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RESUMO

Nas fémeas caninas, as glandulas mamarias sdo os locais mais comuns para a
ocorréncia de neoplasias. Para avaliar o comportamento biolégico dessas lesdes
empregam-se rotineiramente métodos histolégicos descritivos que, associados a
graduacdo histologica, auxiliam na predicdo prognostica dessas enfermidades.
Ainda, o desequilibrio entre a quantidade tissular de metaloproteinases de matriz
(MMP), enzimas proteoliticas implicadas em processos fisiologicos e patoldgicos,
e seus inibidores (TIMP), desempenha papel importante na evolugcédo e invaséo
tumoral. Para avaliar o comportamento biolégico de alguns tipos tumorais
frequentes da mama das cadelas esta pesquisa foi dividida em duas etapas. A
primeira teve como objetivo relacionar a classificacdo e a graduacao histolégicas
das neoplasias maméarias de cadelas, bem como correlacionar a graduacdo dos
tumores malignos com o tamanho tumoral. Para isso, avaliaram-se 119 amostras
de tumores mamarios caninos, sendo considerados tumores todos os disturbios
do crescimento da glandula mamaria canina, incluindo os neoplasicos (benignos e
malignos) e os ndo neoplasicos (alteragbes hiperplasicas). Todos os tumores
foram classificados e apenas os malignos graduados histologicamente e
correlacionados ao tamanho tumoral. Concluiu-se que o carcinoma complexo é o
tipo histolégico mais comum e que possui menor grau histolégico em relacdo aos
demais tipos tumorais de classificacdo maligna. Ainda, neoplasias maiores que
cinco centimetros foram predominantemente malignas (92,3% ou 12/13) e néao foi
observada correlacéo entre tamanho tumoral e grau histolégico. A relagdo entre a
classificacdo e a graduacdo histologica compreendeu instrumento auxiliar na
descricdo microscopica dos tumores mamarios malignos das cadelas. A segunda
etapa teve como objetivo avaliar a expressao de MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-
2 no tecido mamario canino normal e neoplasico. Para isso, foram selecionadas
48 amostras de glandula mamaria canina, sendo 14 de carcinoma complexo (CC),
13 de carcinoma tubulopapilar (CT), seis de adenoma mamario simples (AM) e 15
de mama normal (MN), submetidas a técnica de imuno-histoquimica para a
avaliacdo da intensidade de marcacdo e do numero de células epiteliais e
estromais marcadas. Houve diferenca na expressao de MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2

de acordo com a histomorfologia mamaria. A MMP-9 apresentou maior expressao
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nas células epiteliais e estromais dos CC e CT em relacdo as MN. Constatou-se
menor expressao de TIMP-1 nas células estromais do CC e superexpressao de
TIMP-2 nas células epiteliais do CT. Ainda, houve correlacdo positiva entre MMP-
9 e TIMP-1 quanto a intensidade de marcacdo e numero de células epiteliais e
estromais marcadas na MN, e entre MMP-9 e TIMP-2 nas células epiteliais
neoplasicas do CT. Concluiu-se que ha variacdo na expressdo da MMP-9, TIMP-1
e TIMP-2 entre os tipos tumorais, além de correlacdo positiva entre TIMP-1 e
MMP-9 nas mamas normais e entre MMP-9 e TIMP-2 no carcinoma tubulopapilar.
A atividade equilibrada entre MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 ¢é fundamental &
homeostase da glandula maméria canina normal enquanto a superexpressao de
MMP-9 e TIMP-2, e a expressdo reduzida de TIMP-1 nos carcinomas pode

representar condicdo adequada a evolucéo tumoral.

Palavras-chave: graduacdo histolégica, histopatologia, imuno-histoquimica,

matriz extracelular, metastase, neoplasia mamaria.
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ABSTRACT

In bitchs, mammary glands are the most common sites for the occurrence of
neoplasms. To evaluate the biological behavior of these lesions is routinely
employ descriptive histological methods that, combined with histological grading,
help predict prognosis of these diseases. The imbalance between the amount of
tissue matrix metalloproteinases (MMPs), proteolytic enzymes involved in
physiological and pathological processes, and their inhibitors (TIMP), plays an
important role in development and tumor invasion. To evaluate the biological
behavior of some common types of breast tumor bitches this research was divided
in two steps. The first one was correlating histological classification and degree of
mammary neoplasms in bitches, and to correlating the degree of malignancy and
tumor size. For this, 119 samples were evaluated in canine mammary tumors, all
tumors were considered disorders of the growth of canine mammary gland,
including neoplastic (benign and malignant) and non-neoplastic (hyperplastic
changes). All tumors were classified and only the malignant were graded
histologically and correlated with tumor size. It was concluded that the complex
carcinoma is the most common cancer histological type and which has the lowest
histological grade compared to other malignant tumor types. Further, neoplasms
larger than five centimeters were predominantly malignant (92,3% or 12/13) and
no correlation was observed between tumor size and histologic grade. The relation
between histological classification and graduation helped in microscopic
description of malignant mammary tumors in bitches. The second step was to
evaluate the expression of MMP-9, MMP-2 TIMP-1 and TIMP-2 in normal and
neoplastic canine mammary tissue. For this purpose it was selected 48 samples of
canine mammary tissue, 14 complex carcinomas (CC), 13 tubulopapillary
carcinoma (TC), six simple mammary adenoma (MA) and 15 normal breast (MN),
and submitted to technical immunohistochemistry for the evaluation of the intensity
staining and the number of epithelial and stromal cells selected. Differences were
observed in the expression of MMP-9 and TIMP-1 and TIMP-2 according to the
mammary histomorphology. The MMP-9 showed higher expression in epithelial
and stromal cells of the CC and CT compared to MN. It was found a lower

expression of TIMP-1 in stromal cells of the CC and overexpression of TIMP-2 in
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epithelial cells of the CT. Also a positive correlation between MMP-9 and TIMP-1
and the intensity staining and number of epithelial and stromal cells marked in MN
and between MMP-9 and TIMP-2 on TC neoplastic epithelial cells. It was
concluded that there is variation between expression of MMP-9, TIMP-1 and
TIMP-2 among the tumor types, and a positive correlation between TIMP-1 and
MMP-9 in normal mammary gland and between MMP-9 and TIMP-2 in
tubulopapilar carcinoma. The balanced expression of MMP-9, MMP-2, TIMP-1 and
TIMP-2 is essential for the homeostasis of canine normal mammary gland, while
the overexpression of MMP-9 and TIMP-2, and the reduced expression of TIMP-1
in carcinomas represents an appropriate condition to the tumor development.

Keywords: mammary neoplasia, extracellular matrix, histologic graduation,

histopathology, immunohistochemistry, metastasis.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. Aspectos anatomofisiologicos e histoldgicos da mama canina

A glandula maméria é considerada uma glandula sudoripara
apocrina  modificada, estruturalmente classificada como tubuloalveolar
composta. Durante a vida intrauterina formam-se dois espessamentos
paralelos e lineares que se estendem da regido axilar a inguinal, denominados
linhas mamarias ou cristas mamarias. As células de cada linha se aglutinam
em alguns pontos, dando origem aos botdes mamarios. Em cada botéo, as
células epiteliais invaginam-se e formam varios corddes soélidos no
mesénquima subjacente. Nos corddes, pelo processo de cavitacdo, forma-se
um limen que se comunica externamente com a epiderme. O mesénquima
dérmico diferencia-se em tecido conjuntivo frouxo, dando sustentacdo aos
ductos e as ramificacbes, e em tecido conjuntivo denso, formando feixes que
dividem a glandula em lobos (CUNNINGHAM, 2007; SORENMO et al., 2011).

Durante a vida das fémeas caninas, a glandula mamaria sofre
estimulos sucessivos que levam a sua diferenciagdo para que ocorra a
producdo do leite. Na fémea que ainda nédo atingiu a puberdade, a mama é
formada por um sistema tubular ramificado rudimentar, ligado a ductos
lactiferos. Ao atingir a puberdade, sob influéncia do estrégeno, ocorre o
desenvolvimento dos tabulos, com a formacéo de um bot&o na porcéo terminal,
além de discreto aumento das células adiposas. Nas cadelas gestantes, a
progesterona promove a proliferacdo das células epiteliais da porcao terminal
dos ductos interlobulares, bem como o alongamento e a ramificagcdo terciaria
do sistema de ductos. Os ductos dao origem a mudltiplos |6bulos e se
desenvolvem os alvéolos, as unidades secretoras da glandula mamaria
(unidade lobuloalveolar) (GUYTON & HALL, 2002). Sob a influéncia de
prolactina, as células alveolares sofrem mudancas, tornando-se secretoras.
Assim, no parto, a glandula mamaria consiste de uma estrutura
ductolobuloalveolar, através da qual o produto da unidade lobuloalveolar é
transmitido, via ductos e condutos, para os seios do teto e remocéo pelo

recém-nascido (SORENMO, 2003). Quando termina a lactacdo, a maioria dos
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alvéolos é reabsorvida e a mama diminui de volume (PELETEIRO, 1994;
CUNNINGHAM, 2007). A Figura 1 ilustra a relagdo entre hormonios e a

diferenciacéo celular na glandula mamaria canina.

FIGURA1 - Hormodnios e seus efeitos no desenvolvimento da
glandula mamaéria das cadelas
Fonte: adaptado de CUNNINGHAM (2007)

A maioria das cadelas possui cinco pares de glandulas mamarias,
entretanto, alguns animais podem apresentar quatro a seis pares de glandulas.
A nomenclatura de cada par decorre de sua localizacdo anatémica, havendo
dois pares toracicos (cranial e caudal), dois abdominais (cranial e caudal) e um
inguinal (ZUCCARI et al., 2001; SORENMO et al., 2011).

Em cadelas normais e saudaveis a drenagem linfatica das glandulas
mamarias € realizada por ductos linfaticos direcionados aos linfonodos
regionais, ndo havendo drenagem para a cadeia e linfonodos contralaterais.
Assim, as mamas toracicas craniais e caudais e parte das abdominais craniais
sao drenadas para o linfonodo axilar. Ja a drenagem de parte das abdominais
craniais, bem como das abdominais caudais e inguinais € direcionada ao

linfonodo inguinal superficial. Portanto, a mama abdominal cranial pode possuir
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drenagem mista (Figura 2) (ZUCCARI et al., 2001; QUEIROGA & LOPES,
2002). Entretanto, PATSIKAS et al. (2006) demonstraram que cadelas
portadoras de tumores mamarios podem apresentar diferengas na drenagem
linfatica quando comparadas aquelas sem neoplasias, jA& que animais com
carcinoma mamario localizado na mama inguinal podem exibir metastase
retrograda a partir do plexo linfatico subcutdneo para a regido interna do
membro pélvico e para o linfonodo popliteo.

FIGURA 2 - Cadeia mamaria canina e sua respectiva drenagem
linfatica. A drenagem linfatica da mama abdominal
cranial pode ocorrer pela cadeia direcionada tanto ao
linfonodo axilar quanto ao inguinal superficial (seta
pontilhada)

Fonte: adaptado de QUEIROGA & LOPES (2002)

Todas as mamas apresentam caracteristicas estruturais
semelhantes, sendo formadas por alvéolos secretores, cujo produto de
secrecdo é transportado a ductos progressivamente mais calibrosos. Um ou
dois alvéolos drenam para um ducto secretor, seguido pelo ducto intralobular e
depois ao ducto lobar. Cada ducto lobar é formado pela confluéncia de
numerosos ductos lobulares, e varios ductos lobares unem-se para formar o
seio lactifero, que drena, por fim, para o canal do teto (CUNNINGHAM, 2007).

Cada alvéolo é revestido por epitélio cilindrico simples, capaz de
sintetizar proteinas e lipidios durante a lactacdo. Os ductos secretores e

intralobulares sdo formados por epitélio cubico ou cilindrico simples e, a
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medida que se unem para formar o ducto lobar, o epitélio se torna cilindrico
biestratificado (SORENMO et al., 2011).

Os ductos, assim como os alvéolos, sdo circundados por células
mioepiteliais contrateis, que se assemelham a fibras musculares lisas e se
contraem sob a influéncia da ocitocina, secretando o leite. Além do tecido
epitelial, h& fibroblastos e células que compdem e sustentam o tecido mamario
(ZUCCARI et al.,, 2001; CUNNINGHAM, 2007), sendo essa formacao de
extrema importancia no que diz respeito ao estudo das neoplasias mamarias, ja
qgue ha relacédo entre os componentes neoplasicos e o prognoéstico (MISDORP
et al., 1999).

2. Neoplasias mamarias na fémea canina

Entre todas as neoplasias diagnosticadas em caninos, as de origem
na glandula mamaria estdo entre as de maior frequéncia. Considerando apenas
as fémeas caninas, essas representam aproximadamente 52% do total de
neoplasias (WITHROW & VAIL, 2007).

Macroscopicamente, as neoplasias mamarias podem ser grandes ou
pequenas, moéveis ou fixas, ulceradas ou ndo, bem como podem apresentar
aspecto sélido ou cistico e crescer e/ou infiltrar os tecidos com extrema
rapidez, como nos casos dos carcinomas anaplasicos (WITHROW & VAIL,
2007). Por sua natureza heterogénea, se expressam de forma variada em cada
paciente, fato que reflete ndo somente a dificuldade de obter a cura da doenca,
mas também de determinar fatores de risco ao desenvolvimento de metastases
(WEIGELT et al., 2005).

Dentre os provaveis fatores de risco ao desenvolvimento da
neoplasia mamaria, a exposicao hormonal e a idade do animal estdo entre os
mais documentados. Alguns estudos apontam que cadelas castradas antes de
2,5 anos tém uma reducdo consideravel no risco de desenvolvimento de
tumores malignos, e que este risco pode ser ainda mais reduzido pela
esterilizacdo antes do primeiro (SORENMO, 2003). Contudo, BEAUVAIS et al.
(2012), revisando pesquisas que abordavam a correlagdo entre castracao e

neoplasias mamarias, observou resultados discordantes. Esses autores
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concluiram que a forca da evidéncia entre castracdo e tumores mamarios é
fraca, frente a escasséz de estudos publicados que adequadamente abordam
esta questao.

A possibilidade de desenvolvimento neoplasico mamario € menor
em cadelas com menos de cinco anos, exceto naguelas ja expostas a
hormonios exégenos (PELETEIRO, 1994; MISDORP, 2002). Ha relatos de que
a partir dos oito anos ha aumento na incidéncia desses processos, com maior
namero de casos ocorrendo entre 10 e 11 anos (WITHROW & VAIL, 2007;
OLIVEIRA FILHO et al., 2010). Também a ingestdo de dietas ricas em carne e
sobrepeso antes de um ano de idade sdo apontados como fatores de risco
para o desenvolvimento de neoplasias mamarias nas fémeas caninas (PEREZ
ALENZA et al., 1998; SORENMO et al., 2011).

Estudos sugerem que linhagens genéticas de algumas racas
apresentam maior risco ao desenvolvimento dos tumores mamarios
(GOLDSCHMIDT et al.,, 2001; SORENMO et al.,, 2011). Contudo, as racas
variam consideravelmente a depender do local da pesquisa. Entre as mais
citadas encontram-se Poodle, Cocker Spaniel, Setter Inglés, Pointer, Pastor
Alemé&o, Maltés, Yorkshire e Dachshund (YAMAGAMI et al., 1996;
GOLDSCHMIDT et al., 2001).

Na fémea canina, os cinco pares de glandulas podem desenvolver
neoplasias benignas e malignas. Entretanto, aproximadamente 60% destes
ocorrem nas mamas inguinais (PELETEIRO, 1994; MISDORP, 2002). A causa
dessa ocorréncia é desconhecida, mas pode estar relacionada ao maior
volume tecidual dessas glandulas, ao maior nimero de receptores hormonais
e, consequentemente, a maior possibilidade de alteracBes proliferativas em
resposta ao estrégeno (MISDORP, 2002). Ressalte-se que neoplasias
sincronicas sao referidas em ocorréncia acima de 70% (SORENMO et al.,
2009), as quais sdo comumente independentes e de histomorfologia distinta
(MISDORP, 2002).

Uma caracteristica importante da neoplasia maligna é a capacidade
metastatica. Cerca de 30% dos carcinomas mamarios causam metastases,
frequentemente através dos ductos linfaticos para os linfonodos regionais e
pulmbes. Quando considerados o0s sarcomas, 75% originam metastases,
frequentemente pela via hematégena (SORENMO, 2003; HELLMEN, 2005).
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A analise histolégica do tumor compreende instrumento fundamental
a obtencdo de informacdes consistentes quanto ao progndstico da neoplasia
mamadria, devendo ser considerada passo indispensavel na orientacdo
terapéutica dessas lesdes. Além disso, € essencial para a avaliacdo minuciosa
dos linfonodos regionais e orientacdo quanto ao estadiamento clinico do
paciente portador da neoplasia (SORENMO, 2003; WITHROW & VAIL, 2007).

Nas ultimas décadas diversos protocolos de classificagéo histologica
para 0os tumores mamarios caninos foram propostos (FOWLER et al., 1974;
GILBERTSON et al., 1983; MISDORP, 1999), sendo o da Organizacao Mundial
de Saude (OMS) o mais utilizado (Quadro 1). Contudo, alguns tipos tumorais
nao sdo descritos nesse protocolo e, recentemente, duas novas classificacdes
foram propostas, incluindo essas lesfes (Quadro 1) (CASSALI et al., 2011,
GOLDSCHMIDT et al., 2011).

Antes da classificacdo de MISDORP et al. (1999) ndo havia um
método de classificacdo consensual utilizado nas pesquisas, o que refletia em
diferenca significativa quanto a propor¢cao de neoplasias benignas e malignas e
guanto aos tipos tumorais observados pelos diferentes autores. Recentemente,
em estudo retrospectivo realizado por OLIVEIRA FILHO et al. (2010), adotando
o0 sistema de classificagdo proposto por MISDORP et al. (1999), de um total de
1647 tumores mamarios, os malignos de maior ocorréncia foram o carcinoma
simples do tipo tubulopapilar (32,37%), o carcinoma complexo (24,47%), o
carcinossarcoma (9,95%) e o carcinoma simples do tipo sélido (7,07%). Entre
0s tumores benignos, os que tiveram maior ocorréncia foram o tumor misto
benigno (40,26%), o adenoma simples (31,54%) e o adenoma complexo
(24,36%).
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QUADRO 1 - Classificacdo histologica dos tumores mamarios de cadelas

conforme critérios propostos por MISDORP et al.

(1999),

GOLDSCHMIDT et al. (2011) e CASSALI et al. (2011).

Classificagao histol6gica dos tumores mamarios caninos

MISDORP et al. (1999)

GOLDSCHMIDT et al. (2011)

CASSALI et al. (2011)

Adenoma
Adenoma simples
Adenoma complexo
Adenoma basaloide
Fibroadenoma

Adenoma simples
Adenoma papilar intraductal
Adenoma ductal

Com diferenciacéo
escamosa

Adenoma

Adenoma complexo ou
adenomioepitelioma
Adenoma basaloide
Fibroadenoma

gu mores Fibroadenoma de baixa Fibroadenoma Tumor misto benigno
enignos celularidade Mioepitelioma Papiloma ductal
Fibroadenoma de alta Adenoma complexo
celularidade Tumor misto benigno
Tumor misto benigno
Papiloma ductal
Hiperplasia ductal Ectasia ductal Hiperplasia epitelial
Hiperplasia lobular Hiperplasia lobular (adenose) Ductal
Hiperplasia epitelial Regular Lobular
Lesdes Adenose Com atividade secretéria Adenose
Cisto Com fibrose interlobular Lesdes de células colunares

hiperplasicas
e displéasicas

Ectasia ductal
Fibrose focal
Ginecomastia

Com atipia
Epiteliose
Papilomatose
Alteracao fibroadenomatosa
Ginecomastia

Mudanga em células
colunares
Hiperplasia

Lesdes atipicas

Tumores
malignos

Carcinoma néo infiltrativo (In situ)
Carcinoma complexo
Carcinoma simples
Carcinoma tubulopapilar
Carcinoma sélido
Carcinoma anaplasico
Tipos especiais de carcinomas
Carcinoma de células
espinhosas
Carcinoma de células
escamosas
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipidio
Sarcoma
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Outros sarcomas
Carcinossarcoma
Carcinoma ou sarcoma em tumor
benigno

Neoplasias epiteliais malignas
Carcinoma in situ
Carcinoma simples

Tubular
Tubulopapilar
Papilar-cistico
Cribriforme
Carcinoma micropapilar
invasivo
Carcinoma sélido
Comedocarcinoma
Carcinoma anaplasico
Carcinoma em adenoma
complexo / tumor misto
benigno
Carcinoma complexo
Carcinoma e epitelioma
maligno
Carcinoma misto
Carcinoma ductal
Carcinoma papilar
intraductal

Tipos especiais de carcinomas
Carcinoma de células

escamosas
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipidio
Carcinomas com células de
morfologia fusiforme

Mioepitelioma maligno
Carcinoma de células
escamosas do tipo
células fusiformes
Carcinoma de células
fusiformes
Carcinoma inflamatério

Sarcomas
Osteossarcoma
Condrossarcoma
Fibrossarcoma
Hemangiossarcoma
Outros sarcomas

Carcinossarcoma

Neoplasias epiteliais
malignas
Carcinoma in situ
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobular in situ
Carcinoma em tumor misto
benigno
Carcinoma complexo ou
adenomioepitelioma
maligno
Carcinoma Papilar
Carcinoma tubular
Carcinoma sélido
Carcinoma micropapilar
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular
pleomérfico
Carcinoma secretério
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipidio
Carcinoma de células
escamosas
Carcinoma de células
fusiformes
Carcinoma Anaplasico
Carcinoma com
diferenciacéo sebacea
Sarcomas
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Carcinossarcoma
Sarcoma em tumor misto
benigno
Outros sarcomas
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Estudos epidemioldgicos realizados em diversos paises apontam
diferencas entre as porcentagens de tumores malignos e benignos (ZUCCARI
et al., 2001; MISDORP, 2002; ITOH et al., 2005; OLIVEIRA FILHO et al., 2010),
explicadas, em parte, pela forma da coleta de dados. Estudos cuja
porcentagem é obtida a partir de material submetido ao laboratério tendem a
apresentar maior prevaléncia de tumores malignos, visto que ndédulos
pequenos, normalmente lesbes benignas, n&o s&o removidos ou
encaminhados para a avaliacdo histopatoldgica (OLIVEIRA FILHO et al., 2010).
Ainda, durante a avaliacdo histopatoldgica, superestimar ndcleos grandes e
nucléolos proeminentes pode levar ao excesso de diagndsticos de carcinoma
mamario (GOLDSCHMIDT et al., 2011). Entretanto, os critérios mais
importantes para a confirmagdo de carcinoma mamario sdo tipo de tumor,
pleomorfismo nuclear e celular significativos, indice mitético, presenca de areas
de necrose distribuidas aleatoriamente dentro da neoplasia, invasao linfatica e
peritumoral e metastase em linfonodos regionais (MISDORP, 2002).

A classificacdo proposta pela OMS (MISDORP et al., 1999) refere-se
ao carcinoma nao infiltrativo e ao carcinoma anaplasico como 0s tumores
mamarios de melhor e pior progndéstico, respectivamente. Estudos demonstram
ainda que cadelas com carcinoma complexo apresentam maior sobrevida do
gue aquelas com carcinoma simples. Os mecanismos que explicam esse fato
ndo estdo completamente esclarecidos, mas infere-se que as células
mioepiteliais desse tipo tumoral promovam supressdo nos mecanismos de
invasao das células epiteliais (YAMAGAMI et al., 1996).

De forma geral, cadelas que apresentam sarcomas na glandula
mamaria possuem pior progndstico do que aquelas com tumores de origem
epitelial, a excecdo do carcinoma anaplasico, que € frequentemente associado
com metéstase precoce e alto indice de recidiva pés-cirurgica (SORENMO,
2003).

Devido a heterogeneidade dos tumores mamarios, em alguns casos,
apesar da evidéncia histolégica indicar malignidade ou algum tumor
comprovadamente de pior prognostico, isso nem sempre implica em curso
clinico maligno. Um carcinoma simples tubulopapilar, por exemplo, pode
apresentar comportamento agressivo em um animal enquanto que em outro

pode ndo haver recidiva ou metastases durante longos periodos apés o
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procedimento cirdrgico (MISDORP, 2002). Dessa forma, pode-se, associado ao
método de classificacdo histolégica descritiva, fazer uso do método de
graduacdo histoldgica, descrito primeiramente em humanos por ELSTON &
ELLIS (1998).

A graduacdo histolégica foi proposta como uma forma auxiliar de
predizer o prognéstico em mulheres que apresentavam carcinomas mamarios.
Nesse sistema a anaplasia € mensurada a partir da formacéo de tubulos, da
atividade mitética e do pleomorfismo nuclear das células epiteliais tumorais.
Para cada caracteristica é atribuida uma pontuacédo individual de um a trés e
sua soma determina o grau histologico de malignidade da neoplasia (I, Il ou ),
sendo | para resultado da soma até o valor cinco, Il para os valores seis e sete
e Ill para oito e nove (ELSTON & ELLIS, 1998). Os autores observaram que 0
grau de malignidade obtido pela somatéria de todas as caracteristicas
apresenta significado prognostico nesses pacientes, ao passo que as notas
individuais atribuidas a cada uma das variaveis, se avaliadas isoladamente,

nao sdo indicativas de progndéstico desfavoravel.

3. Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) é uma rede complexa de componentes
fibrosos e protéicos que preenchem os espacos intercelulares (PEREIRA et al.,
2005). Proporciona arcabouco fisico para a sustentacdo da estrutura tecidual,
determinando a hidratacdo e, consequentemente, o volume do tecido, o que
implica na criacdo de espacos para o transporte de moléculas, na organizacao
dindmica e na resisténcia as forcas de compresséo (SOUZA & PINHAL, 2011).
Dessa forma, a MEC é responsavel pela diversidade morfoldgica, funcional e
patolégica dos tecidos, proporcionando substrato apropriado para o
crescimento e a diferenciacdo dos diferentes tipos celulares (BORNSTEIN &
SAGE, 2002).

Entre os componentes da MEC encontram-se varios tipos de
macromoléculas (proteoglicanos e glicosaminoglicanas), proteinas fibrilares
como colageno, e proteinas nao-fibrilares como, laminina, fibronectina,

tenascina, entactina e ondulina (PEREIRA et al., 2005). A sintese e secrecdo
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dos seus componentes sao realizadas por fibroblastos, condroblastos,
osteoblastos e odontoblastos nos tecidos conjuntivo, cartilaginoso e 6sseo,
respectivamente. Algumas células epiteliais e musculares lisas também
produzem e secretam os constituintes da membrana basal (FILHO et al., 2011).

A membrana basal (MB) ou lamina basal, uma forma especializada
da MEC (BORNSTEIN & SAGE, 2002), € considerada a primeira barreira
contra a invasao neoplasica (EGEBLAD & WERB, 2002). Compreende uma
camada delgada e flexivel de matriz extracelular que se localiza sob o epitélio
ou envolvendo células musculares e adiposas, separando-as do tecido
conjuntivo adjacente (BORNSTEIN & SAGE, 2002).

Os componentes da MEC s&o renovados constantemente, mas com
velocidade variavel nos diferentes érgdos (FILHO et al., 2011). Quatro grandes
familias de proteinas sdo responsaveis por sua degradacdo proteolitica, as
metaloproteinases, as aspartilproteases, as cisteinoproteases e as
serinoproteases (NAKAHATA et al., 2009). Contudo, sua degradagéo depende,
sobretudo, da acédo das metaloproteinases (BREHMER et al., 2003).

4. Metaloproteinases de matriz, inibidores teciduais de metaloproteinases

de matriz e seu envolvimento nos processos neoplasicos

As metaloproteinases (MMP) constituem uma familia de enzimas
proteoliticas cuja atividade depende de célcio e zinco. Sao diferenciadas entre
si pela estrutura e habilidade em degradar um grupo especifico de proteinas da
MEC, sendo que, juntas, podem degradar todos 0s seus componentes
protéicos (BREHMER et al., 2003). S&o encontradas em pequena quantidade
nos tecidos, desempenhando diversas fungbes, como a regulacdo de
processos inflamatdrios, a remodelacdo tecidual, o desenvolvimento dos
orgéos, a involugdo mamaéaria, a reabsor¢cdo 0ssea e a embriogénese (PAGE-
McCAW et al., 2007).

A familia das MMP é representada por mais de 25 enzimas,
categorizadas quanto a sua localizacao celular em secretada (MMP) ou ligada
a membrana (MT-MMP). Ja quanto a sua estrutura e especificidade de
substrato se dividem em colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18),
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que clivam a tripla hélice do colageno; gelatinases (MMP-2 e MMP-9), que
degradam o colageno e a gelatina desnaturada; do tipo de membrana (MT1-
MMP a MT6-MMP, também conhecidas como MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-17, MMP-24 e MMP-25, respectivamente), responsaveis por degradar
fibronectina, gelatina, agrecan e outros substratos da MEC; estromelisinas
(MMP-3, MMP-10 e MMP-11), que degradam os proteoglicanos; e as
matrilisinas (MMP-7), que degradam fibronectina e laminina (VISSE &
NAGASE, 2003; PAGE-McCAW et al., 2007). Na Tabela 1 estdo representadas

as principais MMP e seus substratos.

TABELA 1 - Principais metaloproteinases e seus substratos especificos.

MMP-1 Colagenos tipos I, 11, 1ll, VIl e X
MMP-8 Colagenos tipos I, II, Ill, VIl e X
MMP-13  Colagenos tipos I, II, I, IV, VI, X, XIV;

Colagenases . . :
tenascina, agrecan e fibronectina

MMP-18  Colagenos tipos I, IV, V, X; laminina-5 e
TGF-B8

MMP-2  Colageno tipo IV, Gelatinas tipo I, IV, V e
X; laminina-5 e TGF-f

EeletnEees MMP-9 Colageno tipo IV, Gelatinas tipo I, IV, V e
X; laminina-5 e TGF-3
MMP-3 Colagenos tipos llI, IV, IX e X; gelatina;
pré-MMP-1; laminina; proteoglicano;
fibronectina, elastina,; E-caderina;
Estromelisinas percelana e pro-MMP-13
MMP-10  Colagenos tipos lll, IV, IX e X; gelatina,
pr6-MMP-1; laminina e proteoglicanos
MMP-11  Alfa-1-antiprotease
o MMP-7 Gelatina, fibronectina, pr6-MMP-1; laminina
Matrilisinas

e colageno IV

MMP-14  Pr6-MMP-2; gelatina, colagenos,
fibronectina e proteoglicanos

MMP-15 Pr6-MMP-2; fibronectina; tenascina e
laminina

MMP-16  Pr6-MMP-2; gelatina; colageno Il e
fibronectina

MMP-17  Nao determinado

MMP-24  Nao determinado

MMP-25  Colageno IV, gelatina, fibronectina, fibrina

Fonte: Adaptado de RODASKI & PIEKARZ (2009)

Metaloproteinases
de membrana
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As MMP revelam dominios estruturais distintos. A maioria delas
possui trés dominios, o pré-peptideo, o catalitico e o C-terminal, semelhante a
hemoperoxina, que esté ligado ao dominio catalitico por uma regido de ligagédo
dobradica flexivel (KESSENBROCK et al., 2010). Além dos citados, as MT-
MMP também possuem um dominio transmembranico C-terminal, enquanto as
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) apresentam repetigcdes de fibronectina do tipo Il
inseridas no dominio catalitico, e a MMP-7 (matrilisina) carece de um dominio
C-terminal (Figura 3) (BOURBOULIA & STETLER-STEVENSON, 2010).

FIGURA 3 - Estrutura das MMP. As colagenases, estromelisinas, gelatinases
e MT-MMP apresentam em comum os dominios pro-peptideo,
catalitico e C-terminal semelhante a hemoperoxina. As
gelatinases apresentam regido de insercdo semelhante a
fibronectina no dominio catalico e as MT-MMP possuem o
dominio transmembranico
Fonte: adaptado de CURRAN & MURRAY (2000)

As MT-MMP estdo ligadas covalentemente a membrana celular
enquanto as MMP secretadas localizam-se na superficie celular por meio de
ligacbes com integrinas ou de interagcdo com proteoglicanos e colageno tipo IV
(EGEBLAD & WERB, 2002). Cada tipo de MMP ¢ ativado de maneira distinta,
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sendo que a ativacdao das MMP tipo secretada ocorre no meio extracelular e a
das MMP tipo membrana, no intracelular (RUNDHAUG, 2003).

As MMP sé@o secretadas no ambiente pericelular na forma de pro-
enzimas inativas, denominadas zimogenos, devido a interacdo de um residuo
de cisteina do dominio pré-peptideo com os ions de zinco do sitio catalitico.
Somente apds a interrupcdo dessa ligagdo no meio extracelular, pelas
serinaproteases como a plasmina, a triptase e a quinase, que a enzima se
torna ativa (Figura 4) (STAMENKOVIK, 2000; VISSE & NAGASE, 2003). Além
disso, algumas MMP podem ser ativadas por processos de autoativacado ou
autoclivagem, bem como por uma cascata em que uma MMP ativa é capaz de
ativar uma MMP latente (STAMENKOVIK, 2000). Outras, como a MMP11,
MMP28 e as MT-MMP, podem ser ativadas no meio intracelular por furinas
citoplasmaticas semelhantes as serinaproteases antes de alcancar a superficie
celular (STERNLICHT & WERB, 2001).

FIGURA 4 - Mecanismo de ativacdo das metaloproteinases. O
dominio pré- é removido pela combinacdo de uma
clivagem no dominio e uma clivagem entre o dominio
pré-peptideo e o dominio catalitico
Fonte: adaptado de PAGE-McCAW et al. (2007)

As principais células envolvidas na sintese e secre¢do das MMP séo
as inflamatérias, como neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos e
mastocitos, e ainda células endoteliais, fibroblastos e células progenitoras
hematopoiéticas (KESSENBROCK et al., 2010). Normalmente as MMP séo
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sintetizadas em quantidades muito baixas, sendo sua atividade proteolitica
regulada em trés niveis: transcricdo, ativacdo proteolitica do zimogénio e
inibicdo da enzima ativa pela presenca de inibidores especificos das MMP,
nomeados inibidores teciduais de metaloproteinases, os TIMPs (MURPHY &
NAGASE, 2008). Por isso, a degradacdo da MEC em situacdes fisioldgicas
esta relacionada ao equilibrio entre a producéo, a ativagédo e a inibicdo, o que
impede sua proteodlise excessiva (NAGASE et al., 2006).

Além de participar da degradacdo dos componentes estruturais da
MEC, a protedlise promovida pelas MMP pode criar um espagco para a
migracao celular, além de regular a arquitetura tecidual, produzir substratos
especificos de clivagem que desempenham alguma atividade bioldgica e
podem também ativar, desativar ou modificar sinalizadores moleculares
(STERNLICHT & WERB, 2001; ORTEGA & WERB, 2002; SCHENK &
QUARANTA, 2003). Assim, direta ou indiretamente as MMP desempenham
ampla gama de atividades importantes na fisiologia da célula (NAGASE et al.,
2006).

Os TIMP séo pequenas proteinas endogenas, de 21 a 28 kDa, que
além de regular a atividade funcional das MMP por inibigcdo, podem ativar MMP
especificas (CURRAN & MURRAY, 1999). A familia TIMP é composta pelas
proteinas TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4, que possuem dominio N- e C-
terminal com seis residuos de cisteina conservados, que formam trés pontes
dissulfidicas cada. A regido N-terminal liga-se ao dominio catalitico das MMP e
inibe sua atividade enquanto que a C-terminal interage com as pro-formas,
estabilizando o complexo inibidor da pr6-enzima (BOURBOULIA & STETLER-
STEVENSON, 2010).

Por regular a atividade das MMP, o principal papel fisiolégico das
TIMP é mediar a degradacao da membrana basal (MB) e da MEC, assim como
o desenvolvimento e a remodelacdo teciduais (WOESSNER & NAGASE,
2000). Outras funcdes atribuidas a essas proteinas incluem a modulacdo do
crescimento, a proliferacdo, a migracdo e a invasao celular e os efeitos
antiangiogénicos. Contudo, nem todos esses efeitos sdo mediados pela
atividade inibitoria das TIMP sobre as MMP (BREW & NAGASE, 2010).

Cada TIMP é capaz de inibir varias MMP, na razéo de 1:1, formando

complexos TIMP-MMP, incapazes de ligar-se ao substrato (CURRAN &
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MURRAY, 2000). Entre todas, a TIMP-1 é a de menor capacidade inibitoria por
possuir baixa afinidade com as MT-MMP (MMP-14, MMP-16 e MMP-24)
(BAKER et al., 2002; TALLANT et al., 2010). Entretanto, € capaz de inibir
fortemente MMP-7, MMP-9, MMP-1 e MMP-3 (BOURBOULIA & STETLER-
STEVENSON, 2010). A TIMP-2 é o unico membro das TIMP capaz de agir
como inibidor e ativador das MMP, e pode interagir com MT1-MMP e pré6-MMP-
2, facilitando a ativacdo da pr6-MMP (BOURBOULIA & STETLER-
STEVENSON, 2010). A TIMP-3 inibe MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-13 e liga-
se tanto a pr6-MMP-2 quanto a pr6-MMP-9. Ja a TIMP-4 pode se ligar a pro-
MMP-2 e inibir as MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9 e MMP-14 (TALLANT et al.,
2010).

A regulacdo da atividade das TIMP é realizada por citocinas (IL-1, IL-
6) e fatores de crescimento, de forma semelhante ao que ocorre nas MMP
(SUN, 2010). Sua concentracdo tissular geralmente excede em muito a
concentragdo de MMP, limitando assim a atividade proteolitica destas enzimas
para alguns focos pericelulares (STETLER-STEVENSON, 2008).

As primeiras evidéncias da partipacdo das MMP na progressao dos
processos neoplasicos foram verificadas a partir de estudo em animais.
COUSSENS & WERB (1996) demonstraram que células cancerosas benignas
adquiriam propriedades malignas com o aumento da expressédo das MMP. Por
outro lado, células malignas tornavam-se menos agressivas quando a
expressao ou a atividade das MMP reduziam. Ainda, ITOH et al. (1998), ao
realizar injecdo intravenosa de células neoplasicas em camundongos,
observaram que animais deficientes em MMP-2 e MMP-9 apresentavam menor
capacidade de colonizacdo metastatica pulmonar quando comparados ao
camundongo normal.

Para avaliar o papel das MMP nos tumores os estudos tém utilizado
métodos como hibridizacdo in situ (CARDILLO et al., 2006), imuno-
histoquimica (LOUKOPOULOS et al., 2003), zimografia (JOBIM et al., 2009),
western-blotting (HOFMANN et al., 1999), ensaio imunoenziméatico (ELISA)
(WILSON et al., 2006) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (ARESU et al.,
2011).

Em humanos, a primeira fungéo atribuida as MMP nas neoplasias

malignas foi a promocdo de metastases, a partir da criacdo de um caminho na
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MEC pelo qual as células neoplasicas pudessem passar e colonizar tecidos
distantes (LIOTTA et al.,, 1982). Na medicina, a expresséo e a atividade das
MMP estdo associadas a metastase, invasao e pior progndstico em tumores
pulmonares, mamarios, gastricos, neuroblastoma, melanomas,
condrossarcomas e carcinomas prostaticos, colorretais, orais, esofagicos e de
células escamosas (CURRAN & MURRAY, 1999).

Sabe-se que, além de afetar a proliferacdo, a adesdo e a migracao
das células, as MMP podem liberar fatores de crescimento e gerar fragmentos
ou proteinas funcionais a partir da degradacédo da MEC (NOEL et al., 2008). As
células neoplasicas podem estimular as células do estroma a sintetizar MMP
de forma paracrina, pela secrecdo de interleucinas, interferons e fatores de
crescimento (STERNLICHT & WERB, 2001), e estas, por sua vez, podem
ativar outras peptidases (NAKAHATA et al.,, 2009, Com isso, as células
neoplasicas sdo capazes de criar um microambiente que suporta o crescimento
e inibe sinais apoptéticos, o que contribui para a progressdo tumoral
(BOURBOULIA & STETLER-STEVENSON, 2010).

Por degradar o colageno tipo IV como substrato primario, e este ser
um dos maiores constituintes da MB, maior atencdo tem sido focada nas
gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9) e em seus inibidores, TIMP-1 e TIMP-2,
considerando sua provavel relevancia no processo invasivo das neoplasias
malignas (PUCCI-MINAFRA et al., 2000). A MMP-2 e a MMP-9 sdo expressas
por diversas células normais e neoplasicas, cujos substratos sédo
principalmente colageno 1V, V, elastina, gelatina, fibronectina e laminina
(RODASKI & PIEKARZ, 2009), sendo que a atividade enzimatica ocorre
preferencialmente nas células estromais adjacentes as tumorais (BREHMER et
al., 2003).

Em humanos h& associacdo entre a expressao de MMP-9 e um pior
prognéstico quando considerados as neoplasias mamarias (VAN'T VEER et al.,
2002). Também, o aumento de sua expressdo ja foi observado em células
endoteliais pré-malignas no pulmao (HIRATSUKA et al., 2002). Além disso, a
maior expressdo de MMP-2 em carcinomas de bexiga mostrou-se proporcional
ao maior indice metastatico deste aos pulmées (HUA & MUSCHEL, 1996).

Em cées pouco se conhece sobre o papel das metaloproteinases no

processo de evolugdo dos diferentes tipos de neoplasias. Em um estudo,
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LOUKOPOQULOS et al. (2003) demonstraram niveis mais elevados de proé-
MMP-9, pr6-MMP-2 e MMP-2 ativa em algumas neoplasias malignas, como o
osteossarcoma e o0 condrossarcoma, quando comparadas a neoplasias
benignas. Notaram ainda que sarcomas apresentavam maior quantidade de
MMP-2 do que carcinomas e que 0s nhiveis teciduais de pro-MMP-9 estao
relacionados ao grau histoldgico de osteossarcomas.

ARESU et al. (2011), avaliando tumores mamarios de cadelas,
observaram maior imunomarcacédo de MMP2, MMP-9 e MT-MMP1 em células
mesenquimais perineoplasicas e epiteliais malignas quando comparadas aos
adenomas mamarios. Observaram também menor imunomarcacao de TIMP-2
e MMP-13 nos carcinomas. Ainda, acentuada expressdo de MMP-2 e MMP-9,
e menor de TIMP-1 e TIMP-2 foram observadas por KAWAI et al. (2006) em
carcinomas mamarios quando comparados aos adenomas.

No tecido prostatico, FALEIRO (2010), avaliando a imunomarcacao
de MMP-2 e MMP-9 em prostatas caninas normais com lesdes proliferativas,
observou menor expressdo destas enzimas nos tecidos normais e com
hiperplasia prostatica benigna quando comparadas a atrofia inflamatoria
proliferativa, neoplasia intraepitelial e carcinoma. Ja DOCAMPO et al. (2011)
observaram diferenca na expresséo de MMP-9 entre melanomas e
melanocitomas, enquanto que para MMP-2 e MT-MMP1 ndo houve diferenca.

Enquanto a maioria dos estudos se concentra no papel facilitador
das MMP em relacdo as metastases (CURRAN & MURRAY, 2000,
HIRATSUKA et al.,, 2002; LOUKOPOULOS et al., 2003), ha alguns que se
referem a funcéo protetora de algumas dessas enzimas na progressao tumoral.
Nesse contexto, MCCAWLEY et al. (2004), comparando o comportamento
biolégico de camundongos deficientes em MMP-3 com carcinoma espinocelular
e normais, observaram correlagéo positiva entre expressdo de MMP-3, tumores
de crescimento lento e progressao clinica branda. Ainda, de acordo com YANG
et al., 2001, nas neoplasias de célon em humanos, a expressao elevada de
MMP-12 pelas células proliferadas estd associada ao maior tempo de
sobrevida.

Quanto as TIMP, apesar da expressdo aumentada nas neoplasias
ser relacionada a maior sobrevida (NAKOPOULOQOU et al., 2003), hé referéncias

contrarias, que apontam maior ocorréncia de metastases e menor sobrevida
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nos pacientes com aumento dessas proteinas nas neoplasias malignas
(WURTZ et al.,, 2005; VIZOSO et al.,, 2007; BREW & NAGASE, 2010). O
aumento na expressao das TIMP e sua correlagdo com o pior prognostico tem
sido atribuida as funcdes secundarias, ndo relacionadas com a inibicdo das
MMP. O TIMP-1, por exemplo, desempenha atividades antiapoptotica,
angiogénica e promotora de crescimento, 0 que pode resultar em
favorecimento do desenvolvimento tumoral em relagdo a acao inibitoria destes
sobre as MMP (WURTZ et al., 2005).

Além do conhecimento do papel das MMP e TIMP na evolugédo dos
diferentes tipos tumorais, também ¢é de interesse a sua possivel utilizacdo
como biomarcadores para o cancer, auxiliando na definicdo do progndstico do
paciente com cancer, e como possiveis fontes terapéuticas (BOURBOULIA &
STETLER-STEVENSON, 2010).
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CAPITULO 2 - CLASSIFICACAO E GRADUACAO HISTOLOGICAS
APLICADAS AOS TUMORES MAMARIOS DE CADELAS

RESUMO

O método de graduacdo histolégica descritiva, uma vez associado
ao método de graduacédo, pode fornecer informacdes suficientes para predizer
0 comportamento biolégico da neoplasia mamaria. Assim, este trabalho teve
como objetivo relacionar a classificacdo e a graduacdo histolégicas das
neoplasias mamarias de cadelas, bem como correlacionar a graduacdo das
neoplasias malignas e o tamanho tumoral. Para isso, foram selecionados 119
casos de neoplasias mamarias de cadelas no arquivo do Setor de Patologia
Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias
(SPA/EVZI/UFG), Goiania, GO, referentes ao periodo entre janeiro de 2007 a
outubro de 2011. As neoplasias malignas foram reclassificadas, graduadas, e o
tamanho do tumor correlacionado com o grau histolégico. Concluiu-se que o
carcinoma complexo é o tipo histolégico mais comum (37,1%), e que possui
menor grau histoldgico em relacdo aos demais tipos tumorais de classificacdo
maligna. Ainda, neoplasias maiores que cinco centimetros foram
predominantemente malignas (92,3% ou 12/13). Ndo se observou correlacao
entre tamanho tumoral e grau histologico. A relacdo entre a classificacdo e a
graduacdo histolégica compreendeu instrumento auxiliar na descricdo

microscopica dos tumores mamarios malignos das cadelas.

Palavras-chave: glandula mamaria, grau histoldgico, histopatologia.
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CHAPTER 2 - HISTOLOGICAL CLASSIFICATION AND GRADE IN
MAMMARY GLAND NEOPLASIA OF THE BITCH

ABSTRACT

The descriptive method of histological grading, once associated with the
method of classification, may provide enough information to predict the
biological behavior of mammary neoplasia. Therefore, the objective of this study
was to correlate histological classification and degree of mammary neoplasms
in bitches, and also to correlate the degree of malignancy and tumor size. For
this purpose were selected 119 canine mammary neoplasia in the file of the
Setor de Patologia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias (SPA/EVZ/UFG), Goiania, GO, in the period
from January 2007 to October 2011. Malignant neoplasias were reclassified,
graduates, and the tumor size was correlated with the histological grade. It was
concluded that the complex carcinoma is the most common histological type
and which has a lower histological grade compared to other malignant tumor
types (37,1%). Further, neoplasms larger than five centimeters were
predominantly malignant (92,3% or 12/13). No correlation was observed
between tumor size and histologic grade. The relationship between histological
classification and graduation helped in microscopic description of malignant

mammary tumors in bitches.

Keywords: mammary gland, tumor grade, histopathology.
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INTRODUCAO

Entre todos os tipos de neoplasias diagnosticadas nas fémeas
caninas, as de origem na glandula mamaria representam cerca de 52%
(RUTTEMAN et al. 2001). A classificacdo histologica destas lesbes €
indispensavel, devendo ser considerada um dos passos para a definicdo
progndstica e a orientacdo terapéutica (RUTTEMAN et al. 2001). Além disso, &
essencial para a avaliacdo minuciosa dos linfonodos regionais ao tumor,
visando a determinagcdo do estadio clinico da neoplasia (WITHROW & VAIL,
2007).

A fim de prever o comportamento biolégico das neoplasias mamarias
caninas, inumeras classificacdes histologicas foram propostas (DUTRA et al.,
2004). Entretanto, a heterogeneidade histolégica observada nestas lesbes
implica em dificuldades consideraveis na concep¢do de um sistema de
classificacdo que garanta a reprodutibilidade de uma categorizacdo progndstica
consistente. Essas dificuldades séo refletidas pelos diferentes sistemas de
classificacdo até agora propostos (FOWLER et al., 1974; GILBERTSON et al.,
1983; MISDORP, 1999; CASSALI et al., 2011; GOLDSCHMIDT et al., 2011).

Frente as dificuldades para realizar a classificacdo histopatolégica,
sua associacdo aos métodos de graduacdo histolégica pode fornecer
informacdes suficientes para predizer o comportamento biol6gico da neoplasia
mamaria (KARAYANNOPOULOU et al., 2005). Em humanos, o método mais
amplamente utilizado para a graduacédo destas lesdes é o de Elston e Ellis, que
tém mostrado forte relacdo com o progndéstico em mulheres acompanhadas no
periodo pés-cirargico (ELSTON & ELLIS, 1998). Entretanto, os critérios para o
escore das neoplasias mamarias ndo sdo utilizados sistematicamente em
medicina veterinaria, o0 que ainda tem limitado a predicdo progndstica
(FERREIRA et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo relacionar a classificacdo e a
graduacdo histolégicas das neoplasias mamarias de cadelas, bem como

correlacionar a graduacgéo das neoplasias malignas e o tamanho da leséo.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 119 tumores mamarios caninos no arquivo do
Setor de Patologia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnhia da
Universidade Federal de Goias (SPA/EVZ/UFG), Goiania, GO, referentes ao
periodo entre janeiro de 2007 a outubro de 2011. Foram considerados tumores
mamarios os disturbios do crescimento da glandula maméaria canina, incluindo
0s neoplasicos (benignos e malignos) e os ndo neoplasicos (alteracdes
hiperplasicas).

As laminas referentes aos casos foram reavaliadas e classificadas
conforme os critérios histomorfolégicos propostos por GOLDSCHMIDT et al.
(2011) para tumores mamarios de cadelas, sendo as proliferacdes malignas
submetidas a graduacado histologica. Dados como raca, idade e tamanho do
tumor foram registrados. Conforme preconiza a Organizacdo Mundial da Saude
(MISDORP, 2002) foram classificados em T1 os tumores menores que 3cm,
em T2 os que mediam de 3-5 cm, e em T3 0s maiores que 5cm.

As neoplasias mamarias malignas foram graduadas de acordo com
os critérios de ELSTON & ELLIS (1998), que constituem método
semiquantitativo, com a avaliagdo de trés parametros: formacéo tubular,
contagem mitética e pleomorfismo nuclear. Para cada parametro foi atribuido
um escore numeérico de um a trés, e a soma destes produziu o grau do tumor,
estabelecido em Grau 1 quando da soma entre 3-5, Grau 2 entre 6-7 e Grau 3
entre 8-9.

Os tubulos foram avaliados a objetiva de 4x e considerados bem
formados quando era possivel identificar um lumen claro. Atribuiram-se o
escore um quando havia mais de 75% de tubulos bem formados na neoplasia,
0 escore dois quando estes estavam presentes entre 10 e 75% do tumor e o
escore trés para neoplasias com menos de 10% de tubulos bem formados
(Quadro 1).

Em cada neoplasia, as mitoses foram contadas em dez campos a
objetiva de 40x, sendo atribuidos os escores um quando da contagem até sete,
dois, entre 8-17, e trés, acima de 17 mitoses.
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QUADRO 1 - Escores aplicados a quantidade de tubulos para a obtencao do
grau dos tumores mamarios malignos de cadelas

Escore 1 Escore 2 Escore 3
Formacao tubular >75% Formacao tubular entre 10 e 75% Formacao tubular <10%

Contaram-se apenas as mitoses caracteristicas (Figura 1),
excluindo-se estruturas nucleares que se assemelhassem a nucleos picnoéticos
ou em cariorrexia, bem como campos que apresentavam apenas tecido

conjuntivo de sustentacdo ou areas de necrose.

FIGURA 1 - Fotomicrografia de carcinoma
mamario de cadela. Figura de
mitose atipica ao centro (seta).

Em relacdo ao pleomorfismo nuclear, em tumores cujas células
apresentavam nucleo pequeno, redondo, com baixa variacdo de tamanho e
cromatina homogénea, foi atribuido escore um. O escore dois foi aplicado a
tumores com células epiteliais apresentando cromatina vesiculada, nucléolo

ocasionalmente proeminente e moderada variagdo no tamanho e na forma
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nucleares. Tumores que exibiam moderado a acentuado aumento do tamanho
nuclear, cromatina vesiculada e nucléolos grandes e mudltiplos receberam

escore trés (Quadro 2).

QUADRO 2 - Escores aplicados ao pleomorfismo nuclear para a obtencdo do
grau dos tumores mamarios malignos de cadelas.

Escore 1 Escore 2 Escore 3

O teste de correlacdo de Spearman foi utilizado para correlacionar o
grau histolégico dos tumores com o seu tamanho. Os dados foram
processados nos programas Excel 2010 e Graphpad, verséo 3.0.

RESULTADOS

Em relagdo aos dados clinicos, dos 119 tumores avaliados, 29
(24,36%) eram de animais sem raca definida (SRD) e 90 (75,64%) de cadelas
de raca pura, cinco das quais se destacaram, como Poodle (34 / 37,7%),
Cocker (12 / 13,33%), Pinscher (9 / 10%), Teckel (6 / 6,66%) e Yorkshire (5 /
5,55%).

Das 119 neoplasias avaliadas, 89 (74,78%) correspondiam a
proliferacdes malignas e 30 (25,22%) a processos benignos (tumores benignos
e lesdes hiperplésicas).

A idade das fémeas caninas foi informada em 117 casos, com média
de 9,5 anos (+ 4-16) para aqguelas com tumores malignos e de 8,2 anos (+ 4-
11) para as que apresentaram lesdes benignas.

A localizacdo na cadeia maméria foi informada em 58 animais.
Destes, 28 (48,27%) apresentaram tumor nas mamas inguinais, 18 (31,03%)
na mama abdominal caudal, quatro (6,89%) na abdominal cranial, cinco
(8,62%) na toracica caudal e trés (5,17%) na toracica cranial.




O tamanho dos tumores foi descrito em 46 casos, destes 17
(37,77%) eram menores que 3cm (T1), 16 (35,55%) mediam entre 3-5cm (T2),
e 13 (28,88%) eram maiores que 5cm (T3). Os tumores malignos apresentaram
porcentagens de 70,58% (12/17), 81,25% (13/16) e 92,3% (12/13), para T1, T2
e T3, respectivamente.

Entre os tumores malignos, o carcinoma complexo foi o diagndéstico
mais comum (37,1%), seguido pelo carcinossarcoma (22,5%), carcinoma
tubulopapilar (13,5%), e o carcinoma sélido e o carcinoma em tumor misto
benigno (CTMB), cada um com 9,0%. Entre os benignos, os mais comuns
foram o tumor misto benigno (47,8%) e o adenoma complexo (26,1%). Quando
graduados, 64,04% dos tumores malignos era grau |, 25,84% grau Il e 10,1%

grau lll (Tabela 1).

TABELA 1 - Distribuicdo dos tumores mamarios de cadelas de acordo com a
classificacdo de GOLDSCHMIDT et al. (2011) e graduacgéo de
ELSTON & ELLIS (1998).

Classificagéo n/% Graduagéo (n / %)
Lesdes hiperplasicas (n=7) -
Hiperplasia mamaria lobular 5 (71,4%) --
Hiperplasia fibroepitelial 2 (28,6%) --

Tumores benignos (n=23) --
Adenoma simples 4 (17,4%) --
Adenoma complexo 6 (26,1%) --

Tumor misto benigno 11 (47,8%) --
Fibroadenoma 2 (8,7%) --

Tumores malignos (n=89) Grau | Grau I Grau lll
Carcinoma tubulopapilar 12 (13,5%) 9 (75%) 3 (25%) --
Carcinoma sélido 8 (9,0%) - 4 (50%) 4 (50%)
Carcinoma papilar cistico 6 (6,7%) 6 (100%) -- --
Carcinoma anaplasico 2 (2,2%) - - 2 (100%)
CTMB 8 (9,0%) 8 (100%) - -
Carcinoma complexo 33 (37,1%) 30 (91%) 3 (9%) --
Carcinossarcoma 20 (22,5%) 4 (20%) 13 (65%) 3 (15%)

(n=119)

57 (64,04%) 23 (25,84%) 9 (10,11%)

CTMB: carcinoma em tumor misto benigno
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Dos carcinomas tubulopapilares e complexos avaliados, todos se
enquadraram nos graus | e Il, sendo a maioria grau |I. Quando considerados 0s
carcinomas sélidos, todos receberam grau Il ou Ill, e os anaplasicos grau lll. J&
no caso dos carcinossarcomas, a maioria era grau Il (65%), entretanto também

havia neoplasias de graus | (20%) e 11l (15%) (Figura 2).
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FIGURA 2 - Distribuicdo dos tumores mamarios malignos
de acordo com o tipo e grau histolégicos. CTP -
carcinoma tubulopapilar; CS = carcinoma

sélido; CPC = carcinoma papilar cistico; CA =
carcinoma anaplasico; CTMB = carcinoma em
tumor misto benigno; CC = carcinoma
complexo; CSA = carcinossarcoma.

N&o foi observada correlacdo entre o tamanho do tumor e o grau
histolégico, quando avaliados todos os tipos de tumores malignos (p = 0.1113).
Entretanto, ndo foi possivel a avaliagcdo por tipo histomorfolégico devido ao

escasso numero de tumores com a informacéo referente ao tamanho.

DISCUSSAO

Dos 90 animais de raca pura deste estudo, a maioria referia-se a
racas como Poodle, Cocker, Pinscher, Dashchund e Yorkshire. Para OLIVEIRA

FILHO et al. (2010), a ligacdo entre racas e tumores mamarios pode variar de



50

acordo com o local do estudo, podendo refletir, em parte, a populacdo canina
da regido. Contudo, as referidas ragas foram as mesmas descritas outros
estudos (MOE, 2001; ITOH et al., 2005; SORENMO et al., 2011), o que pode
sugerir maior predisposicao destas aos tumores mamarios.

Os tumores localizavam-se predominantemente nas mamas
inguinais e abdominais caudais, representando 79,3% do total. Os dois ultimos
pares de glandulas sdo descritos como o local mais comum para a ocorréncia
do primeiro tumor, raramente afetando as mamas toracicas craniais. A
explicacdo mais aceita € que a maior quantidade de parénquima e de
receptores hormonais predispde esses pares mamarios a ocorréncia de
neoplasias (DONNAY et al., 1995), uma vez que o componente hormonal é
envolvido na génese dos tumores mamarios das cadelas (SORENMO, 2003).

A média de idade das cadelas com tumores mamarios benignos e
malignos deste estudo € semelhante aquela descrita por outros autores
(OLIVEIRA et al. 2003, SORENMO et al., 2009). De acordo com SORENMO et
al. (2011), a idade é um dos fatores de risco mais importantes para o
desenvolvimento de tumores mamarios em cées. Ainda, na década de 1970,
TAYLOR et al. (1976) demonstraram que o risco ao desenvolvimento das
neoplasias mamarias caninas comeca a tornar-se significativo a partir dos oito
anos, aumentando progressivamente apos essa idade.

A relacdo entre a classificacdo maligna e o tamanho do tumor
observada neste estudo é semelhante aquela descrita por OLIVEIRA FILHO et
al. (2010). A correlacdo entre esta caracteristica e o grau histolégico nao foi
significativa (p=0.1113), assim como observado por KARAYANNOPOULOU et
al. (2005). A auséncia de correlacdo pode ser atribuida ao niumero elevado de
tumores em tamanho T3 (7/13) e baixa graduacao histolégica, a exemplo de
um dos carcinomas do tipo papilar cistico, que apresentava didmetro maior que
25 cm e grau histoldgico |.

Ainda, diante da auséncia de informacgdes clinicas em muitos casos
deste estudo, ressalta-se a importancia de conscientizar o profissional
veterinario quanto a necessidade da descricdo detalhada dos dados do animal
e das caracterisiticas clinicas do tumor, mediante o preenchimento de um

protocolo padronizado para cadelas portadoras de tumores mamarios, com
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vistas ao emprego da correlacdo entre o grau histologico e o tamanho tumoral
como método auxiliar na predigdo prognostica.

As neoplasias mais frequentes foram o0 carcinoma complexo e
carcinossarcoma. A alta prevaléncia destes tipos tumorais também foi
observada nos estudos de DALECK et al. 1998, ZUCCARI et al. 2001 e
OLIVEIRA et al. 2003. Considerando que os tipos tubulopapilar, solido e
anaplasico integram o grupo denominado carcinomas simples na classificacédo
MISDORP (1999), alta prevaléncia destes tumores também foi observada neste
estudo, a semelhanca ao observado por KARAYANNOPOULOU et al. (2005).

No presente estudo, a relagdo entre os tumores malignos e
benignos, incluindo nestes ultimos as lesGes hiperplasicas, foi de 69% para
31%. Contudo, essa relacao tem se mostrado amplamente variavel. Em estudo
realizado no exterior os tumores malignos mostraram valores menores que
54% para os tumores malignos (ITOH et al. 2005), enquanto pesquisas
nacionais descrevem até 91% de neoplasias malignas (MARTINS et al., 2002).
Essa diferenca pode ser atribuida, em parte, ao tempo prolongado entre a
observacdo do desenvolvimento tumoral pelo proprietario, a avaliacéo clinica e
o diagndstico histolégico (OLIVEIRA et al. 2003), além da maior consciéncia
em relacdo a necessidade da remocéao precoce dos tumores. Ha evidéncias de
que o tempo prolongado possibilita ndo apenas a progressdo tumoral, mas
também a transformacao de tumores benignos em malignos (SORENMO et al.,
2009).

No presente estudo, a relagdo entre o tipo e o grau histoldgicos das
neoplasias malignas foi evidente. Pode-se observar que o carcinoma complexo,
o0 carcinoma papilar-cistico e o carcinoma em tumor misto benigno
predominaram na graduacdo I, sendo que resultados semelhantes foram
observados por REZAIE et al. (2009), sugerindo o baixo grau de malignidade
destes tipos tumorais.

Os carcinomas tubulopapilares foram classificados
predominantemente na categoria grau |, enquanto o carcinoma sélido se dividiu
igualmente entre os graus Il e lll, e o carcinoma anaplasico restringiu-se ao
grau lll. Estes achados reforcam o fato de que, entre os carcinomas simples, o
tubulopapilar € o menos agressivo, seguido pelos tipos sélido e anaplasico

(MISDORP, 1999). Este ultimo é considerado o tumor mamario mais agressivo
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das cadelas, uma vez que invariavelmente exibe recidiva e metastases
precoces (MISDORP, 2002). Estes achados reforcam a importancia da
associacdo entre o diagndstico histologico e a graduacgéo histoldgica, uma vez
gue os tipos tumorais malignos nao se distribuem uniformemente entre os trés
graus histolégicos, o que pode refletir comportamento biolégico distinto e
diferencas no prognéstico e na sobrevida (KARAYANNOPOULOU et al., 2005).

CONCLUSOES

O carcinoma complexo de glandula mamaria é o tipo histoldgico
mais comum, e que possui menor grau histolégico em relacdo aos demais tipos
tumorais de classificacdo maligna. Ainda, neoplasias maiores que cinco
centimetros foram predominantemente malignas.

N&ao houve correlacéo entre tamanho tumoral e grau histolégico.

A relacdo entre a classificacdo e a graduacdo histolégica
compreendeu instrumento auxiliar na descricdo microscopica dos tumores

mamarios malignos das cadelas.
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CAPITULO 3 - EXPRESSAO DE METALOPROTEINASES 9 (MMP-9) E 2
(MMP-2) E SEUS INIBIDORES (TIMP-1 E TIMP-2) NA GLANDULA MAMARIA
CANINA NORMAL E NEOPLASICA

RESUMO

As metaloproteinases de matriz (MMP) sdo enzimas proteoliticas envolvidas
em processos fisiologicos e patoldgicos, e sua atividade é regulada pelos
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP). Este estudo teve como
objetivo avaliar a expressédo de MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 no tecido
mamario canino normal e neoplasico a fim de verificar o comportamento
dessas proteinas em diferentes diagndsticos e correlacionar a expressao das
MMP e TIMP. Foram selecionadas 48 amostras de tecido mamario canino,
sendo 14 de carcinoma complexo, 13 de carcinoma tubulopapilar, seis de
adenoma mamario simples e 15 de mama normal, submetidas a técnica de
imuno-histoquimica com os anticorpos anti-MMP-9, anti-MMP-2, anti-TIMP-1 e
anti-TIMP-2, para a avaliacdo da intensidade de marcacdo e do numero de
células epiteliais e estromais marcadas. A MMP-9 apresentou maior expressao
nas células epiteliais e estromais dos carcinomas tubulopapilar e complexo.
Constatou-se menor expressao de TIMP-1 nas células estromais do carcinoma
complexo e maior expressdo de TIMP-2 nas células epiteliais neoplasicas do
carcinoma tubulopapilar. Ainda, houve correlacdo positiva entre MMP-9 e
TIMP-1 quanto a intensidade de marcacdo e numero de células epiteliais e
estromais marcadas na glandula mamaria normal, e entre MMP-9 e TIMP-2 nas
células epiteliais neoplasicas do carcinoma tubulopapilar. Concluiu-se que ha
variacdo na expressdao da MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 entre os tipos
histomorfol6gicos, além de correlacdo positiva entre TIMP-1 e MMP-9 nas
mamas normais e entre MMP-9 e TIMP-2 no carcinoma tubulopapilar. A
atividade equilibrada entre MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 é fundamental a
homeostase do tecido mamario canino normal enquanto o aumento da
expressdo de MMP-9 e TIMP-2, e a expressao reduzida de TIMP-1 nos

carcinomas pode representar condicdo adequada a evolugao tumoral.

Palavras-chave: cdo, glandula mamaria, gelatinases, neoplasia.
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CHAPTER 3 - EXPRESSION OF METALLOPROTEINASES 2 (MMP-2) AND 9
(MMP-9) AND THEIR INHIBITORS (TIMP) IN CANINE NORMAL AND
NEOPLASTIC MAMMARY GLAND

ABSTRACT

Matrix metalloproteinases (MMP) are proteolytic enzymes involved in
physiological and pathological processes, and its activity is regulated by tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMP). This study aimed to evaluate the
expression of MMP-9, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 in normal and neoplastic
canine mammary tissue to verify the behavior of these proteins in the different
diagnoses. Forty eight samples were selected from mammary tissue canine
with 14 complex carcinoma, 13 tubulopapillary carcinoma, six simple mammary
adenoma and 15 normal mammary gland, submitted to immunohistochemistry
with anti-MMP-9, anti-MMP-2, anti-TIMP-1 and anti-TIMP-2, to evaluate the
intensity of the staining and the number of epithelial and stromal cells selected.
The MMP-9 showed higher expression in epithelial and stromal cells of
tubulopapillary and complex carcinomas. It was found lower expression of
TIMP-1 in the stromal cells of carcinoma complex and overexpression of TIMP-
2 in neoplastic epithelial of tubulopapillary carcinoma. Also, was present a
positive correlation between MMP-9 and TIMP-1 regarding the intensity staining
and number of epithelial and stromal cells labeled in normal mammary gland,
and between MMP-9 and TIMP-2 regarding epithelial neoplastic cells in
tubulopapillary carcinoma. It was concluded that there is variation between
expression of MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 among the tumor types, and a
positive correlation between TIMP-1 and MMP-9 in normal mammary gland and
between MMP-9 and TIMP-2 in tubulopapilar carcinoma. The balanced
expression of MMP-9, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 is essential for the
homeostasis of canine normal mammary gland, while the overexpression of
MMP-9 and TIMP-2, and the reduced expression of TIMP-1 in carcinomas

represents an appropriate condition to the tumor development.

Keywords: dog, mammary gland, neoplasia, gelatinases.
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INTRODUCAO

As neoplasias mamarias representam 52% dos tumores
diagnosticados nas fémeas caninas (RUTTEMAN et al., 2001), sendo que mais
de 68% desses sao malignos (DE NARDI et al. 2002), e como consequéncias
evoluem como as metéstases. Entretanto, para que isso ocorra, a célula
cancerosa deve atravessar barreiras fisicas, ser capaz de chegar a outro 6rgao
e neste proliferar (MORRIS & DOBSON, 2001). Assim, a degradacao da matriz
extracelular (MEC) e da membrana basal tem sido considerada um dos eventos
iniciais do processo metastético (KHASIGOV et al., 2003). Neste sentido, as
metaloproteinases de matriz (MMP) séo estudadas devido a sua capacidade de
degradar diversos componentes do estroma (BOURBOULIA & STETLER-
STEVENSON, 2010).

As MMP sdo enzimas proteoliticas envovidas em processos
fisiolégicos e patologicos (CURRAN & MURRAY, 1999; BOURBOULIA &
STETLER-STEVENSON, 2010). Sao secretadas no meio extracelular como
pro-enzimas inativas, que s&o clivadas para produzir a enzima ativa
(STAMENKOVIK, 2000). A atividade das MMP é controlada preferencialmente
por proteinas chamadas inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz
(TIMP) (LAMBERT et al., 2004), 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 (BREW & NAGASE, 2010).

Em condices fisiolégicas o equilibrio entre MMP e TIMP constitui
fator determinante para a manutencdo da homeostase da MEC (STETLER-
STEVENSON, 1996). J& no tecido neoplasico o desequilibrio na atividade
dessas enzimas pode facilitar o processo de invasédo tumoral. Em humanos,
expressdo aumentada de MMP nos tumores mamarios, especialmente MMP-2
e 9, esta associada ao grau histolégico, estagio tumoral e risco de metastase e
morte (HIRVONEN et al.,, 2003; DOYLE & MILLER, 2008). Nos cées as
informacgdes sdo escassas quanto a expressdo de MMP e seus inibidores no
tecido mamario neoplasico. Contudo, estudos demonstram maior expressao de
MMP, principalmente MMP-2 e MMP-9 (HIRAYAMA et al., 2002), e reducéo de
TIMP (KAWAI et al.,, 2006) no tecido mamario neoplasico em relagdo ao

normal.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar a expressao de MMP-2,
MM-9, TIMP-1 e TIMP-2 no tecido mamario canino normal e neoplasico e
correlacionar a expresséo das MMP e TIMP.

MATERIAL E METODOS

Selecionaram-se 48 amostras de tecido mamario canino, sendo 14
de carcinoma complexo (CC), 13 de carcinoma tubulopapilar (CT), seis de
adenoma mamario simples (AM) e 15 de mama normal (MN), estas Ultimas
colhidas de cadelas que ndo apresentavam tumor em qualguer um dos pares
de mama.

Os tumores mamaéarios foram avaliados a coloragdo de hematoxilina
e eosina (HE) e classificados de acordo com os critérios de GOLDSCHMIDT et
al. (2011), e destes selecionaram-se dois campos representativos de cada para
a confeccdo do bloco de microarranjo tecidual (TMA) e realizacdo do estudo
imuno-histoquimico. Para obtencdo do grupo controle, o tecido mamario
colhido foi fixado em formalina tamponada a 10% durante 48h, recortado,
processado e incluido em parafina, para a obtencdo de cortes de 5um, que
foram avaliados a coloracdo de HE para confirmar a histomorfologia mamaria
normal. Destes também foram selecionados dois campos representativos para
compor o bloco de TMA e realizar o estudo imuno-histoquimico.

As areas de tecido mamario neoplasico e normal selecionadas a
avaliacdo em HE foram identificadas nos blocos doadores, retiradas em
cilindros (cores) de 2 mm de diametro (Tissue MicroArray builder 20010.2,
Histopathology Ltd, Hungary), e transferidas para dois blocos receptores
(TMA), conforme técnica descrita por KONONEN et al. (1998) e BUBENDORF
et al. (2001).

Dos blocos de TMA foram obtidos cortes de 3um para a confirmacéo
a coloracdo de HE das areas selecionadas nos blocos doadores, bem como
para a avaliagao da expressdo de MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2. Os cortes
destinados a imuno-histoquimica 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
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destilada e solucédo tampéo TRIS pH7,4, e incubados em solucédo de dodecil
sulfato de sodio (SDS), por 10 minutos, esta destinada ao bloqueio de reagdes
de fundo.

Os cortes foram submetidos a recuperacdo antigénica padronizada
para cada anticorpo (Quadro 1), seguinda do bloqueio da peroxidase endogena
em solucdo metandlica de H,O, a 3%, por 15 minutos. Para bloquear reacfes
inespecificas as laminas foram incubadas no leite em p6 desnatado (Molico®) a
30%, por uma hora e trinta minutos, seguindo-se a incubacdo com o0s
anticorpos anti-MMP-2 (1:25), clone A-Gel VC2 (DBS - Mob 312), anti-MMP-9
(1:200) (Dako A0150), anti-TIMP-1 (1:100) (Spring E3364), e anti-TIMP-2
(1:150) (Spring E4184), todos em camara Umida, durante 18 horas, a 4°C.

QUADRO 1 - Recuperacao antigéncia, tampéo e tempo utilizados na técnica
de imunoistoquimica para MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2

Anticorpo Recuperacédo Antigénica

anti-MMP-2 Banho-maria 96°C Citrato pH 6,0 30 min
anti-MMP-9 Banho-maria 96°C TRIS-EDTApH 9,0 | 20 min
anti-TIMP-1 | Panela de pressao* 121°C Citrato pH 6,0 30 seg
anti-TIMP-2 Panela de presséo* 121°C Citrato pH 6,0 30 seg

*(Pascal, Dako Citomation)

Em seguida, as laminas foram incubadas em sistema de
amplificacdo de sinais (Advance System, Dako K4068), em camara Umida, a
temperatura ambiente, durante trinta minutos e, para a revelagcdo da reacao,
utilizou-se solucdo de diaminobenzidina (DAB, Dako K3468-1), por trés
minutos. A solucéo tampéao TRIS pH7,4 foi utilizada para a lavagem dos cortes
entre as etapas. Seguiram-se a contracoloracdo em hematoxilina de Harris, por
20 segundos, lavagem em agua destilada, desidratacdo, diafanizacdo e
montagem das laminas com laminula e resina sintética.

A intensidade da imunomarcagdao dos anticorpos foi avaliada de
forma semiquantitativa, utilizando-se os escores de zero a trés, em que zero
indicava auséncia de imunomarcacao e um, dois e trés referiam-se a marcacao

discreta, moderada e acentuada, respectivamente (Quadro 2).
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QUADRO 2 - Escores aplicados a analise da marcacdo dos anticorpos anti-
MMP-2, anti-MMP-9, anti-TIMP-1 e anti-TIMP-2

Ausente Discreta Moderada Acentuada

ESCORE 0) 1) @ @3)

Intensidade
de

marcacgao

Para a quantificacdo das células marcadas empregou-se o escore
zero quando negativo e um, dois e trés quando a marcacdo compreendia 1 a
33%, 34 a 66%, 67 a 100% do tecido, respectivamente. Tanto as células
epiteliais quanto as estromais foram avaliadas.

Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis para a analise das variaveis,
intensidade de marcacdo e numero de células marcadas em relacdo a
histomorfologia mamaéaria, considerando-se a diferenca como significativa
quando p<0,05. A Correlagcdo de Spearman foi utilizada para correlacionar a
expressdo dos anticorpos nas mamas normais e neoplasicas. Os dados foram
tabulados no programa Excel 2010 e processados no software Graphpad

Instat, versdo 3.0.

RESULTADOS

MMP-9

Foi obtida marcacéo citoplasmatica para o anticorpo anti-MMP-9
tanto nas células estromais periacinares quanto nas epiteliais acinares, com
escores de intensidade de marcacdo e numero de células marcadas variando

de discreto a acentuado (Figura 1).
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FIGURA 1 - Fotomicrografias de glandula mamaria canina. IHQ, anti-MMP-
9, objetiva 20x. A) Mama normal. Células epiteliais (seta cheia)
e estromais (seta vazada) com escores de marcagcdo um e
dois, respectivamente. B) Adenoma mamario simples. Escore
um para células epiteliais (seta cheia) e estromais (seta
vazada). C) Carcinoma tubulopapilar. Células epiteliais
neoplasicas (seta cheia) e estromais (seta vazada) marcadas
em escore trés. D) Carcinoma complexo de mama. Marcacgao
em escore dois nas células epiteliais neoplasicas (seta cheia) e
trés em células estromais (seta vazada).

Comparando-se a intensidade de marcacao do anticorpo anti-MMP-9
nas células epiteliais acinares e estromais periacinares dos carcinomas
tubulopapilar e complexo com a mama normal, observou-se diferenca (p<0,05),
com maior intensidade de marcacao nas células tumorais. Nao foi observada
diferenca entre os diagnosticos quando comparados o numero de células
epiteliais e estromais marcadas, observando-se em todos 0s grupos e tipos

celulares marcacao predominantemente moderada (Tabela 1).
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TABELA 1 - Distribuicdo dos casos de acordo com os escores aplicados
a intensidade de marcacdo e numero de células marcadas
com o anticorpo anti-MMP-9 em células epiteliais acinares e
estromais periacinares em relagéo ao diagnostico

o Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

o Discreto 75 (18) 14,3 (1) 17,6 (3) 16,7 (2)

ﬁ 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)

o  Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
5  Discreto 79,1 (19) 71,4 (5) 35,2 (6) 33,3 (4)
u%J Moderado 20,2 (5) 14.3 (1) 47,2 (8) 25 (3)
Acentuado 0,0 (0) 14.3 (1) 17,6 (3) 41,7 (5)
o  Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
S5  Discreto 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
u%J Moderado 12,5 (3) 43 (3) 6 (1) 16,7 (2)
Acentuado 87,5 (21) 57 (4) 94 (16) 83,3 (10)

! Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
= Discreto 16,6(4) 28,5 (2) 17,6 (3) 8,3 (1)
u‘mj Moderado 41,7 (10) 57 (4) 41,2 (7) 25 (3)

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

Teste: Kruskal Wallis. No campo diagndéstico, mais de uma letra significa
diferenca estatistica (p<0,05) entre as letras que o grupo representa.

Em relacdo a intensidade de marcacdo para MMP9 observou-se
maior nimero de casos com escores dois e trés nas mamas neoplasicas do

que nas normais (Figura 2).
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FIGURA 2 - DistribuicAo dos casos de acordo com a intensidade de
marcacao das células epitelias acinares para o anticorpo anti-
MMP-9 em mamas normais e neoplasicas.
MMP-2

Obteve-se marcacdo citoplasmatica para MMP-2 nas células
estromais periacinares e epiteliais acinares, com a expressao variando entre 0s
escores zero a trés para o numero de células marcadas e intensidade de

marcacao, a depender do tipo histomorfolégico (Figura 3).
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Fotomicrografias de glandula maméaria canina. IHQ, anti-
MMP2. A) Mama normal, objetiva 20x. Raras células epiteliais
(seta cheia) e estromais (seta vazada) com escore de
marcacdo um. B) Adenoma mamario simples, objetiva 40x.
Escores um para células epiteliais (seta cheia) e auséncia de
marcacdo em células mesenquimais (seta vazada). C)
Carcinoma tubulopapilar, objetiva 10x. Células epiteliais
neoplasicas (seta cheia) e estromais (seta vazada) marcadas
em escore um. D) Carcinoma complexo de mama, objetiva
20x. Escore de marcacdo um nas células estromais (seta
vazada) e células epiteliais neoplasicas (seta cheia).

Com frequéncia e independente do diagndstico foram observadas

poucas ou nenhumas células marcadas e intensidade de marcacdo

predominantemente discreta na imunoexpressio da MMP-2. A analise

comparativa ndo houve associacdo significativa entre a intensidade de

marcacdo e numero de células marcadas nos diferentes tipos morfologicos

analisados (Tabela 2).
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TABELA 2 - Distribuicdo dos casos de acordo com os escores aplicados
a marcacdo e numero de células marcadas do anticorpo
anti-MMP-2 em células epiteliais acinares e estromais
periacinares em relacdo ao diagndstico

o Ausente 8,6 (2) 50 (3) 15,4 (2) 20 (4)
5  Discreto 56,5 (13) 50 (3) 69,2 (9) 60 (12)
5 Moderado 30,4 (7) 0,0 (0) 15,4 (2) 5 (1)
Acentuado 4,3 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 15 (3)
o  Ausente 13 (3) 16,6 (1) 30,7 (4) 25 (5)
5  Discreto 47,9 (11) 83,4 (5) 69,3 (9) 55 (11)
u%J Moderado 34,8 (8) 0,0 (0) 0,0 (0) 20 (4)
Acentuado 4,3 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
o  Ausente 8,7 (2) 16,6 (1) 15,4 (2) 20 (4)
5  Discreto 34,8 (8) 83,4 (5) 46,2 (6) 45 (9)
u%J Moderado 26 (6) (0) 23 (3) 20 (4)
Acentuado 30,5 (7) (0) 15,4 (2) 15 (3)

° Ausente 13 (3) 33,4 (2) 30,8 (4) 25 (5)
5 Discreto 43,4 (10) 66,6 (4) 38,4 (5) 45 (9)
®» Moderado 21,8 (5) 0,0 (0) 23,1 (3) 25 (5)

Acentuado 21,8 (5) 0,0 (0) 7,7 (1) 5()

Teste: Kruskal Wallis.

TIMP-1

A expressao do anticorpo anti-TIMP-1 ocorreu nas células epiteliais
acinares normais, neoplasicas, nos fibroblastos periacinares e em células

inflamatérias (linfécitos) dos quatro grupos avaliados (Figura 4).



67

FIGURA 4 - Fotomicrografias de glandula mamaria canina. IHQ, anti-
TIMP1. A) Mama normal, objetiva 20x. Células epiteliais (seta
cheia) a estromais (seta vazada) com escore de marcacgéo
dois. B) Adenoma mamario simples, objetiva 20x. Escores um
para células epiteliais (seta cheia) e estromais (seta vazada).
C) Carcinoma tubulopapilar, objetiva 40x. Poucas células
epiteliais neopléasicas (seta cheia) e estromais (seta vazada)
marcadas em escore um. D) Carcinoma complexo de mama,
objetiva 20x. Marcacdo em escore um e células estromais
(seta vazada) e células epiteliais neoplasicas (seta cheia).

Quando comparados 0s grupos quanto as variaveis intensidade de
marcacdo e numero de células marcadas houve diferenca na intensidade de
marcacao das células estromais da glandula mamaria normal em relacdo ao
carcinoma complexo, com menor intensidade e auséncia de marcacdo neste
altimo. Verificou-se maior namero de células epiteliais acentuadamente
marcadas na mama normal em relacdo aos demais diagnosticos, porém sem

diferenca estatistica (Tabela 3).
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TABELA 3 - Distribuicdo dos casos de acordo com 0S escores
aplicados a intensidade de marcacéo e numero de células
marcadas com o anticorpo anti-TIMP-1 em células
epiteliais acinares e estromais periacinares em relacao ao
diagnostico

o  Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
5  Discreto 71,4 (15) 83,3(5) 70,6 (12) 75 (12)
U8J Moderado 28,6 (6) 0,0 (0) 23,5 (4) 19 (3)

Acentuado 0,0 (0) 16,7 (1) 59 (1) 6 (1)

° Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 5,9 (1) 12,5 (2)
o Discreto 66,6 (14) 100 (6) 70,6 (12) 87,5 (14)
ub’j Moderado 33,4 (7) 0,0 (0) 23,5 (4) 0,0 (0)
Acentuado 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
o Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
o Discreto 23,8 (5) 16,6 (1) 41 (7) 37,5 (6)
ub’j Moderado 33,3(7) 50 (3) 35,2 (6) 37,5 (6)
Acentuado 42,8 (9) 33,4 (2) 23,8 (4) 25 (4)
© Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 59 (1) 12,6 (2)
5 Discreto 47,6 (10) 50 (3) 70,6 (12) 56,2 (9)
é Moderado 23,8 (5) 50 (3) 23,5(4) 25 (4)
Acentuado 28,6 (6) 0,0 (0) 0,0 (0) 6,2 (1)

Teste: Kruskal Wallis. No campo diagnoéstico, mais de uma letra significa
diferenca estatistica (p<0,05) entre a letras que o grupo representa.

TIMP-2

As células epiteliais acinares da glandula maméaria normal e
neoplasica, assim como o tecido estromal em todos diagndsticos apresentaram
marcagao citoplasmatica com o anticorpo anti-TIMP2, variando de discreta a

acentuada a depender do diagnéstico (Figura 5).
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FIGURA 5 - Fotomicrografias de glandula mamaria canina. IHQ, anti-
TIMP2. A) Mama normal, objetiva 20x. Células epiteliais (seta
cheia) a estromais (seta vazada) com escores de marcacgao
um. B) Adenoma mamario simples, objetiva 10x. Células
epiteliais (seta cheia) e estromais (seta vazada) com escore
de marcacdo um. C) Carcinoma tubulopapilar, objetiva 20x.
Células epiteliais neoplasicas (seta cheia) e estromais (seta
vazada) marcadas em escore trés. D) Carcinoma complexo
de mama, objetiva 10x. Marcacao em escore dois nas células
epiteliais neoplasicas (seta cheia) e um em células estromais
(seta vazada).

Houve diferenca quanto a intensidade de marcacdo nas células
epiteliais entre mamas normais e com carcinoma tubulopapilar, com maior
intensidade nas neoplasicas (p<0,05). Entretanto, quando considerados o
namero de células epiteliais e estromais marcadas e a intensidade de
marcacado nas celulas estromais, ndo houve diferenca entre os diagndsticos
(Tabela 4).
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TABELA 4 - Distribuicdo dos casos de acordo com 0S escores
aplicados a imunomarcacdo e numero de células
marcadas do anticorpo TIMP-2 em células epiteliais
acinares e estromais periacinares em relacdo ao
diagnostico

o  Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

5  Discreto 95 (19) 83,3 (5) 66,7 (12) 57,2 (8)

U8J Moderado 5 (1) 16,7 (1) 22,2 (4) 35,7 (5)
Acentuado 0,0 (0) 0,0 (0) 11,1 (2) 7,1 (1)

° Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
o Discreto 95 (19) 66,6 (4) 61,1 (11) 64,3 (9)
ub;j Moderado 5(1) 33,3 (2) 27,8 (5) 28,6 (4)

Acentuado 0,0 (0) 0,0 (0) 11,1 (2) 7,1 (1)

o Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
o Discreto 25 (5) 16,7 (1) 16,7 (3) 21,4 (3)
ub;j Moderado 60 (12) 66,6 (4) 50 (9) 42,9 (6)

Acentuado 15 (3) 16,7 (1) 33,3 (6) 35,7 (5)

© Ausente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
5 Discreto 60 (12) 83,3 (5) 61,1 (11) 64,3 (9)
é Moderado 35 (7) 16,7 (1) 38,9 (7) 28,6 (4)

Acentuado 5(2) 0,0 (0) 0,0 (0) 7,1 (1)

Teste: Kruskal Wallis. No campo diagnéstico, mais de uma letra significa
diferenca estatistica (p<0,05) entre as letras que 0 grupo representa.

Correlacéo entre MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2

Observou-se correlacdo positiva entre os anticorpos anti-TIMP-1 e
anti-MMP-9 nas glandulas mamarias normais quanto a intensidade de

marcacao nas ceélulas epiteliais (r = 0.5552 / p = 0.0136), mesenquimais (r
0.4708 / p = 0.0362), além do numero de células epiteliais (r = 0.4720 / p
0.0356) e estromais (r = 0.5259 / p = 0.0207) marcadas. Houve ainda forte
correlacdo positiva entre anti-MMP-9 e anti-TIMP-2 quanto a intensidade de
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marcacado nas ceélulas epiteliais do carcinoma tubulopapilar (r = 0.7531 / p=
0.0098).

DISCUSSAO

Estudos sobre comportamento bioldégico tumoral tém focado a
atencédo no tecido estromal, considerando a descoberta de sua participacao na
tumorigénese, invasdo tumoral e formacao de metastases (NAKOPOULOU et
al., 2003; BERGAMASCHI et al., 2008; ZHANG et al., 2009). As MMP e TIMP
desempenham papel importante neste mecanismo por participar do processo
de degradacédo estromal e dos componentes da membrana basal, facilitando a
disseminacéao das células neoplasicas (KESSENBROCK et al., 2010).

Nos tumores mamarios caninos a atividade das MMP é associada
principalmente a malignidade das lesbes (PAPPARELLA et al., 2002; ARESU
et al., 2011). Os resultados deste estudo corroboram esta hipotese, ja que a
expressdo de MMP-9 foi mais intensa nas células epiteliais e estromais dos
carcinomas complexo e tubulopapilar em relacdo a glandula mamaria normal.
De forma semelhante, YOKOTA et al. (2001) demonstraram pelo método de
zimografia que carcinomas mamarios caninos exibem cerca de 4-26 vezes
mais MMP-9 do que a glandula maméria normal. Ressalte-se que, em
mulheres, o aumento tissular desta enzima € associado ao grau histologico e a
metastases em linfonodos no momento do diagnéstico (KIM et al., 2006; HAO
et al., 2007).

A intensidade de marcacao para anti-MMP-9 também foi maior nos
carcinomas em relacdo ao adenoma, embora sem diferenca estatistica. Apesar
disso, HIRAYAMA et al. (2002) e KAWAI et al. (2006) igualmente
demonstraram maior expressdao de MMP-9 nos carcinomas em relacdo ao
adenoma, e LOUKOPOULOS et al. (2003) descreveram maior expressao desta
enzima em sarcomas quando comparados aos carcinomas, 0 que remete a
importancia do seu aumento no tecido mamario canino com proliferacdes
malignas, possivelmente facilitando o processo de invasdo tecidual pelas

células neopléasicas.
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De outra parte, na avaliacdo do numero de células epiteliais e
estromais marcadas com MMP-9 nao foi constatada diferenca entre os grupos,
0 que esta de acordo com os achados de PELLIKAINEN et al. (2004) e ARESU
et al. (2011), os quais descrevem certo grau de marcacao citoplasmatica desta
enzima nas ceélulas epiteliais e estromais normais, bem como nas epiteliais
neoplasicas. Com isso, € imediato inferir que a intensidade de marcacédo
compreende valiosa ferramenta de avaliacdo para MMP-9 em relagdo ao
namero de células marcadas, especialmente quando se consideram células
neoplasicas malignas, jA que estas comumente possuem heterogeneidade
génica e capacidade de expansao clonal (FILHO, 2011), o que possibilita a
proliferacdo de células com grande capacidade de sintese de MMP-9,
permitindo maior degradacdo da membrana basal (MB) e MEC e facilitando a
invasao tumoral.

Na avaliagdo da expressao da MMP-2 néo foi observada diferenca
entre os grupos avaliados com relacdo a intensidade e namero de células
epiteliais e estromais marcadas. Ao contrario,b, ARESU et al. (2011)
demonstraram elevados niveis de pro-MMP-2 e MMP-2 pelos métodos de
zimografia e imuno-histoquimica, respectivamente, nos carcinomas em
comparacdo aos adenomas mamarios de cadelas. Contudo, os autores do
refrido estudo ndo fazem distingdo quanto ao tipo histomorfolégico, avaliando
em conjunto as diferentes amostras com diagnostico de carcinoma. Desta
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 comparacdo a MMP-9, que exibiu maior intensidade de marcacao
nos carcinomas avaliados. De acordo com PELLIKAINEN et al. (2004), a
expressdo de MT-MMP-1 e TIMP-2 nos tecidos contribui para a ativacao e
regulacdo da MMP-2 e podem alterar sua participacdo nos diferentes
processos neoplasicos. PAPPARELLA et al. (2002) descrevem a marcacao do
MMP-2 nas células epiteliais normais e neoplasicas, assim como nas
estromais, conforme observado neste estudo.

Menor intensidade de marcacdo de TIMP-1 foi observada nas
células estromais periacinares do carcinoma complexo em relagdo a mama
normal. Em contrapartida, ARESU et al. (2011) n&o referem diferenca na

expressdo de TIMP-1 no tecido mamario canino normal e neoplasico. Ja
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KAWAI et al. (2006) demonstram maior expressao desta proteina nos
carcinomas, seguidos pelos adenomas e mama normal. Em humanos, a TIMP-
1 é descrita como um inibidor da invasdo de células tumorais e de metastases.
A exemplo, NAKOPOULOU et al. (2003), avaliando a expressdo imuno-
histoquimica de TIMP-1 em 133 carcinomas infiltrativos de mama de mulheres,
observaram o aumento da expressdo em células cancerosas em 60,15% dos
casos, sendo inversamente relacionado ao grau histolégico e nuclear,
inversamente proporcional a proliferacdo célular, e sua superexpressdo nas
células neoplasicas um fator determinante para o prognostico favoravel em
mulheres. Com isso, neste estudo, a reducédo da expressdo de TIMP-1 e a
auséncia de diferenca de TIMP-2 no carcinoma complexo podem indicar maior
degradacdo da MEC e progressao tumoral neste tipo histomorfologico.

Ao avaliar a intensidade de marcacdo da TIMP-2 em relacdo aos
diagnosticos foi observada maior marcacdo nas células epiteliais neoplasicas
do carcinoma tubulopapilar em relacdo aquelas da mama normal. O aumento
da expressao das TIMP ainda é controverso. Uma vez que sabidamente 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 prognostico para pacientes com neoplasias (BOURBOULIA &
STETLER-STEVENSON, 2010). Contudo, evidéncias sugerem que as TIMP
sao proteinas multifuncionais que, em adicao ao seu efeito inibitério das MMP,
também promovem a proliferacdo de alguns tipos célulares, e os seus efeitos
antiapoptoéticos podem favorecer o crescimento inicial do tumor primario
(WURTZ et al., 2005).

Em mulheres, o aumento da expressdo do TIMP-2 também é
correlacionado a maior agressividade tumoral e pior prognéstico (VIZOSO et
al., 2007; BREW & NAGASE, 2010). Neste contexto, sugere-se que a maior
intensidade deTIMP-2 no carcinoma tubulopapilar possa estar relacionada
tanto a inibicdo da atividade das MMP, como a promog¢do do crescimento
tumoral e degradacdo da MEC. Entretanto, a agado proliferativa da TIMP-2
juntamente a acéao proteolitica da MMP-9 pode sobrepor-se a acao inibitéria da
TIMP-2 e, com isso, representar evolucdo e invasao tumoral, ja que houve
correlacdo positiva entre estas proteinas. Ainda, a marcacdo significativa

restrita ao carcinoma tubulopapilar sugere a relacdo da TIMP-2 a este tipo
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histomorfoldgico, assim como ocorre em humanos, nos quais o aumento desta
proteina tem sido associado ao tipo histoldgico ductal (TETU et al., 2006;
JOBIM et al., 2009).

Diante dos resultados € possivel inferir que o equilibrio entre as
metaloproteinases e seus inibidores na mama canina normal pode
compreender condi¢cdo fundamental para a manutencdo da homeostase neste
tecido, ja que somente correlacéo positiva entre MMP-9 e TIMP-1 foi observada
neste grupo. Ainda, alteracdes quantitativas em excesso de TIMP e MMP, em
especial de MMP-9 e TIMP-2, parecem compor fator importante na evolucéo
tumoral e ocorréncia de metastases em relagdo aos carcinomas tubulopapilar e

complexo nas cadelas.

CONCLUSOES

Ha variacdo na expressdo da MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 em funcéo
dos tipos histomorfolégicos, além de correlacdo positiva entre TIMP-1 e MMP-9
nas mamas normais e entre MMP-9 e TIMP-2 no carcinoma tubulopapilar. A
atividade equilibrada entre MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 pode ser
fundamental a hoemostase do tecido mamario canino normal enquanto o
aumento da expressao de MMP-9 e TIMP-2, e a expressao reduzida de TIMP-1

nos carcinomas pode representar condicdo adequada a evolugéo tumoral.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho possibilitou verificar diferencas de expresséo das
proteinas MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 na glandula mamaria canina em funcéao do
tipo histomorfolégico. A MMP-9 foi mais expressa nas células mesenquimais e
epiteliais dos carcinomas complexos e tubulopapilares quando comparados a
mama normal, enquanto a TIMP-2 foi mais expressa neste Ultimo em relacéo a
mama normal. A TIMP-1 esteve menos expressa nas células estromais do
carcinoma complexo em relagdo a mama normal.

A correlacdo observada entre TIMP-1 e MMP-9 na mama normal
sugere que o aumento concomitante destas proteinas desempenha papel
fundamental na manutencédo da homeostase neste tecido, e o desbalanco entre
as mesmas, seja por aumento ou reducéo, pode facilitar a progressao tumoral.
Ainda, o aumento da expressdo da MMP-9 pode estar relacionada ao
carcinoma tubulopapilar, assim como ocorre em humanos.

A graduacdo dos tumores mamarios mostrou-se um método pratico,
relativamente rapido e que, uma vez aplicado, pode fornecer informacdes
relevantes sobre o comportamento bioldégico do tumor, assim como auxiliar o
clinico na definicdo terapéutica e prognéstica.

Ressalta-se a importancia do preenchimento completo da anamnese
no formulario de requisicdo de exames histopatolégicos, em especial o
tamanho da neoplasia, caracteristica pouco mencionada, cuja auséncia, na
maioria dos casos, inviabilizou sua correlacdo com outros parametros clinico-

patolégicos no presente estudo.





