliiog em neoplasias mamarias humanas
demonstrou que a expressdao do mRNA da CLDN-1 estamauida ou mesmo ausente, na
maioria dos carcinomas mamarios sugerindo que,cammano aliado a desregulacdo da CLDN-
1 ocorre antes da sintese proteica (Tadtéd 2005b). Relativamente a CLDN-2 investigacoes
anteriores descrevem uma diminuicdo da regulacdmB@bA desta molécula, possivelmente
devido ao silenciamento genético que ocorre duractecinogénese. A fosforilacdo da CLDN-2
parece regular negativamente a expressao destecut@oléas células epiteliais renais de
mamiferos (Kimet al 2008). Além disso, a hipermetilacdo da regido mtona das CLDNs tem
sido sugerida como um mecanismo para a perda dess§o destas proteinas nos tumores de
mama (Kominskyet al 2003,Kim et al 2008).

A auséncia ou diminuicdo no numero de células lepgeluminais marcadas, a
diminuicdo da intensidade de marcacédo e as alesapd padréo de localizacdo destas CLDNs
nas neoplasias mamarias malignas da gata supopaeméssa de que as alteracdes na expressao
das CLDNSs estéo relacionadas com a carcinogénegsees&rvacdo da expressao da CLDN-1, -2
e -7 em algumas amostras neoplasicas sugere @sengslieculas podem estar presentes mas nao
funcionais. Além disso, sendo a adesdo intercelutar fendmeno complexo, que envolve
interacbes entre diversos agentes, ndo podemosargaopossibilidade de existirem outros
marcadores, como as E-caderinas e/ou cateninaspaperdo estar na origem da perda de
coesao celular (Sauer al 2005). Assim, seria interessante testar nestesraga expressao de
outras moléculas envolvidas no processo de adet&oelular.

A percentagem de células marcadas e a intensidadeaccacdo das CLDNs-1, -2 e -7,
na maioria das metastases ganglionares do estidguél ou superior a lesdo primaria. Estes
resultados sugerem que, num ambiente estranhdwdascéeoplasicas tendem a agrupar-se e a
formar novas unides intercelulares. A formacao adesinides pode constituir um mecanismo
adaptativo que lhes permitam sobreviver num megzalghecido e potencialmente hostil. Este
achado contraria estudos anteriores que apontaarupaa diminuicdo da expressdo das CLDNs-
1, -2 e -7 nas metastases ganglionares ($hakR005, Morohashét al 2007, Szaset al 2011).

A perda da morfologia dos tecidos normais € umapieseiras alteracbes detetadas
aquando o desenvolvimento de neoplasia. As moleddaadesédo celular, incluindo UICs, JA e
desmossomas, desempenham um papel crucial na mgéotgda arquitetura normal dos tecidos
assim, alteragbes na sua expressao e/ou funcasidémmplicadas na iniciagdo e progressao
tumoral (Alford & Taylor-Papadimitriou 1996). Na®lalas neoplasicas as interacbes ceélula-

célula séo significativamente mais fracas, o qus lpermite destacarem-se umas das outras,
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ultrapassar a membrana basal, aderir ao endotaioular e metastizar para locais distantes
(Martin & Jiang 2009). Além disso, a inibicdo dateracdes célula-célula associa-se a perda de
polaridade celular resultando em anomalias no geacée diferenciacéo tecidular. Posto isto,
modificagcbes na expressao e/ou funcdo das molédelaadesdo resulta em perca de coeséo
celular, invasividade, metastizacdo e perda deretiteacdo. Neste estudo a expressédo das
CLDNs-1, -2 e -7 nos carcinomas mamarios das gestéava diminuida, parecendo estar
associada com o grau histolégico e com a metadbzag@anglionar sugerindo portanto, o
envolvimento destas moléculas de adesédo no des@neoko e progressdo do cancro da mama

da gata.

Limitagdes do estudo imunohistoquimico/Perspetivasituras

O nuamero de casos incluidos neste estudo foi medtozido pelo que, seria interessante
aumentar o numero de amostras, associado ao acbampento clinico periédico dos animais,
por um periodo de tempo mais alargado, no sengdobter informacfes seguras relativamente
ao valor de prognostico das CLDNs em carcinomasdarnasifelinos;

A adeséo intercelular, da qual fazem parte as GLEaNstitui um fenbmeno complexo
que envolve a interagdo entre diferentes agentssimi fazia sentido o alargamento da
investigacdo a outros marcadores como as E-cadeeftal cateninas que poderdo estar na
origem da perda de coeséao celular nos tumores natas gatas;

Investigacdo dos mecanismos subjacentes a peregpdessdo das CLDN-1, -2 e -7 nos
carcinomas mamarios das gatas;

A avaliacao das imagens de diferenciacdo escafobszalizada mediante a observacao,
na coloracdo HE, de células com citoplasma eosingfande, de limites bem definidos e nucleo
grande central, fazendo lembrar um “ovo estreladadntudo n&o podemos ignorar a
possibilidade de outros tumores apresentarem fdeasferenciacdo escamosa impercetiveis na
coloracdo HE. Assim, a aplicacdo de um marcadonahigtoquimico que expressa-se epitélio
escamoso (como a p63-expressa pelo epitélio escamarcinomas de células escamosas e
células mioepiteliais mamérias humanas ou a CK @é¥pressa nas ceélulas epiteliais
estratificadas e queratinécitos) em todos carcisomeamarios felinos, poderia ajudar a
comprovar que a marcacgao citoplasmatica de CLDNeliagplasmatica densa/membranar de
CLDN -2 ocorre nas células com diferenciacdo essamo

O reconhecimento da componente mioepitelial nemald®i feito mediante o exame

imunohistoquimico com o anticorpo anti-vimentinaV#nentina € um anticorpo especifico para
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células mesenquimatosas. O marcador imunohistoqoique tem sido expresso no mioepitélio
mamario humano é o anticorpo anti-p63. Assim, pgaeantir uma maior seguranga Nnos
resultados obtidos seria apropriado testar a Uamastra que se admitiu conter mioepitélio
neoplasico com o anticorpo anti-p63. Visto que, resultado negativo para p63 levar-nos-ia a
suspeitar ndo de mioepitélio neoplasico mas delaslepiteliais na transicdo epitelial-

mesenquimatoso.

Atividades desenvolvidas no Laboratério de PatologiVeterinaria do ICBAS

A presente descricdo refere-se as atividades dels@as no Laboratério de Patologia
Veterinaria do Instituto de Ciéncias Biomédicas |ABalazar (LPV-ICBAS), no ambito do
estagio final do Mestrado integrado em Medicinag¥ligria, que se baseou na rececao e registo
das amostras recebidas pelo LPV-ICBAS, na descrilgio caracteristicas macroscopicas do
material recebido, na avaliagdo microscopica dastas e na redacdo do relatério
histopatolégico e emissao do diagnostico.

Durante o estagio tive a oportunidade de efetuakame macroscépico das amostras
recebidas para analise no LPV-ICBAS, seleciongioagies a ser submetidas ao processamento,
para posterior exame histopatolégico, participaraatente na realizacdo do exame histolégico
das amostras, bem como na elaboracdo dos respetiatérios. Cada caso foi seguidamente
alvo de confirmacdo por um dos patologistas veieos (Prof. Doutora Fatima Gartner, Prof.
Doutor Augusto Faustino, Prof. Doutora Patricia SDRereira e Dra. Irina Amorim), num
esquema de rotacdo semanal. Todos os relatoriasn f@nviados poemail (em formato
digitalizado e protegido), sendo ainda assinadosualenente e posteriormente enviados pelo
correio.

No periodo de duragédo do estagio foram processataa de 843 amostras para exame
histopatoldgico, procedentes da Cedivet, Clinicagiltais veterinarios privados, Clinica
veterinaria do ICBAS, alunos do mestrado integrado Medicina veterinaria e de alunos de
Doutoramento do ICBAS. A maioria dessas amostragpmveniente de animais de companhia,
ou seja, 649 ou 76,99% de canideos e 162 ou 19j2X&ideos (Grafico 1).
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Gréfico 1: Proporcéo de casos por esp processados no LPNGBAS no periodo destagio.

Na grande maioria das vezes, cada caso continledoajue uma amostra, do mes
tecido ou de tecidos diferentes. O grafico 2 penlustrar os varios tipos de tecic
submetidos ao LPVMEBAS, no periodo de vigéncia do estagio. O grupelé’ inclui todos os
tecidos cutaneos, de superficie epidérmica livmdependentemente da localizacdo. O g
“Glandula mamaria” inclui a cadeia mamaria na stalilade ou apenas um fragmento. O U
e 0s ovarios foram incluidos no mesmo grupo pongagrande maioria das vezes for
enviados juntos. O grupo “Outros” inclui todos dgadecidos que néo correspondem a nen
dos grupos ilustradosiomeadamente olho, massas nasais, ouvido, mucakgalato, labio
glandula salivar, pulméao, massa abdcal, pancreas, bexiga, vulva, pénis, prostata, nidic
ganglios, entre outros. Assim, a maioria dos tecieloviados para o processamento histol¢
eram fragmentos cutaneos (445 de um total de 947%4), segue-se as amostras de gland
mamaria (212 € um total de 941 ou 23%), as de testiculo (46nd¢otal de 941 ou 5%), bagc
gengiva (26 e 24 respetivamente, de um total de @4B%), as de Utero/ovarios, figad
intestino (23, 21 e 16 respetivamente, de um tle#&®41 ou 2%), as de estbmagoso (13 e 10
respetivamente, de um total de 941 ou 1%) e, gondltodas as amostras incluidas no gr
“outros” (105 de um total de 941 ou 11

Estdmago . Outros
osso Tecidos 11%
1%

Intestino
2% 1%

Figado
2% Utero/
2%
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Gréfico 2: Tipo de tecidos submetidos ao L-ICBAS
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O diagnéstico final de cada caso incluia muitasesez descricdo de mais do que uma
lesdo, visto que uma Unica amostra pode conter maiggue uma lesdo ou cada caso
compreender mais do que uma amostra de tedddssdes encontradas nestes 843 casos foram
distribuidas em 3 categorias, a das lesdes “intidmas”, a das lesdes “neoplasicas” e a
categoria “outras”. Na categoria “inflamatérias” rdm incluidos todos o0s processos
inflamatorios que afetam os diferentes sistemdsdimos; a categoria “neoplasicas” abarca todo
0 tipo de neoplasias (epiteliais, mesenquimatodascélulas redondas, endoteliais, bainhas
nervosas, etc), benignas e malignas; por fim, egoaia “outras” abrange todas as lesbes que
nao correspondem a nenhumas das categorias deserigiormente entre elas, quistos, polipos,
displasias, hiperplasias, hipoplasias, etc. O gvaf8 demonstra a proporcdo de lesdes

inflamatdrias, neoplasicas e outras, para caefos.ga

700
600
500
400 M Inflamatdrias
300
200 -
100 - —

0 -

H Neoplasicas

Outras

Caes Gatos

Gréfico 3: Tipo de lesbes observadas nas amostras submatida®V/-ICBAS

Nos cées, a maioria das lesdes observadas ao emgnoscopico eram neoplasias (623
de um total de 1118 ou 55,72%), seguindo-se asdsu(287 de um total de 1118 ou 25,40%) e
por ultimo as les@es inflamatorias (208 de um td&afl118 ou 18,60%). Em contrapartida nos
gatos a maioria das lesbes foram as da categartea®) (196 de um total de 345 ou 56,81%),
posteriormente as neoplasias foram o tipo lesioras frequente (111 de um total de 345 ou
32,17%) e por fim as lesdes inflamatoérias (38 deatal de 345 ou 11,01%).

Estes numeros indicam que a maioria das amosttamesidas ao LPV-ICBAS, no
periodo de duracdo do estagio, foram de animai®uoigpanhia, particularmente caes; os tecidos
mais enviados foram a pele e glandula mamarias gateres estdo provavelmente associados ao
fato de serem tecidos visiveis despertando mailsniate a atencéo do proprietario; no geral as

lesBes neoplasicas foram o tipo lesional mais grtpientre as amostras enviadas.
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