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Introducdo e Objetivos: O mastocitoma cutaneo canino (MCT)
apresenta comportamento bioldgico variavel: alguns tumores demonstram
caracteristicas benignas, enquanto outros crescem de forma agressiva e
metastatica.1-4 O auxilio de indicadores progndsticos complementares
aos sistemas de classificagdo histopatoldgicos propostos por Patnaik, Ehler
e Macewen2 and Kiupel et al.5 podem tornar as avaliagdes mais precisas e
reduzir as variabilidades intra e inter-observadores. As metaloproteinases de
matriz (MMPs) sdo enzimas fundamentais para a progressao das neoplasias,
pois favorecem a degradacdo da matriz extracelular e, consequentemente, o
processo de metastatizagdo.6,7 Sendo assim, a caracterizagdo da expressao
das MMPs pode ser uma potencial ferramenta prognéstica para animais com
MCTs. As MMPs 2 e 9, conhecidas como gelatinases, destacam-se pela sua
capacidade de degradar colageno tipo IV, um dos principais componentes da
membrana basal.8 MMP-2 também ¢ capaz de hidrolisar alguns colagenos,
laminina e TGF-. Ja a MMP-g é expressa por leucdcitos polimorfonucleares
(PMNL), macréfagos e endotélio, atuando sobre colagenos, proteoglicanos
e elastina.g A atividade das MMPs ¢é regulada por enzimas denominadas
Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMPs).10 TIMP-1 e TIMP-2
inibem a agdo das gelatinases MMP-g e 2 respectivamente.8,11

O presente trabalho foi delineado para caracterizar a expressio imuno-
histoquimica da MMP-2 e MMP-9, bem como os seus inibidores teciduais,
TIMP-2 e TIMP-1, em mastocitomas cutidneos caninos, e verificar sua
associagdo com os tipos histopatologicos, mortalidade relacionada a doenga

e sobrevida pos-cirurgica.
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Materiais e Métodos: Foram avaliados 53 mastocitomas removidos de
46 cdes provenientes dos Hospitais Veterindrios da FMVZ-USP, Universidade
Metodista e da Clinica Veterinaria Onco Cane.

Durante 0 acompanhamento foram registrados as variaveis: idade, sexo, raga,
uso de quimioterapia, recidiva, sobrevida e causa mortis, quando aplicavel.
Foram analisados separadamente 12 cdes que receberam quimioterapia
adjuvante. Os mastocitomas foram classificados de acordo com os critérios
de Patnaik, Ehler e Macewen2 e Kiupel et al.5 Os tumores foram fixados em
formalina tamponada a 10% e processados rotineiramente. Os cortes foram
incubados com anticorpos primarios policlonais de coelho anti-MMP-2 (1:200)
e anti-MMP-9 (1:300) e anticorpos monoclonais de camundongo anti-TIMP-2
(1:100) e anti-TIMP-1 (1:100), seguido pela aplicagdo de anticorpo secunddrio
biotinilado e, posteriormente, complexo estreptavidina-peroxidase, segundo
indicagao do fabricante (LSAB; Dako Cytomation). Para o controle negativo,
o anticorpo primdrio foi substituido por IgG normal de mesma espécie e
concentragao. Os cortes foram avaliados quantitativamente pela percentagem
média de mastdcitos positivos em cinco campos de maior aumento (400x)
selecionados a partir de dreas com o maior percentual de células marcadas
("hot spots"). Os resultados foram comparados pelo teste ANOVA/Kruskal-
Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn. As associagdes foram avaliadas pelo
teste Exato de Fisher. Dados de sobrevida foram analisados com o método
de Kaplan Meier e teste log-rank. O modelo de riscos proporcionais de Cox
foi utilizado para comparar multiplos marcadores. Teste de Spearman foi
usado para avaliar a positividade dos PMNL. O nivel de significincia foi
fixado em 5%. Resultados e Discussdo: Os cdes sem raca definida
foram os mais representativos, seguidos por Boxers e Labradores Retrievers.
Quando classificados pelos critérios de Patnaik et al. (1984) [2], cerca de 19%
dos MCTs eram grau I, 49% grau II e 32% grau III. Utilizando o sistema de
Kiupel et al. (2011)[5] 54,7% dos MCTs eram de baixo grau e 45,3% de alto
grau. O acompanhamento variou de 3 a 2670 dias. Durante este periodo, 15 cies
morreram devido ao MCT e 15 devido a outras causas. Assim como referido por
diversos autores, a utilizagdo de imunoistoquimica permitiu a demonstragao
dos padroes de distribuigao e localizagdo celular das MMP-2 e 9, e dos TIMPs
2 e 1 no MCT canino, bem como, a quantificagdo e a expressio das quatro
proteinas estudadas nos mastdcitos neopldsicos, nos fibroblastos, leucdcitos
polimorfonucleares e endotélio vascular intratumorais [12,13,14,15]. O uso desta
técnica na busca de um indice prognodstico para os mastocitomas fornece uma
maneira menos subjetiva para a determinagdo do curso da doenga, sem que haja
aumentos substanciais no tempo e custo [16]. A positividade de fibroblastos
estromais e células endoteliais para as metaloproteinases é confirmada
pelos dados presentes em literatura que demonstram fatores angiogénicos
induzindo a expressio das MMPs no endotélio e no estroma celular [17,18].
Os niveis elevados de expressdo de diversas MMPs, dentre elas as MMPs 2 e
9 e TIMPs (TIMP-1, 2 e 3), nos fibroblastos associados ao tumor geralmente
estdo relacionados 4 um maior risco de metastases distantes [19,20]. Nao foi
encontrada associagao entre os sistemas de classificagdo histopatoldgicos e a
imuno-positividade para qualquer uma das proteinas avaliadas.

Os resultados obtidos demonstram que a baixa expressao imuno-histoquimica
de TIMP-1 (inferior a 22,9%) é um indicador de menor sobrevida pos-cirurgica
(P = 0,0136). O risco de morte devido ao MCT ¢é 3,3 vezes maior nos casos
com menos de 22,9% de mastocitos positivos para TIMP-1. Mesmo quando os
animais submetidos & quimioterapia foram adicionados, a expressao de TIMP-1
ainda foi considerada um bom indicador de sobrevida (P = 0,0105).
Alteragdes no microambiente tumoral podem influenciar a progressiao do
cancer por meio de interagdes efetuadas entre MMPs e TIMPs fazem com que
as células superem os obstaculos fisioldgicos [21, 22, 23,24]. Tém sido constatado
que os TIMPs impedem a disseminagao do tumor por inibigao das MMPs, pela
supressao da angiogénese e por desencadear a apoptose de células malignas
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[25,26]. Experimentos in vitro demonstraram que a superexpressao de TIMP-1
tem propriedades antineopldsicas, por exemplo, em hepatocarcinoma [27] e
melanomas [28]. Além disso a utilizacdo de modelos in vivo demonstrou que
niveis elevados de TIMP-1 exdgeno inibem crescimento celular e angiogénese
em tumores de aloenxerto de murino [29]. Aresu et al. (2011) [12] avaliaram
a expressao génica de TIMP-1 em tumores de mama de cadelas e também
encontraram que a alta expressao de TIMP-1 teve um discreto efeito protetivo.
Adicionalmente, as expressdes imunoistoquimicas nos mastocitos e leucdcitos
polimorfonucleares apresentaram correlagao positiva para todos os marcadores
testados (MMP-2, P=0,0435; MMP-9, P=0,0003; TIMP-2, P=0,0281; TIMP-1,
P<0,0001). E provavel que essas células possam colaborar na remodelagio do
estroma, mas estudos futuros sao necessarios para a confirmagao desta hipotese
e elucidagdo da razdo para essa correlacio, bem como, para determinar se os
mastdcitos neoplasicos podem estimular ou aumentar a produgéo estromal de
MMPs e TIMPs, contribuindo para a progressao do tumor.

Foi constatado que as expressoes de MMP-2, MMP-g e TIMP-2 nao sao bons
indicadores prognosticos para sobrevida e mortalidade relacionada a doenga.
Finalmente, os resultados obtidos sugerem o envolvimento de TIMP-1 na
progressao do MCT, corroborando a idéia de um "efeito protetor" desta proteina
[29,30,31]. Conclusdao: O TIMP-1 apresenta expressio significativamente
mais elevada em animais com maior sobrevida, o que sugere um papel desta
molécula em prevenir a progressao tumoral. No entanto, nao foi observada
qualquer associagdo entre o TIMP-1 e graus histopatologicos. A avaliagdo
desta proteina pode representar um fator progndstico independente para os
mastocitomas caninos. E provavel que o TIMP-1 possa inibir diretamente a
MMP-9 e/ou outras enzimas, assim como antagonizar a angiogénese e/ou
iniciar a apoptose de células malignas, o que conduz a um bom resultado
nos pacientes com mastocitoma cutineo. Futuros estudos sdo necessarios
para a elucidagdo de tais questdes e, eventualmente, encontrar novos alvos
terapéuticos para esta importante neoplasia canina. Apoio financeiro:
Este estudo teve auxilio financeiro da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP, processos 2010/05094-5 € 2013/13252-8).
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Introducdo e Objetivos: A raiva ainda é um grave problema de
saude publica e mesmo com o aumento da eficiéncia das vacinas e medidas
profilaticas estima-se que aproximadamente 70 mil pessoas morram
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