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Resumo

Este estudo teve como objetivo realizar a imunomarcacao
de MMP-9 e MMP-2 e seus inibidores, TIMP-1 e TIMP-2, no
tecido mamario canino normal e neoplasico, a fim de avaliar
o0 comportamento dessas proteinas no remodelamento da
matriz extracelular (MEC) em diferentes tipos neoplasicos
mamarios. Foram analisadas 48 amostras de tecido mamario
canino, sendo 14 carcinomas complexos, 13 carcinomas
tubulopapilares, seis de adenomas simples e 15 mamas sem
altera¢®es. Houve diferenca em MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 de
acordo com a histomorfologia mamaria, sendo que MMP-
9 apresentou maior imunoexpressao em células epiteliais
e estromais em carcinomas tubulopapilares e complexos.
TIMP-1 exibiu menor imunomarcag¢ao nas células estromais
dos carcinomas complexos e TIMP-2 maior imunomarcacao
nas células epiteliais dos carcinomas tubulopapilares. Houve
correlagdo positiva entre MMP-9 e TIMP-1 nas células epiteliais
e estromais quanto a intensidade de imunomarcacdo e
numero de células marcadas na mama normal. Houve
correlacdo positiva entre MMP-9 e TIMP-2 nas células
epiteliais dos carcinomas tubulopapilares. Conclui-se que a
atividade equilibrada entre MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-
2 mantém a homeostase do tecido mamario canino normal
enquanto a imunoexpressao aumentada de MMP-9 e TIMP-
2 e a imunoexpressao reduzida de TIMP-1 nos carcinomas
sugere condicao propicia a evolug¢ao tumoral.
Palavras-chave: cdo, glandula mamaria, neoplasia,
metaloproteinases de matriz.

Abstract

The aim of this study was to perform the immunostaining
of MMP-9 and MMP-2 and its inhibitors, TIMP-1 and TIMP-2,
on normal and neoplastic canine mammary tissue in order
to evaluate the behavior of these proteins in extracellular
matrix (ECM) remodeling in different neoplastic mammary
types. Thus, 48 samples of canine mammary tissue were
analyzed, 14 of which complex carcinomas, 13 tubulopapillary
carcinomas, six single adenomas and 15 normal mammary
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tissue. There were differences in MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 according
to mammary histomorphology, and MMP-9 presented increased
immunoexpression in epithelial and stromal cells in tubulopapillary
and complex carcinomas. TIMP-1 exhibited reduced immunostaining
in the stromal cells of the complex carcinomas and TIMP-2 enhanced
immunostaining in the epithelial cells of tubulopapillary carcinomas.
There was a positive correlation between MMP-9 and TIMP-1 in
epithelial and stromal cells regarding immunostaining intensity and
number of labeled cells in the normal breast. There was a positive
correlation between MMP-9 and TIMP-2 in the epithelial cells of
tubulopapillary carcinomas. It is concluded that balanced activity
between MMP-9, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 maintains normal canine
mammary tissue homeostasis while increased immunoexpression
of MMP-9 and TIMP-2 and reduced TIMP- 1 in carcinomas suggest a
favorable condition for tumor evolution.

Keywords: dog, mammary gland, neoplasm, matrix
metalloproteinases.

Introducgao

As neoplasias mamarias podem representar de 50% a 70% dos tumores diagnosticados
em cadelas intactasV, sendo que 20% a 80% desses casos, quando submetidos a exame
histopatolégico, sao classificados como malignos®@.

Tumores malignos possuem potencial metastatico. Entretanto, para que isso ocorra
as células neoplasicas devem se desprender da massa tumoral primaria, atravessar
barreiras fisicas como a matriz extracelular (MEC), chegar a um tecido distante e ali
proliferar®®. Tendo em vista que a degrada¢dao da membrana basal (MB) e da MEC
compreende um dos eventos iniciais do processo metastatico®”, as metaloproteinases
de matriz (MMP) vém sendo estudadas devido a sua capacidade de degradar
componentes da MB e MEC (8), culminando na progressao tumoral e metastase(9,
10). Nesse contexto, o conhecimento das MMP também é importante para orientar
melhores formas de tratamento para diferentes tipos de cancer! 2,

As MMP sdo enzimas proteoliticas, atuam em processos fisiolégicos e patoldgicos™ e
sdo secretadas no meio extracelular como pré-enzimas inativas, as quais sdo clivadas
ou conjugadas a outros componentes para produzir a enzima ativa‘*'?. A atividade das
MMP é preferencialmente controlada por inibidores teciduais de metaloproteinases
de matriz (TIMP), que podem ser de quatro tipos (TIMP-1 a TIMP-4) e se ligar a diversas
MMP, sendo que TIMP-1 e TIMP-2 inibem MMP-9 e MMP-2, respectivamente(® 17,

Em humanos, imunoexpressdo aumentada de MMP em diferentes tumores,
especialmente MMP-2 e 9, estd associada a maior grau de indiferencia¢ao histolégica,
estagio tumoral avancado, maior risco de metastase e morte(18-21), o que também é
observado nostumoresde mama(18, 22, 23). De outra parte, em cdes, aimunoexpressao
de MMP e seus inibidores no tecido mamario neoplasico ainda ndo é bem elucidada.
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Contudo, ha descricdo de maior imunomarcacao de MMP, principalmente MMP-2 e
MMP-9, e reducdo de TIMP no tecido mamario neoplasico em relacdo ao normal@*
), Aresu et al.?® relacionaram MMP-2 e MMP-9 como tendo um importante papel na
malignidade do tumor de mama em cadelas; ja Wu et a/.*” concluiram que cadelas com
alta concentra¢cdo de MMP-9 e baixa de TIMP-1 possuem maior taxa de metastase para
linfonodos, maior progressao neoplasica e menor taxa de sobrevida global.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo realizar a imunomarcacao de MMP-
9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2, a fim de avaliar o comportamento dessas proteinas no
remodelamento da MEC no tecido mamario canino normal e neoplasico.

Material e métodos

Foram selecionadas 48 amostras de tecido mamario canino, provenientes de um
arquivo de diagnéstico histopatolégico, sendo seis de adenoma mamario simples (AM),
13 de carcinoma tubulopapilar (CT) e 14 de carcinoma complexo (CC), de acordo com
a classificacdo de Goldschmidt et al. ®, bem como 15 de tecido mamario normal (MN),
estas provenientes de cadelas sem qualquer alteracdo nas cadeias mamarias.

De cadaumadas 48 amostras também foram selecionados dois campos representativos
do tipo cito-histomorfolégico para a confeccdo de um bloco de microarranjo tecidual
(TMA) e realiza¢do do estudo imunoistoquimico. A prepara¢ao do bloco de TMA seguiu
a técnica descrita por Bubendorf et al.?®. Em resumo, ap0s a identificagdo dos campos
representativos dos tipos cito-histomorfolégicos nos blocos doadores, segmentos
cilindricos (cores) de 2 mm de diametro foram removidos com o auxilio do equipamento
Tissue MicroArray Builder 20010.2 “Histopathology Ltd, Hungary” e transferidos para
dois blocos receptores (TMA).

Dos blocos de TMA foram confeccionados cortes de 3 um paraa confirmacdo, a coloracao
de HE, das areas selecionadas, bem como para a avaliagao da imunomarcacao de MMP-
9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2. Os cortes destinados a técnica de imunoistoquimica foram
distendidos sobre laminas silanizadas (Starfrost White, Sakura, ready to use, Germany -
Dako 9545-1), mantidos em estufa a 36 °C por duas horas, desparafinizados, hidratados,
lavados em agua destilada e solu¢cdao tampao TRIS pH7,4, e incubados em solu¢ao de
dodecil sulfato de sddio (SDS) por 10 minutos.

Na sequéncia, os cortes foram submetidos a recupera¢do antigénica, seguida do
bloqueio da peroxidase endogena em solugdo metandlica de H,0, a 3%, por 15
minutos. Para bloquear reac¢des inespecificas, as laminas foram incubadas em solucdo
de leite em p6 desnatado (Molico®) a 30%, por 1Th30min, seguindo-se a incuba¢dao com
os anticorpos anti-MMP-2, anti-MMP-9, anti-TIMP-1 e anti-TIMP-2, em camara Uumida,
durante 18 horas, a 4 °C (Quadro 1).
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Quadro 1. Anticorpos, diluicdo, tipo de recuperacdao antigénica, tampao e tempo
utilizados na técnica de imunoistoquimica

? 2 zivas Recuperacao o
Anticorpo Diluicao SR Tampao Tempo
Antigénica
anti-MMP-2 : : .
1:25 Banho-maria 96 °C Citrato pH 6,0 30 min
DBS Mob 312
anti-MMP-9 ) )
1:200 Banho-maria 96 °C TRIS-EDTApPH 9,0 | 20 min
Dako A0150
anti-TIMP-1 Panela de pressdo* 121 ,
: 1:100 Citrato pH 6,0 30 seg
Spring E3364 @
anti-TIMP-2 Panela de pressdo* 121 ,
s 1:150 Citrato pH 6,0 30 seg
Spring E4184 °C

*Pascal, DakoCytomation

Em seguida, as laminas foram incubadas em sistema de amplificacdo de sinais (Advance
System, Dako K4068), em camara umida, a temperatura ambiente, durante 30 minutos e,
para a revelacdo da reacdo, utilizou-se solucao de diaminobenzidina (DAB, Dako K3468-1)
por trés minutos. A solucao tampdao TRIS pH7,4 foi utilizada para a lavagem dos cortes entre
as etapas. Seguiram-se a contracolora¢do com hematoxilina de Harris por 20 segundos,
lavagem em agua destilada, desidratacdo, diafanizacdo e montagem das laminas com
laminula e resina sintética.

Na avaliacdo imunoistoquimica consideraram-se a intensidade da imunomarcacdo e
0 numero de células marcadas para MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 no epitélio acinar
e estroma periacinar. A intensidade da imunomarcacao dos anticorpos foi avaliada de
forma semiquantitativa, seguindo o modelo de Aresu et al.®, utilizando os escores de
zero a trés, sendo zero auséncia de imunomarcacao e um, dois e trés imunomarcacao
discreta, moderada e acentuada, respectivamente. Na quantificacdo das células epiteliais
acinares e estromais periacinares consideraram-se o escore zero quando da auséncia de
imunomarcacao, e os escores um, dois e trés quando da imunomarcac¢ao de células em
1-33%, 34-66% e 67-100% do tecido, respectivamente.

Na analise estatistica das variaveis intensidade de imunomarcacdo e numero de células
imunomarcadas em relacao a histomorfologia mamaria foi utilizado o teste Kruskal-Wallis,
considerando diferenca significativa quando p<0,05. O teste de Correlacao de Spearman
foi utilizado para correlacionar a imunoexpressao dos anticorpos nas mamas normais e
neoplasicas. Os dados foram processados no programa Excel 2010 e software Graphpad
Instat, versao 3.0.

Resultados

Os anticorpos utilizados conferiram imunomarca¢do citoplasmatica, com escores
intensidade de imunomarcagdo e numero de células imunomarcadas variando de ausente
a acentuado, a depender do anticorpo, tipo celular e padrao cito-histomorfologico (Figuras
1e?2).
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Figura 1. Fotomicrografias da gldndula mamaria canina. Escores de intensidade de
imunomarcacao para anti-MMP-9 (A-D) e anti-MMP2 (E-H) em células epiteliais (seta cheia) e
estromais (seta vazada). A) Mama normal, 200x. Escores um e dois para epiteliais e estromais,
respectivamente. B) Adenoma mamario simples, 200x. Escore um para células epiteliais e
estromais. C) Carcinoma tubulopapilar, 200x. Células epiteliais e estromais em escore trés. D)
Carcinoma complexo, 200x. Escore dois nas epiteliais e trés nas estromais. E) Mama normal,
200x. Raras células epiteliais e estromais em escore um. F) Adenoma mamario simples, 400x.
Escore um para células epiteliais e auséncia de imunomarcag¢do nas estromais. G) Carcinoma
tubulopapilar, 100x. Células epiteliais e estromais em escore um. H) Carcinoma complexo,
200x. Escore um nas células epiteliais e estromais.
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Figura 2. Fotomicrografias da gldndula mamaria canina. Escores de intensidade de
imunomarcagdo para anti-TIMP1 (A-D) e anti-TIMP2 (E-H) em células epiteliais (seta cheia) e
estromais (seta vazada). A) Mama normal, 200x. Células epiteliais e estromais em escore dois.
B) Adenoma mamario simples, 200x. Escore um para células epiteliais e estromais. C)
Carcinoma tubulopapilar, 400x. Células epiteliais e estromais em escore um. D) Carcinoma
complexo, 200x. Escore um nas células epiteliais e estromais. E) Mama normal, 200x. Células
epiteliais e estromais em escore um. F) Adenoma mamadrio simples, 100x. Células epiteliais e
estromais em escore um. G) Carcinoma tubulopapilar, 200x. Células epiteliais e estromais em
escore trés. H) Carcinoma complexo, 100x. Imunomarcagdo em escore dois nas células
epiteliais e um nas estromais.
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Quanto a intensidade de imunomarcacao de MMP-9 nas células epiteliais acinares e
estromais periacinares, houve diferenca entre o tecido mamario normal e o neoplasico
com carcinoma tubulopapilar e complexo (p<0,05), sendo a imunomarcac¢ao discreta
na mama normal, e moderada ou acentuada nos carcinomas. Em contraste, ndo foi
observada diferenca entre as amostras avaliadas em relacdo ao numero de células
epiteliais acinares e estromais periacinares marcadas para MMP-9 (p>0,05), sendo
observada acentuada quantidade de células marcadas na maior parte das amostras.
Quanto a MMP-2, ndo houve diferenca deimunomarcacao nas células epiteliais acinares
e estromais periacinares entre as amostras de tecido mamario canino normais e
neoplasicas, sendo que a maioria apresentou discreta intensidade de imunomarcagao
e discreto numero de células marcadas (Tabela 1).

Aintensidade deimunomarcacao de TIMP-1 foi maior nas células estromais periacinares
do tecido mamario normal (p<0,05) em relacdo aos carcinomas complexos. A
imunomarcac¢ao de TIMP-1 ocorreu no epitélio acinar, nos fibroblastos periacinares e
nas células inflamatérias (linfécitos) em todas as amostras. Para TIMP-2, a intensidade
de imunomarcacdo nas células epiteliais acinares foi maior (p<0,05) nos carcinomas
tubolopapilares em relacdo a mama normal (Tabela 2).

Houve correlacdo positiva entre MMP-9 e TIMP-1 nas glandulas mamarias normais
quanto a intensidade de imunomarcagao nas células epiteliais (r=0.5552 / p=0.0136)
e estromais (r=0.4708 / p=0.0362), bem como quanto ao numero de células epiteliais
(r=0.4720 / p=0.0356) e estromais (r=0.5259 / p=0.0207) imunomarcadas. Houve ainda
forte correlacao positiva entre MMP-9 e TIMP-2 quanto a intensidade de imunomarcacdo
nas células epiteliais do carcinoma tubulopapilar (r=0.7531 / p=0.0098).
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Tabela 1. Distribuicdo dos casos de acordo com os escores aplicados a intensidade de
imunomarcac¢do e nimero de células imunomarcadas com os anticorpos anti-MMP-9 e anti-
MMP-2 nas células epiteliais acinares e estromais periacinares em relagdo ao diagnéstico

MMP-9
Intensidade de imunomarcacdo nas células epiteliais acinares
Diagnéstico Normal* AMS® CTPCA CCoA
% (n=24) % (n=7) % (n=17) % (n=12)

= Ausente 0,0(0) 0,0 (0) 0,0(0) 0,0(0)
° Discreto 75(18) 143 (1) 17,6 (3) 16,7 (2)
2 Moderado 16,6 (4) 71,4(5) 47,1 (8) 50 (6)

Acentuado 8.4(2) 14,3 (1) 35,3 (6) 33,3(4)

Intensidade de imunomarcacdo nas células estromais periacinares

Diagnéstico A 8 CA DA
- Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0(0) 0,0(0)
E Discreto 79,1 (19) 71,4(5) 35,2(6) 33,3(4)
“ Moderado 20,2 (5) 143(1) 47,2(8) 25(3)

Acentuado 0,0 (0) 14.3(1) 176 (3) 41,7 (5)

NUmero de células epiteliais acinares imunomarcadas

Diagnéstico A 8 < o
- Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0(0) 0,0(0)
° Discreto 0,0(0) 0,0 (0) 0,0(0) 0,0(0)
5 Moderado 12,5(3) 43(3) 6(1) 16,7 (2)

Acentuado 87.5(21) 57 (4) 94 (16) 83,3(10)

Namero de células estromais periacinares imunomarcadas

Diagnostico A 8 < o
. Ausente 0,0(0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0(0)
H Discreto 16,6(4) 28,5(2) 17,6 (3) 8,3(1)
i Moderado 41,7 (10) 57 (4) 41,207 25(3)

Acentuado 41,7 (10) 14,5 (1) 41,2(7) 66,7 (8)

MMP-2
Intensidade de imunomarcacgdo nas células epiteliais acinares
5 z Normal* AMS® CTPC cce

Risgndetico % (n=23) % (n=6) % (n=13) % (n=20)
- Ausente 86(2) 50 (3) 15,4 (2) 20 (4)
° Discreto 56,5(13) 50 (3) 69,2 (9) 60(12)
2 Moderado 30,4 (7) 0,0 (0) 154(2) 5(1)

Acentuado 43(1) 0,0 (0) 0,0 (0) 15 (3)

Intensidade de imunomarcacdo nas células estromais periacinares

Diagnostico A s < o
© Ausente 13(3) 16,6 (1) 30,7 (4) 25(5)
° Discreto 479 (11) 83,4(5) 69,3 (9) 55(11)
5 Moderado 348 (8) 0,0 (0) 0,0(0) 20 (4)

Acentuado 43(1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0(0)

Numero de células epiteliais acinares imunomarcadas

Diagnéstico A 8 < o
= Ausente 87(2) 16,6 (1) 15,4(2) 20 (4)
° Discreto 348(8) 83,4(5) 46,2 (6) 45(9)
E Moderado 26 (6) (0) 23(3) 20(4)

Acentuado 305 (7) (0) 15,4 (2) 15 (3)

Nuamero de células estromais periacinares imunomarcadas

Diagnéstico A 8 < o
o Ausente 13(3) 334(2) 30,8 (4) 25(5)
° Discreto 434 (10) 66,6 (4) 38,4(5) 45(9)
‘E Moderado 21,8(5) 0,0(0) 231(3) 25(5)

Acentuado 21,8 (5) 0,0 (0) 7.7 (1) 5(1)

MAS-Adenoma mamario simples; CTP-Carcinoma tubulopapilar; CC-Carcinoma complexo. No campo
diagndstico, mais de uma letra significa diferenga estatistica (p<0,05) entre as letras que o grupo
representa.
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Tabela 2. Distribuicdo dos casos de acordo com os escores aplicados a intensidade de imunomarcagdo
e nimero de células imunomarcadas com os anticorpos anti-TIMP-1 e anti-TMP-2 nas células epiteliais

acinares e estromais periacinares em relacdo ao diagndstico

TIMP-1
Intensidade de imunomarcacdo nas células epiteliais acinares
Diagnsitici Normal* AMS®E CTPC cce
% (n=21) % (n=6) % (n=17) % (n=16)
» Ausente 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0)
° Discreto 71,4(15) 83,3(5) 706(12) 75(12)
5 Moderado 28,6 (5) 0,0(0) 235(4) 19(3)
Acentuado 0,0(0) 16,7 (1) 59(1) 6(1)
Intensidade de imunomarcacdo nas células estromais periacinares
Diagnostico A s < DA
Ausente 0,0(0) 0,0(0) 59(1) 12,5(2)
§ Discreto 66,6 (14) 100 (6) 706(12) 87,5(14)
5 Moderado 334(7) 0,0(0) 235(4) 0,0(0)
Acentuado 0,0(0) 0.0 (0) 0.0 (0) 0.0 (0)
Numero de células epiteliais acinares imunomarcadas
Diagnostico A 8 ¢ o
e Ausente 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0)
° Discreto 238(5) 16,6 (1) 41(7) 37,5(6)
5 Moderado 333(7) 50(3) 35,2 (6) 37,5(6)
Acentuado 42,8 (9) 334(2) 23,8 (4) 25(4)
Nimero de células estromais periacinares imunomarcadas
Diagnéstico A 8 ¢ o
5 Ausente 0,0(0) 0,0(0) 59(1) 12,6 (2)
° Discreto 47,6 (10) 50(3) 706(12) 56,2(9)
3 Moderado 238(5) 50 (3) 23,5(4) 25(4)
Acentuado 28,6 (6) 0,0 (0) 0,0 (0) 6,2 (1)
TIMP-2
Intensidade de imunomarcacdo nas células epiteliais acinares
Diagnéstico Normal* AMS®E CTPCA cce
% (n=20) % (n=6) % (n=18) % (n=14)
° Ausente 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0)
° Discreto 95(19) 83,3(5) 66,7 (12) 57,2(8)
5 Moderado 5(1) 16,7 (1) 22,2(4) 35,7 (5)
Acentuado 00(0) 0,0(0) 11,1(2) 7.1(1)
Intensidade de imunomarcacdo nas células estromais periacinares
Diagnéstico A 8 c o
. Ausente 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0)
° Discreto 95(19) 66,6 (4) 61,1 (11) 64,3 (9)
5 Moderado 5(1) 333(2) 27,8(5) 28,6 (4)
Acentuado 0,0 (0) 0,0 (0) 11,1(2) 71(1)
Nuamero de células epiteliais acinares imunomarcadas
Diagnéstico A N B o4
~ Ausente 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0)
° Discreto 25(5) 16,7 (1) 16,7 (3) 21,4(3)
5 Moderado 60 (12) 66,6 (4) 50 (9) 429(6)
Acentuado 15(3) 16,7 (1) 33,3 (6) 35,7 (5)
Ndmero de células estromais periacinares imunomarcadas
Diagnéstico A 8 ¢ °
Ausente 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0)
§ Discreto 60(12) 83,3(5) 61,1(11) 64,3(9)
j Moderado 35(7) 16,7 (1) 389(7) 28,6(4)
Acentuado 5(1) 0,0(0) 0,0(0) 71 (1)

MAS-Adenoma mamério simples; CTP-Carcinoma tubulopapilar; CC-Carcinoma complexo. No campo diagnéstico,
mais de uma letra significa diferenga estatistica (p<0,05) entre as letras que o grupo representa.
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Discussao

Estudos sobre comportamento biol6gico tumoral tém focado a atencao no tecido
estromal, sendo consideravel seu papel na tumorigénese, invasao tumoral e formacao
de metastases(29, 30). As MMP e TIMP desempenham papel importante nesse
mecanismo, por participar do processo de degradacdo estromal e dos componentes
da membrana basal, facilitando a disseminag¢ao das células neoplasicas(31).

Em relacdo a MMP-9, houve diferenca entre o tecido mamario normal e o neoplasico
maligno, sugerindo o envolvimento dessa enzima no desenvolvimento do cancer
mamario canino. De forma semelhante, Hirayama et a/.?> e Kawae et al.* demonstraram
maior imunomarca¢do de MMP-9 nos carcinomas. Destaca-se que Gramulia et al.®3
relatam padrdo citoplasmatico difuso ou granular da MMP-9 nos carcinomas, o que
também foi observado nesta pesquisa. Além disso, Loukopoulos et al.?? descreveram
acentuada imunomarcag¢do dessa enzima em carcinomas, o que reitera a importancia
do seu aumento no tecido mamario canino com proliferacdes malignas, podendo essa
condi¢ao estar relacionada ao processo de invasao tecidual pelas células neoplasicas.
Nesse sentido, pondera-se que a MMP-9 é importante no desenvolvimento neoplasico,
porém, seu perfil de imunomarcacdo é variavel.

Na avaliacdo do numero de células epiteliais e estromais marcadas para MMP-9 ndo
foi constatada diferenca entre os grupos, o que esta de acordo com os achados de
Pellikainen et al.®¥ e Aresu et al.?®. Porém, a semelhanca do observado nesta pesquisa,
esses autores descrevem certo grau de imunomarcacao citoplasmatica de MMP-9 nas
células epiteliais e estromais normais, bem como nas epiteliais neoplasicas. Com isso,
pondera-se a intensidade de imunomarca¢do como valiosa ferramenta de avaliagcao
para MMP-9 em comparag¢ao ao numero de células marcadas, especialmente quando
se consideram células neoplasicas malignas, ja que estas comumente possuem
heterogeneidade génica®>2® e capacidade de expansao clonal®”®), o que possibilita a
proliferacao de células com grande capacidade de sintese de MMP-9, permitindo maior
degradacdo da membrana basal (MB) e MEC e facilitando a invasao tumoral.

Nos tumores mamarios caninos a atividade das MMP é associada principalmente a
malignidade(26,39). Santos et al.“% concluiram que MMP-9 e Ki-67 sdao marcadores
independentesde progndsticoemtumores mamariosmalignos, sugerindoque aelevada
imunoexpressao da MMP no pdés-operatorio em tumores malignos agressivos possa
ser estudada como alvo terapéutico. Ja Yokta et al.“” concluiram que as concentra¢des
dessa MMP pode ser de quatro a 26 vezes maior em carcinomas mamarios caninos do
gue no tecido mamario normal. Os resultados deste estudo corroboram essa hipétese,
principalmente no que tange a expressao de MMP-9, que foi mais acentuada nas células
epiteliais e estromais dos carcinomas complexo e tubulopapilar do que na glandula
mamaria normal.

Na avaliacdo da imunomarcacdo da MMP-2 nao foi observada diferenca entre as
amostras avaliadas em relagdo a intensidade e niumero de células epiteliais e estromais
imunomarcadas. Ao contrario, Aresu et al.?® demonstraram elevados niveis de pro-
MMP-2 e MMP-2 pelos métodos de zimografia e imunoistoquimica, respectivamente,
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nos carcinomas em comparacao aos adenomas mamarios de cadelas. Contudo, os
autores do estudo ndo fazem distingdo quanto ao tipo histomorfolégico, avaliando
em conjunto as diferentes amostras com diagndstico de carcinoma. Dessa forma,
a auséncia de diferenca estatistica no presente estudo pode ser atribuida aos tipos
tumorais avaliados, que podem sofrer menor influéncia da MMP-2 em comparacao a
MMP-9, que exibiu maior intensidade de imunomarcacdo nos carcinomas.

De acordo com Pellikainen et al.®?¥, a imunoexpressao de MP-1 e TIMP-2 nos tecidos
contribui para a ativacao e regulacdo da MMP-2 e pode alterar sua participacdo nos
diferentes processos neoplasicos. Papparella et al.®® descrevem a imunomarcacao
de MMP-2 nas células epiteliais normais e neoplasicas, assim como nas estromais,
conforme observado neste estudo.

Menor intensidade de imunomarcacao de TIMP-1 foi observada nas células estromais
periacinares do carcinoma complexo em relagdo a mama normal. Em contrapartida,
Aresu et al.?® ndo descrevem diferenca na imunomarcacdo de TIMP-1 entre tecido
mamario canino normal e neoplasico. Ja Kawai et al.®¥ demonstraram maior
imunoexpressao dessa proteina nos carcinomas, seguidos dos adenomas e mama
normal. Em humanos, TIMP-1 é descrito como um inibidor da invasdo de células
de tumorais e de metastases. A titulo de exemplo, Nakopoulou et al.“#?, avaliando a
expressao imunoistoquimica de TIMP-1 em 133 carcinomas infiltrativos de mama
de mulheres, observaram imunomarca¢do aumentada nas células cancerosas em
60,15% dos casos, sendo inversamente relacionada ao grau histologico, inversamente
proporcional a proliferacdo celular, e sua superexpressao nas células neoplasicas um
fator determinante para o progndstico favoravel em mulheres. Com isso, neste estudo,
a reducdo da imunomarcacdo de TIMP-1 e a auséncia de diferenca de TIMP-2 no
carcinoma complexo podem indicar maior degradacao da MEC e progressao tumoral
no referido tipo histomorfoldgico.

Ao avaliar a intensidade de imunomarcacdo da TIMP-2 em relagdo ao diagndstico foi
observada maior imunomarcacao nas células epiteliais do carcinoma tubulopapilar em
relacdo aquelas da mama normal. O aumento da imunoexpressao das TIMP ainda é
controverso. Uma vez que a TIMP-2 inibe a atividade das MMP, espera-se que frente
a niveis elevados desse inibidor ndo ocorra a progressao tumoral o que, portanto,
implica em melhor prognaostico para pacientes com neoplasias(13). Contudo, evidéncias
sugerem que TIMP sdo proteinas multifuncionais que, em adicdo ao seu efeito inibitério
das MMP, também promovem a proliferacdo de alguns tipos celulares, e seus efeitos
antiapoptoéticos podem favorecer o crescimento inicial do tumor primario(44).

Em mulheres, o aumento da imunoexpressao do TIMP-2 também é correlacionado a
maior agressividade tumoral e pior progndstico’® 44, Nesse contexto, sugere-se que a
maior intensidade de TIMP-2 no carcinoma tubulopapilar possa estar relacionada tanto
ainibicao daatividade das MMP, como a promocao do crescimentotumoral edegradacao
da MEC. Entretanto, a acao proliferativa da TIMP-2 juntamente a acdo proteolitica da
MMP-9 pode sobrepor a acdo inibitoria da TIMP-2 e, com isso, representar evolucdo
e invasao tumoral, j& que houve correlacdo positiva entre essas proteinas. Ainda, a
imunomarcacado significativa restrita ao carcinoma tubulopapilar sugere a relacdo da
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TIMP-2 a este tipo histomorfoldgico, assim como ocorre em humanos, onde o aumento
dessa proteina tem sido associado ao tipo histologico ductal“>49,

Diante dos resultados é possivel inferir que o equilibrio entre as metaloproteinases
e seus inibidores na mama canina normal compreende condicdo fundamental a
manutencao da homeostase, ja que somente correlacdo positiva entre MMP-9 e TIMP-
1 foi observada no tecido mamario normal. Dessa forma, a luz desses resultados,
pondera-se que a imunomarca¢do aumentada de TIMP e MMP, em especial de MMP-9
e TIMP-2, pode compor fator importante na evolu¢ao tumoral e ocorréncia de invasao
tecidual em relacao aos carcinomas tubulopapilar e complexo nas cadelas.

Conclusao

A atividade equilibrada entre MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 mantém a homeostase
do tecido mamario canino normal, enquanto a imunoexpressao aumentada de MMP-9
e TIMP-2 e a imunoexpressao reduzida de TIMP-1 nos carcinomas sugerem condi¢ao
propicia a evolu¢do e invasao tumoral. Ainda, a concentracao tecidual das MMP e
seus inibidores na mama das cadelas varia de acordo com o tipo tumoral, o grau de
malignidade e as células neoplasicas e estromais adjacentes, o que pode revelar um
pouco mais sobre o comportamento de cada tipo neoplasico e auxiliar estudos futuros
em relacdo a diagnéstico, tratamento e progndstico.
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