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RIASSUNTO

L’uso degli animali da compagniacomemodello per lo studio del cancro nell’uomo sta

portandoa chiarire molti aspettidello sviluppo delle neoplasiee alla scopertadi nuovi approcci

terapeuici. L’elevata incidenza,le caratteristiche istopatologiche,alcuni aspetti di tumorigenesie

l’ indipendenzadagli estrogenifannodel tumoremammario felinoun buonmodelloperlo studiodei

tumori al senoormono-indipendentinelladonna.In questolavorovalutazioni immunoistochimiche

sull’ espressione di recettoriormonali,dell’oncogeneHER-2, dell’oncosoppressore p53, di diversi

filamenti citoplasmatici (citocheratine,vimentina, alfa actina della muscolaturaliscia), della

calponine del marcatoredi proliferazioneKi67 sonostate effettuate sulesioni neoplastichemaligne

e benigne,lesioni iperplastiche/displasiche e tessutoghiandolare mammario sanodi 81 gatte. I

risultati ottenuti sono stati confrontati con gli aspetti morfologici delle neoplasie e con i dati

anamnesticie di follow up raccolti. I risultati hanno permessodi effettuare considerazionidi

caratteregeneralesull’individuazionedi specifiche categorietumorali e considerazioni specifiche

all’espressionedei singoli marcatorimolecolari oggetto di studio. La valutazione dei filamenti

citoplasmatici è stataeffettuataper tentare di chiarire gli aspettiistogenetici dei tumori mammari

felini e perevidenziarel’eventualepresenzadella categoriadi carcinomi “basal-like” descritti nella

donna.L’evidenziazionedi specifici profili di espressionedelle citocheratine(ck) basali5/6 e 14, la

positiva correlazione statistica evidenziata tra questi due marcatori, e l’ alta incidenza

dell’espressionedella vimentinapotrebberoessere indicativi di una origine dei tumori da cellule

pluripotenti, da elementi epiteliali basali o da elementi epiteliali localizzati a livello terminale

duttale. L’ impiego della alfa-actina,della calponinae della ck14 ha inoltre dato la possibilitàdi

riconoscere specificamenteuna popolazione mioepiteliale che non sempre era evidenziata alle

normali indagini istologiche, anche quando caratterizzata da spiccati caratteri di malignità,

permettendo quindi una classificazionepiù precisa della lesione. Per quanto riguarda i singoli

marcatorisi è evidenzito una scarsaespressione,in contrastocon quantoriportato in letteratura,

dell’HER-2, suggerendoche tale genepossanon rivestire un ruolo chiave nella proliferazione

neoplasticamammaria felina. L’indice di espressione di Ki -67 ha mostrato una differenza

significativa di espressionetra lesioni iperplastiche/neoplastiche, correlando inoltre positivamente

con il grading, conla sopravvivenzae con l’ espressionedi p53, a confermadei dati dellaletteratura

che descrivonoil ki67 comeun buon indicatore del comportamento biologico di unapopolazione

tumorale. Infine, i risultati negativi per l’espressione dei recettori ormonali e la correlazione
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negativaconil gradingconfermanoil caratteredi aggressività delleneoplasiemammarie feline.
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ABSTRACT

Theuseof companionanimalsasa cancer model for humanoncology is leading to a better

understanding of many cancerogenicaspects and to new therapeutic approaches.The high

incidence,the histopathology,some tumorigenic aspectsand the estrogen-independency, makeof

the feline mammary carcinomaa suitable model for the study of hormonal-independentbreast

cancers. In the presentwork, immunohistochemical evaluations of the expressionof hormonal

receptors, of the oncogeneHER-2, of the oncosoppresor p53, of different cytoplasmic filaments

(cytokeratins, vimentin,alpha-smoothmuscle actin), of calponin, and of the proliferationmarker

Ki67 have been performed on feline mammary neoplasia, hyperplastic/dysplastic lesions, and

normal mammaryglandin 81 queens. The results are compared with the morphologicalaspectsof

the tumoursandwith the anamnesticand the follow-up data.Data obtained haveallowed general

considerationsaboutneoplastic categoriesand morespecific considerationsabout theexpression of

eachmarker. Thecytoplasmicfilaments havebeeninvestigatedto better understandthehistogenetic

aspectsof the feline mammarytumour and to eventually evaluate the presenceof a “basal-like”

group of cancersasdescribedin women. Theexpression of basalcytokeratins (cytokeratin5/6 and

14), thatshoweda positivecorrelation, andthehigh incidenceof vimentin expressionmight suggest

a pluripotentcell, a basalcell or a terminal duct asorigin of the mammary tumoursin the cat. In

addition, the analysisof a-sma , calponin, and ck14 showedthe presence of a myoepithelial

component that was not always detected in routine histological sections, even when highly

malignant, allowing in this way a better classification of the lesions.Regarding expressionof

specific markers,lower expressionlevels of HER-2 than what described within literature were

observed,suggesting that this genemight not play a fundamental role in the feline mammary

tumoursdevelopment. Ki -67 presenteda significant difference in expressionbetweenneoplastic

and hyperplastic lesions, it positively correlated with grading, survival, and p53 expression,

confirming its well-known role as indicatorof the biological behavior of a neoplasticpopulation.

Finally, evidence of a large group of hormone-independent feline mammary tumours confirms a

generalmoreaggressivenatureof theseneoplasia in thefelinespecies.
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1 INTRODUZIONE

1.1 La ghiandola mammaria del gatto: embriogenesi ed anatomia

Il tessuto ghiandolaredellamammellaorigina, a livello embrionale,dall'ectoderma. Le varie

fasi della sua morfogenesisono simili in tutti i mammiferi. Dapprima compaionodue creste

ectodermiche parallele, lateralmentealla linea mediana ventrale del feto, le linee del latte, che

successivamente perdonola loro continuità e formano,nella gatta, due seriedi quattro gruppi di

cellule ectodermiche disposti in posizione paramediana a partire dal torace fino all'addomeche

costituiscono gli abbozzidellediverseghiandole mammarie. Ad uno stadio più avanzatole cellule

della faccia profondadegli abozzi proliferano formando dei prolungamenti che si spingononel

sottogiacentetessuto connettivooriginando,per canalizzazione, il sistemadei dotti lattiferi. Alla

nascitala mammellaha una strutturadel tutto rudimentale ed è formata dai capezzolie dai dotti

lattiferi. Successivamentel'accrescimentodella mammella segue, fino alla pubertà,quello generale

corporeo(accrescimentoisometrico).Con l'inizio dell'attività ovarica la mammellacrescein misura

maggiore del resto del corpo (accrescimento allometrico) in quanto ogni ciclo apportaun lieve

aumentodella ghiandola.L'accrescimento più evidente si osserva in gravidanza,all'inizio è molto

lento, ma successivamente aumentafino al momento del parto quandol'organo acquistala piena

funzionalità.

La mammella nel gatto è compostadi 4 complessimammari per lato, posti ai duelati della

linea medianalungo la parteventraledell'addome e del torace,chevengonodistinti, per ciascuna

fila, in mammella toracica craniale (T1), toracica caudale (T2), addominale craniale (A1) e

addominalecaudale(A2). Ogni unità mammaria portaun capezzolo cuneiforme,piccolo e a punta

appiattita.Le coppiedi capezzoliraramente, segmentariamente, sonopostialla stessaaltezzama,al

contrario, sono di solito disposti alternativamente cosicchè, in relazione alla disposizione della

madre, i gattini possono agevolmentepoppare uno accanto all'altro durantel’allattamento. Le

piccolemammelle semisferiche dellagatta in lattazionesonofittamenterivestite di peli. La cutedel

capezzolo è bianca o pigmentataa secondadel colore del pelo. L'epidermide possiede leggere

rugosità ed è coperta di fini peli nonchèprovvistadi grosseghiandole sebaceee sudoripare. Nella

mammella“a riposo” i capezzolisonocosìpiccoli cherimangonocompletamente nascostidal pelo.

Possonoperò esserepalpati a circa 30 mm dalla linea mediana. Nel periodo della lattazioneessi

raggiungonounalunghezzadi 5-9 mm. Con l'usodi unalentesi possonoosservaresulla puntadel
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capezzolo5-7 osti papillari, dei quali 2-3 sonodispostidirettamentesull'apice, mentrei rimanenti

sono disposti irregolarmentesui lati fino a metà altezzadel capezzolo. Il sistemadei dotti lattiferi

nonèvisibile adocchionudo.Al microscopiosi puòriconoscere chedagli osti papillari si dipartono

sottili dotti papillari con le rispettive diramazioni, cisterne del capezzolo, e che con andamento

obliquo all'assedel capezzolosi dirigono versoil suocentro e poi, affiancati, decorrono verso la

base del capezzolo. In questopunto i dotti divergono, cosicchè quelli mediali penetranonel

parenchimamammario dorsalmente,quelli anteriori cranialmente e quelli posteriori caudalmente.

Negli animali chenonallattanole cisternemostranodelle alte pieghelongitudinali chescompaiono

durante la lattazione.I dotti papillari possonoinoltre essere provvisti di peli mammarie ghiandole

sebaceee terminareanchea fondo cieco. Il gatto maschio possiededi regola solo due coppiedi

piccoli capezzoli posti,bilateralmente,sia nella regioneombelicalesianella regionexifoidea.Alla

vascolarizzazionedella mammelladel gatto partecipanoi rami dell’arteria e dlla venaepigastrica

cranialesuperficiale e caudalesuperficiale, dell’a rteriae della vena toracica lateralee dell’arteria e

della venatoracicainterna (Nickel et al.,1992).Il drenaggiolinfatico puòavvenire,per le ghiandole

intermedie(T2, A1) caudalmentea livello del centrolinfatico inguinalesuperficialee, cranialmente,

a carico del centro linfonodale ascellare.La ghiandola T1 drena esclusivamentecranialmente

mentreA2 esclusivamentecaudalmente(Raharisonet al., 2005). L'innervazioneavvieneattraverso

il nervo genitofemoralee i nervi intercostali.

La ghiandolamammariaè una ghiandolatubuloalveolare composta costituita da gruppi di

adenomeriseparati dasetti connettivalicheformanoi lobuli. Ciascunlobulorisultaassociatoadun

dotto intralobulare che immette in un dotto interloulare, il quale a sua volta si continuanella

cisterna del capezzolo e successivamente,i dotti papillari si aprono negli orif izi papillari sul

capezzolo. Nella ghiandola mammarianormale l'epitelio squamoso cheratinizzato che riveste

esternamenteil capezzolo si introfletteperun tratto nei dotti papillari per poi cambiarebruscamente

in un epitelio cuboidalebistratificatocheriveste il sistema dei dotti lattiferi. I dotti intralobulari e i

lobuli sono rivestiti da due tipologia di cellule. Uno strato discontinuo di cellule contrattili che

contengono miofilamenti (cellule mioepiteliali) si trova a ridosso della membrana basale. Tali

cellule intervengononellaeiezionedel latte durantela lattazionee giocanoun ruolo importantenel

mantenimentodella normalestrutturae funzionedei lobuli e della membranabasale. Un secondo

strato di cellule epiteliali si trova invecea ridossodel lume.Le cellule luminali dei dotti terminali

(intralobulari) e dei lobuli producono il latte. Nella donna si supponeche cellule staminali

localizzatea livello dei dotti terminali sianoresponsabili dello sviluppo di entrambele tipologie
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cellulari (cellule luminali e cellule mioepiteliali). Le cellule luminali costituisconoun epitelio

semplicela cui altezzavariaconsiderevolmentedurante le differenti fasi dell'attività secernente.Le

cellule secernenti sono batiprismatiche e nella loro porzione basale presentanoun reticolo

endoplasmatico ruvido molto sviluppato;il nucleo è sferico, centrale, e tutta la porzioneapicaledel

citoplasmacontienegoccelipidiche in stretta relazionetopograficaconmitocondri oltre a vescicole

delimitatedamembrana,contenentimicelle proteiche.Col procedere del ciclo secernente, le gocce

lipidiche migranoversola superficiedella cellula che si sollevae sporgenel lumedell'alveolo. Le

goccelipidichevengonoliberatedallacellula avvolte daun sottile strato di citoplasmae rivestiteda

membrana. Anche le vescicoleche contengonole micelle vengonosospinte verso la superficie

cellulare e liberano il loro contenutoper esocitosi. Il latte vienepertanto prodottoper secrezione

apocrina e merocrina.La continuasecrezione del latte fa dilatare il lume dell'alveolo e alveoli

adiacenti possonoin parte fondersi fra loro. Alla fine del ciclo secernentele cellule dell'alveolo

sono cubiche basse.Non tutti i lobili della ghiandola sonocontemporaneamente nella stessafase

secernente;pertantonellastessasezioneistologica si possonoosservarelobuli in differentistadidel

processodi secrezione, mentrenello stessolobulo tutti gli adenomeri si trovanoall'incirca nella

stessafasesecernente(Nickel et al., 1992).



9

1.2 Il tumore mammario del gatto: epidemiologia e biologia

Il tumoremammarioè la terzaneoplasiapiù frequentementediagnosticata nel gattodopoi

linfomi e le neoplasiecutanee(Dorn et al., 1968)ecostituisceunsestodi tuttele neoplasiechesi

evidenzianonella gatta.Costituisceil 12%delle neoplasiemalignedel gatto e la percentualesaleal

17%sesi consideranole neoplasie in gatti di sessofemminileconun un’incidenzaannualedi 25,4

gattecolpitesu100.000(HayeseMooney,1985). Il tumoremammarioèstatoevidenziatoin

animali di 1 annodi etàmal’età mediadi insorgenzaèdi 10anni (conun intervallo compresotra i

4 e i 17anni) enel Siameseèstatariscontratadaalcuni autori unapredisposizionedi razzacon

un’etàmedia di insorgenzapiù bassa(tra i 7 e i 9 anni) (Hayes et al., 1981).Le formemaligne

vengonoriscontrateconunapercentualechevadall’80% al 96%dei casi(Castagnaroet al., 1998).

Lamaggiorpartemetastatizzarapidamentein diversesedi iniziandodai linfonodiregionali e

successivamente,attraversoil circolosanguignoe linfatico avari organiquali polmone,pleurae

fegato(Weijer et al., 1972;Stolwijk et al., 1989).

Il tumore puòpresentarsi connoduli singoli o multipli in unao più ghiandole. Lapresenzadi

noduli mammarimultipli è riportata in letteraturacon una frequenzavariabile dal 7% (Weijer e

Hart, 1983) al 60% (Hayes. e Mooney, 1985.)dei casi senzaperaltro indicaresesi trattadi lesioni

tra loro indipendenti (origine multicentrica) o se sia invece una metastatizzazione intramammaria

della medesima lesione.In gattecon tumore unico la sopravvivenzaè risultatamigliore rispettoa

gatte con tumoremultiplo (Weijer e Hart, 1983.).Le lineeghiandolari destrae sinistra hannola

stessaprobabilità di esserecolpite;all’in ternodella stessalineamammaria la ghiandolapiù craniale

equellapiù caudalesonole più frequentementesoggette aneoplasia(Hahn et al., 1994).

L'età media degli animali alla qualeviene effettuata la diagnosi di tumorealla ghiandola

mammariaè di 10,8annie il tempomedio di sopravvivenzadopola diagnosiè di 12,3mesi; questo

breve periododi sopravvivenzapuò esserecorrelato sia con il ritardo medio dai 5 ai 7 mesi dal

momento del segnalamentodella neoplasia da parte del proprietario al veterinario e il primo

interventochirurgico, sia con le dimensioni del tumoreal momento della diagnosi(Weijer et al.,

1972; Weijer et al., 1983); nel loro lavoro infatti Weijer e colleghi hannocorrelato il volumedel

tumoreal momentodelladiagnosiconil tempodi sopravvivenzacosìcome mostratonellatabella1.
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Volumedel tumore(cm3) Numerodi gatti
Tempo medio di sopravvivenza

(mesi)

Numero e percentualedi gatti

sopravvissuti in un anno

0-8 

9-27

28-64

>65

16

15

17

12

12.4

6.8

4.3

3.5

8 (50%)

4 (25%)

1 (6%)

1 (8%)

Tabella 1: correlazionetra dimensionedei tumori e tempo di sopravvivenzasecondoWeijer e colleghi, 1972.

L’azione degli steroidi sessuali femminili e in particolare degli estrogeniè coinvolta nei

meccanismi eziopatogeneticidei tumori mammari: i gatti maschi sono raramentecolpiti, le

femmineinteresonosei volte più a rischio rispetto a quelle ovariectomizzate (Dorn et al., 1968),l'

ovariectomia tra gli otto e gli undici mesi di età lascia un margine di rischio del 17% e le gatte

sterilizzate entro il primo calore non corrono praticamente alcun rischio di sviluppare questa

neoplasia(Hayese Mooney, 1985). L’i potesi di una possibile eziologia virale per il carcinoma

mammario felino è stata descritta da alcuni autori sulla base dell’isolamento di particelle

immunologicamentesimili ai retrovirus(Feldman eGross,1971).
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1.3 Classificazione e stadiazione dei tumori mammari

La classificazione dei tumori mammaridel gatto viene effettuata seguendoi criteri dettati

dallaWHO (World HealthOrganization)utilizzati perla classificazionedel tumoremammario nella

donna(Misdorpet al. 2001). Secondotali criteri unaclassificazioneistogenetica risultadiff icoltosa

per l’incertaoriginedei tipi cellulari specifici di molti tumori e per le ideecontrastanticirca il ruolo

delle cellule mioepiteliali nella genesidi tumori misti e complessi. Scompaionopertantoi termini

"duttale", "duttulare" e "lobulare" usati in classificazioni precedenti (Hampe et al., 1974). Le

neoplasiemammariefeline vengono quindi distinte in basea criteri di morfologia descrittiva

secondoquantosegue:

1 NEOPLASIE MALIG NE

1.1 Carcinomain situ

1.2 Carcinomatubulopapillare

1.3 Carcinomasolido

1.4 Carcinomacribriforme

1.5 Carcinomasquamoso

1.6 Carcinomamucoso

1.7 Carcinosarcoma

1.8 Carcinomao sarcomain tumori benigni

2 NEOPLASIE BENIGNE

2.1 Adenoma

2.1.1Adenomasemplice

2.1.2Adenomacomplesso

2.2 Fibroadenoma

2.2.1Fibroadenomaabassacellularità

2.2.2 Fibroadenomaadaltacellularità

2.3 Tumoremistobenigno

2.4 Papillomaduttale

3 TUMORI NON CLASSIFICATI
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4 IPERPLASIA/DISPLASIA MAMMARIA

4.1 Iperplasiaduttale

4.2 Iperplasialobulare

4.2.1 Iperplasia epiteliale

4.2.2Adenosi

4.2.3 Ipertrofia mammariafelina

4.3 Ciste

4.4 Ectasiaduttale

4.5 Fibrosclerosi

Tra i ”TUMORI NON CLASSIFICATI” (punto 3 della classificazione WHO) possono

essereinclusi il “carcinomalipid-rich” (Kamstock et al., 2005) e il carcinoma infiammatorio

(Pérez-Alenzaet al., 2004). 

Alla descrizionemorfologicadellaclassificazioneWHO vengonopoi associati altri parametriquali:

il numerodi mitosi, la formazionedi tubuli e il pleomorfismocellularee nucleare (valutato come

regolarità nelle dimensioni e nella forma). Tali parametri definisconoil grading ovveroil gradodi

differenziazioneistologica,permettendoquindi di classificarele neoplasiein grado1, 2, 3 secondo

quanto descritto nelle tabella 2 e 3 (Elston e Ellis, 1991; Castagnaroet al. 1998). Nei tumori

mammari di gatto il grado di differenziazione è indicativo del comportamentobiologico della

neoplasiastessa:un minor grado di differenziazione corrispondead una maggiore malignità

(MacEwen e Withrow, 1996)pertantopuò essere rilevanteaggiungeretale parametro alla diagnosi

morfologicadelle formemaligne.
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Caratteristiche Punteggio

Gradodi formazionedi tubuli

Alto (>75%)

Moderato(10-75%)

Bassoo nullo (<10%)

Pleomorfismo cellularee nucleare

Nuclei ecellulepiccoli, regolarieuniformi

Aumentomoderato di dimensioni edellavariabili tà

Marcatoaumentodi dimensionievariabili tà

Indicemitotico (numerodi mitosi in dieci campimicroscopici 40X)

0-7 

 8-14

≥15

1

2

3

1

2

3

1

2

3

Tabella 2: valutazionedel grading dei carcinomi mammari felini. Modificata da:Castagnaro et al., 1998.

Punteggioottenuto Grado Caratteristicheistologiche

Tra3 e5

Tra6 e7

Tra8 e9

1

2

3

Bendifferenziato

Moderatamentedifferenziato

Scarsamentedifferenziato

Tabella 3: Rlazione tra punteggio ottenuto, grading corrispondente e caratteristiche istologiche. Modificata da:
Castagnaroet al., 1998.

Similarerilevanzaclinica dell'andamentodel tumoreassumelo staging chedefinisce invece

lo statoclinico della neoplasiaal momento della diagnosi;essoconsideraquattro stadivalutandole

dimensioni del tumore primario (T), l’interessamento dei linfonodi regionali (N) e la presenzadi

metastasisistemiche(M) (vedi tabella4).
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TumoreprimarioT Linfonodi regionali N MetastasiM

TX Nonevidenziato

T1 Inferiorea2 cm

T2 Tra2 e3 cm

T3 Superiorea3 cm

N0 Assenzadi metastasi

Istologicamenterilevabili

N1 Presenzadi metastasi

Istologicamenterilevabili

M0 Assenti

M1 Presenti

Tabella 4: sistema di classificazioneTNM perle neoplasiemammarie feline(Owen,1979).

In baseal sistemaTNM le neoplasievengonoquindi suddivisein 4 stadi (tabella5):

Distribuzionedi:
Stadio

T N M

I T1 N0 M0

II T2 N0 M0

III T3 N0/N1 M0

IV Ogni T Ogni N M1

Tabella 5: Stagingdelle neoplasie mammarie feline (Owen,1979).
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1.4 Aspetti prognostici del tumore mammario

Secondo quanto descritto in letteraturail fattore prognostico più importante nelle neoplasie

mammariefelineè la dimensionedel tumore: in aggiuntaa quanto già riportato daWeijer e colleghi

relativamenteal volumedel tumore(Weijer et al., 1973),studi più recenti riportanochegatti con

tumori di diametromaggioredi 3 cm (T3) hanno un tempo di sopravvivenzadi 4-6 mesidopo la

mastectomia; gatti contumoretra i 2 edi 3 cm (T2) hannouna media di sopravvivenzadi 20 mesi,

mentrei gatti chehannoun tumoredi diametro inferioreai 2 cm (T1) sopravvivonoin genere più di

3 anni (Weijer e Hart, 1983; MacEwen et al., 1984; Hayes e Mooney, 1985; Ito et al., 1996;

Castagnaro et al., 1998).

Altri importanti fattori prognosticisono:

Invasività della lesioneneoplastica: per definizione il carcinoma in situ è confinato al

sistemaduttalee nonpuòmetastatizzare.L’eventualeinsorgenzadi metastasiè daricondursi adun

mancatorilevamentodell’invasività al momentodella diagnosi.

Grading e Staging: più il gradoe lo stadio sonodi valore elevato, più la prognosipeggiora: in

particolare ad un anno di distanzadall’intervento chirurgico per i tumori di grado1 la mortalità è

dello 0%, per i tumori di grado3 è del 100%e per i tumori di grado2 è del 42.4%(Castagnaroet

al., 1998). Il sistemadi classificazionedi Elston e Elli s (Elston e Ellis, 1991)risulta averevalore

predittivo rispetto ai gradi 1 e 3, mentreil grado 2 sembranon avere valore prognostico(c’è una

minima differenza tra il numerodei vivi, 57,6%e quello dei deceduti, 42,4%) (Castagnaro et al.,

1998).Il 50% dei gatti concarcinomaconvaloredi gradingbassosopravvive peraltri 12 mesidopo

la diagnosi,mentre soloil 10%dei gatti con carcinomacaratterizzatodagradingelevatosopravvive

così a lungo(Hahnet al., 1994).

Tipo di terapia: la terapiachirurgica,chenoncostituisce però unacura,risulta essere il trattamento

d'elezione.In particolarela mastectomiaradicale, checonsiste nella rimozionedi tuttele ghiandole,

sane e malate, e dei linfonodi associati, è correlata con un periodo più lungo di assenzadella

malattiamentre nonsembrainfluenzarein modosignificativo il tempodi sopravvivenza(MacEwen

et al., 1984; Hahnet al., 1994).

Età: l'etàmediadi insorgenzadel tumorealla ghiandolamammaria è di 10 anni.L'etàdi insorgenza

ha pocovaloreprognosticoeccettocheper il Siamese;in questa razza infatti sembracheil rischio

di sviluppare carcinomi mammarisiadoppiorispetto alle altre razze e lo sviluppo del tumoreinizi
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ad unaetàpiù giovane(Hayeset al., 1981; Hahn et al., 1994).

Estensionedella necrosi:è indicativa di una neoplasiacon elevata velocità di crescitae

diametroelevato e quindi è associataad una prognosipeggiore (Weijer et al., 1983). L'inf iltrato

linfoplasmacellulare perifericonel gattoè correlato negativamente con la prognosi(Weijer et al.,

1983), probabilmente in quantoconseguente alla necrosi frequentemente rilevata nei carcinomi

mammari felini. Nel cane, al contrario,la presenza di una reazione linfoide indica un'importante

reazioneimmunologica direttacontro la neoplasia.I cani che non presentanoreazionelinfoide al

momento della mastectomiainiziale hannoun rischio tre volte maggioredi svilupparerecidive o

metastasientrodueannirispettoai canichepresentanoinfi ltrato infiammatorio (MacEwen,1990).

Per quantoriguardail tipo istologico, si deve fare unaconsiderazione a parte: mentrenel canela

nuova classificazioneWHO basatasui criteri morfologici acquisisceanche valore prognosticoin

quantole tipologie istologicheindicatecorrelano con un grado di malignità crescente, nel gatto le

conoscenzeattuali nonpermettonodi effettuare tale correlazioneimpedendo unaclassificazionecon

valoreprognostico dei carcinomimaligni secondole caratteristicheistologiche(Weijer et al., 1983;

McEwenet al., 1984).
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1.5 Terapia

In aggiunta al semplice trattamentochirurgico nel gatto in casodi tumori di dimensioni

elevate,emboli neoplastici o metastasidisseminateai linfonodi regionali o in circolo è suggerito

l'impiego della chemioterapia:i carcinomi mammari felini , a differenza di quelli del cane,

rispondono in maniera più costante alla chemioterapia soprattutto utili zzando associazioni di

doxorubicina con ciclofosfamide,similmente a quanto accadein umana(MacEwen,1990; Vail e

MacEwen,2000).

L’immunoterapia può essereunaterapiadi successosesi riscontrala presenzadi antigeni tumorali

sulle cellule neoplastichechepossonoesserecosì aggredite da cellule immunocompetenti;tuttavia

perquanto riguardala gattai dati sonoscarsie indicanorisultati minimi (MacEwen,1990).

La terapiaormonalelargamenteutilizzatain terapia umanavieneapplicata solo ai tumori positivi ai

recettori degli estrogeni utilizzando farmaci antiestrogenici come il tamoxifene. Questofarmaco

competecon gli estrogeninel legamecon i loro recettori formandodei complessiinattivi sulla

regolazionegenica.Secondo alcuni autori questa terapia trova scarsautili tà nel gattoper la bassa

positività ai recettori estrogenicinei tumori maligni di questaspecie (Hamilton et al.,1976).
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1.6 Il tumore mammario nel gatto come modello umano

L’ utilizzo degli animali comemodelloper chiarire la patogenesidei tumori e per lo studio

preclinico della terapiatumoralehaportato a importanti conoscenze su nuovee innovativeterapie.

La maggiorpartedi questistudi,effettuata suanimali dalaboratorio, lasciaperòqualcheperplessità

circa l’ applicabili tà delle informazioniacquisite sulle neoplasiechesi sviluppano in modonaturale

nell’uomo. L’im piego di animali da compagnia, nei quali i tumori non sono sperimentalmente

indotti, oltre a dissipare le perplessità precedentemente accennate, costituisce una eccellente

opportunità per lo studiodegli aspettidi malignità dei tumori dall’eziologia al trattamento (Vail e

MacEwen, 2000). Gli animali da compagnia, infatti, condividono con l'uomo l'ambientein cui

vivono e quindi, i fattori ambientali simili che contribuiscono alla carcinogenesi.In generale

l'incidenzadi tumori maligni negli animali da compagnia è più elevatae ciò comportauna più

ampiapopolazionesucui effettuarericerche.Generalmentepoi i tumori negli animalidacompagnia

progredisconocon unavelocitàmaggiorerispetto all'uomo; questopermette di ottenerepiù dati in

minor tempo. Inoltre, in virtù della loro taglia, la tipologia dei campioni e il tipo di interventi

chirurgici sono più simili all'uomo e sono più effettuabili rispetto agli animali da laboratorio;

successivamente ad unaasportazionechirurgica di unamassatumorale, per esempio,la quantitàdi

tessutotumorale è taledapermettereunnumeroelevato di esami.

Il tumoredella ghiandolamammarianellagatta trovamolte correlazioni di tipo clinico, biologico e

patologico con il cancro alla mammelladella donna. Infatti, sianella donnasia nel gattosi osserva

una frequenzaelevatadi carcinomimammari in particolare di forma infil trantee le duespeciesi

accomunanoper diversi fattori prognostici quali le dimensioni della neoplasia, il grading e la

frequenza elevata di formazione di metastasi. Inoltre le due specie mostrano sensibilità

all’i mmunoterapia e alla terapiaormonale(Dorn et al., 1968; Weijer et al., 1972; Hayes et al.,

1981;WeijereHard,1983; Hahnet al., 1994).

Per quantoriguardail gatto,il Siamese è l'unica razza caratterizzata dapredisposizioneallo

sviluppo di neoplasiae per questo è presocomemodello per lo studio del rischio familiare nelle

donneaventiin famiglia almenouncasodi tumoreal seno(Hayeset al., 1981).

I fattori prognostici più importantinel gatto enella donna (confronta: Joint Commitee on Cancer

(AJCC)staging system)sonomessiaconfronto nella tabella6.
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Fattori prognostici Donna Gatta

Localizzazione

Dimensionedel tumore

Staging

Tipo istologico

Grading

Infiltrazione

Coinvolgimento linfonodi regionali

No

Sì

Sì

Sì

Sì

Sì

Sì

No

Sì

Sì

No

Sì

Sì

Sì

Tabella 6: fattori prognostici delladonnae del gatto nelle neoplasiemammarie(Misdorp,2002)
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1.7 Cellule epiteliali, cellule mioepiteliali e cellule multipotenti: istogenesi e tumorigenesi

L’epitelio ghiandolaremammarioè statodescritto per annicomecostituito daduepopolazioni

cellulari morfologicamentedistinte: le cellule ghiandolari luminali e le cellule mioepiteliali basali.

In sezionequestecellule venivano distinte per la loro localizzazione e per l’espressionedi

citocheratine di tipo I semplice(citocheratine 8/18/19) (cellule luminali) e per l’espressionedi

actina muscolare liscia (cellule mioepiteliali). Alveoli e dotti intralobulari (vedi capitolo 1.1)

risultano rivestiti da epitelio cubico semplice circondato da uno strato di cellule mioepiteliali. La

parte terminale dei dotti intralobulari è caratterizzata da un ispessimento cellulare (“ terminal end

buds”,TEB) che probabilmenterappresentaun residuo ghiandolare o un precursoredella stessa

ghiandolanella faseinattiva. Nonostantequestastruttura sia riconoscibile soprattuttonella fase di

sviluppo della mammella negli animali puberi, si ipotizza che esistanodelle strutture simili alle

estremitàdei dotti in crescitaanchedurantealtri stadi di sviluppodella ghiandola.A livello dei TEB

è stato riconosciuto un tipo particolaredi popolazionecellulareche forma un monostratodi cellule

basali, detto“capcells” (Williams et al.,1983; Deugnier M.A. et al., 2002)

Le cellule mioepiteliali si trovano a ridosso della membrana basale e grazie a dei

prolungamenticitoplasmatici entranoin stretto contatto con lo strato luminale. A seconda del

momento fisiologico le cellulemioepiteliali possonopresentareforma più o menoappiattita,stellata

o simileaun fibroblasto(figura1).

.

Figura 1: Strutturaalveolare della ghiandola mammariaosservatatramite
microscopio elettronico (University of DelawareDepartment of Biological Science,
http://www.udel.edu/Biology/Wags/histopage/ampage/efr/efr.htm)
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Essehannola funzioneprincipale di contrarsi sotto l’effetto dell’ossitocina prodottadalla

neuroipofisi, cosicché il secreto contenuto nel lume alveolare venga sospinto verso il sistema

duttale; questo processoèdetto“cadutadel latte”.

Nello studio degli elementicellulari presenti nella ghiandola mammaria vengonopresi in

considerazionecomponentidel citoscheletro ed altri fil amenti citoplasmatici e molecole legati alla

differenziazionedella cellulae/o indicativi dell’ori gine istogenetica. Il citoscheletroè unastruttura

che funge da impalcaturae permetteil mantenimento della forma naturale e del posizionamento

degli organuli cellulari e del nucleo e proteggela cellula stessadagli insulti meccanici.Inoltre

controlla il movimentodegli organuliedirigerelo spostamentodelle vescicole.

Figura 2: Retedi filamenti intermedi chesostengonola strutturacellulare.Immaginedigitale ottenutaconmicroscopio
ottico a fluorescenza.Da, ”Molecular expression™”, www.microscopy.fsu.edu

I tre principali componentidel citoscheletrosonoi fi lamenti intermedi, i micro-filamenti di

actina e i microtubuli. I filamenti intermedisi distinguonoin 5 classiproteiche:le citocheratine,la

vimentina, la desmina, i filamenti gliali e i neurofilamenti. Essi sonoassociati alla formazionedi

desmosomied emidesmosomiche mantengonoi contatti tra cellule vicine (desmosomi)e tra le

cellule e la membrana basale (emidesomsomi),e sono connessi alle strutture di actina

citoscheletriche. Le citocheratinevengono usualmente suddivise in due gruppi principali: le

citocheratina acide e quelle basiche.I membri delle due subfamiglie sono di solito espressi in

coppia nei vari tipi di epiteli, cioè ad ogni citocheratina acida ne corrispondeuna di tipo basico.

Inoltre si ha corrispondenzatra la categoria di pH nella qualerientranoe il loro pesomolecolare,

infatti le citocheratine basichesonoquelle a più alto pesomolecolaree vannodallaCK 1 (68 kDa)
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fino alla CK 6 (56 kDa), mentre le acide hanno peso molecolare minore e comprendono le

citocheratine dalla CK 9 (64 kDa) alla CK 19 (40 kDa). Le CK 7 (54 kDa) e la CK 8 (52,2 kDa)

sono invececonsideratedi peso e caricaelettrica intermedia(Moll et al., 1982).Anchela vimentina

appartieneal gruppo dei filamento intermedi, e sembra avereun ruolo particolarenel mantenere

l’ integrità del citoplasma, stabilizzandole interazioni citoscheletriche delle cellule di origine

mesenchimale. Studi effettuatisu topi transgenici in cui il genedella vimentina nonvieneespresso,

non hanno comunque evidenziato alterazioni funzionali (Fuchs e Weber, 1994). Si è quindi

ipotizzato chela mancanzadellavimentinasia compensata daun maggiorsviluppodel network di

microtubuli, suggerendola possibilità di un’intima interazione tra i due componenti del

citoscheletro.Nella ghiandolamammaria l’espressionedella vimentinaè evidenziabile nellecellule

mioepiteliali e nelle cellule di origine mesenchimale (fibroblasti, miofibroblasti) (Gould et al.,

1990). L’aumento dell’espressionedella vimentina nelle cellule mioepiteliali della ghiandola

mammariadurante l’allattamento suggerisce che la vimentina giochi un ruolo importantenel

meccanismoche coinvolge le cellule mioepiteliali e che viene descritto come“cadutadel latte”

(Michalczyk et al., 2000). L’espressionedella vimentina nei carcinomi mammari è statararamente

evidenziatae comunquecon unapercentuale di espressonenella popolazioneneoplasticainferiore

al 10%(Dabbs,2006).

Per quanto riguarda l’ α-actina muscolare liscia (α-sma), essaè una proteinadi 42-47 kDa

appartenete alla categoriadei microfilamenti construtturaglobulare che vieneespressanellecellule

con capacitàcontrattile. L’uso di anticorpo anti-α-SMA permette di individuarele cellulemuscolari

lisce, le cellule mioepiteliali e i miofibroblasti presenti, quest’ultimi, nelle lesioni fibroblastiche

benignee reattive (Lazardet al., 1993).

Un altro marcatore molecolarechevieneutili zzatoper la caratterizzazionedelle componenti

cellulari della ghiandola mammariaè la calponina. La calponina è una proteinaspecifica della

muscolaturaliscia ed esiste in due isoforme: la prima di 29 KD, è caratteristica del tratto

urogenitale, la seconda, di 34 KD si trova nella muscolatura liscia vasale e viscerale.A livello

mammariol’espressionedella calponinaè stata riconosiutanelle cellule muscolari lisce dei vasi

sanguigni,nelle cellulemioepiteliali e nei miofibroblasti (Lazard et al., 1993).La distinzionedelle

cellule mioepiteliali dai miofibroblasti può essereeffettuata, quando la morfologia cellulare e

l’architetturatissutalenon la rendonopossibile, valutando l’espressionedella CK14 (Yaziji et al.,

2000;Espinosade los Monteroset al., 2002). Diversi studi (Dabbse Gown, 1999; Damiani et al.

1999; Espinosade los Monteroset al, 2002) hannoconfermato che la calponinaè un marcatore
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specifico delle cellule mioepiteliali nel tessutosanomammario e nelle neoplasienell’uomo e nel

cane).

Evidenzesempremaggiori indicanocheil modello “a duecellule” utili zzato perdecenniper

descrivere la struttura ghiandolaremammaria sia tropposemplicistico e chela ghiandolamammaria

sia invece caratterizzata da una struttura epiteliale più complessa, assimilabile a quella

dell’epidermide o della prostata.In alcuni studi si evidenzia la presenza di un terzo tipo di cellula

caratterizzatadall’espressionedi citocheratine specifiche delle cellule basali, citocheratina 5, 6 e

citocheratina 14, e localizzata sia nel comparto basale/parabasale che nello strato luminale.

Inizialmente tali cellule sonostateconsideratedelle cellule mioepiteliali ma successivamentesi è

proposto che costituisserodelle cellule progenitrici della ghiandolamammaria. Un recentestudio

che ha impiegato tecnichedi westernblotting e analisi a immunoistochimiche ha evidenziato la

presenzadi cellule progenitricipositivealla citocheratine 5 e 14nel parenchimamammarioin grado

di differenziarsi in cellule ghiandolarie cellule mioepiteliali attraversoelementi cellulari ibridi

intermedi. Questomodello, in cui vengono descritte delle cellule progenitrici si è dimostratoutile

nel descriveretipi diversi di proliferazioni epiteliali intraduttali, carcinomi in situ e carcinomi

infiltranti (Bockeret al., 1993).

In tabella 7 viene descritta la distribuzione dei marcatori molecolari utilizzati per la

caratterizzazionedellepopolazionicellulari della ghiandolamammaria.

MARCATORE

MOLECOLARE

CELLULA

EPITELIALE

LUMINAL E

CELLULA

EPITELIALE

BASALE

MIOEPITELIO

CELLULE

MUSCOLARI E

MIOFIBROBLASTI

FIBROBLASTI

Citocheratine + + + - -

CK 5/6 - +1,2 +2 - -

CK 7,8,18,19 +1,2 - - - - 

CK 14 - +1 +3 - -

Calponina - - +4 +4 -

Α-SMA - - +3 +3 -

Vimentina - - +5 + +

Tabella 7: Positività immunoistochimica delle cellule componenti la ghiandola mammaria umana rispetto ai vari
anticorpi/marcatori cellulari.
1Ba´nkfalvi et al., 2004
2Papadimitriou et al. 1989
3 Yaziji et al., 2000
4 Winderet al., 1993
5 Gouldet al., 1990
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L’origine istologica delle cellule che costituiscono l’albero ghiandolare mammario è

tutt’oggi controversa,in particolarmodoper quantoriguardale cellule mioepitelali: daun lato,studi

effettuati sui TEB (figura 3) indicanoche le così dette “cap cells”, localizzateal di sopra della

membranabasale nei dotti terminali e chenon sembranoesprimere marcatori muscolari, possano

migrare nella parte più prossimale del dotto in crescita differenziandosi in cellule mioepiteliali

(Wil liams et al., 1983; Deugnieret al., 2002). Dall’al tro lato non è però credibile che le uniche

cellule progenitrici delle cellulemioepiteliali sianole “cap cells”. Studi svolti nel topoenelladonna

indicanoinfatti la presenzadi cellule multipotenti distribuite in tutta la ghiandola mammaria, e non

concentrate in un sito specifico (R. Dulbeccoet al, 1986;Smith e Medina, 1988;Deugnier et al.,

2002).

Figura 3: Particolaredel TEB. Si nota
l’ispessimento epiteliale (“Body
Cells”) e lo strato basalerappresentato
dalle “Cap Cells”.Da “Biology of the
mammari gland”,
http://mammary.nih.gov.

In alcuni studi si evidenziacheelementiprogenitori sia delle cellule epiteliali luminali che

delle cellule mioepiteliali siano localizzati a livello luminale (Péchouxet al., 1999). Altri studi

ipotizzano che lo sviluppo della ghiandola mammaria dipenda da una gerarchia di cellule

progenitrici che diventano semprepiù “specializzate” e quindi “ristrette” nelle loro capacità

proliferative (Stingl et al., 2005). Si ipotizza infatti che possano esistere cellule a degli stadi

intermedi tra le cellule staminali/multipotenti e quelle completamente differenziate, e che esse
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presentinounaincompletadifferenziazionee unacapacità proliferativa ridotta (A. Bànkfalvi et al.,

2004; Behbodet al., 2004;Clayton et al., 2004). Da studi effettuati sulla ghiandolamammaria di

topo (G.H. Smith et al., 2002),è statamessain evidenza l’esistenzadi unapopolazionedi cellule

staminali chepuò dareorigine sia a strutture duttali chealveolari. Il tipo di differenziazionedella

cellula staminale/multipotentenon sembra però essereunicamente determinato dalle proprietà

intrinsechedella cellulastessa,maancheall’i nfluenza dei segnali chele vicinecellulesomatichele

inviano edal substratoin cui vengono inserite.

Studi biochimici sul citoscheletrodelle cellule di carcinomaumanomostrano che i tumori

che derivanoda determinati tipi di epitelio sonocaratterizzati da pattern di espressionecheratinici

caratteristici.. I patterndi espressione cheratinica risultano inoltre uguali nelle lesioni primarie e

nelle metastasi, indipendentementedalla localizzazione e dalle dimensioni della neoplasia.In

generalei tumori che derivanoda un epitelio mantengonol’espressione di molti dei polipeptidi

citocheratinici tipici delle cellule da cui derivano (Moll et al., 1982). L’osservazione chein alcuni

tipi di tumorei polipeptidi cheratinicispecifici del tessuto normaledi originenon sianoespressio,

al contario, il fatto che alcuni tumori esprimano principalmente citocheratine che sono invece

minimamenteespresse nei tessuti di origine, può trovare spiegazione nell’eterogeneicità dei tipi

cellulari che costituiscono i tessuti e nella selezione dellulae determinata dalla proliferazione

tumorale. Il significato biologico della diversa espressionedei polipeptidi citocheratinici nei

carcinomimammari non è chiaro,ma per quanto non sia possibile al momento stabilirne il ruolo,

numerosistudiin medicinaumanaevidenzianocheil patterndi espressionepuòessereutilizzatoper

distinguere i diversi tipi di proliferazioni epiteliali benignee maligne e può essere correlato con il

grado di malignità di una neoplasia(Jaraschet al., 1988; Malzahnet al., 1998; Otterbachet al.,

2000). Studi di micro-array effettuati su carcinomi mammari nella donnahanno evidenziatoche

tumori definiti “basal-like” , che esprimono cioè marker citocheratinici specifici degli strati basali

degli epiteli (citocheratine5, 6 e 14), sonoper lo più caratterizzati daunamancanzadi espressione

di recettoriormonali e di HER-2, da un comportamento clinico più aggressivo,da un patterndi

metastatizzazionespecifico e da una prognosi peggiore rispetto anche le convenzionali terapie

(Pinhoet al., 2000; Pusztaiet al., 2006). 

In un interessantelavoro, Bankfalvi e collaboratori (Bankfalvi et al., 2004) hanno

confrontatol’attività proliferativadellecellule epiteliali basali, luminali e delle cellulemioepiteliali

in lesioni proliferative benigne, in lesioni maligne ai primi stadi di sviluppo e nel tessuto

ghiandolaresano nela donna. La distinzione delle diverse tipologie cellulari è stata effettuata
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valutando dal punto di vista immunoistochimico l’espressionedi diverse citocheratine.Nella

ghiandola mammaria sana erano distinguibili le tre componenti cellulari (luminali, basali e

mioepiteliali). La frazionedi cellulein crescita eracostituita principalmentedacellulecaratterizzate

dall’espressionedi citocheratine8 e 18 localizzate principalmente a livello luminale, mentre si

osservavaun indicedi proliferazionemolto più bassoperle cellule epiteliali basali caratterizzateda

espressione di citocheratine5/6 e 14. Le cellule mioepiteliali presentavano positività sporadica.

Nelle lesioni proliferative benignesi osservava la presenzadi tutti e tre i “ fenotipi” epiteliali

evidenziati nella ghiandola mammaria normale, ma con distribuzione e architettura diversa.

Nell’ iperplasia lobulare(adenosi)i valori delle frazionedi crescita ricalcavano in qualchemodo i

risultati della ghiandola mammaria sana. Nell’ iperplasia duttale si osservava invece la

proliferazioneintraduttaledi unapopolazionecostituita da elementi epiteliali basali, luminali e da

elementilocalizzati a livello intraluminale cheesprimevano un pattern citocheratinico misto (CK5,

14, 8 e 18). La popolazionecellulare positiva a CK8, 18 e 19 evidenziava un indice di

proliferazioneinferiorerispetto alla ghiandolasana e all’adenosimentresi evidenziavaunafrazione

di crescita superiorea tutte le altre lesioni oggetto di studio per le cellule positive a CK5 e CK14,

localizzateprincipalmentea livello luminale. Diversamente dalle composizione eterogeneadelle

lesioni proliferative benigne,le lesioni maligne allo stadio iniziale (iperplasieatipichee carcinoma

in situ) eranocostituite da un’unicatipologia cellularecheesprimevaprincipalmentecitocheratine

8/18/19; l’eterogeneicitàdi espressionemolecolare di unaproliferazionecellulare potrebbeperciò

essereuno strumentoper la differenziazionedelle lesioni benignedalle maligne(Bankfalvi et al.,

2004). Dallo stessolavorosi evidenziava comele cellule mioepiteliali fosserocaratterizzatedauna

frazione di crescitasemprebassa suggerendo che tali cellule non fossero parte integrante dei

processiproliferativi magiocasseropiuttostoun ruolo nel processoreattivo. Taleconsiderazionesi

trova in disaccordoconi risultati degli studi molecolari di Lakhanie colleghi (Lakhaniet al., 1999)

che evidenziano inveceunaperditadi eterozigosinelle cellule mioepiteliali localizzatein prossimità

e a distanzadelle lesionineoplastiche.La valutazionedal puntodi vista immunoistochimicodella

popolazione mioepiteliali, viene effettuata utilizzandopricipalmnte anticorpi anti-calponina,anti-

alfa-smae anti-p63. Tale valutazioneassume, in medicina umana un forte valore prognosticoin

quanto l’evidenziazionedi uno strato continuo di elementi mioepiteliali è determinante per la

distinzione dei carcinomi infiltranti dai carcinomi in situ e dalle lesioni iperplasticheatipiche

(Gould et al., 1980; Gusterson et al., 1982). Il ruolo delecelule mioepiteliali nello sviluppo delle

neoplasiemammarie è oggettodi studio anchenel cane, in particolar modo per quel cheriguarda
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l’ istogenesidei carcinomi complessi e dei tumori misti (Vos et al., 1993; Smiechet al,, 2002;

Sorenmo, 2003; Ramalho et al., 2006). I pochi studi in letteratura che riguardano la

caratterizzazionee la differenziazionedelle diversecomponenticellulari della ghiandolamammaria

e dei tumori mammaridel gattoevidenzianoinfine che,comenella donna,anche in questaspeciele

neoplasie mammarie presentano“ immunofenotipi” eterogenei di espressionedei filamenti

intermedi. (Martin delasMulaset al., 1994;Seixaset al., 2007).
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1.8 Tumori mammari e recettori ormonali

1.8.1 Struttura, modalità di attivazione e ruolo nelle neoplasie mammarie del recettore degli

estrogeni

Gli estrogeniesercitanola loro azionesulla cellula bersaglio conseguentementeal legame

con due diversi recettori proteici, localizzati prevalentemente (97%) sulla membrananucleare

(Razandiet al., 1999),appartenentialla superfamiglia dei recettori nucleari: il recettore alfa (Erα) e

il recettore beta (Erβ). I due recettori, codificati nell’uomo su geni diversi, localizzati

rispettivamente sul cromosoma6 e sul cromosoma 14, pur presentando alcune differenzenella

composizioneaminoacidica,sono caratterizzati dalla stessaorganizzazione in dominii proteici.

Distinguiamo, infatti, su entrambii recettori, un dominio di legame con il DNA in corrispondenza

del terminaleamminico e un dominiodi legameconl’ormoneall’estremità carbossilica.Entrambi i

recettoripresentanopoi duesiti per l’attivazionedella trascrizionedenominati AF1 e AF2; AF1 si

trova all’ interno del dominiodi legamecon il DNA, AF2 è compresonel dominiodi legamecon il

recettore.Infine è presentein entrambiun segnaleper la traslocazione della proteinanel nucleo

dellacellula.

Sonostatedescritte variemodalitàdi attivazionedei recettori; tra questela più conosciutaè

la via classica. Secondo tale via il legame ormone-recettore determina una variazione

conformazionale del recettoreche porta a formazione di omodimeri. Questi interagiscono per

mezzodel dominio leganteil DNA prima con gli EREs (EstrogenResponseElement),elementidi

rispostaagli estrogeni localizzati in prossimità del genebersaglio, poi con un coattivatore,una

proteina che funge da “ponte” tra il dimero e l’ apparato di trascrizione, modificandoi livelli di

trascrizionedei geni regolati dagli estrogeni. In particolare vengonoattivati geni codificanti la

ciclica D1 e la c-Myc, proteine coinvolte nel ciclo cellulare. L’aumento della concentrazione

cellularedi questeproteinehacomediretta conseguenzal’attivazionea “cascata” dellechinasiche

determinanoil passaggiodellacelluladalla fasedi quiescenza (G) a quella di sintesi(S), avviandola

alla mitosi.

Il recettoreper gli estrogenipuò essereattivato anche da progestinici sintetici ad alte dosi,

dal T3 e dagli xenoestrogeni.Oltre alla via classica esistonoaltre vie alternative di attivazionedei

recettori: varianti della proteina dell’ER possonodiventare attive di per sé senzabisogno di
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attivazionedaparte degli estrogeni;l’ attivazionepuòdipendereanchedal legametra l’ estradiolo e

recettori della membranaplasmatica mediante meccanismo d’azione non chiaro (Ciocca et al.,

1997).

L'espressione del recettorealfa per gli estrogeninei tumori mammari nella donnaè, dal

punto di vista clinico, un importanteparametro prognostico per determinare il tipo di intervento

terapeuticosul pazientee l'andamentostessodella malattia. Nella donnala percentualedi tumori

positivi alla presenzadel recettorealfa va dal 75% al 92% (Hopp e Fuqua,1998; Fuqua,2001;

Shaw et al., 2002). Diversi autori ritengonoche l'espressione del recettore sia correlata con la

progressione della malattia; infatti nelle cellule epiteliali della ghiandola sanal'epressionedel

recettoreè in mediadel 7%, nelle lesioni preneoplastiche la percentuale aumentae nei carcinomi

invasisviai primi stadi la percentualemediadi positivi tà e del 75%(Hoppe Fuqua,1998; Misdorp,

2000). Solo i carcinomi invasivi agli ultimi stadi presentano spessouna notevole diminuzione

dell'espressionedel recettore.La presenzadel recettore nella ghiandolamammariasanacostituisce

quindi un fattore che correlapositivamentecon la prognosidella neoplasia (De las Mulas et al.,

2000).

Nella cagnala determinazionedei recettori per gli estrogeni nei tumori della ghiandola

mammariaha valore prognostico.La percentuale di tumori positivi all'espressionedel recettorein

questaspecieè simile alla donna,80-90%,mentre il tessuto sano,diversamente dalladonna,risulta

positivonel 99%dei casi(De lasMulas, 2000).

Nella gattala relazionetra l'espressionedei recettori pergli estrogeni e la prognosi è ancora

sconosciuta. I dati in letteraturariportanochei tumori maligni sonomolto più frequentirispettoal

cane (86%nel gatto, 42% nel cane)masolounapercentualecheva dal 10%al 40%dei casirisulta

positiva all'espressionedel recettorealfa degli estrogeni (Hahn et al., 1994; De las Mulas et al.,

2000;Vail eMacEwen;2000).
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1.8.2 Struttura, modalità di attivazione e ruolo nelle neoplasie mammarie del recettore del

progesterone

Il recettoredel progesteroneè un recettoresteroideo intracellulare codificato da un unico

genelocalizzatosul cromosoma11q22,di cui si conosconodueisoforme. Per ciascunaisoforma la

strutturaproteica risultacostituita datre domini funzionali cheincludono: un dominioN-terminale,

che costituiscela regionemenoconservata perquanto riguardalunghezzae sequenzaaminoacidica

nelle due isoformedel recettore,un dominio centrale per il legamecon il DNA e un dominio C-

terminale per il legamecon il ligando. Il legame del progesterone con il recettore determina

cambiamenti conformazionale della proteina a cui seguel’omodimerizzazione, il legame con il

DNA e il richiamodi coattivatori per l’attivazione dell’apparato di trascrizione basale(vedi figura

4). 

 

Figura 4: meccanismo di attivazionedel recettore del progesterone. PG,progesterone;PR, recettoredel Progesterone;
PRE,elementi di rispostaal progesterone;(Leonhardtet al, 2003)

Non tutti gli effetti del progesteronepossonoessere spiegati dal ruolo del recettore come

fattore di trascrizione.Evidenzesempremaggiori indicanocheil progesteronedeterminala propria

azione, in maniera rapida, indipendentementedai meccanismi di trascrizione genicaintervenendo

invecenella produzionedi secondimessaggeri ed attivando vie di trasduzione (McEwen, 1991;

Bayaaet al., 2000; J. Tian et al., 2000). In particolarenel cancro al senodella donnal’ azionedel
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progesteronepuòvenireadeterminarsiattraversol’attivazionedella viaSrc/Ras/MAPK (Migliaccio

et al., 1998)Alcuni di questieffetti rapidi, nongenomici, del progesterone, sanomediati,attraverso

meccanismiancoranon del tutto chiariti, dal medesimo recettore nucleare del progesterone che

regolala trascrizione(Boonyaratanakornkitet al., 2001).

Il progesteroneè un ormonesteroideochefungeda coordinatoredell’attività riproduttivae

gioca un ruolo chiave nella morfogenesi della ghiandolamammaria in relazione alla gravidanza e

alla tumorogenesi. Il silenziamentodell’espressione del recettore per il progesterone tramite

mutazionein topi Knock Out (KO) ha dimostratoil ruolo critico di tali recettori nella mediazione

della proliferazione duttale, nella differenziazione lobulo-alveolare associata allo sviluppo e alla

gravidanzae all’ini ziazionee all’incidenzadei tumori mammari in risposta a stimoli carcinogeni

(Conneely et al., 2003). Oggettodi indaginesono i meccanismi d’azione autocina/paracrina che

stanno alla basedello sviluppodellaghiandolamammaria e checaratterizzanoi carcinomi. (Lydon

et al., 1996; Chappellet al., 1999; Chattertonet al., 2002). In alcuni studi di oncologiaumanaviene

evidenziato il contrasto tra il contributo dei progestinici nella tumorogenesidella ghiandola

mammariae l’effetto protettivo degli stessiprogestinici a carico dell’utero. (Paganini-Hill et al.,

2000;Rosset al., 2002; Sitruk-Ware, 2002).

L’esigenzadi valutarel’espressionedel recettore del progesteronenei carcinomi mammari

infiltranti nella donnaderivadal fatto chealcuni tumori, positivi all’espressionedel recettorepergli

estrogeni, non rispondonoalle terapieormonali. Poichè fisiologicamente l’induzionedel recettore

del progesteronedipende dal recettoredegli estrogeni, la presenza del recettore del progesterone

nelle neoplasie mammarieè considerataindicativa dell’int egrità della via molecolaredel recettore

degli estrogeni (Kastneret al., 1990;De las Mulas et al., 2002).La valutazionedel recettore del

progesterone è quindi importante,dal puntodi vista clinico, per predire la rispostaad unaterapia

ormonalee per avereun’indicazioneprognostica nei tumori negli stadiiniziali (Clark et all, 1983). I

pochi studi che riguardano l’espressione del recettore del progesterone in lesioni mammarie

premaligne e preinvasivesembranoevidenziare un incremento dell’a tipia in associazionead un

aumentodell’espressionedi tale recettore(All red et al., 2001). Ci sonoinoltre numerosi dati che

indicanocheil rapportotra le dueisoforme del recettoresiaalterato durantela tumorogenesi(Mote

et al., 2002). Circa il 60%dei carcinomiinvasivi nella donnaesprime il recettoredel progesteronee

i pazienti i cui tumori esprimonosia il recettore del progesteronecheil recettore per gli estrogeni

sono i più rispondentialla terapiadi tipo endocrino e hannounaprognosimigliore (Conneely et al.,

2003).
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Al contrario di quantoavvieneper la donnal’espressionedel recettoredel progesteronenon

è routinariamente valutatanei carcinomimammari del canee del gatto e tali specienon vengono

sottoposte a terapie endocrine. Studi immunoistochimici evidenziano una diminuzione

dell’espressionedel progesteronenei carcinomi infiltranti sia nel cane chenel gattosenzatuttavia

evidenziareunacorrelazionecon il tipo istologico o con il tempodi sopravvivenza(Millantaet al.,

2005; Millanta et al., 2006). Gli studi effettuati suggeriscono il cane comemodellodi studioper i

tumori ormono-dipendentidelladonna,mentreil gatto per lo studiodei tumori ormono-indipendenti

(Martin et al., 1984; Rutteman,1990;Sartinet al., 1992; Donnayet al., 1993).
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1.9 L’oncogene HER-2 nei tumori mammari

Il geneHER-2 è localizzatonell’uomosul cromosoma17 e codificaper un m-RNA (4.6Kb)

dal quale si producono,pereventidi splicing alternativo, trascritti codificanti per diverseisoforme

della glicoproteina trasmembranariaad atività tirosin chinasicaHER-2 (Casalini & Iorio, 2004;

Leong et al., 2006). L’attivazione di HER-2, che avviene in seguitoad un’autofosforilazione a

livello dei residui di tirosina,induceunaserie di complessi segnali intracellulari per la crescita,la

differenziazionee la sopravvivenzadellecellule (Vij apurkaret al., 2003;Casalinie Iorio, 2004). In

condizioni normali, quandoal recettoreproteico di membranaHER-2 si leganoi fattori di crescita,

la cellulaè stimolatanellasuacrescita e divisione. In diversi tumori sonoriscontrabili mutazionio

espressioni patologichedel recettore.La proteina recettoriale mutata lanciacontinuisegnali mitotici

alle cellule, anchein assenzadel fattore di crescita. La sovraespressione del recettore, che è più

comunedella mutazione,fa sì chele cellule canceroseabbianounarisposta esagerata in presenza di

normali livelli di fattori di crescita(Robbins et al., 2003).

L’alterazionedel geneHER-2, seconda,come frequenza, solamentealla mutazionedel gene

p53 (Thomsonet al., 2001;De Maria et al., 2005)è riportata in diverseneoplasieumane(tumori

mammari,polmonari,vescicali,gastrici e ovarici) e quasi sempre prevede un’amplificazionedel

genestessocon una duplicazionedi una particolare sequenzagenica, una aumentatatrascrizione

dell’mRNA e unasovraespressionedellaglicoproteinatrasmebranaria (Tubbset al., 2001; Millanta

et al., 2005). La sovraespressione di HER-2 determina una stimolazione della crescitacellulare

(Leong et al., 2006), un potenziamentodella motilità delle cellule tumorali in associazionealla

riorganizzazionedel citoscheletrodi actina,alla secrezionedi proteasie all’i nvasione(Leonget al.,

2006). Essadetermina inoltre stimolazionedella linfoangiogenesi (attraverso la sovraespressionedi

VEGF-C, vascular endothelial growth factor-C) e stimolazione della diffusione metastatica

(stimolandola sovraespressionedi angiopoietina2) (Carter e Niu, 2007;Zhang et al., 2007). Infine

si può osservareunaalterazionedel funzionamento dei punti di controllo del ciclo cellulare, della

riparazionedel DNA edelle risposteapoptotiche(Eccles,2004).

L’espressione di HER-2 ha, in oncologiaumana, un significato prognostico. Nella donna

infatti il riscontrodi un’amplificazionegenica e/o di unasovrespressionedi HER-2 è associatoa

una prognosisfavorevole(Leong et al., 2006),con unasopravvivenzaminore(Tawfik et al., 2006),

un breve intervallo libero da malattia (Eccles, 2004), un aumentato rischio di metastasi(Eccles,
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2004)e unaelevataaggressività clinica del tumore(De Maria et al., 2005). Inoltre l’espressionedi

HER-2 ha un significato terapeutico testimoniato dal fatto che, per quanto ancoracontroverso,

tumori che presentanouna sovraespressionedi HER-2 rispondono in maniera insufficiente alla

terapia ormonale(resistenzaal tamoxifeneanche in pazienti con tumori positivi per i recettoridegli

estrogeni)e ai protocolli chemioterapicistandard(De Maria et al., 2005).In medicinaumanaviene

effettuata una selezione dei pazienti da sottoporrea trattamento farmaceutico, approvatonel

settembre1998dallaFDA (Foodanddrug administration), chesi basasull’utilizzo di un anticorpo

monoclonale HER-2 specifico somministratoper via endovenosa(Herceptin®, Trastuzumab) in

grado di bloccare HER-2 e di prevenirequindi la crescita delle cellule cancerose. La selezionedei

pazienti vieneeffettuatavalutandocon indagine immunoistochimica l’espressionedi HER-2 che

viene quantificata sulla base di un sistema di punteggio standardizzato e certificato in medicina

umana(HercepTest,DAKO). Recentementesi è tuttavia notato che la maggior parte dellepazienti

che inizialmente rispondonoa Herceptin,generalmente nel giro di un anno acquistanoun certo

gradodi resistenza.I meccanismialla basedi questa resistenzasonoadoggi oggettodi discussione

(Dieraset al., 2007).

Il ruolo di HER-2 in carcinomimammaricanini e in lineecellulari è indagato utilizzando

tecniche di ibridazione in situ e indagini immunoistochimiche. Questi studi suggeriscono che

l’amplificazionedi questo geneabbiaunafrequenzasimile a quella che si riscontra nella donnae

per questo si ritienepossa avereun ruolo nello sviluppomammario tumoralemalignonellacagnae

quindi ancheunsignificato prognostico (Mil lanta et al., 2005).

Nel gatto la sovraespessione di HER-2 nel tessuto mammario è stata studiata solo

recentemente.Un solo studiofino adorahaidentificato il genefelino HER-2 evidenziandonotevoli

similitudini tra le sequenzedei recettori tirosin chinasicidella stessafamiglia nella donna,nel cane

e nel gatto (De Maria et al., 2005). I meccanismi che intervengono nella regolazione della

sovraespressionedella proteinaHer-2 nei carcinomi mammari felini (FMC) sonoadoggi oggettodi

dibattito (De Maria et al., 2005). I dati disponibili riguardo alla sovraespressionedella proteina

HER-2 felina nei tumori mammaripresentanospiccata variabilità nei lavori fino ad oggi effettuati

(da39%a 90%dei tumori) (De Maria et al., 2005; Mil lanta et al., 2005; Winstonet al., 2005). Va

sottolineato chein questi lavori le percentuali di positività sonopiù alte di quellechesi riscontrano

in medicinaumanadovele neoplasiecherisultano HER-2 positive sonocircail 30%.
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1.10 Il p53 e i tumori mammari

Il gene p53 è un oncosoppressore che codifica per un fattore di trascrizione che regolail

ciclo cellulare.Il geneumano è collocatosul cromosoma 17. E’ statoindividuatoe mappato anche

in altri animali, tra cui il cane, doveè localizzatosul cromosoma5. Condizioni di stressdi diverso

tipo comeanossia,espressione inappropriata di oncogenie danno all’i ntegrità del DNA possono

portarea un’attivazionedel genep53.Il prodottodella suaattivazioneè in grado di indurre l’ arresto

del ciclo cellulare in fase G1, di indurre la riparazione del DNA, di regolarela produzionedi

proteinechecomunicanoi segnalidi stressalle cellule adiacenti, di inibire l’angiogenesi(Dameron

et al., 1994; Nasiret al., 1999; Robbinset al., 2003; Nakano et al., 2005; Levineet al., 2006).Se in

seguito all’arresto del ciclo cellularela riparazionedel DNA viene effettuatacon successo il p53

favoriscela trascrizione(up-regulation)del geneMDM2 (murinedoubleminute-2), chea suavolta

determinauna down-regulationdel p53 stesso(meccanismo di feedback negativo), sbloccandola

cellula chepuò rientrarenel ciclo. Se la riparazionedel DNA durante la pausanon vieneportataa

compimentoil genep53 dirottala cellulaversol’apoptosi inducendo il geneBAX chefavorisce nei

mitocondri il rilasciodi citocromoC e quindi promuovela cascata delle caspasicheporta appunto

all’apoptosi.

L’ alterata funzionalità della proteinap53 può esseredeterminata da numerosecausema

nella maggior parte dei casi si ha una mutazione del DNA (Moll et al., 1992;Nasir et al., 1999;

Robbins et al., 2003; Nakanoet al., 2005). Uno studio ha evidenziato che nell’uomo la maggior

partedellemutazioni al genep53si determinano un’alterazionenel dominio centraledellaproteina

(residui 102-292) checontienela sequenza specifica checonsente il legame col DNA (Cho et al.,

1994). Perquantoriguardala sequenzaamminoacidica del gene p53 felino è simile per l’82.1% a

quella umanae ha caratteristichestrutturali in comune col gene p53 di parecchie altre specie

(Okudaet al., 1994). Uno studiodel 2000effettuato su 60 tumori felini haevidenziatola presenza

di mutazionicompresetra l’esone4 e l’ esone8 del genep53: in particolaremutazionimissensoin

due fibrosarcomi, un istiocitomafibroso maligno, un carcinoma indifferenziato della cutee in un

carcinomamammario;unamutazionenonsensoin un fibrosarcoma; unadelezionein un carcinoma

squamoso(Mayr et al., 2000). Recentistudi in medicinaumanahannoevidenziatochela mutazione

al gene p53 produceproteinemutateche, nonsolononsonoin gradodi svolgereadeguatamentela

funzioneoncosoppressiva,masvolgonoanchedirettamenteun ruolo oncogeno(andandoadattivare
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la trascrizionedi promotoridi genicoinvolti nel ciclo cellulare)(Scian et al., 2004).

L’i nteresseper il genep53 derivadal fatto chequesto è il genepiù frequentementemutato

(50%) nei casi di tumoremalignonell’uomo(tra cui quelli al colon, al polmone,alla mammella,

allo stomaco,al renee al fegato).Nel gatto i tumori in cui si è riscontrata unamutazioneal gene

p53 sonoosteosarcomi,fibrosarcomi,sarcomi a cellule fusate, sarcomi pleomorfi e carcinomi a

cellule squamose(Nasir et al., 1999; Dobson& Morris, 2001; Nakanoet al., 2005). Sebbenela

maggiorparte degli studi fatti nel gattoabbia preso in considerazioneun numero limitato di tumori

e solo alcunetipologie,questi dati,assiemeall’al to livello di omologiariscontratotra le sequenze di

DNA del gene P53 umanoe felino, suggerisconoun possibile ruolo di p53 nel meccanismodi

carcinogenesidi entrambe le specie(Nasiret al., 1999).

Normalmentenelle cellule non stressatela proteina p53 è rapidamente degradata(tempodi

emivita di 20 minuti) graziealla MDM2. Seil genep53è mutato, la proteinainattiva chenederiva

non è in gradodi indurrel’espressionedella proteina MDM2 con conseguenteaccumulodellap53

mutata nel nucleo cellulare. L’indagine immunoistochimica (IHC) è una delle metodicheche

vengono impiegate per evidenziare tale accumulo. (Nakano et al., 2005). La rilevazione

immunoistochimica della proteina p53 è considerata pertanto un metodo indiretto per

l’ identificazionedi unamutazioneal genep53. Tuttavia, sebbenela correlazione tra l’espressione

proteica rilevabile con l’IH C e la mutazione del genesia elevata, grossedelezioni o mutazioni

“stop” premature sono in grado di impedire la produzione della proteina conferendorisultati

negativi all’ IHC. Questo tipo di aberrazionigenetiche sonostate riscontrate frequentemente negli

osteosarcomi umani. Inoltre mutazionichemodificano la conformazionedella proteinapossonofar

sì che l’anticorpo primario non riesca a riconoscere l’antigene, generando ancora falsi negativi

(Nasiret al., 1999).

L’analisi a livello proteico pare offrire parecchi vantaggi rispetto agli studi effettuati

direttamente sul genep53.Gli studi chesi concentranosulla mutazionesonoinfatti spessolimitati

agli esoni 5 e 8 del gene e non considerano regioni promotrici ed enhancercol rischio di

sottostimarela frequenzadi mutazionedel genestesso.In aggiunta,comegià detto,la mutazioneè

la modalitàpiù frequentecon la qualesi ha l’i nattivazione funzionaledella p53,ma non è l’unica

(Nasir et al., 1999).La percentualedi cellule positive in tumori mammari felini vienedescritta in

quattrolavori cheutilizzanotuttaviadiversi sistemidi punteggioperla valutazionesemiquantitativa

della espressione della proteina, rendendodifficoltosala comparazionedei risultati ottenuti (Nasir

et al., 1999;Murakamiet al., 2000;Nakano et al., 2005; Morris et al., 2007). 
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1.11 Il Ki-67 nei tumori mammari

Il Ki -67 è una proteina nucleare altamente sensibile alle proteasi costituita

dall’assemblamento di 2 catenepolipeptidiche con pesomolecolare rispettivo di 345 e 395 kDa.

Questoeterodimero è espressonei nuclei delle cellule ciclanti in tutte le fasi del ciclo, mentreè

assentenelle cellule a riposocheentrano nel ciclo passando dalla faseG0 alla faseiniziale di G1

(Castagnaroet al., 1998).Essendoespressa in tutte le fasi del ciclo cellulare, ad eccezionedi G0 e

G1, puòconsiderarsiunaproteinaassociata allaproliferazionecellularein gradodi rappresentare un

marker della frazione in crescitacellulare di una determinata popolazione. L’ espressionedella

proteinaKi67, indagatamediantetecnicheimmunoistochimiche, è stata oggetto di numerosi studi

volti a valutareeventualirelazioni esistenti tra la proliferazione cellulare neoplasticae gli aspetti

morfologici, clinico-prognosticie molecolari. In medicina veterinaria è di uso comuneper tali

lavori l’im piego di un anticorpo monoclonale (MIB-1), specifico per la proteina umana,

caratterizzatoda una buona cross-reattività nelle specie domestiche (Websteret al., 2007). La

positività per l’antigeneKi -67 è nucleare(diffusa o granulare) e le figure mitotiche, se presenti,

sono semprenotevolmenteevidenziate.

Alcuni autori hanno indagato la valenza dell’espressionedi tale antigene in termini

prognosticinel tumoremammariofelino (Castagnaroet al., 1998; Mi llanta et al., 2002).I risultati

ottenuti in merito a quellochevienedenominatoindiceKi -67 o indice MIB-1 (percentualedi nuclei

positivi valutata alla periferia della lesione, su 1000 cellule esaminate, in almeno 10 campi

differenti) nei FMC hanno evidenziatoalcune controversie. Per alcuni autori l’ indice MIB-1 è

apparso aumentare progressivamentepassandoda forme iperplastico/benignea forma maligne

aggressive,ad eccezionedelle forme di FMH (iperplasia mammaria felina) che non hanno

manifestato differenzasignificativa con i carcinomi invasivi. In aggiunta, tale indice è risultato

essere correlato positivamente con l’i nvasione dei vasi linfatici (Mil lanta et al., 2002) e

negativamente con l’espressionedei recettori per gli estrogeni(Mil lanta et al., 2006).Altr i studi

hanno evidenziato una mancanzadi correlazione dell’indice MIB-1 con il tipo istologico

(Castagnaroet al., 1998; Millanta et al., 2002), il grado istologico (Mi llanta et al., 2002) e la

dimensione del tumore (Millanta et al., 2002). Dati controversi sono emersi, in particolare, per

quanto riguarda l’eventuale correlazione con la sopravvivenza. Una chiara associazione tra

sopravvivenzaad un annodall’interventochirugico e indiceKi -67 è stataevidenziatanellostudiodi

Castagnaro e colleghi (1998)che,considerandoun valorecut-off dell’i ndiceKi -67 pari a 25,2%ha
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messoin evidenzacheal di sopradi talevalore il 12,5%dei gatti dopoun annosonoancora vivi e

l’87,5% sonomorti e al id sotto di esso la situazione si capovolge (Castagnaroet al., 1998). Un

lavoropiù recentenon hainvececonfermato unacorrelazionestatisticamentesignificativatra tempo

di sopravvivenzae indiceMIB-1 elevato(≥ alla medianacheè 18,7%)in un gruppodi 48 gatte con

carcinomamammario invasivo.Lo stessostudioha tuttavia notatochei soggetticon indiceMIB-1

maggiore di 22 hannouna prognosipiù sfavorevole (Mil lantaet al., 2002).I dati riportati appaiono

relativamenteesigui e contradditori,pertantoulteriori studi dovrebbero essere svolti per verificare

se l’indice Ki -67 sia significativamenteutilizzabile nella pratica clinica come fattoreprognostico

per i FMC, eventualmentevalutandole relazioni esistenti conaltri indici proliferativi quali l’ indice

mitotico AgNORse la contadei PCNA (Castagnaroet al., 1998;Mil lantaet al., 2002). Si consideri,

infatti, che nella donna l’espressione di Ki -67 è considerata un fattore prognostico per la

sopravvivenzae la recrudescenzadella lesione e viene per questo utilizzata per discriminare

sottogruppi prognostici nel cancroal senoprecoce con linfonodo negativo (Traut et al., 2002;

Urriticoecheaet al., 2005).



39

1.12 “Ritratto” del tumore mammario

La recentericercasul carcinomamammario nella donnasi propone,sulla basedegli aspetti

morfologici delle neoplasiee di altri fattori predittivi indagatitramite esamiimmunoistochimici

(IHC), studi di micro-array e studi di amplifi cazione genica e sequenziamento, di delineareun

“ritratto” delle lesioni che possa esserecorrelato con la prognosi. (Fausto et al., 2005). In

particolare gli sviluppi nel campodella ricerca negli ultimi anni consentono l’utilizz o di nuove

tecnologie in grado di determinareprofili di espressione molecolare/genica con possibilità di

identificarei tumori mammari secondodiverseclassimolecolari, verificandone quindi l’ eventuale

differenzadal punto di vistabiologico/dievoluzioneo sviluppo(Pusztai etal., 2006).

Tra i principali fattori predittivi si distinguono:l’espressionedei recettori pergli estrogeni e

per il progesterone(ER e PR) che è indicativa della validità di un’eventuale terapiaormonale;

l’espressionedell’oncogeneHER-2, valutataper l’eventualeimpiegodi unaterapiaanticorpaleanti

HER-2; l’espressione di molecole indicatrici di proliferazione cellulare (quali Ki67 e PCNA);

l’espressionedi molecoleindicativedell’originedella cellula neoplastica quali i filamenti intermedi

come le cheratine (proteineche organizzano i tonofilamenti delle cellule epiteliali), la vimentina

(proteinache si trova nei tessuti connettivie in altre cellule di origine non epiteliale), la desmina

(proteinache si trova nelle cellule muscolari) e i microfilamenti (ASMA, alpha smoothmuscle

actin); l’espressionedi oncoproteine(myc); l’espressione di proteine implicatenella regolazione

dell’apoptosi (Bcl-2); l’espressione di proteine ad azione oncosoppressiva(p53, Maspin);

l’evidenziazionedi mutazionigeniche(BRCA1,BRCA2).

In medicinaumanaattraverso indagini di micro-array si possonoclassificare i carcinomi

mammari secondoclassi di espressionemolecolare. I carcinomi mammari nella donnavengono

pertanto sudivisi in carcinomi positivi all’espressionedel recettore per gli estrogeni(ER) e in

carcinomi negativi all’ER. Tra quest’ulti mi si possono distinguere i carcinomi positivi

all’espressionedell’oncogeneHER-2 (epidermal grow factor receptor 2) e i carcinomi HER-2

negativi. I carcinomi HER-2 negativi presentanoprincipalmente un profilo di espressionedei

filamenti intermedicitoplasmatici chevienedefinito “basal like” (Signoretti et al., 2002).Quantee

quali classidi tumori sia possibile evidenziare alla luce dei dati ad oggi disponibili è oggetto di

studio edi dibattito (Perouet al., 2000;Pustzai et al., 2006).Dalla distinzionedi questitipi tumorali

derivano importanti informazioniutili dal puntodi vistaprognosticoe terapeutico.

Nel 60-80% delle donneil carcinomamammario sovraesprimeER ed è pertantopossibile
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util izzare, in questicasi, un approccioterapeutico basatosu agenti ormonali, quali ad esempiogli

inibitori delle aromatasi,o il Tamoxifene. Il 20-40%dei tumori sovraesprimeHER-2; in questicasi

la terapia si basasull’utilizzo di un anticorpo monoclonale (Herceptin) in grado di bloccarei

recettoriHER-2. Il 10-15%delleneoplasie risulta negativa all’espressionedi ER, PRe di HER-2 e

la maggior parte è caratterizzatada un comportamento biologico aggressivo e da un profilo

molecolare definito “basal like” in quantoè caratterizzata dall’espressionedi molecoleche sono

normalmenteespressein cellule basali/mioepiteliali normali quali le citocheratinebasali ad alto

pesomolecolare (CK14, CK5/6, CK17), vimentina, alfa-B ctistallina, p-caderina,fascina,caveolina

A e caveolinaB. (Reis-Filho et al., 2008). Tali neoplasie risultano generalmente molto aggressive,

con prognosi sfavorevolee ad oggi non esisteper esseun approccio terapeuticospecifico. In

generalei carcinomi chesononegativiper ER (HER-2 positivi e carcinomi “basallike”) hannouna

prognosipeggioredi quelli positivi perER (Dalgin et al., 2007).
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2. SCOPO

Il presentelavorosi proponedi:

- caratterizzare dal punto di vista morfologico e attraverso indagini immunoistochimiche le

neoplasiemammariefeline evidenziandol’eventuale presenza di specifiche classi, categorie o

gruppi tumorali;

- evidenziareeventuali associazionitra le i risultati immunoistochimici, le categorie individuate,le

caratteristichemorfologichee i dati clinico-anamnestici;

- ottenereinformazioniistogeneticheeprognosticheattualmentescarsein letteratura;

- definire la valenzadel tumoremammario felino comemodello per lo studio del tumoreal seno

nelladonna.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Tessuti esaminati

In questostudio vengonoutilizzati 81 campioni di tessutomammario fi ssati in formalina

spediti da numerosecliniche veterinarie del Centro-Nord Italia tra il 2002 e il 2006 al Servizio

Diagnosticodi Anatomia PatologicaVeterinaria del Dipartimento di Sanità Pubblica,Patologia

comparata ed Igiene Veterinariadella Facoltà di Veterinaria dell'Università di Padova. I tessuti

fissati in formalina sono accompagnati da moduli per la raccolta dei dati anamnestici riferiti

all'animalesucui èstato effettuatoil prelievo.

I campionidi tessutoconservatiin formalina per almeno48 ore sonostati successivamente

inclusi in paraffinamedianteprocessatoreautomatico (Alessandrini ® Embed503).Sezionidi 4µn

effettuate con microtomo (LEICA® RM 2145) sono state successivamente colorate con

ematossilinaed eosina secondoprocedurestandard. In questo modo è stato possibileeffettuare

esameistologico e il gradingdelleneoplasie.

3.2 Classificazione delle lesioni e grading

La valutazione istologica dei campioni è stata effettuata seguendole linee guida della

classificazione dei tumori mammaripropostadalla WHO (Misdorp et al., 1999). Alcune classi

morfologiche descrittein letteraturaunicamente per il cane sonostate riconosciutenei tessutidi

gatto esaminati e quindi utilizzate.Alcune lesioni a morfologia atipica sarebbero dovuterientrare

nei “tumori nonclassificati”, tuttavia,consideratoneil dettaglio morfologico specifico, si è preferito

introdurreclassimorfologiche“nuove” (adesempio il mioepiteliomamaligno).

Di seguito è riportatain particolarela “Nuova Classificazione” elaboratain questolavoroper

definire i vari tipi di tumoremammario.Relativamentead alcunevoci dello schemaè indicato il

sistema di classificazionedi origine, mentre per quelle il cui nome è stato elaborato durante il

lavorononcompareovviamentenessunaclassificazionedi appartenenza.
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CLASSIFICAZIONE RIELABORATA DEL TUMOREMAMMARIO FELINO

1 LESIONI MAL IGNE

- Carcinomain situ: lesioneconnessunaevidenzadi infiltrazioneechecomunquenonfa

presupporreuncomportamentoinfiltr ante(èdetto comedonicosepresenta lobuli solidi connecrosi

centrale)(dallaclassificazioneWHO del gatto).

- Carcinomaduttale: lesionecheècaratterizzatadaformazionisimil -cordonali epapillifere

irregolariin cui èpossibile rilevareoccasionalmentela presenzadi duefile di cellule:basalie

luminali. Spessoèpresentedifferenziazionesquamosa.All evoltesi osservaiperplasiadellecellule

mioepiteliali percui la lesionepresentaunacomponenteepitelialemalignaeunamioepiteliali

iperplastica,pertantotalecategoriaincludeancheil carcinoma complesso.

- Carcinomasemplice: lesionecompostadaunsolotipo cellulare,epiteliale luminale o

mioepiteliale.A secondadellecaratteristichecheil tumorepresentapuòessereindicatocol termine:

- Carcinomatubulopapillare(dallaclassificazioneWHO del gatto)

- Carcinomatubulare(comedonicosemostraunaspetto lobularesolidoconnecrosicentrale)

(dallaclassificazioneWHO del gatto)

- Carcinomapapillare (dallaclassificazioneWHO del gatto)

- Carcinomacistopapillare(dallaclassificazioneWHO del gatto)

- Carcinomasolido (comedonicosemostraunaspetto lobularesolido connecrosi centrale)

(dallaclassificazioneWHO del gatto)

- Carcinomatubulosolido

- Carcinomacribriforme (dallaclassificazioneWHO del gatto).

- Tipi speciali di carcinoma:

- Carcinomaa cellulesquamose (Carcinomaadenosquamososesonopresenti in maggioranza

strutture tubulari) (dallaclassificazioneWHO del gatto)

- Carcinomamucinoso (dallaclassificazioneWHO del gatto)

- Carcinomaricco in lipidi (dallaclassificazioneWHO del cane)

- Carcinomaa cellulefusate(dallaclassificazioneWHO del cane).

- Carcinosarcoma(dallaclassificazioneWHO del gatto).
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- Carcinomao sarcomain tumoremisto benigno(dallaclassificazioneWHO del gatto)

- Sarcoma(fibrosarcomi, osteosarcomiealtri) (dallaclassificazioneWHO del cane).

2 LESIONI BENIGNE

- Adenomasemplice(dallaclassificazioneWHO del gatto).

- Adenomaduttale: conproliferazioneepiteliale e mioepiteliale (dalla classificazioneWHO

- Fibroadenoma: adaltao bassacellularità (dettocambiamento fibroadenomatososeassociatoa

trattamentiormonali) (dallaclassificazioneWHO del gatto).

- Tumoremistobenigno(dallaclassificazioneWHO del gatto).

- Adenomapapillare (dallaclassificazioneWHO del gatto).

3.TUMORI NON CLASSIFICATI

4.DISPLASIE/IPERPLASIE MAMMARIE

- Iperplasia duttale: (papillomatosi): iperplasia epiteliale papillifera intraduttale (dalla

classificazione

WHO del gatto).

- Adenosi: (iperplasialobulare):aumentonumericodei duttuli edegli alveoli (dalla classificazione

WHO del gatto).

- Epiteliosi: iperplasiaepiteliale intraluminaledei dotti intralobulari (dalla classificazioneWHO del

gatto).

- Cisti: (dallaclassificazioneWHO del gatto).
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- Ectasia duttale: (dallaclassificazioneWHO del gatto).

- Fibrosclerosi: (dallaclassificazioneWHO del gatto).

Il gradingdelle neoplasiemalignesenzametastasi o emboli metastatici è stato effettuato

secondo il sistemadi punteggio descrittonell’int roduzione(capitolo 1.3).

3.3 Indagine immunoistochimica

Le indagini immunoistochimichesonostateeffettuate susezioni di 4µmdi spessore suvetrini

portaoggetti Superfrost® utilizzando un immunocoloratore automatico BenchMark® (Ventana

Medical System). L’immunocoloratoreutili zzato effettua le indagini alla temperatura di 40 ºC ed

util izzacome sistemadi rivelazionel’ ultraView™ Universal DAB, un nuovosistemadi rivelazione

biotina-free basato sull’utilizzo di un multimero complessatoall’enzima perossidasiHorse-raddish

che permette di identificare in modosensibile gli anticorpi primari di topo e coniglio. Questokit

comprendecinquecomponenti:ultraView™ Universal DAB Inhibitor (cheimpedisceun’aspecifica

perossidazionedella DAB), ultraView™ Universal DAB HRP Multimer (multimero biotina free

complessato con la perossidasi Horse-raddish), ultraView™ Universal DAB Chromogen

(diaminobenzidina),ultraView™ Universal DAB H2O2 (perossidodi idrogenocheattiva l’azione

della perossidasi che agiscesulla diaminobenzidina, la quale funge da substratoe determinala

formazione di un prodotto finale marrone insolubile in alcool) e ultraView™ Universal DAB

Copper. Tutte le fasi dell’indaginesono effettuate in associazione alla presenza di una soluzione

oleosache ricopre il vetrino creando una camera umida. Per ogni vetrino vengono dispensatiin

modo automatico o manualmente100 microlitri di soluzione contenente l’anticorpo primario a

diluizioni specifiche per ciascunamolecola indagata. I reagenti sono continuamentemiscelati e

mantenuti al di sotto della copertura oleosa da flussi di aria orientati su ogni vetrino. La

controcolorazionevieneeffettuataconematossilina di Mayerper4 minuti. Al terminedellacorsadi

reazionei vetrini vengonolavati accuratamente con acqua corrente e sapone per asportare la

soluzione oleosa. Vengonopoi disidratati attraversovari passaggi da due minuti in soluzioni

crescenti di alcool (50%, 70%, 90%, 100%)e infine di xilene. Infine le sezioni vengonomontate

tramiteEUKITT.

Gli anticorpi e i le fasi principali dei protocolli impiegati per le indagini immunoistochimiche
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dei preparati vengono riassunti nellatabella 8.

Fasi del protocollo

Marcatore molecolare Anticorpo Diluizione*

smascheramento
Tempo di

incubazione**

citocheratina 5/6 Cytokeratin 5/6

CloneD5/16B4 (Mo)

Dakocytomation

1:100

CCR

+

enzimaper2 min

24 min

Citocheratina 14 Cytokeratin 14

NCL –L-LL002 (Mo)

Novo castra

1:20 CCR 18 min

Citocheratina 8/18 Cytokeratin 8/18

NCL-L-5D3 (Mo)

Dakocytomation

1:20 Enzimaper8 min 24 min

Pancitocheratine Mouseanti-humancytokeratin

CloneAE1/AE3 (Mo)

Dakocytomation

1:100 CCR 16 min

Calponina Mouseanti-humancalponin

CloneCalp(Mo)

Dakocytomation

1:200 CCR 12 min

Vimentina Mouseanti-vimentin

CloneV9 (Mo)

Dakocytomation

1:100 CCR 18 min

α actina muscolareliscia Anti-humanSmoothMuscleActin

Clone1A4 (Mo)

Dakocytomation

1:100 nessuno 10 min

Recettoreestrogeni Mouseanti-humanestrogenreceptor

NCL-ER-6F11(Mo)

Novocastra

1:40 CCS 14 min

Recettoreprogesterone Anti-humanprogesteronereceptor

Clone:PR10A9(Mo)

Immunotech

1:100 CCE 18 min

HER-2 Rabbitanti-human

c-erbB-2 Oncoprotein (Pol)

Dakocytomation

1:250 CCR 18 min

P53 Anti-humanp53protein

Clone:NCL-p53-CM1 (Pol)

Novocastra

1:550 CCS 12 min
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Fasi del protocollo

Marcatore molecolare Anticorpo Diluizione*

smascheramento
Tempo di

incubazione**

Ki67 Anti-humanKi67 Antigen

CloneMIB-1 (Mo)

Dakocytomation

1:100 CCR 10 min

Tabella 8: nella tabella vengonodescritte le fasi principali dei protocolli immunoistochimici. CCR, cell conditioning
ridotto: 30 minuti a 95° C; CCS,cell conditioning standard:60 minuti a 95° C; CCE,cell conditioning esteso:90 minuti
a 95° C; *l’anticorpoprimario è diluito in AntibodyDiluent (Ventana);**tempo di incubazione dell’anticorpoprimario

Perciascuncasoi controlli negativi sonostati ottenutisostituendolasoluzioneconanticorpo

primario con 100 microlitri di diluenteutilizzato per gli anticorpi (antibody diluent, Ventana). In

tabella9 sonoindicati, perciascunanticorpo, i controlli positivi indicativi dellavenutareazione.

Anticorpo Controllo positivo

Cytokeratin 5/6

CloneD5/16B4 (Mo)
Strati basali emedidellacute

Cytokeratin 14

NCL –L-LL002 (Mo)
Cute

Cytokeratin 8/18

NCL-L-5D3 (Mo)
Epitelio luminaledelleghiandole sudoripareapocrine

Mouseanti-humancytokeratin

CloneAE1/AE3 (Mo)
Cute

Mouseanti-humancalponin

CloneCalp(Mo)
Miofibroblasti emuscolatura lisciavasale

Mouseanti-vimentin

CloneV9 (Mo)
Fibroblasti

Anti-humanSmooth MuscleActin

Clone1A4 (Mo)
Miofibroblasti emuscolatura lisciavasale

Mouseanti-humanestrogenreceptor

NCL-ER-6F11(Mo)
Sezionedi uterodi gatto

Anti-humanprogesterone receptor

Clone:PR10A9(Mo)
Sezionidi uterodi gatto

Rabbitanti-human

c-erbB-2 Oncoprotein(Pol)
Sezionidi tumoremammarioconpunteggio di 3 all’H erepttest

Anti-humanp53protein

Clone:NCL-p53-CM1 (Pol)
Sezionidi carcinomi squamosi cutaneifelini

Anti-humanKi67 Antigen

CloneMIB-1 (Mo)
Infilt rati linfocitari e follicoli piliferi (controllointerno)

Tabella 9: nella tabella vengonoindicati i tessuti utilizzati come controllo positivo peri marcatorimolecolari.
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3.4 Valutazione della positività dei tessuti

Le valutazioni delle positività dei tessuti ai singoli anticorpi sono state effettuate al

microscopio ottico (Microscopio Olympus BX41) considerando separatamente lesioni maligne,

neoplasie benigne, displasie, tessuto ghiandolare sano e emboli neoplastici intravascolari o

metastasilinfonodali,quandopresentinel medesimocampioneanalizzato.

La positività dei tessutiall'anticorpo anti-recettore alfa degli estrogenie all’anticorpo anti-

recettoredel progesteroneè statavalutata determinataattraverso l’evidenziazionedella reazione

colorimetricaa livello del nucleodellecellule. Perogni campionesonostate contate1000cellulein

almeno 10 campi microscopici a 40X esprimendo poi in percentuale il numero di cellule che

risultavanopositive rispettoal totaledi cellule contate. Le lesioniconvalori di positività inferiori al

5% sonostateconsideratenegativesia per il recettore del progesteroneche per il recettroredegli

estrogeni.

La valutazione della positività citoplasmatica delle cellule agli anticorpi anti-citocheratine

5/6, anti-8/18, anti-pancitocheratine, anti-vimentina, anti-calponinae anti-alfa-smaè stataeffettuata

per ogni campionecontando1000cellule in almeno 10 campi microscopici a 40X. Pertali anticorpi

si è inoltre valutato sela positività fosserelativa alle cellule mioepiteliali, alle cellule basalio alle

cellule luminali esele cellulepositive presentasserounospecifica morfologia.

La positività per l’anticorpo anti-HER-2 è stata valutata osservandola colorazionebrunastra

delle membranecellulari. A questoscopo si sono contate su almeno 10 campi microscopici

all’obbiettivo 40X, 100 cellule per campo, per un totale di 1000 cellule. Si è identif icata la

colorazionedi membranacomecompletao parziale e come intensao lieve-moderatae il sistemadi

punteggio che è stato impiegato è quello oggi utilizzato routinariamente in medicina umana

nell’ambitodell’HercepTest(vedi Tabella10).
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Valutazione dell’intensità e della completezza della
colorazione della membrana delle cellule tumorali.

Punteggio

La membranacellularenonsi colora oppuresi colorain meno
del 10%delle cellule tumorali.

0

La membranacellularesi coloradebolmenteeparzialmente in
più del 10%dellecelluletumorali.

1+

La membranacellularesi colorain modocompleto da
debolmenteamoderatamentein più del 10%delle cellule
tumorali.

2+

La membranacellularesi colorain modocompleto e intensoin
più del 10%dellecelluletumorali.

3+

Tabella 10: sistemadi attribuzionedel punteggio relativo all’espressione di HER-2 valutata con
tecnica IHC, HercepTest,DAKO.

I casicon un punteggio0 o 1+ sono considerati negativi, i casi con un punteggio 2+ sono

consideratidebolmentepositivi, i casi con unpunteggio3+ sonoconsiderati fortementepositivi .

Studi molto recenti ritengonotuttavia che il punteggo 2+ dovrebbe essere considerato comeuno

“status indeterminato” perchéè un punteggio cheha dimostrato unascarsaconcordanza con i dati

derivati da indagini effettuatetramiteibridazionein situ fluorscente(FISH), con un rischio di falsi

positivi dal 6 al 50%.Perquestoin medicinaumanaoggi si consiglia chei casi cui è attribuito un

punteggio2+ con l’IHC, sianoconsideratiequivoci e quindi vengano automaticamentesottoposti

alla FISH(Leonget al., 2006).

La valutazionedella positivitàper p53è statafatta utilizzandoil microscopio ottico e andandoa

quantificarela percentualedi celluletumorali chepresentavanoi nuclei di colorazionebrunastra. A

questoscoposi sonocontatesu almeno10 campi microscopici all’obbiettivo 40X, 100 cellule per

un totaledi 1000cellule.Il valoreè statopoi espressoconmetodica semi-quantitativautili zzandoil

sistemadi punteggio già impiegatodaNasir e collaboratori nel 1999cheprevedeunasuddivisione

in categoriecomeevidenziatoin tabella11.
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Punteggio

0%di cellulepositive 0

Meno del 5%di cellule tumoralipositive 1

Tra5%e25%di celluletumoralipositive 2

Tra26%e50%di celluletumoralipositive 3

Tabella 11: sistemadi punteggioimpiegato perla valutazione della positività
alla p53tumori mammari felini adottatada Nasire collaboratori(Nasiret al.,
1999).

La valutazione della positività per il ki67 è stata fatta utilizzando il microscopioottico e

andandoa quantificarela percentualedi cellule tumorali chepresentavanoi nuclei positivi (indice

Ki-67 o indice MIB-1). A questo scopo si sono contate su almeno 10 campi microscopici

all’obbiettivo40X, 100celluleperun totaledi 1000cellule.

3.5 Raccolta informazioni di follow up

La raccolta dei dati di follow up è stata effettuata tramite la compilazione di un apposito

questionario da parte dei veterinari delle strutture che avevano inviato i campioni e/o tramite

intervistaeseguitapervia telefonica.

3.6 Analisi Statistiche

Le analisi statistiche relative ai risultati di positività e intensità delle valutazioni

immunoistochimichein relazionealle tipologie istologichee ad alcuni dati anamnesticie di follow-

up sonostate effettuatemediantel’utiliz zo dei testnon parametrici quali testdella correlazionedi

Spearman,Testdi Kruskal-Wallis, testdi Mann Whitney, testdi Wilcoxon e testdi Wilcoxon per

campioniappaiati. Il limite di significativitàdei testèstato fissatoperP≤ 0.05.
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4. RISULTATI

4.1 Dati anamnestici

I dati anamnestici che si riferisconoagli 81 gatti di cui sonostate raccolte le lesioni nel

presentelavoro,riguardanol’età degli animali, la razza, il sesso(l’eventuale sterilizzazionee l’età a

cui èstataeffettuata),l’intervallo di tempo tra la comparsadella lesionee la primavisitaveterinaria,

la localizzazionee le dimensioni delle lesioni (tabella 12). Dal momento che, forseper unascarsa

attenzionenella compilazione delle schedeanamnestiche da parte delle strutture veterinarie che

hanno inviato i campioni, molte informazioni sono andate perdute, i valori medi dei diversi

parametri di seguito evidenziati sono relativi al gruppo di soggetti per i quali i dati erano

disponibili.

Tabella 12: elenco dei casi presi in esame con le relative informazioni anamnestiche.Legenda: “aa”: anni, “f”:
femmina intera, “fc”: femmina sterilizzata, “fnd”: femmina,ma non si sa se sterilizzata o meno”, “fc, aa”: femmina
sterilizzataad una età notaespressain anni, “mc”: maschiocastrato,“M acro”: descrizione macroscopica della lesione
fornita dal veterinario, “Comparsa”: intervallo di tempo dalla comparsa della lesione, “scon.”: informazione
sconosciuta,“sx” : sinistra, “dx” : destra.

Caso Razza Età
(aa) Sesso Macro Sede

(mammella e lato) Comparsa

1 Soriano 10 fc,2 aa 5X4X0,5cm 3 sx 15 gg
2 Birmano 11 fc,8 aa 3cm 3 sx 15 gg
3 comune europeo 15 f due noduli di 3 cm circa 3 -4 dx e sx 120 gg
4 Siamese 10 fc 5mm 4 dx scon.
5 comune europeo 12 fc 1cm 2 sx 30 gg
6 comune europeo 14 fc,14 aa 3cm 3 sx 195 gg
7 comune europeo 12 fc,12 aa 4,5X2,5X0,8cm 2 sx e dx 1825 gg
8 comune europeo 11 fc,1 aa pochi mm ( recidiva) 4 sx e dx 365 gg
9 Persiano 14 f 4X3cm 2 sx scon.

10 comune europeo 16 f 6-8cm 3 e 4 scon.
11 comune europeo 11 fc,11 aa 2cm 4 dx 30 gg
12 comune europeo 13 fc,3 aa 3cm/1cm 2 dx e 3-4 sx 365 gg
13 comune europeo 14 fnd 2mm 4sx scon.
14 comune europeo 12 f 2-3mm 3 e 4 scon.
15 scon. 11 f 0,5cm 3 e 4 2 gg
16 comune europeo 10 fc,7 aa 0,4X0,3Xcm 2 sx 180 gg
17 comune europeo 14 fc scon. 4 sx scon.
18 comune europeo 8 f 1cm 2 e 3 sx scon.
19 comune europeo 11 fc 2-3mmX2-3mm 3e 4 sx scon.
20 Persiano 13 fc,10 aa nodulo dimensioni noce 3 dx scon.
21 comune europeo 13 fnd 3X4cm 3 dx scon.
22 comune europeo 6 fc nodulo di circa 3cm Sx scon.
23 comune europeo 10 fc scon. scon. scon.
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Caso Razza Età
(aa) Sesso Macro Sede

(mammella e lato) Comparsa

24 comune europeo 12 f 5cm 1 scon.
25 comune europeo 13 fc Biopsia scon. scon.
26 Siamese 15 fc Nodulo scon. scon.
27 comune europeo 12 fc noduli multipli Sx scon.
28 Persiano 2 f Nodulo scon. scon.
29 Persiano 11 f noduli multipli Dx scon.
30 comune europeo 10 fc scon. dx e sx scon.
31 scon. 16 f Nodulo scon. scon.
32 scon. 12 fc 2cm scon. scon.
33 comune europeo 9 fc 0,7X0,5cm scon. scon.
34 scon. 8 f 5mm Sx scon.
35 comune europeo 14 f Nodulo 1 sx scon.
36 comune europeo 10 fc Nodulo Sx scon.
37 comune europeo 12 fc 1X3,5cm scon. scon.
38 Persiano 12 f 2,5cm scon. scon.
39 comune europeo 11 f 2,5cm scon. scon.
40 comune europeo 11 fc 1,5cm scon. scon.
41 comune europeo 15 fc noduli multipli di 1,5cm scon. scon.
42 scon. scon. f Nodulo Sx scon.
43 comune europeo 15 fc noduli multipli di 3mm 3 sx scon.
44 Persiano 5 f 1cm scon. scon.
45 comune europeo 16 fc noduli multipli di 2cm scon. scon.
46 comune europeo 12 fc noduli multipli scon. scon.
47 comune europeo 10 f Nodulo scon. scon.
48 scon. scon. f Nodulo 4 sx scon.
49 comune europeo 10 f Biopsia scon. scon.
50 Siamese scon. fc 5mm Dx scon.
51 comune europeo 12 fc un nodulo 2 sx scon.
52 scon. scon. fc un nodulo Dx scon.
53 Persiano 16 f un nodulo 4 dx scon.
54 comune europeo 13 fc noduli multipli Sx scon.
55 comune europeo 15 fc scon. scon. scon.
56 comune europeo 7 f Nodulo scon. scon.
57 scon. 1 f scon. scon. scon.
58 comune europeo 12 fc un nodulo 1 e 2 dx scon.
59 comune europeo 12 f un nodulo 4 scon.
60 comune europeo 10 f 6cm 4 scon.
61 comune europeo 15 f 1cm Dx scon.
62 comune europeo 11 fc 3cm scon. scon.
63 comune europeo 10 f 4mm 2 scon.
64 comune europeo 10 f 2cm 1 dx scon.
65 Persiano 9 fc noduli multipli di 5mm Sx scon.
66 comune europeo 11 fnd noduli multipli di 1,5-2cm 4 sx scon.
67 comune europeo 8 f 3X3cm scon. scon.
68 comune europeo 11 fc scon. scon. scon.
69 comune europeo 11 f un nodulo 2 scon.
70 comune europeo 14 fc un nodulo 1 sx scon.
71 Persiano 6 f un nodulo scon. scon.
72 comune europeo 15 f noduli multipli 3 e 4 scon.
73 Persiano 11 fc 1,5cm 3 dx scon.
74 comune europeo 17 f metastasi linfonodale Linfonodo scon.
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Caso Razza Età
(aa) Sesso Macro Sede

(mammella e lato) Comparsa

75 comune europeo 13 fc scon. scon. scon.
76 comune europeo 8 fc noduli multipli 3 dx scon.
77 comune europeo 14 fc 4cm scon. scon.
78 Siamese 16 fc un nodulo 4 dx scon.
79 scon. 13 f noduli multipli 1 sx scon.
80 comune europeo 17 f noduli multipli sx e dx scon.
81 comune europeo 15 fc,10 aa 4cm 4 sx scon.

Gli 81 gatti esaminati sonotutti femmine. L’età dei soggetti della popolazione varia da 1 anno

(cason. 57) a 17 anni (casi n. 74 e 80) con un valore medio di 11,65 anni. Non si evidenziano

sostanziali differenzenell’età mediadei soggetti che presentano lesioni neoplastichemaligne (12

anni) e benigne(11,5 anni). La razzapiù rappresentatanella popolazioneè il “Comuneeuropeo”

(56 soggettisu 72 soggettidi cui la razza è conosciuta, 77,7 %); i restanti soggetti sono10 gatti

“Persiani”,4 “Siamesi”, un “Soriano” e un “Birmano”. Di 9 soggetti invece nonsi conoscela razza.

L’età media dei soggettidi razza“Siamese”è di 14 anni. Le gattesterili zzate sonoil 58,7%(47 su

80). Purtroppoabbiamoinformazionisull’età di sterili zzazionesolo per 10 soggetti.Perquesti10,

l’etàmediaallaqualeèstatoeseguitol’i nterventoèdi 7,8anni(range da1 a12anni).

Le masse asportate sono localizzate prevalentemente alla terza (15 casi su 54) e alla quarta

mammella(19 casisu 54) e generalmente risulta più colpita la lineamammaria di sinistra(31 casi

su 54) rispetto a quelladi destra(20 casisu54). Per26 soggetti nonè stata indicatala sedeprecisa

della lesione. Le descrizionimacroscopiche delle lesioni, essendospessoapprossimativee poco

uniformi tra loro, nonci hannopermessodi faredelle valutazioni medie; tuttavia si è notatochein

14 casiil veterinariocurantehasegnalatola presenzadi noduli multipli. Soloper12casiabbiamoa

disposizionela data riferita dal proprietariodi comparsadella massa/e. Per quantoriguardaquesto

dato si riscontra una notevole variabilità: l’i ntervallo di tempo che è intercorso da quandoil

proprietario si è accorto della lesionea quandohaportato l’animale al veterinario curante, variada

un paiodi giorni (cason. 15) fino a5 anni(cason. 7), conunvaloremedio di 8,7 mesi.
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4.2 Indagini istologiche

In Appendice I vengonodescritte le lesioni istologiche riscontratenei casi analizzati in

associazioneal gradinge ai risultati di positivi tàottenuti peri singoli anticorpi. In appendiceII sono

raccolte le fotografie relative alle lesioni istologiche più rappresentative e alle indagini

immunoistochimiche.

L’analisi istopatologica dei campioni ha permessodi evidenziare 159 lesioni di cui 76

maligne, 9 benigne e 74 lesioni iperplastiche/displastiche. Le lesioni maligne più frequentemente

riscontratesonostate il carcinomatubulare (22 casi), il carcinoma tubulopapillare (16 casi) e il

carcinoma tubulosolido (9 casi); seguono il carcinoma comedonico (6 casi), il carcinoma

cribriforme (2 casi), il carcinoma solido (2 casi), il carcinoma tubulare (2 casi), il carcinomaa

cellule squamose(3 casi, di cui uno localizzato a livello del capezzolo), il carcinomain adenoma

papillare (1 caso), il carcinomain situ (1 caso), il carcinomacistopapillare (1 caso), il carcinoma

papillare (1 caso).In duecasiil tumoremalignohaevidenziato duepatterns morfologici distinti: il

caso39 è stato descrittomorfologicamente come carcinomatubulopapillaree comedonico, il caso

numero 72 è risultato essere un carcinomatubulare e duttale. Tra le lesioni maligne si sono

evidenziate anche 9 metastasi linfonodali e una metastasi polmonare. Una delle 9 metastasi

linfonodaliera l’unica lesioneistologicamenteevidenziata (caso74). In 23 tumori maligni è stato

attribuito un grading pari a 2, in 17 un grading pari a 1 e in 8 un grading pari a 3; inoltre in 9

neoplasie maligne(4 carcinomitubulopapillari, 3 carcinomi con pattern tubulosolidoe 2 carcinomi

tubulari) si è osservata anchela presenzadi emboli all’int erno dei vasi linfatici. In solo due

neoplasiela presenza di emboli vascolari alla periferia della lesioneprimaria era associataa

metastasilinfonodali.

Il tumore benignoche più frequentemente si è riscontrato è l’adenomaduttale (6 casi);

seguono il fibroadenoma (2 casi)e l’adenoma papillare(1 caso). In 7 casiè statafattaunadiagnosi

istopatologica cheha dimostrato la concomitante presenzadi 2 diversi tumori. Di questi,5 hanno

evidenziatodueformemalignee 1 ha mostrato unaforma benignae unamaligna. In un casosi è

individuatala presenzadi un carcinomasquamosodel capezzolo associato ad un fibroadenoma

(cason. 44).

Le lesioni iperplastiche/displastichepiù frequentemente evidenziate sono l’ectasia duttale
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(28 casi),l’i perplasialobulare(30 casi) e l’iperplasiaduttale (15 casi).Si è riscontratainvecein una

sola sezione l’epiteliosi (caso n. 72). Le lesioni nonneoplastichesonole unichepresentiin 12 casi,

mentresonoassociatea lesioni tumorali in 31 casi.Per9 soggetti è stato possibileanchevalutarela

presenzadi tessuto ghiandolaresanoinclusoin sezione.

In 29 casi si è osservato, in associazionealla lesione primaria maligna, la presenzadi una

lesioneiperplastica. In novecasiinvecesi osservava la presenza,per il medesimo campione di una

lesioneiperplasticaassociataadunalesionedisplastica.

4.3 Indagini immunoistochimiche

I risultati delle indagini immunoistochimiche del presente lavoro sono riassunte in

Appendice I.

Il patterndi espressionedi ciascunadelle molecole indagatenelle lesioni esaminateè stato

definito “Att eso” per le lesioni iperplastico/displastiche quandosi è evidenziata ripetitività nella

positivitàdi alcunecomponenti cellulari cheharispecchiato quantosi osservanellanormalità.

La positività per l’anticorpo anti-pancitocheratine è stata considerata “attesa” quandosi è

evidenziata in tutto l’epitelio (celluleepiteliali luminali, epiteliali basali e mioepiteliali) . La totalità

delle lesioni (benigne, maligne, iperplastiche, displastiche) è risultata essere positiva alle

pancitocheratine. Si è evidenziata peròuna lesionemetastatica di carcinoma solido (caso31) con

unapositività solamentenel 31,7%dellecelluleneoplastiche.

Per la α-sma-actinae la calponinail pattern“atteso”è coincisocon la positività a caricodei

miofibroblasti e delle cellule basali appiattite riferibili a cellule mioepiteliali. Le lesioni

iperplasico/displasichesi sonorivelatesempre“attese”siaper la calponinacheper la α-sma-actina.

Nel caso della calponina le neoplasie sono risultate semprenegative, ad ecezionedi un caso

(campione8, 1,6%di cellulepositive). Nei casi di fibroadenoma,di adenomaduttale,di carcinoma

duttalee di carcinomacomplesso la componente cellulare costituita dalle cellule mioepiteliali si è

dimostrata positiva sia alla calponinache alla alfa-sma-actina.. In solo tre carcinomi le cellule

mioepiteliali alla periferiadella proliferazioneneoplastica, evidenziatecon calponinae alfa-smae
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distintedai miofibroblasti tramitecitocheratina 14, costituivanounostrato continuo,mentre in tutti

gli altri carcinomi tale strato di cellule appariva discontinuo.Un carcinomacheerastatodescritto

come “in situ” all’esameistopatologicoha evidenziato invecel’assenza dello strato di elementi

mioepiteliali alla periferia (caso4). Si è evidenziato inoltre che l’incompletezza dello strato di

cellule mioepiteliali caratterizzavaanchelesioni benignequali l’adenomaduttale (casi55, 56, 70) e

la lesionedescritta all’indagine istologica come epiteliosi (caso72). Infine la calponinae la alfa-

smahannodatola possibilità di evidenziare in duecasi,caso7 e caso60, cheall’ indagineistologica

avevanoevidenziato la presenzadi unapopolazioneneoplastica epitelialemaligna,la concomitante

proliferazione di elementi mioepiteliali con caratteri di malignità. Tale popolazioneha inoltre

manifestato unapositivitàper citocheratine5/6e 14.

Nel casodella vimentinail pattern“A tteso” ha indicato, oltre alla positività di fibroblasti e

miofibroblasti,unadiffusa positività basale/mioepiteliali, unapositività luminaleda multifocale a

diffusa a livello dei dotti interlobulari (ectasici e normali), e unapositività multifocaleluminalea

livello di siti iperplasticidegli stessidotti. Tutte le lesioni iperplastiche/displastichesonorisultate

“Attese” ad ecezione dell’epiteliosi che è risultata negativa. Solamente quattro carcinomi (casi 8,

33, 34 e 52) sonorisultati negativialla vimentinamentretutti gli altri, il 93,9%dei carcinomi,sono

risultati positivi conunamediadi espressionedel 67,7%.Tra questisolamente tre carcinomierano

caratterizzatidaunapositivitàinferioreal 10% dellecellule.

Per quantoriguarda le valutazioni immunoistochimichedell’espressionedella citocheratina

5/6 si segnala cheproblemitecnici determinati dalla terminazionedei campioni e dal decadimento

dell’anticorpo util izzato non hannopermessola valutazione su tutti i campioni esaminati. Per la

citocheratina5/6 il pattern“atteso” si è riferito sia alla positività delle cellule dispostein monostrato

che costituivano il distretto basalea livello dei dotti sia alla mancanza di una positività a livello

acinare. Quarantatre delle 44 lesioni iperplastiche/displastiche per le quali è stato possibile

effettuarel’i ndagine immunoistochimicahannoevidenziato un pattern “atteso” di espressione e in

due casi su 43 (casi 27 e 28) si è evidenziata in aggiunta una positività a carico delle cellule

luminali nei dotti interlobulari. Nel caso 30 l’ectasia duttale ha evidenziato una positività

discontinuaa caricodello stratobasale.In tutte le lesioni neoplastiche benigne si è osservatauna

positivitàdiffusadellecellulemioepiteliali(iperplastichee non), mentrele cellule epiteliali luminali

sono semprerisultate negative.Dei 42 carcinomi per cui è stata valutata l’ espressionedella
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citocheratine5/6, 14 sonorisultati negativi, 20 hannoevidenziato unapositività convalori variabili

da 0,5% al 68% in cellule localizzatesia a livello basale che a livello luminale che potevano

presentare unamorfologiadi tipo squamoso,mentrein un unico caso, il carcinomasquamosodel

capezzolo (caso 44), si è evidenziatauna positività del 100%. Nei rimanenti 7 carcinomi (casi

numero7, 16,41, 52, 60, e i due carcinomidel caso65) la citocheratina 5/6 non ha marcato la

popolazione maligna evidenziataall’indagineistologica ma ha marcato il 100% delle cellule che

costituivano la proliferazionedi unasecondapopolazione cellulare, mioepiteliale, non evidenziata

all’i ndagine istologica, chehamostratopositività anchea calponina,alfa-sma-actinae citocheratina

14. Perduecarcinomitalepopolazionepresentavainoltre caratteristichedi malignità(casi7 e 60).

In tutti i carcinomiesaminati,le cellule che presentavanounamorfologia caratterizzatada ampie

vacuolizzazioni citoplasmatichesono risultate negative alla citocheratina 5/6, alla calponina,alla

citocheratina 14 e alla citocheratine 8/18 mentre sono risultate comunque positive alla

pancitocheratina. In un caso (caso 20) si è evidenziata invece una netta differenzatra le cellule

neoplastichepositive alla citocheratine5/6, localizzate esclusivamentea livello basale,e le cellule

positivealla citocheratine 14 localizzatesiaa livello basale e luminale. Su15 carcinomi di grado1

di cui erano disponibili i dati di espressionedella citocheratina 5/6, 12 eranocaratterizzati da una

percentuale di espressionepari a 0 e 1 da unapercentuale di espresione pari a 0,5% (rare cellule

positive). Gli altri due carcinomi esprimevano percentuali di positivi tà pari a 5,4% e 56,2%. La

mediadi espresionedellacitocheratina5/6 per i carcinomi di grado1 eradel 4,4%, per i carcinomi

di grado2 eradel 8,1%,peri carcinomidi grado 3 eradel 33,5%.

Il pattern di espressione della citocheratine 8/18 è stato considerato “Atteso” quandosi è

osservatapositività più o menointensadegli elementi epiteliali luminali e quandocellule luminali

appiattite dei grossi dotti sono risultate invece negative. La positivi tà della colorazioneè stata

inoltre descritta,per le lesioni neoplastiche, come+ in casodi intensitàlieve, come+ + in casodi

intensità moderata,e come + + + in casodi intensità marcata. Tutte le lesioni iperplastichee

displastichehannoevidenziatoun patterndi espressione“Atteso”. L’epiteliosi (caso72) ha invece

mostrato una positività del 100% delle cellule, con marcata intensità. Nelle lesioni yumorali

benigneil 100%dellecelluleluminali è risultatopositivo. Tra i carcinomi gli unici duecasiin cui la

citocheratine8/18è risultatanegativasonostati il carcinomasquamosodel capezzolo(caso44)eun

carcinomatubulosolido (caso 66). Tutti gli altri carcinomi sono risultati positivi all’espressione

della citocheratina 8/18 con 42 casi su 66 (63,5%) caratterizzati dal 100% di positività della
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popolazioneneoplasticaecon60casisu66 (91%)conunapercentualecomunquesuperioreal 60%.

In tutti i carcinomi la positività alla citocheratina8/18 eracaratterizzatadaun progressivoaumento

di intensità versoil lumedellaproliferazione.

La citocheratina 14 è statadescrittacome “A ttesa” quando non si è evidenziataalcuna

reazionea livello basalenelle strutture acinari e quando invece si è osservato un distretto di

elementi epiteliali basali positivi a livello dei dotti. Nel 90,5% delle lesioni

iperplastiche/displasticheil pattern di espresione è risultato atteso. In 3 ectasie duttali, due

iperplasie duttali, 1 iperplasialobularee nell’uni co casodi epiteliosi la citocheratine14 è risultata

negativa. I casi 21 e 75 presentavanociascunodue lesioni displastiche/iperplasticheche sono

risultate entrambe negative.Nei tumori benigni si è osservata esclusivamentela positività della

popolazionemioepiteliale. Per quantoriguarda i dati di espressionedei carcinomi si è osservato,per

quelli di grado 1, unapercentualedi positivi tà pari al 23,4%,perquelli di grado2 unapercentuale

del 39,3%e per quelli di grado3 una percentuale del 36,5%.La positività dei carcinomi apariva

inoltre più intensaper le cellule localizzate a livello basalerispetto alle cellule in posizione più

luminale. Sia a carico delle lesioni tumorali che delle lesioni iperplasico/displasiche,

occasionalmente si sonoosservateareedi positivi tà multifocalecheinteressavano entrambigli strati

epiteliali basale e luminale, con cellule dalla forma chiaramente poligonale, con abbondante

citoplasmaeosinofiloe di aspettosimil -squamoso.Frequentementea carico di lobuli iperlasticiera

possibileevidenziarela presenzadi dotti caratterizzati da epitelio luminale marcatamentepositivo

alla citocheratina 14. Spesso tali dotti eano evidenziabili in lobuli iperplastici localizzati alla

periferiadi lesioni neoplastichemaligne. All’i nternodel carcinoma tubulare del campione14 sono

state riscontrate due diverse componenti cellulari: la prima tubulare associata alla presenzadi

matricefibrillare all’interno del lume, la secondasempretubularema non associataa tale matrice.

Inoltre eranopresentiaree consecrezionemucinosa.Suquesto campionesonostatequindi eseguite

tre diversecolorazioni volte ad individuarela naturadella matrice.Con la tricromicadi Massonla

matricefibril larehaassuntocolorazioneblu edè stataquindi identificatacomecollagene.All’alcian

blue (pH 2,6) sonorisultate positive le areedi secrezione mucinosa,mentre la PAS ha colorato

secretoe mucina.Nel medesimocampioneerapresente ancheadenosi in cui si è rilevatapositività

alla CK14dapartedei dotti intralobulari.

L’i ndagineimmunoistochimicaper la valutazionedell’espressionedei recettori ormonali ha
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evidenziato,per il recettorealfa degli estrogeni, unapositività maggioredel 5% per il 4,68% delle

neoplasie maligne mentre per quanto riguarda il recettore del progesterone solamentedue

carcinomi, uno tubularee uno tubulopapillare ( rispettivamentecasi7 e 15) sonorisultati positivi

(3,12% delle lesioni neoplastiche maligne). Tra i carcinomi risultati positivi al recettore degli

estrogeni distinguiamo 2 carcinomi tubulopapillari, un carcinoma papillare e un carcinoma in

adenomaduttale.Tutte le lesioni metastatiche sono risultate negative all’indagine di entrambi i

recettori ormonali così come gli emboli evidenziati a livello dei vasi alla periferia delle lesioni

maligne. Delle 9 neoplasiebenigne,4 hanno evidenziato unapercentualedi positività al recettore

degli estrogenisuperioreal 5%, una inferiore al 5% (4% di cellule positive) e 4 sono risultate

negative. Per il recettoredel progesteroneinvece solo due lesioni neoplastichebenigne hanno

evidenziato una positività superioreal 5%, due inferiore al 5% e 4 sono risultate negative.

Solamentein un fibroadenoma(caso 44) si è osservata unaconcomitanteespressionedi recettore

per gli estrogenie per il progesteronesuperiore al 5%. La mediadi espressionedel recettoredegli

estrogeninei carcinomi è risultatapari al 2,9%,nelle neoplasiebenignepari all’8,4% e nelle lesioni

iperplastiche/displasticheè risultatadel 10,4%. Il recettore del progesteroneha inveceevidenziato

una mediadi espressionedi 7,86%nelle lesioni iperplastiche/displastiche, di 7,08%nelle lesioni

neoplastichebenignee di 1,5%nei carcinomi. Per quantoriguardal’esprssionedel recettore degli

estrogeninei campioni di ghiandolamammariasana(9 casi totali), solamente duecasisonorisultati

negativi mentreper gli altri campionila positivi tà è variatadallo 0,5% al 70% con una mediadi

espressionedel 43%. Per quantoriguarda l’espressione del progesterone nei campionidi tessuto

ghiandolaresano si è evidenziatala mancanzadi positività in quattro casi. Gli altri campioni sono

risultati positivi conunamediadi espressionedi 38,7%mentre la media di espressionedel recettore

dl progesteroneper tutti i campionidi tessutosano eradel 21,5%.Un unico campionedi tessuto

sano(casonumero11) è risultatonegativo siaall’estrogeno cheal progesterone.In tutte le analisi,

le sezionidi uterodi gatto,usatecomecontrollo positivo, hacostantementemanifestatoun risultato

positivosia peril recettoredel progesteronecheperil recettoredegli estrogeni.

L’i ndagineimmunoistochimicaperla valutazionedell’espressionedi HER-2 hapermessodi

evidenziare una positività in 4 delle 76 lesioni maligne (5,2%). In particolare in due metastasi

linfonodali si è attribuito un punteggio2+ (casi n. 31 e 62), e un punteggio 3+ è stato invece

attribuito adun carcinomatubulare(cason. 11) e ad un carcinomaa cellule squamosedel capezzolo

(caso44). Sonoinvecerisultatenegativetutte le altre 72 formemalignedi cui 66 conpunteggio 0 e
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6 con punteggio1+. Alcuni tumori maligni, come ad esempio i carcinomi dei casi numero 3 e

numero61,sono risultati negativialla valutazioneper l’HER-2 mapresentavanoareeconpatterndi

positività diversa:alcunedescrivibili con un punteggio 3+ ed altre con meno del 10% di cellule

positive.L’unico tumorebenignorisultato positivo (punteggo 2+) è stato il fibroadenomadel caso

44 che era associato al carcinomasquamosodel capezzolo, risultato anch’essopositivo con il

punteggio2+. Sonoinvecenegativetutte le altre forme benignedelle quali 6 con punteggio 0 e 2

con punteggio 1+. Il 5,4%delle 74 lesioni iperplastiche/displastiche è risultato positivo: il caso76

ha evidenziatoun punteggio 2+ per l’ectasia duttale e per l’iperplasia duttale mentre hanno

evidenziatounpunteggio3+ l’ectasia duttale del casonumero 30e l’iperplasiaduttalenel caso79.

Sono invece negativele altre 67 lesioni non neoplastiche, di cui 61 con punteggio 0 e 6 con

punteggio1+. Si segnala infine chenel casonumero 11 i dotti interlobulari presentialla periferia

del nodulo di carcinomatubularesonorisultati positivi a P53,hannoevidenziato un indiceMIB-1

pari a 12% e sono risultati chiaramente positivi ancheper HER-2 con punteggio3+. Anche il

carcinomatubulareeracaratterizzatodalla triplice positivi tà (punteggio 3+ perHER-2, categoria 2

per p53 e indiceMIB-1 ugualea 23,9%). La triplice positività è stata inoltre evidenziataancheper

la metastasilinfonodaledel casonumero61 (punteggio2+ perHER-2, categoria3 perP53 e indice

MIB-1 pari a 37,8%). Sia il caso 11 che il 61 sono infine risultati negativi al recettorepe gli

estrogenie per il progesterone.In tutte le analisi, il carcinoma mammario umano,usato come

controllo positivo, hacostantementemanifestatoun risultato positivo.

Per quantoriguardala P53, il 12% dellelesionimaligneè risultatopositivo. Dei casipositivi

uno è rientratonella categoria1 (caso numero33), 4 sono rientrati nella categoria 2 (un carcinoma

tubulare, casonumero 11; un carcinomatubulosolidoassociato a emboli intravascolari anch’essi

positivi, casonumero62 e duemetastasi,casi61 e 74), 3 sonorientrati in categoria 3 (2 carcinomi

tubulopapilari, casi 61 e 69 e una metastasi linfonodale, caso 62) e un caso di carcinoma

tubulopapillareè rientratoin categoria4 (caso59) Quest’ultimo casoera associatoall’unicalesione

iperplastica (iperplasiaduttale), localizzataalla periferia della neoplasiamaligna, risultatapositiva

(Categoria 3). Nel casonumero11 si sonoosservati, alla periferia del carcinomatubulare, alcuni

dotti interlobulari a morfologia apparentementenormali che hannoperò evidenziatouna spiccata

espressionedi p53. In tutte le analisi, i due carcinomi squamosicutanei, utilizzati comecontrolli

positivi, hannocostantementemanifestatounapositivi tànuclearedi intensità.
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Per quantoriguardaKi -67, le lesionimalignehannopresentato un indice proliferativo MIB-

1 medio pari a 29,8% (rangeda 0 a 49,3%). Le lesioni benignehanno manifestatouna minore

attività proliferativa rispettoalle maligne, con un indiceMIB-1 medio pari a 7,5%(range da 3,8 a

18,6%).Le lesioniiperplastiche/displastichehannodimostrato mediamente di avere unafrazione di

cellule ciclanti ancora minore (ectasia duttale 3,8%, iperplasia duttale 9,3%, iperplasia lobulare

8,6%). Il tessuto sanoha confermatola suabassafrazione di cellule in crescita dato che l’indice

MIB-1 medioè risultatopari a 0,4%(rangeda 0 a 2). In tutte le analisi, gli infiltrati linfocitari e/o i

follicoli piliferi presentiin sezione,utilizzati comecontrolli positivi interni, hannocostantemente

manifestato unanettapositività.

4.4 Valutazioni statistiche

I risultati delle indaginistatistichevengonoriassuntiin tabella13,14e15.La valutazione

dei risultati di espressionedi p53effettuatacontestdella Correlazionedi Spearman(tabella13) è

stataeffettuatasiapervalori espressiin percentualechepercategoria. Per le categorieimpiegati si

vedala tabella 11al capitolo3.4Valutazionedella positivitàdei tessuti.



** Evidenziati in verde: correlazione significativa con P < 0.01. * Evidenziati in giallo: correlazione significativa con P < 0.05.
Tabella 13. Risultati delle valutazioni statistiche effettuate mediante test della Correlazione di Spearman su alcuni immunomarcatori analizzati in tutte le lesioni istologiche
riscontrate nello studio.

p53 p53 (classe) Ki67 HER-2 PR ER VIM CK14 CK8/18 CK5/6
Spearman's
rho

p53 Correlation
Coefficient

1.000

Sig. (2-tailed) .
N 153

p53 Correlation
Coefficient 1.000(**) 1.000

Sig. (2-tailed) .000 .
N 152 152

ki67 Correlation
Coefficient .270(**) .270(**) 1.000

Sig. (2-tailed) .001 .001 .
N 153 152 153

her2 Correlation
Coefficient .081 .080 -.009 1.000

Sig. (2-tailed) .323 .330 .917 .
N 151 150 151 154

PR Correlation
Coefficient -.128 -.126 -.328(**) -.084 1.000

Sig. (2-tailed) .130 .136 .000 .321 .
N 142 141 142 140 142

ER Correlation
Coefficient -.165 -.167(*) -.418(**) -.013 .195(*) 1.000

Sig. (2-tailed) .051 .050 .000 .884 .022 .
N 140 139 140 138 138 140

VIM Correlation
Coefficient -.253(*) -.250(*) .225 .002 -.285(*) -.052 1.000

Sig. (2-tailed) .031 .033 .055 .986 .020 .677 .
N 73 73 73 73 66 67 74

CK14 Correlation
Coefficient

-.126 -.125 .503(**) .056 -.476(**) -.399(**) .125 1.000

Sig. (2-tailed) .291 .295 .000 .638 .000 .001 .318 .
N 72 72 72 72 64 63 66 73

CK8_
18

Correlation
Coefficient -.133 -.136 -.269(*) -.015 .204 .235 -.097 -.094 1.000

Sig. (2-tailed) .265 .255 .022 .902 .101 .056 .425 .464 .
N 72 72 72 71 66 67 70 63 72

CK5_
6

Correlation
Coefficient -.142 -.142 .350 -.037 -.272 -.259 .063 .617(**) -.267 1.000

Sig. (2-tailed) .453 .453 .058 .846 .162 .175 .742 .000 .161 .
N 30 30 30 30 28 29 30 30 29 31
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p53 Pearson
Correlation

1.000

Sig. (2-tailed) .

N 54

p53 Pearson
Correlation

1.000(**) 1.000

Sig. (2-tailed) .000 .

N 54 54

ki67 Pearson
Correlation

.285(*) .283(*) 1.000

Sig. (2-tailed) .036 .038 .

N 54 54 54

her2 Pearson
Correlation

.024 .027 -.014 1.000

Sig. (2-tailed) .863 .846 .919 .

N 53 53 53 54

PR Pearson
Correlation

-.102 -.102 -.481(**) -.135 1.000

Sig. (2-tailed) .464 .464 .000 .334 .

N 54 54 54 53 54

ER Pearson
Correlation

-.132 -.132 -.388(**) -.029 .212 1.000

Sig. (2-tailed) .340 .340 .004 .839 .124 .

N 54 54 54 53 54 54

VIM Pearson
Correlation

-.177 -.175 .268 .039 -.208 .007 1.000

Sig. (2-tailed) .210 .214 .055 .786 .138 .959 .

N 52 52 52 52 52 52 53

CK
14

Pearson
Correlation

-.173 -.175 .298(*) .043 -.324(*) -.262 .070 1.000

Sig. (2-tailed) .255 .251 .046 .779 .030 .082 .646 .

N 45 45 45 45 45 45 46 46

CK
8/18

Pearson
Correlation

-.179 -.182 -.312(*) .056 .203 .264 -.094 -.145 1.000

Sig. (2-tailed) .196 .189 .022 .693 .141 .054 .509 .343 .

N 54 54 54 53 54 54 52 45 54

CK
5/6

Pearson
Correlation

-.165 -.165 .351 -.151 -.296 -.205 -.030 .624(**) -.167 1.000

Sig. (2-tailed) .452 .452 .101 .492 .170 .348 .888 .001 .446 .

N 23 23 23 23 23 23 24 24 23 24

età Pearson
Correlation

-.050 -.050 .192 .105 -.200 -.141 .299(*) -.205 .186 -.328 1.000

Sig. (2-tailed) .733 .733 .186 .478 .168 .333 .039 .198 .202 .127 .

N 49 49 49 48 49 49 48 41 49 23 49

gradi
ng

Pearson
Correlation

.161 .161 .318 -.117 -.190 -.454(*) .125 .229 -.082 .250 -.087 1.000

Sig. (2-tailed) .388 .388 .082 .531 .306 .010 .504 .241 .662 .370 .655 .

N 31 31 31 31 31 31 31 28 31 15 29 32

** Evidenziati in verde: correlazionesignificativa conP < 0.01.
* Evidenziati in giallo: correlazionesignificativa conP < 0.05.
Tabella 14. Risultati delle valutazioni statistiche effettuate mediantetest della Correlazione di Spearmansu alcuni
immunomarcatori analizzati nei tumori (esclusiemboli e metastasi)riscontrati nello studio.
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Diagnosi morfologica Ki-67 ER PR

TM/Met/TB/D/TS* P<0.01 P<0.01 P<0.01
TM/met° Ns ns ns

TM/TB° TM>TB (P<0.01) TM<TB (ns) TM<TB (P<0.01)
TM/D° TM>D (P<0.01) TM<D (P<0.01) TM<D (P<0.01)
TM/TS° TM>TS(P<0.01) TM<TS (P<0.01) TM<TS(P<0.01)
met/TB° met>TB(P<0.01) met<TB(P<0.05) met<TB (P<0.01)
met/D° met>D (P<0.01) met<D (P<0.05) met<D (P<0.05)
met/TS° met>TS(P<0.01) met<TS(P<0.01) met<TS (P<0.01)
TB/D° Ns ns ns
TB/TS° TB>TS(P<0.05) ns ns
D/TS° D>TS(P<0.01) D<TS(P<0.01) D<TS(P<0.05)

Tabella 15. Diff erenzedi espressionetra categorie morfologiche valutate mediantetest di Kruskall Wallis* e Mann-
Whitney°per alcuni marcatori, analizzati in tutte le lesioniistologiche evidenziatenello studio (valori di significatività).
TM: tumoremaligno; Met: metastasi/embolo; TB: tumorebenigno,D: displasia/iperplasia; TS: tessutosano

Analizzandole differenzedi espressioneperKi67, ER,PR,her-2 ep53,tra tumori maligni e

displasia/iperplasiein soggettiappaiatimediantetestdi Wilcoxonpercampioni appaiati,la

differenzadi espressionesi èmantenutasignificativa rispettivamenteperKi67 (P<0.01)

maggiormenteespressonel tessutomalignoeperER maggiormenteespressonel tessuto

iperplastico (P<0.05)(dati nonpresentati).

I risultati delle valutazionistatisticheeffettuate mediantetestdi Mann-Whitneypervalutare

le differenze dell’espressionedi alcuni immunomarcatori (Ki -67, ER, PR, Her-2, p53, CK14,

CK8/18, CK5/6) nei tumori (esclusi emboli e metastasi) evidenziati nello studio in relazionealla

sopravvivenzadei soggettiintesacomesopravvivenzamaggioreo minoredi unannoeallo sviluppo

di metastasi/emboli vascolari, hannomessoin evidenza unadifferenza statisticamentesignificativa

(P<0.05)per l’espressione di Ki-67, risultato rispettivamentepiù alto nei soggettidecedutientro

l’anno e in quelli che hanno sviluppato metastasi o emboli vascolari (dati non presentati). In

aggiuntanei soggetti chenon hannomanifestato metastasi si è rilevatauna espressionepiù alta di

CK14 (P<0.05). Ancora, nelle gatte sopravvissute meno di un anno si osserva una maggior

espressione di CK5/6 per quantonon statisticamente significativa (P=0.08).Relativamente alle

differenzedi espressionetra soggettisterilizzati e non sterili zzati si è evidenziatoun unico valore

significativo rappresentato dalla CK8/18 apparentemente maggiormente espressanei soggetti

sterilizzati (P<0.05).
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5. DISCUSSIONE

Le 81 gatte oggetto di studio nel presentelavoro hannopresentato proliferazioni nodulari

singoleo multiple a caricodellaghiandola mammaria. In accordoconquantoriportatoin letteratura

(Dobson & Morris, 2001) l’età media dei soggetti che hanno presentato almeno una lesione

neoplasticaè di 12 anni (rangeda5 a 17 anni). La razza“ComuneEuropeo” è la più rappresentata,

ma tale incidenzapotrebbeesseredovutapiù alla notevole diffusionedi questisoggetti chead una

realepredisposizionedi talerazzaallo sviluppodi neoplasie mammarie. I gatti “Siamesi”colpiti da

lesioneneoplastica, perquantorappresentati dasoli 4 soggetti, sonocaratterizzati daun rangedi età

tra i 10 e 16. Tale dato non suggerisceuna predisposizione per i gatti siamesiallo sviluppo di

neoplasiemammariein etàpiù giovanecomeriportato daalcuni autori (Misdorp,2002).

Al momento della diagnosi 44 gattesu 81 (54,3%) eranosterilizzatee, per 10 casi,dei quali

era conosciuta l’ etàdi sterilizzazione, si è visto chequesta corrispondeva mediamentea 7,8 anni. I

10 soggetti hanno sviluppato noduli mammari e nessuno di essi era stato sterilizzato entro

l’ intervallo di tempo consigliato per ottenere un effetto protettivo (6 mesi-1 anno)(Overley et al.,

2005).

Mediamentele gatteprese in esamesono state portate alla prima visita veterinaria, per la

comparsa di lesioni mammarie, 8,7 mesi dopo l’ evidenziazione delle lesioni da parte del

proprietario. Come descritto in letteraturai proprietari si accorgonodelle lesioni nei loro animali

molto prima rispetto a quandodecidonodi richiedere un intervento medico (Couto & Nelson,

2003).Nei 55 soggetti di cui conosciamo la sededi localizzazionedella lesione,sonopiù colpite la

terzae la quartamammellain accordoconi dati riportati in letteratura(Dobson& Morris, 2001).

L’87,3% degli animali a cui è statadiagnosticata, sulla basedell’indagine istopatologica,

una lesionetumoraleha evidenziatounaneoplasia maligna e ciò conferma i dati d’incidenzadella

letteraturache riportanounapercentualedi incidenza delle neoplasiemalignechava dall’80 al 96%

(Castagnaroet al., 1998). Il carcinomasemplice, rappresentato da diversi tipi istologici, è statala

neoplasiamalignaconprevalenzamaggiore, a riprovachequestaneoplasia è quellamaggiormente

frequentenella speciefelina (Misdorp,2002).

L’evidenziazione dell’espressionedella vimentina a carico delle cellule epiteliali luminali

nei dotti normali ed ectasicidella ghiandola mammaria nel gatto differisce da quantosi osserva
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nella donnadove la vimentinaè espressa, nella ghiandolasana nelle cellule mioepiteliali (Daabs,

2007). L’elevata percentualedi carcinomi che esprimono la vimentina (93,9%) e l’elevata

percentuale di espressionenellapopolazionecellularein ciascunadelle lesionimaligneevidenziate

in questo lavoro, si discostanomolto da quanto succedenella donnadovela frequenza dei tumori

positivi alla vimentinaè molto più bassa(intornoal 10%)e anchela percentuale di cellulepositive

in ciascuna lesione è comunqueinferiore al 10% (Dabbs, 2007). I valori di espressionedella

vimentina nei carcinomifelini sonoinvecepiù simili a quelli dei carcinomi “basallike” nelladonna

(Livasyet al., 2006; Lermaet al., 2007).

L’utilizzo di anticorpi anti-calponina, anti-alfa-sma e anti-citokeratina 14 ha potuto

evidenziareche, nei carcinomi, il monostratodi cellule mioepiteliali che dovrebbe separare la

popolazione neoplasticadal rimanenteparenchima ghiandolare risulta incompleto. In oncologia

umanal’ evidenziazionedi uno stratocontinuo di cellule mioepiteliali permette di distinguere le

lesioni neoplastiche in situ da quelle infi ltranti (Dabbs,2007). Se questo valesseancheper i

carcinominel gatto si spiegherebbel’aggressività e la malignità checaratterizzanotaleneoplasia.I

tre anticorpiprima consideratihannodato la possibilità di distinguereinoltre, in duecasiche erano

stati definiti come carcinomi all’indagine istopatologica, una seconda popolazionecellulare con

spiccate caratteristichedi malignitàdi originemioepiteliale. Perquanto il limitato numero di casie

gli scarsi dati di follow-up non abbianopermesso di stabilire unacorrelazione con la prognosi,il

dato evidenziato risulta interessante per il fatto che una doppia nomenclatura che descriva una

carcinoma ed un mioepitelioma maligno in un singolo nodulo non è contemplata nella

classificazioneWHO.

Per quantoriguardai dati sulla positività all'espressionedel recettorealfa degli estrogenidei

tumori mammaridi gatto, i dati riportati in letteratura, secondoi quali la maggior partedei tumori

maligni risulta negativa, trovano riscontro nel presente lavorocheevidenzia infatti unapercentuale

di carcinomipositivi pari solamenteal 4,68%delle lesionimaligne(Hahnet al., 1994;De lasMulas

et al., 2000). La mancanzadi espressionedel recettore nelle metastasi e il concomitanterisultato

negativoanchea livello di noduloprimario suggerisconochelo sviluppo del processoneoplastico

in sedediversadaquelladi originenondetermina unaalterazionedell'espressionedel recettore alfa

degli estrogeni, comegià riportato in letteratura per la donna(Fuqua, 2001).Vengonoconfermati

inoltre i dati della letteraturache evidenzianounaespressionepiù alta del recettore pergli estrogeni

nel tessutosanoe nellelesioni iperplasticherispetto ai carcinomi (Mil lanta et al., 2006). Per quanto

riguarda il recettore del progesterone viene confermato quanto riportato in letteratura circa la
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diminuzionedi espressionenei tumori maligni rispetto al tessutosanoe circa il fatto che siano

comunqueevidenziabili rari tumori maligni chemantengonol’espressionedel recettore(Millanta et

al., 2006). L’aumento dell’espressionedel recettore del progesterone nelle lesioni displastiche

rispettoal tessutosano,riportatoin letteraturadaMil lanta e colleghi (2006)nonsi è evidenziato nel

presentelavoro cheha evidenziatoinvecemediamenteunamaggioreespressione del recettore nel

tessutosano(Mi llantaet al., 2006).

La valutazione della proteinaHer-2 ha evidenziato che solo il 5,2% delle lesioni maligne

esaminateè risultato positivo. Tale valore si discostanotevolmentedai dati della letteratura che

riportanonel gatto unapositività variabile dal 39%al 90% e appareinvecepiù assimilabileai dati

di positività nella donnachevarianodal 20%al 30%(De Maria et al., 2005; Millanta et al., 2005;

Winstonet al., 2005;Dalgin et al., 2007). I diversi studi effettuati sui tumori mammaridel gatto

sono stati effettuati utlizzando anticorpi e protocolli di indagine immunoistochimicadiversi.

Secondoquanto riportatoin umanala variazionenelle condizioni di analisi è in gradodi influenzare

di molto i risultati, al puntocheil testriconosciuto e approvato dalla FDA per la donna,prevedeil

rispettoassoluto delle condizioni di indagine (anticorpo impiegato,tempistica, smascheramento).

La variabilità dei metodidi indaginenon permette quindi un adeguato confrontocon i risultati da

noi ottenuti. A tali difficoltà tecniche,legate specificamente alla molecola Her-2, che sembra

risentire così fortemente del protocollo utilizzato, vi sono inoltre dati relativi al frequente

disaccordo tra patologi umani nella distinzione tra il punteggio 1+ e 2+ e quindi nella

classificazione, significativamentediversa,dei casi rispettivamente considerati negativi e positivi,

con importanticonseguenzea livello di approccio terapeutico. Questo disaccordonellavalutazione

della positività deriva sia da una certa soggettività nella percezione dell’intensità e della

completezzadella colorazionedellamembrana,sia daunapossibile colorazionecitoplasmaticache

a volte può essere confusa con unapositivi tà incompleta della membrana.La diffusaopinionein

letteratura, secondo cui la colorazionedel citoplasmasarebbeaspecifica ha suggerito, nel presente

lavoro, la scelta di un protocollo di indagine caratterizzato da uno smascheramento non troppo

spinto, proprio perevitareun’esacerbazionedi questoreperto chetuttavia, in un recentelavoro sul

carcinomaendometrialedella donna,è stato considerato significativo al pari della positività di

membrana(Lambropoulouet al., 2007).Si aggiungeinoltre il problema, già descritto in medicina

umana,della eterogeneitàdella positivit à nella popolazionetumorale, per cui ad areechiaramente

positivecorrispondono, nellastessasezione,aree totalmente negative. Nel presentelavoro,avendo

riscontratoil medesimoproblemaperalcuni casi,abbiamo deciso di considerarecomepositivi solo
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quei tumori che dimostravanoin modo inequivocabile una completezza di membrana in più del

10% delle cellule e ad esempioabbiamoescluso quei casi in cui c’erano zone, dove si poteva

giustificareun punteggio3+, associatea zonedoveinvecenonsi raggiungevail punteggio1+. La

sovraespressionedi Her-2 si è riscontrataanchenel 7,2%delle lesionibenigne/iperplastiche.Non ci

sono autorichehanno analizzato in modoprecisol’espressionedi Her-2 in questelesionidel gatto.

Per quantoriguardalo studioimmunoistochimicodella proteinaP53,il 12%e il 10,6%delle

neoplasiemalignepresein considerazionehamanifestatorispettivamente più dell’1%e più del 10%

di cellule epiteliali neoplastiche positive. Questi dati sono inferiori rispetto a quelli riportati in

letteratura (33%con più dell’1%, 18,9%con più del 10%),con il medesimoanticorpo,seppurcon

smascheramentoantigenicodiverso (Nasiret al., 1999; Murakami et al., 2000).

Lo studio immunoistochimicodella proteinaKi -67 ha evidenziato che l’indice MIB-1 può

effettivamente essereconsideratoun buon indicatore della frazione di cellule ciclanti della

popolazione, dato il suo incremento passando da forme iperplastiche/displastiche a forme

neoplastichebenigne,fino a formeneoplastichemaligne.

Il test di Spearmanè stato impiegatoper la valutazione delle correlazioni tra i valori di

espressionedi 9 dei 12 marcatorimolecolari in tutte le lesioni evidenziate. Perduedi essi infatti i

risultati di espressionesi sono rivelati sempre attesi (calponina e alfa-sma) mentre la

pancitocheratina è risultatasemprepositiva. Le correlazioni esaminate per i soli carcinomi hanno

presoin considerazione,in aggiunta,i valori di grading.

L’evidenziazionedi unacorrelazionetra le percentuali di espressionedi p53 e Ki67 cheè

risultata altamente significativain tutti i campioni esaminati e significativa nei carcinomi, sottolinea

il valore prognostico negativo di tali marcatori, indicato anchedalla correlazionemarginalmente

significativa che si è evidenziatatra espressione di Ki67 e il grading. Tali valutazioni trovano

riscontroconquanto riportatoin letteratura(Castagnaroet al., 1998).Sulla basedi ciò e considerata

la correlazione negativa altamentesignificativa tra l’espressione del Ki67 e l’espressionedei

recettoriormonali da unapartee le correlazioni positive, altamente significativa tra l’espressione

del ki67 e l’espressionedi citocheratine 14 e significativa tra ki67 e l’espressionedi citocheratine

5/6 dall’altra, si possonodistingueredue gruppi di lesioni neoplastiche caratterizzateda diverso

comportamentobiologico. I carcinomi che esprimono citocheratine 5/6 e citocheratina 14,

l’espressionedelle quali è risultata correlata in maniera altamente significativa, suggerendono

quindi la co-regolazione, appaionocaratterizzati da un comportamento biologico più aggressivo

rispettoai tumori cheesprimonoi recettoriormonali. Inoltre i valori di espressionedi citocheratina
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14 presentano una correlazionenegativa statisticamente significativa e altamentesignificativa

rispettivamente con i dati di espressione dei recettori del progesterone e degli estrogeni.I dati

ottenuti indicanoquindi chesi possaconsiderareun paragonecon i tumori definiti ”basallike” nella

donna che sono caratterizzatida una mancanza di espressionedei recettori ormonali e da

comportamentoaggressivo. Infine una correlazione negativa statisticamente significativa è stata

evidenziatatra l’espressionedi citocheratine 8/18 e l’espressione di ki67 e tra l’espressionedei

recettoriormonali e il grading.

Relativamente alla variazionedell’espressionedei diversimarcatori nel confronto tra gruppi

di lesioni(tumori maligni, tumori benigni, iperplasie,tessutisani edemboli/metastasi),valutatocon

il testdi Krusk Wallis, è statorilevatoun aumentodell’espressionedel ki67 altamentesignificativo

nel gruppodei tumori maligni rispettoal gruppodei tessutisani, unadiminuzionestatisticamente

significativa dell’espressionedei recettoriormonali nei tumori maligni rispetto al gruppodei tessuti

sani e un aumentodell’espressionedel p53staristicamentesignificativo nei tumori maligni rispetto

alle lesioniiperplastche.

Per quantoriguardai dati anamnestici e di follow up il test di Mann Whitney ha infine

permessodi valutarel’espressionedei vari marcatori in categorie diverse, quali la sopravvivenza ad

un annodalla diagnosi,l’avvenutasterili zzazioneo menodell ’animale e lo sviluppo di metastasi.

L’evidenziazione che il Ki67 è caratterizzato da una maggior espressione, statisticamente

significativa, negli animali che erano deceduti entro l’anno dall’intervento chirurgico per

l’asportazionedella massa, conferma i dati della letteratura secondoi quali l’espressionedel Ki67

assumenei tumori maligni unvaloreprognostico (Castagnaro et al., 1998).

Valori di espressionepiù elevati statisticamente significativi del Ki67 e della citocheratina

14 sonostati rilevati infine nei tumori chehannodatometastasi.

Riassumnendo possiamo quindi dire che, in contrasto con quanto viene riportato in

letteratura, HER-2 sembraavereun ruolo marginale nello sviluppo delle neoplasiemammarie del

gatto.Taledato potrebbeprecluderel’in dividuazionee lo studiodella categorianeoplastica“Her-2

positiva” importantein medicinaumanaperle ripercussioni terapeutiche.

Perquel cheriguarda lo studio immunoistochimico della proteinaP53,perquantoi valori di

espressione siano risultati inferiori rispetto a quelli riportati in letteratura, si sono evidenziate

correlazionisignificative conl’espressionedi ki67e il gradingdei tumori maligni.

I dati di espressionedei filamenti citoplasmatici, valutati quest’ulti mi al fine sia di chiarire

gli aspettiistogeneticinel FMT (ruolo delle cellule epiteliali basali/luminali e mioepiteliali) sia di
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valutarela presenza di una eventualecategoria “basal-li ke”, hanno evidenziato la ripetitività di

citocheratine (acide e basichetotali), α-SMA e calponina (marcatoremioepiteliale) nel marcare

rispettivamente l’intera popolazione neoplastica e la componente basale fusata (cellule

mioepiteliali). L’identificazione di una componente mioepiteliale, non sempre morfologicamente

distinguibile all’istologia, ha permessodi classificare con maggior precisione alcuni tipologie

tumorali.

La valutazionedella vimentinaè risultataparticolarmenteinteressante per la percentualedei

carcinomipositivi , in accordoconquantoriportato daalcuni studi (delasMulaset al., 1994), e per

il patterndi positività osservato.In medicina umanala presenzadi vimentina nel tumoreal senoè a

tutt’oggi oggetto di dibattito (Rodriguez-Pinilla et al., 2007). Avendo osservato in questo studio

cellule vimentina-positive nei dotti interlobulari, non si esclude che popolazioni neoplastiche

interamente(100%) positive possanoderivare da tali strutture. In alcuni casi l’ espressione della

vimentina ha invecepresentatopatternmultifocale, anchese la morfologia della lesioneappariva

omogenea,suggerendo l’ipotesi del caratterepoliclonaledi questitumori.

I risultati di espressionedellacitocheratina1414 hannoevidenziato,sia nelle neoplasie sianel

tessutonormale, unapositività selettiva di un “pool” di cellule basali oltrechèdi areeepiteliali in

differenziazionesimil-squamosatipichedi struttureduttali. La positivi tà di tale marcatoreè risultata

semprepresente in associazioneall’espressionemultifocale della vimentina, seppurcon diverso

andamento.Tale evidenzapotrebbeindicareil coinvolgimento di unacellula pluripotente/basalee/o

di origine duttale nella tumorigenesi. I dati di espressionedi citocheratine 5/6 sembranoavvallare

l’ ipotesidi unaaffi nità tra i tumori mammari felini ed i tumori “basallike” della donna.
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