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EXPRESSAO DAS METALOPROTEINASES DE MATRIZ 2 E 9 EM CAES COM
LINFOMA: ASSOCIACAO COM FATORES PROGNOSTICOS

RESUMO - O linfoma é uma doenca linfoproliferativa caracterizada pela
multiplicacéo clonal de linfocitos malignos no seio dos orgéos linféides, afetando
principalmente os linfonodos, ou outros 0rgéos viscerais solidos, com prognostico
dependente de varios fatores, incluindo invasdo tecidual. Enzimas proteoliticas
MMP-2 e MMP-9 estdo sendo estudadas quanto a importancia neste processo de
progressao tumoral por propiciarem a penetracao e infiltracao celular. Considerando
a importancia atual destas enzimas e o0 papel ainda n&do fundamentado nas
neoplasias hematopoiéticas, avaliou-se a expressdao de MMP-2 e MMP-9 em cées
acometidos por linfoma multicéntrico e caes higidos, através de técnica imuno-
histoquimica de linfonodo e eletroforese zimografica de linfonodo e soro,
estabelecendo a relacdo entre a expressdo destas enzimas e os fatores
progndésticos como estadiamento, imunofenotipo e grau histopatolégico da neoplasia
e resposta ao tratamento. Observou-se maior expressao tecidual de MMP-9 nos
animais com linfoma, através de técnica imuno-histoquimica, sem correlacdo exata
com prognéstico. Eletroforese zimografica do linfonodo demonstrou correlacdo da
MMP-9 com imunofendtipo T e animais em doenca progressiva, inferindo possivel
prognostico negativo quanto a sobrevida. Valores de MMP-2 ndo apresentaram
relacdo clara com o processo tumoral, assim como os valores séricos das duas
enzimas. Desta forma, a MMP-9 demonstrou participacdo no processo neoplésico,
porém sem determinacao prognostica exata.

Palavras-chave: céo, linfoma, metaloproteinase, MMP-2, MMP-9



EXPRESSION OF MATRIX METALLOPROTEINASES 2 AND 9 IN DOGS WITH
LYMPHOMA: ASSOCIATION WITH PROGNOSTIC FACTORS

ABSTRACT — Lymphoma is a lymphoproliferative disease characterized by
clonal proliferation of malignant lymphocytes within lymphoid organs, mainly affecting
the lymph nodes, or other solid visceral organs, with prognosis depends on several
factors, including tissue invasion. Proteolytic enzymes MMP-2 and MMP-9 have been
studied as to the importance of tumor progression in this process by propitiate the
penetration and cellular infiltration. Considering the current importance of these
enzymes and the role not grounded in hematopoietic malignancies, we evaluated the
expression of MMP-2 and MMP-9 in dogs affected by multicentric lymphoma and
healthy dogs by immunohistochemistry technique of lymph node and zymography
electrophoresis of lymph node and serum, establishing the relationship between the
expression of these enzymes and prognostic factors such as tumor staging,
immunophenotyping, histological grade and response to treatment. We observed
increased expression of MMP-9 tissue in animals with lymphoma by
immunohistochemistry technique, no exact correlation with prognosis. Zymography
electrophoresis of lymph node demonstrated correlation of MMP-9 with T-cell
phenotype and progressive disease, inferring possible negative prognosis regarding
survival. Values of MMP-2 showed no clear relation with the tumoral process as well
as serum levels of the two enzymes. Thus, MMP-9 demonstrated involvement in the
neoplastic process, but without accurate prognostic determination.

Keywords: dog, lymphoma, metalloproteinase, MMP-2, MMP-9
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1 INTRODUCAO

O linfoma € uma das neoplasias mais comumente diagnosticadas no cao e
corresponde a cerca de 90% das neoplasias hematopoiéticas nesta espécie
(OGILVIE; MOORE, 1995; DHALIWAL et al.,, 2003), sendo caracterizado pela
proliferacdo de células originadas do tecido linféide, histiocitos, seus precursores e
derivados. E a neoplasia que melhor responde a quimioterapia , e que por sua vez
proporciona consideraveis melhorias na duracdo e qualidade de vida do paciente
(OGILVIE; MOORE, 1995). Por outro lado, quando nao tratado, o linfoma pode levar

muitos cées a Obito em poucas semanas (MACEWEN et al., 2001).

A disseminacéo das neoplasias pode estar associada a producéo de enzimas
proteoliticas que possuem a capacidade de degradar a membrana basal e a matriz
extracelular, permitindo o contato das células neopldsicas com o estroma e
consequente penetracao e infiltracdo celular, ocasionando metastases e crescimento
tumoral (HIRATSUKA et al., 2002; GOMES et al., 2009). Dentre estas proteases, as
metaloproteinases de matriz tipo 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) possuem papel importante
na expansao da massa tumoral, com suas expressdes aumentadas nestes tecidos,
proporcionalmente a agressividade tumoral (HAYASHIBARA et al., 2002; NAKAICHI
et al.,, 2007; RIBEIRO et al., 2008). Apesar dos diversos relatos da relacdo destas
enzimas com os tumores sélidos, estudos mais aprofundados ainda sdo necessarios
para o esclarecimento de sua interferéncia nos tumores hematopoiéticos tais como o

linfoma.

Desta forma, revela-se bastante alvissareiro o estudo da associacao entre as
concentracfes séricas e teciduais destas proteases e os fatores progndsticos do
linfoma canino, bem como sua utilizagdo como marcadores tumorais e indicadores
prognésticos.  Alteracbes  precoces has  concentracbes  séricas  das
metaloproteinases, durante a vigéncia de protocolos quimioterapicos, poderao
propiciar uma intervencgéo terapéutica, igualmente precoce, minimizando o processo
invasivo do tumor e certamente conferindo melhor e maior qualidade de vida ao

paciente.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfoma

O linfoma pode ser caracterizado pela proliferacdo clonal de linfocitos
malignos nos o6rgaos linféides (DHALIWAL et al., 2003), afetando principalmente os
linfonodos ou outros 6rgaos viscerais sélidos, como figado e baco (VAIL; OGILVIE,
1998; COUTO, 2001; VAIL; YOUNG, 2007). Entretanto esta neoplasia pode surgir
em quase todos os tecidos do corpo (MACEWEN et al., 2001).

De acordo com Dobson e Gorman (1994) o linfoma € a neoplasia
hematopoiética mais comum em caes e representa de 5 a 10 % de todas as
neoplasias que acometem esta espécie. Corresponde a aproximadamente 90% das
neoplasias do sistema hematopoético nos cdes (MORRISON, 1998; FAN;
LORIMIER, 2005; VAIL; YOUNG, 2007). No Brasil, poucos sdo os levantamentos
feitos sobre a frequencia em cées. Fraguas (2008) registrou entre 2003 e 2006, no
Hospital Veterinario da FCAV UNESP/Jaboticabal, 108 caes acometidos, com
predominadncia de cées sem raca definida (SRD), adultos jovens e sem
predisposicdo sexual. Resultados semelhantes também foram reportados apos
estudos retrospectivos da frequencia de linfomas caninos, realizados, na regiao de
Botucatu — SP (CARDOSO et al., 2003) e na regido norte do Parana (MORENO;
BRACARENSE, 2007).

A etiologia do linfoma canino é considerada multifatorial, porém, entre os
fatores predisponentes que suscitam a apresentacdo do linfoma, estdo: exposicéo
prolongada a substancias potencialmente cancerigenas (GREENLE et al., 1990;
VALLI, 1993; JONNES et al., 1997); alteracdes genéticas herdadas ou adquiridas
podendo levar a ativacdo de proto-oncogenes e/ou inativacdo de genes supressores
de tumor (p53); imunossupressdo (DALECK et al.,, 2008). Etiologia viral foi

identificada em algumas espécies animais tais como felinos, bovinos, roedores e



aves, assim como em alguns primatas, porém nao esta firmada em cédes (GREENLE
et al., 1990; VALLI, 1993; JONNES et al., 1997; MORRISON, 2005).

Quanto a localizacdo anatbmica, os linfomas podem ser classificados em
linfoma multicéntrico, digestivo ou alimentar, mediastinico ou timico, cutédneo e
extranodal (MOULTON; HARVEY, 1990; VAIL; OGILVIE, 1998).

O estadiamento clinico do linfoma proposto pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) leva em consideracdo a extensdo da doenca neoplasica, a presenca
de sindromes paraneoplasicas e outras enfermidades associadas e, ainda, o estado
geral do paciente e seus parametros fisioldgicos, classificando-os em estadios (I a V)
e subestadios (a e b), conforme especificado na Tabela 1 (OWEN, 1980; FAN;
KITCHELL, 2002).

Tabela 1 Classificacdo Clinica do Linfoma segundo a OMS.

Estédio | Envolvimento limitado a um linfonodo

Estadio Il Envolvimento de linfonodos regionais

Estadio lll Aumento generalizado dos linfonodos

Estadio IV Envolvimento do figado e/ou baco com ou sem linfadenomegalia
Estadio V Envolvimento do sangue, medula 0ssea e/ou outros 6rgédos

Subestadios: a- sem sinais sistémicos; b- com sinais sistémicos

Os sinais clinicos do linfoma variam de acordo com a sua apresentagéo
anatdmica e histologica. O linfoma multicéntrico é caracterizado por linfadenopatia
generalizada, envolvimento hepatico, esplénico ou da medula éssea, ou a
combinacdo destes. Os linfonodos acometidos apresentam-se acentuadamente
aumentados (cinco a 15 vezes o tamanho normal), indolores e com mobilidade livre,
podendo em caso de obstrucdo mecéanica da drenagem linfatica levar a ocorréncia
de edema (NELSON; COUTO, 2006).

Os pacientes com linfoma comumente desenvolvem anemia de leve a
moderada, em decorréncia da liberacdo de fatores neoplasicos que deprimem a
eritropoese (anemia hipoplasica, normocitica e normocrémica). Outras formas de

anemia sao também descritas, dentre elas a anemia hemolitica autoimune, a anemia



hemorragica e a anemia das doencas crbnicas (FIGHERA, 2001; DALECK et al.,
2008).

O animal acometido por linfoma pode apresentar leucometria normal,
diminuida ou elevada, porém um quadro de linfocitose quase sempre € observado
(LEIFER; MATUS, 1986; RASKIN; KRENBIEL, 1989; AVERY; AVERY, 2007).
Observou-se em um estudo com 25 cées portadores de linfoma, média de leucdcitos
no momento do diagnéstico dentro do padrao de normalidade, porém, 24 % destes
animais apresentaram leucocitose, acompanhada ou nao de linfocitose (ANAI, 2011)

Quando ha anemia, linfocitose, neutropenia, trombocitopenia e presenca de
linfécitos atipicos ou linfoblastos circulantes, estes achados sugerem o envolvimento
da medula 6ssea, como ocorre em pacientes em estadio V do linfoma. Diante dessa
suspeita, a puncdo da medula 6ssea objetivando o mielograma, pode auxiliar na
confirmagdo de seu comprometimento, sendo muitas vezes dificil a diferenciagédo
entre linfoma e leucemia (DALECK et al., 2008).

O diagnéstico pode ser firmado com base no exame fisico e nas avaliacdes
complementares (hematoldgicas, bioguimico-séricas, radiograficas e
ultrassonogréficas). Porém, o diagndstico definitivo s6 pode ser concluido com a
avaliacao citologica ou histopatoldgica do(s) érgao(s) afetado(s) (FAN; KITCHELL,
2002; NELSON; COUTO, 2006; SANTANA et al., 2008).

A citologia aspirativa com agulha fina permite a avaliacdo tumoral e
classificagcdo desta neoplasia no grupo dos tumores de células redondas, com
esfoliagdo tumoral em quantidade moderada a significativa, com caracteristicas
citolégicas importantes como a presenca de células redondas dispostas
individualmente, com limites citoplasmaticos definidos, sem apresentarem juncdes
célula-a-célula (SANTANA et al., 2008).

Quanto a classificacdo histolégica com base no grau de malignidade podem
ser classificados como sendo de alto, médio ou baixo grau, sendo que na maioria
dos casos, os linfomas apresentam-se com alto grau de malignidade (MOULTON,;
HARVEY, 1990; TESKE et al., 1994; JONES et al., 1997; DE MOURA et al., 1999;

SEQUEIRA et al., 1999). De acordo com o esquema de classificacdo histolégica



(Kiel ou National Cancer Institute), 80% dos linfomas caninos sdo similares aos
linfomas ndo-Hodgkin humanos de médio e alto grau (SEQUEIRA et al., 1999; VAIL,
2000), permitindo a formulacdo de um sistema de classificacdo comparativa e a
utilizacdo do linfoma canino como um modelo espontaneo para o homem
(GENTILINI et al., 2005). O linfoma alto grau caracteriza-se pela predominancia de
células com alto grau de malignidade, mais indiferenciadas, na forma de blastos,
enguanto o0 baixo grau caracteriza-se pelo sufixo “citico”, com células na sua maior
parte de menores tamanhos e mais diferenciados (LENNERT; FELLER, 1990;
PARODI, 2001; DALECK et al., 2008; ARESU et al., 2012). H4 ainda o sistema de
classificacdo padronizado pela Organizacao Mundial da Saude (WHO), que se utiliza
das caracteristicas celulares aliadas a classificacdo imunofendétipica nos linfomas
(VALLI et al., 2011).

O imunofendtipo de neoplasia linféide em cées pode ser obtido através de
citometria de fluxo, imunocoloracdo de cortes de tecido ou de preparacbes
citologicas obtidas por aspiracdo com agulha fina (RASKIN; MEYER, 2003).
Segundo Vail e Ogilvie (1998) aproximadamente 70 a 80% dos linfomas caninos tém

derivacdo imunofenotipica de célula B e o restante € derivado de células T.

Como ja descrito anteriormente, o linfoma é a neoplasia que melhor responde
a quimioterapia antineoplasica (OGILVIE; MOORE, 1995), e que proporciona
consideraveis melhorias na duragdo e qualidade de vida do paciente (OGILVIE;
MOORE, 1995). Observa-se maior risco de morte apdés a primeira sessao
guimioterapica, como consequéncia da neutropenia mais intensa sete dias ap0s o
inicio do tratamento (LANORE; DELPRAT, 2004). Coleta (2009) obteve taxa de
sobrevida estavel até a quarta semana de tratamento, porém, queda progressiva da
mesma no decorrer das semanas. Quando néo tratado, o linfoma pode levar muitos

cdes a 6bito em quatro a seis semanas (MACEWEN et al., 2001).

Utilizando-se da classificacdo de Kiel os linfomas de baixo e alto grau
respondem de forma diferente ao tratamento oncolégico. Os linfomas de baixo grau,
compostos por células pequenas e com indice mit6tico baixo, progridem lentamente

e estdo associados a tempos de sobrevida mais longos. Por outro lado, os de alto



grau, com um indice mitotico elevado, progridem rapidamente, mas respondem

melhor a abordagem terapéutica com quimioterapia (VAIL; YOUNG, 2007).

O prognostico do linfoma canino esta relacionado a imunofenotipagem e
subestadiamento da doenca, estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude. Os
tumores derivados de células T tém remissdo mais curta e 0s animais com sinais
clinicos de linfoma (subestadio “b”) tém progndstico reservado (VAIL, 2000;
MACEWEN et al., 2001).

Segundo Vail e Young (2007) os fatores progndéstico para o linfoma canino
podem ser agrupados segundo associacdo moderado a forte, como especificado na
Tabela 2.

Tabela 2 Fatores progndsticos do linfoma canino. Adaptado de Vail e Young (2007).

Forte Moderada -
Fator S o a Comentarios
associacao associacao

Estadiamento Clinico Estadio I/1l: Favoravel.

OMS X Estadio V com significante envolvimento da
medula 6ssea: desfavoravel.

Subestadio Clinico Subestadio b (com sinais sistémicos): menor

OMS X sobrevida.

Histopatologia X Graus médio/alto associados com alta taxa
de resposta, mas reduzida sobrevida.

Imunofendtipo X Imunofenoétipo de células T associado com
menor sobrevida

Hipercalcemia X Fator negativo se associado com subtipo de
células T e funcao renal reduzida.

Sexo X Alguns estudos sugerem que fémeas
possuem prognostico favoravel.

Pré tratamento Muitos estudos sugerem que prévio

prolongado com tratamento esteroidal diminui tempo de

esterbides X resposta, mas tempo critico de exposicao
néo é conhecido.

Expressao da Pode ser associado com menor taxa de

glicoproteina-P X resposta e baixa remissao.

Linfadenopatia Grande quantidade de casos reportam

craniomediastinal X menor remissdo e sobrevida.

Localizacédo Leucemia, envolvimento cutaneo difuso e

anatdmica X alimentar, e hepatoesplenomegalia sé&o

associados com prognéstico desfavoravel.




A capacidade de células malignas invadirem outros tecidos e 6rgdos € uma
caracteristica frequentemente relacionada com o progndéstico desfavoravel. Enzimas
proteoliticas possuem fundamental importancia na progressdo do tumor por
permitirem o0 acesso das células tumorais aos sistemas vascular e linfatico,
estabelecendo rotas para a disseminacdo tumoral (NABESHIMA et al., 2004;
SAKATA et al., 2007; GOMES et al.,, 2009). Este acesso se deve a protedlise da
membrana basal e da matriz extracelular, favorecendo tanto a nutricdo do tumor
guanto a abertura de rotas para que as células neoplasicas atinjam outros 6rgéaos a
distancia (HAYASHIBARA et al., 2002; SAKATA et al., 2007; JOBIM et al., 2008) e
permitindo sua penetragcédo e infiltracdo (HIRATSUKA et al., 2002; GOMES et al.,
2009). Dentre as proteases, as metaloproteinases de matriz estao intensamente

relacionadas com o processo de invasao e metastase tumoral.

2.2 Metaloproteinases de matriz

Metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma familia de
endopeptidases zinco e calcio dependentes, sintetizadas na maior parte sob a forma
latente (pré-enzimas), proteoliticamente clivadas e ativadas no espaco extracelular
(HIDALGO; ECKHARDT, 2001; NAKAICHI et al.,, 2007; PENNANEN et al., 2007;
SAKATA et al., 2007; JOBIM et al.,, 2008; RIBEIRO et al., 2008). As MMPs sao
produzidas por varios tipos de células, incluindo os queratinocitos, fibroblastos,
macrofagos, neutrofilos, algumas ceélulas sinoviais e uma variedade de células
malignas (NABESHIMA et al., 2004; JOBIM et al., 2008). A expressao génica das
MMPs pode ser estimulada pela interleucina-1, pelo fator de crescimento
epidérmico, pelo fator de crescimento derivado de plaquetas, pelo fator alfa de
necrose tumoral, oncogenes celulares e diversas citocinas (JOBIM et al., 2008). Em
um estudo realizado com linfoma ndo-Hodgkin humano, observou-se uma inducao
da sintese de metaloproteinases pelo aumento de interleucina-6 (IL-6), afetando
negativamente a evolucédo clinica dos pacientes (KOSSAKOWSKA et al., 2000).

Além disto, o microambiente tumoral formado por componentes da matriz



extracelular como peptideos, colageno e elastina, induz a expressdao das

metaloproteinases pelas células tumorais e fibroblastos (JOHN; TUSZYNSKI, 2001).

A ativacao extracelular da maioria das MMPs pode ser iniciada pela acéo de
outras MMPs ativadas ou por proteinases capazes de clivar a regido da ligagéao
peptidica especifica, como a tripsina, catepsinas, elastases e ainda o0 sistema
plasmina-plasminogenio (JOHN; TUSZYNSKI, 2001), entretanto, diferindo das
demais, a metaloproteinase 2 sofre ativacdo na superficie da membrana celular
(STERNLICHT; WERB, 2001). O controle da atividade das MMPs é realizado
fortemente por inibidores enddgenos presentes no meio extracelular como a alfa-2-
macroglobulina e a trombospondina 1 (STERNLICHT; WERB, 2001). Os inibidores
teciduais de metaloproteinases, TIMPs, perfazem o grupo dos inibidores end6genos
de MMPs mais estudado, capazes de inibi-las, em suas formas latentes e ativas, de
forma reversivel em uma proporcéo de 1:1, diferindo entre si na expressao tecidual
especifica e na habilidade de inibirem diferentes MMPs (FERRARI et al., 2000;
JOHN; TUSZYNSKI, 2001; STERNLICHT; WERB, 2001). Além disto, TIMPs
possuem fungbes bioldgicas importantes como regulacdo do crescimento celular,

apoptose e neovascularizacao (FERRARI et al., 2000).

O fenbmeno de remodelacédo tecidual induzido por estas proteases esta
presente em processos fisiolégicos como involucdo uterina, reabsorcdo Ossea,
regeneracao cutanea e embriogénese (HIDALGO; ECKHARDT, 2001; PENNANEN
et al., 2007; JOBIM et al., 2008), e em outros processos patolégicos como artrite,

doencas cardiacas degenerativas e crescimento tumoral (NEWMAN et al., 2008).

Seus niveis sdo muito baixos ou ndo podem ser detectados em tecidos
normais (HAZAR et al., 2004), porém estudos mais recentes tém demonstrado que
h4a um aumento da expressdo de MMPs no tecido pulmonar precedendo as
metastases pulmonares de tumores primarios, simulando o tropismo metastatico do
tumor, sempre precedido de um processo inflamatorio e remodelamento de matriz
extracelular (PAVELIC et al., 2011).

Pelo menos 26 diferentes MMPs ja foram descritas (NEWMAN et al., 2008),
diferindo entre si estruturalmente e em sua habilidade em degradar um grupo



particular de proteinas da matriz extracelular, sendo que, juntas, podem degradar
todos os seus componentes protéicos (RIBEIRO et al., 2008). As MMPs da classe
das gelatinases, como as MMPs dos tipos 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9), apresentam
capacidade peculiar de degradar o colageno tipo IV, que compde a lamina basal,
sendo por isso provavelmente relevantes na aquisicdo do fendtipo invasivo das
neoplasias malignas (HAYASHIBARA et al., 2002; NAKAICHI et al., 2007; RIBEIRO
et al., 2008). Ademais, interagem com as moléculas de adesédo celular, como a
laminina-5 e a e-caderina, alterando a adeséo entre as células tumorais e facilitando

0 movimento destas através da matriz extracelular (JOBIM et al., 2008).

A mensuracao destas gelatinases circulantes no momento do diagnostico tem
demonstrado relevancia no prognostico das neoplasias. Da mesma forma, a
expresséo tecidual de MMP-2 e MMP-9, em amostras de linfonodos em pacientes
com linfoma, mostrou associacdo com menor resposta a quimioterapia, sobrevida
e/ou periodo de remissao, tanto no cdo quanto no homem (GENTILINI et al., 2005;
PENNANEN et al., 2007; PENNANEN et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008).

Os niveis de MMPs correlacionam-se com o tipo tumoral e comportamento
biolégico da neoplasia. Neoplasias produzem niveis mais elevados destas proteases
em relacdo aos tecidos saudaveis, o mesmo podendo ser encontrado quando se

compara neoplasias malignas e benignas (LOUKOPOULOS et al., 2003).

Uma relacéo direta entre o nivel de MMP-9 produzido por células linfomatosas
e seu potencial metastatico foi estabelecido (THEMSCHE et al., 2004), porém seu
papel fundamental no linfoma e demais neoplasias hematopoiéticas é pouco definido
devido ao carater naturalmente difuso destas células no organismo (NEWMAN et al.,
2008). Em um estudo realizado por Vasku et al. (2010), em pacientes com micose
fungodide (linfoma cuténeo), a expressdo de mRNA de MMP-2 e MMP-9 mostrou-se

significativamente elevada em estagios avancados da neoplasia.

Difererindo de oncogenes classicos, a sintese de MMPs nas neoplasias nao é
provocada por amplificacao genica ou mutacoes. Seu aumento nesses pacientes se
deve a mudancas transcricionais, provavelmente resultado de ativacao de

oncogenes ou perda de supressores tumorais (EGEBLAD; WERB, 2002).
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Em estudos com tumores humanos observou-se que algumas
metaloproteinases sao produzidas pela prépria célula tumoral, porém outras MMPs
(incluindo as MMPs 2 e 9) sao sintetizadas também pelas células do estroma,
estimuladas pelo tumor de forma paracrina pela secrecao de interleucinas,
interferons e fatores de crescimento, e posteriormente recrutadas para a superficia
da célula neoplasica (EGEBLAD; WERB, 2002).

Evidéncias tém demonstrado ainda que a angiogénese anormal, influenciada
pela ativacdo de metaloproteinases e fatores angiogénicos, além de seu papel bem
conhecido no crescimento de tumores solidos e metastases, também esta
criticamente envolvida em neoplasias malignas hematolégicas, tais como mieloma
multiplo, leucemia, sindrome mielodisplasica e linfoma nao-Hodking humano
(MOELLER et al., 2001; GENTILINI et al., 2005).

Desta forma, a emergente e crescente quantidade e qualidade de dados,
sinaliza que as metaloproteinases, principalmente as gelatinases, e seus inibidores,
associadas com a progressao tumoral e agressividade natural, servem como

indicadores progndstico em diversos tipos de tumores.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer associagcdo entre 0s
valores séricos e teciduais das metaloproteinases de matriz 2 e 9, obtidos por
eletroforese zimografica e imuno-histoquimica, e os fatores prognosticos do
linfoma multicéntrico canino tais como estadiamento, imunofenotipo e grau
histol6gico da neoplasia e resposta ao tratamento, avaliando desta forma se
estas enzimas estdo relacionadas com o processo tumoral e progndstico do

linfoma canino.



12

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Grupos experimentais

As parcelas experimentais constituiram-se de 28 cdes, machos ou fémeas,
dentre os quais, seis cées higidos e 22 caes acometidos por linfoma multicéntrico,
atendidos pelo Servico de Oncologia do Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal e pelo Centro Avancado de
Veterinaria CAVET/Ribeirdo Preto, inicialmente com o diagndstico citologico a partir

de puncao aspirativa por agulha fina do(s) linfonodo(s).

As unidades experimentais foram divididas em grupos controle (GC) e linfoma

(GL), sendo estes:

GC: Constituido por seis cées, dentre eles, trés machos e trés fémeas, higidos, sem
raca definida, com idade entre trés e sete anos, em bom estado de saude verificado
com base na historia clinica, exame fisico detalhado, testes hematologicos e

bioquimicos séricos.

GL: Constituido por 22 caes acometidos por linfoma multicéntrico, dentre os quais,
oito machos (36%) e quatorze fémeas (64%). As racas predominantes foram
Rottweiler e Sem Raca Definida — SRD, ambas com 18% dos casos, seguidas pelo
Boxer (14%), Poodle (9%), Bull Terrier (9%), Dog Aleméo (4,5%), Beagle (4,5%),
Yorkshire (4,5%), Lhasa Apso (4,5%), Labrador (4,5%), Basset Hound (4,5%) e
Pinscher (4,5%). A idade variou de quatro a doze anos (7 + 2 anos), e 0 peso de

quatro a 51 quilogramas (24 + 13 quilogramas).
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4.2 Avaliacdo das parcelas experimentais

Os animais com linfoma foram submetidos a exame fisico detalhado, exames
complementares de imagem (radiografia toracica e ultrassonografia abdominal),
testes hematoldgicos e bioquimicos séricos incluindo avaliacdo de perfil hepatico e
renal. A puncdo de medula éssea foi preconizada para permitir avaliacao
citomorfélogica da mesma, propiciando que, junto aos demais achados, os referidos
animais fossem classificados de acordo com os critérios propostos pela Organizacao
Mundial de Saude, em estadios (I a V) e subestadios (a ou b).

4.3 Obtencao das amostras

Pacientes apresentando linfadenomegalia foram submetidos ao exame
citologico, obtido através da puncdo aspirativa por agulha fina do(s) linfonodo(s).
Apo6s confirmacgéao do diagnéstico, foi realizada biopsia excisional do linfonodo para
coleta de amostras. Seguiu-se 0 preparo anestésico do animal e pré operatério da
regido a ser biopsiada, com tricotomia e anti-sepsia. O linfonodo foi imobilizado
firmemente em uma das m&os, com posterior incisdo cutanea, dissec¢do do
linfonodo a partir do tecido circundante e ligadura de vaso préximo ao hilo linfonodal
para evitar hemorragia pés operatéria. Em seguida, o linfonodo foi removido
cuidadosamente, evitando-se distor¢cdo do tecido, e procedeu-se sutura tecidual de

rotina (Figura 1).

O linfonodo excisado, de uma parte, foi fixado em solucédo de formol a 10%
tamponado (pH 7,6) por 24 horas e posteriormente transferido para solucdo de
alcool 70% e, de outra parte, estocado em eppendorf a temperatura de -80°C até
posterior analises laboratoriais.

As amostras de sangue foram colhidas apds anti-sepsia local por venipunc¢éo

jugular, com base no sistema a vacuo, utilizando-se de tubos de 10 mL, sem
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anticoagulante. Assim colhidas, as amostras foram submetidas a centrifugacéo por 5
minutos, a 800 G, para separac¢ao da fracdo sérica. Ato continuo, o soro foi recolhido
e envasado em eppendorfs e armazenado a temperatura de -80°C, para posteriores

analises laboratoriais.

A B

Figura 1 Biopsia excisional de linfonodo submandibular em cdo com linfoma. A —
Palpacédo de linfonodo; B — Area cirtrgica com tricotomia e delimitacdo do
linfonodo; C — Exposi¢do do linfonodo, apés divulsdo de tecido adjacente;
D — Macrotomia do linfonodo para procedimentos laboratoriais. Jaboticabal,
2013.

4.4 Classificacdo histolégica e imuno-histoquimica

As amostras de linfonodo fixadas em formol e alcool foram submetidas a

processamento histoldgico de rotina e posterior graduacéao histolégica realizada pelo
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Servico de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ)
UNESP/Botucatu, sob responsabilidade do Prof. Dr. Julio Lopes Sequeira,
utilizando-se da classificagcdo ja estabelecida por Kiel (LENNERT & FELLER, 1992),
diferenciando em linfoma alto e baixo grau, com suas respectivas linhagens
celulares. A imuno-histoquimica dos linfonodos foi realizada no Laboratorio de
Imuno-histoquimica do Servico de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) UNESP/Botucatu, sob responsabilidade da Profa. Dra. Renée
Laufer Amorim, para imunofenotipagem dos linfonodos neoplasicos e expressao

tecidual das metaloproteinases nos linfonodos normais e neoplésicos.

4.4.1 Anticorpos empregados na reacdo imuno-histoquimica

A caracterizacdo do tipo celular predominante nos linfomas foi investigada,
empregando-se para isso 0s anticorpos primarios marcadores de linfécitos T (CD3) e
de linfocitos B (CD79a), ambos contra antigenos humanos. A expressao
citoplasmatica das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 nos linfonodos controle e
linfomatosos foi avaliada empregando-se anticorpos anti-MMP2 e anti-MMP9,

respectivamente, conforme especificacées no Quadro 1.

Quadro 1 Anticorpos empregados nas reac¢des imuno-histoquimicas em linfonodos
caninos, em cortes parafinados, com os respectivos clones e diluicdes.

_ Clones Diluigbes
Anticorpos
CD3* (LinfocitosT) Dako F.7.2.38 1/100
CD79a** (Linfocitos B) Dako HM57 1/20
Anti-MMP2* Millipore A-gel VC2 1/25
Anti-MMP9** Dako A0150 1/200

* camundongo anti-humano (monoclonal)
** coelho anti-humano (policlonal)
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4.4.2 Imunofenotipagem

O método de imuno-histoquimica empregado foi pelo polimero horseradish
peroxidase (HRP - Dako K4068) e 3,3’ diaminobenzidine tetrachloride (DAB - Dako
K3468-1). Resumidamente, os cortes de tecido (4um) foram distendidos em laminas
carregadas e permaneceram em estufa a 57 °C por 24 horas e, posteriormente,
foram desparafinizados com xilol e re-hidratados em alcool etilico em concentracdes

decrescentes.

Na sequéncia, foi realizada a recuperacao antigénica pelo calor, utilizando
uma solucdo de citrato pH 6,0 em panela de presséo (Pascal®; Dako, Carpinteria,
CA, USA) por 30 segundos, a 128°C, aproximadamente. Apds essa etapa, ao
atingirem a temperatura ambiente, as laminas contendo os cortes foram lavadas em
agua deionizada. A seguir foram incubadas em dois banhos de 10 minutos cada em
peréxido de hidrogéneo 3% (10V) para o bloqueio da peroxidase enddgena e entéo
lavadas em &gua deionizada por cinco minutos. O bloqueio de proteinas
inespecificas foi conduzido com solug&o bloqueadora de reacao inespecifica (protein
block serum-free —catalogo n° X0909 — DAKO Corp.).

As laminas contendo os cortes foram incubadas com o anticorpo primario na
diluicdo padronizada (Quadro 1) e, entdo, incubados a 4°C overnight (18 horas).
Depois, foram novamente lavados em solucao tampéo de TRIS. Em seguida foram
incubadas com polimero Envision (Dako, Carpinteria, CA, USA) e posteriormente
lavadas com TRIS, por trés vezes. A coloracdo foi obtida utilizando-se o DAB
(DakoCytomation, Carpinteria, USA) e a contracoloracdo pela Hematoxilina de
Harrys, seguida da desidratacdo em concentracfes crescentes de alcool e xilol. As

[aminas foram montadas com resina e laminula.

Linfonodos de caes higidos e amostras de linfoma foram empregados como
controle negativo e receberam tratamento com o Universal Negative Control Mouse
(Dako® N1698-1). Os mesmos linfonodos foram também empregados como controle

positivo das reacdes.
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4.4.3 Expressao das metaloproteinases

Seguiram-se as etapas de desparafinizacdo das laminas com o corte tecidual
e re-hidratacdo do material distendido, conforme especificado no item 4.5.2. Para o
anticorpo monoclonal anti MMP-2 a recuperacao antigénica ocorreu em banho maria
a 96 °C, por 30 minutos, com tampao citrato 10Mm, ph 6,0, pré aquecido. Para o
anticorpo monoclonal anti MMP-9 utilizou-se 0 mesmo método de calor, porém por
20 minutos, com tampéo Tris-EDTA ph 9,0. O bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado com peréxido de hidrogénio a 8% e posteriormente procedeu-se a
incubacdo em solucéo de leite em pd desnatado a 10%, para bloqueio de proteinas
inespecificas. A incubacdo de ambos os anticorpos se deu em camara Umida,
segundo diluicdo especificada no Quadro 1, durante 18 horas, a 4 °C. Como
anticorpo secundario utilizou-se o sistema de amplificacdo de sinais HRP e, para a
visualizacdo da reacdo, DAB. Tampéao TRIS pH 7,4 e agua destilada foram utilizados
entre as etapas para a lavagem das laminas. Os cortes foram submetidos a
contracoloracdo em Hematoxilina de Harrys, lavagem, desidratacéo, diafanizacao,

montagem com resina sintética e analise em microscopio éptico.

Como controle positivo para os Acs anti-MMP2 e MMP9 foram utilizados
amostras teciduais de placenta humana e para controle negativo, amostras de

linfonodo canino foram incubadas com tampéao TRIS pH 7,4.

Para a avaliacdo do numero de linfécitos imunomarcados, distribuicéo,
empregou-se 0s escores zero quando negativo e um, dois, trés e quatro quando 1 a
25%, 26 a 50%, 51 a 75% e 76 a 100% das células do linfonodo avaliado

apresentavam-se imunomarcadas, respectivamente.
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4.5 Eletroforese por zimografia

As atividades séricas das metaloproteinases 2 e 9 foram mensuradas por
intermédio de eletroforese zimografica do soro congelado a -80°C, para animais
controle e portadores de linfoma, antes do inicio do tratamento, obtendo-se valores
numéricos para cada uma. As atividades das referidas metaloproteinases nos
linfonodos foram mensuradas, da mesma forma, em géis de zimografia, a partir das
amostras de linfonodos mantidas em temperatura - 80°C, submetidas a extracéo
protéica do tecido, permitindo obtencao de valores de MMP 2 e 9 em suas formas
latentes e ativas. A soma das duas formas compreende a MMP (2 ou 9) total e a
relacdo entre a forma ativa e total compreende a porcentagem de ativacdo. Ambos
os procedimentos foram realizados no laboratorio Rhea Biotech, Campinas/SP, com
padronizacao e controle de qualidade das analises.

4.5.1 Protocolo de extracdo e quantificacdo das proteinas

As amostras de linfonodos previamente coletadas e armazenadas a -80°C,
foram rapidamente pesadas evitando o descongelamento das amostras, em seguida
triturados em um eppendorf de 2mL com o auxilio de um triturador Polytron
(Kinematika) em tampé&o de extracdo contendo Tris-HCI 50mM (pH 7.4), NaCl 0,2M,
Triton 0,1%, CaCl, 10mM e 1% de coquetel inibidor de proteases (P8340-Sigma
Chemical Co., Saint Louis MO, USA), na proporcao de 100uL de tampé&o para cada
100mg de tecido. O conteudo total de proteina foi mensurado utilizando a albumina
sérica como proteina padrao, de acordo com micrométodo de Bradford. As amostras
de soro foram apenas homogeneizadas e divididas igualmente em aliquotas, porém

a cada 100uL de soro foi adicionado 1uL de coquetel inibidor de protease.
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4.5.2 Técnica zimografica

A andlise da atividade das MMPs 2 e 9, foi realizada através da técnica de
Zimografia, por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, contendo 10% de SDS e
0,1% de gelatina. Aproximadamente 10ug de proteina de cada amostra foi resolvida
no gel de eletroforese. Apos eletroforese (150V por 2 horas), os géis foram lavados
duas vezes, por 20minutos, a temperatura ambiente com solug¢éo contendo Triton X-
100 2.5% e em seguida incubados overnight (16h) em tamp&o de incubacao (Tris-
HCI 50mM pH 7.4, NaCl 0.1 M, CacCl, e azida sédica 0.03%) a 37°C. Apé6s periodo
de incubacdo os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 2,5%
(Sigma), por 1hora. Posteriormente, os géis foram descorados em solucdo composta
por 30% de acido acético, 10% de etanol e &gua destilada. Os géis foram
armazenados em solucdo de conservacdo, metanol, glicerol e agua destilada
(0,3:3:6,7; v:v:v). Para andlise da atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9, os géis
foram escaneados (ImageScanner lll, General Electric), as bandas identificadas em
comparagao com o padrao de peso molecular (Page ruler 26616, Thermo Scientific,
USA) aplicado na coluna 1 de todos os géis, e avaliadas por densitometria atraves
do programa Science Image software (Scion Corporation, Frederick, MD, USA).
Como controle negativo as mesmas amostras foram aplicadas em dois géis
idénticos. ApoOs eletroforese e processo de lavagem, um dos géis foi incubado com
tampéao de incubacéo padrao e o outro foi incubado com tampéo de incubacéo mais
EDTA (20mM), uma vez que o EDTA é um agente quelante das MMPs de tal forma
que as atividades das MMP-2 e MMP-9 sdo inibidas prejudicando ou até mesmo

impedindo a visualizac&o das bandas.

4.6 Tratamento

Os animais portadores de linfoma foram tratados de acordo com o protocolo
quimioterapico antineoplésico de Madison-Wisconsin, totalizando 19 semanas, que
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incluiu sulfato de vincristina, L-asparaginase, ciclofosfamida, doxorrubicina e

prednisona, tal qual ilustrado na Tabela 3.

Dentro do grupo linfoma, 19 caes foram submetidos ao protocolo
guimioterapico antineoplasico e avaliados na quinta semana de tratamento quanto a
sua resposta e classificados em remissdao completa (RC; desaparecimento da
doenca clinica), remissao parcial (RP; diminuicdo em 50% do tamanho do tumor sem
evidéncia de novos tumores), doenca estavel (DE; diminuicdo ou aumento em até
50% do tamanho do tumor, sem desenvolvimento de outro tumor) e doenca
progressiva (DP; aumento em pelo menos 50% do tamanho do tumor ou o
aparecimento de novos tumores) (DHALIWAL et al. , 2003) . Os trés animais que
perfaziam o grupo experimental linfoma e n&o foram submetidos ao tratamento
justificam-se por opcao de seus proprietarios.

Tabela 3 Protocolo quimioterapico antineoplasico de Madison-Wisconsin totalizando
19 semanas (CHUN, 2009).

Semanas Vincristina L-asparaginase Ciclofosfamida Doxorrubicina Prednisona

(0,75mg/m?/IV) (400 Ul/kg/IM) (250 mg/m?/VO) (30 mg/m?/IV) (VO)
1 X X 2 mg/kg/dia
2 X 1,5 mg/kg/dia
3 X 1 mg/kg/dia
4 X 0,5 mg/kg/dia
5 Intervalo
6 X
7 X
8 X
9 X
10 Intervalo
11 X
12 X
13 X
14 X
15 Intervalo
16 X
17 X
18 X

[EnY
©
x
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4.7 Analise dos resultados

Os dados foram avaliados de acordo com o protocolo de andlise de variancia do
método do quadrado minimo, utilizando o procedimento General Linear Models
(GLM) do programa computacional SAS, cujos valores médios obtidos para as duas
diferentes MMPs pela técnica zimografica foram comparados pelo Teste de Tukey.
Para avaliacdo dos valores de variaveis discretas obtidas pela técnica imuno-
histoquimica utilizou-se teste de Kruskal-Wallis, com posterior utilizacdo do teste de
comparacao mdultipla de Dunn, para os casos em que houve diferenca estatistica
entre medianas. Possiveis correlacdes entre as MMPs foram avaliadas pelo teste de
Pearson. Para todos os testes valores iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1Estadiamento e sub-estadiamento tumoral

Com relacéo ao estadiamento tumoral observou-se maior prevaléncia do estadio
IV (41%), seguido dos estadios Ill e V (22,5% cada). O estadio |, ou seja,
envolvimento limitado a um Unico linfonodo apresentou ocorréncia menor (14%), e o

estadio Il nao foi observado em nenhum animal.

Subestadio b foi observado em 10 pacientes (45%), o qual foi representado por
alteracdes oculares, edema de membros, perda de peso, apatia, hiporexia e/ou
emese. Subestadio a foi encontrado em 12 animais (55%), como exemplificado na
Tabela 4.

Tabela 4 Estadiamento tumoral dos animais portadores de linfoma multicéntrico
atendidos pelo Servico de Oncologia do Hospital Veterinario Governador
Laudo Natel e pelo Centro Avancado de Veterinaria CAVET. Jaboticabal,

2013.
Subestadio Total

Estadio a B

| 2 1 3 (14%)

I 0 0 0

1l 1 4 5 (22,5%)

WY 6 3 9 (41%)

Y, 3 2 5 (22,5%)

Total 12 (55%) 10 (45%) 22 (100%)
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5.2 Classificacéo histolégica e imunofenotipagem

Fotomicrografias representativas da positividade e negatividade das reacoes

com o0s anticorpos anti-CD3 e anti-CD79, utilizados para classificacao

imunofenotipica dos linfomas, encontram-se na Figura 2.

Figura

2

1A 1B

2A 2B

Fotomicrografias evidenciando imunofenotipagem do linfoma.
Imunomarcagéo do anticorpo anti CD79a em corte de linfonodo (1A) e
auséncia da expressao do anticorpo anti CD3 em 1B, caracterizando o
imunofendtipo B; expresséo imuno-histoquimica do anticorpo anti CD3
em corte de linfonodo (2A) e auséncia da expressédo do anticorpo anti
CD79a em 2B, caracterizando o imunofenotipo T. Jaboticabal, 2013.
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Segundo a imunofenotipagem os linfomas foram classificados em linfomas B e T,
sendo quatorze (63,5%) e oito (36,5%) animais, respectivamente. Dentre os animais
do grupo B, histologicamente, os mesmos foram divididos em baixo grau (7%) e alto
grau (93%). Avaliando-se o grupo com linfoma T, observou-se 72% de linfoma baixo
grau, e 28% alto grau. Comparando-se apenas a classificacéo histologica, obteve-se
27% de animais com baixo grau e 73% com alto grau de linfoma, com as linhagens

celulares especificadas na Tabela 5.

Tabela 5 Classificacao histopatolégica segundo Kiel (LENNERT;FELLER, 1992) e
imunofenotipagem dos animais com linfoma multicéntrico atendidos pelo
Servico de Oncologia do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel e
pelo Centro Avancado de Veterinaria CAVET. Jaboticabal, 2013.

Imunofenotipagem Grau Linhagem celular Frequencia
Linfoma B Baixo Linfocitico 1
Alto  Centroblastico 11
Linfoblastico tipo Células B 1
Linfoblastico tipo Burkitt 1
Linfoma T Baixo Linfocitico 1
Células T pleomorficas 2
ZonaT 2
Alto  Linfoblastico tipo células T 3
Total 22

5.3Avaliacéo daresposta ao tratamento

Com relacdo a resposta ao tratamento na quinta semana de protocolo
guimioterapico, observou-se maior prevaléncia de animais em remissao parcial,
totalizando 10 caes (53%), seguidos dos animais em remissdo completa (seis caes —

31%) e doenca progressiva (trés caes — 16%).
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Ao comparar as respostas ao tratamento nos diferentes imunofenétipos tumorais,
observou-se dentro do imunofenditipo B prevaléncia maior de animais em remissao
parcial (77%), e menor em remissdo completa (23%). JA& com relacdo ao
imunofendtipo T observaram-se equivaléncia de animais em remissao completa
(50%) e doenca progressiva (50%). Fazendo a mesma analise quanto aos diferentes
graus histolégicos observaram-se maiores taxas de remissdo parcial e remissao
completa (64% e 36% respectivamente) no alto grau, enquanto o baixo grau
apresentou maior taxa de doenca progressiva (60%). Os estadios tumorais
avancados (IV e V) apresentaram maior taxa de remissao parcial (61%) e os iniciais
(I e ) apresentaram equilibrio para as taxas de respostas. O subestadio a obteve
maior nimero de animais em remissao parcial (66,6%), assim como o subestadio b
(40%), porém o ultimo apresentou 30% de seus animais em doenca progressiva
(Tabela 6).

Tabela 6 Resposta ao tratamento nos animais do grupo linfoma observada na quinta
semana do protocolo quimioterapico de Madison-Wisconsin, relacionada
as diferentes variaveis clinico-histopatologicas. Jaboticabal,2013.

Variaveis Resposta ao tratamento Total
RC RP DP
Grupo linfoma 6 (31%) 10 (53%) 3 (16%) 19 (100%)

Imunofenotipagem
B 3 (23%) 10 (77%) - 13 (100%)
T 3 (50%) - 3 (50%) 6 (100%)
Grau histologico
Baixo 1 (20%) 1 (20%) 3 (60%) 5 (100%
Alto 5 (36%) 9 (64%) - 14 (100%)
Estadiamento tumoral
lell 2 (33,3%) 2 (33,3%) 2 (33,3%) 6 (100%)
VeV 4 (31%) 8 (61%) 1 (8%) 13 (100%)
Subestadio tumoral
a 3 (33,3%) 6 (66,6%) - 9 (100%)

b 3 (30%) 4 (40%) 3 (30%) 10 (100%)

RC: remisséo completa; RP: remisséo parcial; DP: doenga progressiva.
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5.4Expressao tecidual das metaloproteinases

Fotomicrografias representativas da expressao tecidual das
metaloproteinases de matriz 2 e 9, através de técnica imuno-histoquimica, em

linfonodos controle e linfomatosos, encontram-se na Figura 3.

Figura 3 Fotomicrografia evidenciando imunomarcacéo citoplasmatica da proteina
MMP. A e B marcacao citoplasmatica de MMP-2 em linfocitos neoplasicos
(A setas) e linfécitos normais (B). C e D marcacgéao citoplasmatica de MMP-
9 nos linfécitos neoplasicos. Jaboticabal, 2013.

Os escores de expressao tecidual das metaloproteinases, avaliados através de

técnica imuno-histoquimica, encontram-se especificadas nas tabelas 7 a 8.

Com relacao a marcacgdao tecidual da MMP-2 e da MMP-9, observou-se diferenca

entre a expressado das mesmas, com maior marcagao de MMP-9 no linfonodo.
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Relativamente a quantidade de células imunomarcadas para a MMP-2, observou-
se maior numero de pacientes nos escores de distribuicdo 0 e 1 no GL e no GC,
ndo apresentando diferenca estatistica entre si. O mesmo foi encontrado nas outras

variaveis clinico-histopatolédgicas avaliadas (Tabela 7).

Com relacéo a distribuicdo da MMP-9, aumento significativo foi encontrado no GL
gquando comparado com o GC. Ao avaliar isoladamente os linfomas de alto e baixo
grau, observou-se diferenca significativa apenas entre o alto grau (com maior
expressado) e o GC. Aumento significativo da MMP-9 nos pacientes com linfoma B foi
encontrado apenas quando comparados aos pacientes do GC. Dentre os estadios
tumorais observou-se aumento significativo do estadio IV com relacdo ao GC.
Agrupando-se os animais em estadios mais avancados (IV e V) e estadios mais
iniciais (I e Ill), observou-se maior numero de células imunomarcadas nos primeiros.
Diferenca significativa com maior distribuicdo nos pacientes do subestadio a quando
comparados com o GC foi encontrada, porém sem diferenca entre os subestadios a
e b, e b e GC. Entretanto, o grupo b apresentou maior numero de animais com
escore elevado de distribuicdo (3 e 4) quando comparado ao grupo controle.
Observou-se aumento significativo da MMP-9 nos pacientes em RP quando
comparados ao GC, porém sem diferenca significativa entre os outros grupos de

resposta ao tratamento (Tabela 8).

Atraves de teste de Pearson nao foi observado correlagéo entre a distribuicdo da
MMP-2 e MMP-9.
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Tabela 7 Associacdo entre os dados clinico-histopatolégicos e o escore de
distribuicdo da proteina MMP-2 detectada pela imuno-histoquimica em
caes com linfoma multicentrico e caes higidos. Jaboticabal, 2013.

Variaveis N Escore

Grupos experimentais
Linfoma a 22 (100%) 4 (18%) 18 (82%) 0 0 0
Controle a 6 (100%) 1 (17%) 3 (50%) 1 (17%) 1(17%) 0

Grau histoldgico

Baixo a 6 (100%) 2 (33%) 4 (67%) 0 0 0
Alto a 16 (100%) 2 (12%) 14 (88%) 0 0 0
Controle a 6 (100%) 1(17%) 3 (50%) 1(17%) 1(17%) 0

Imunofenotipagem

B a 14 (100%) 2 (14%) 12 (86%) 0 0 0
T a  8(100%) 2 (25%) 6 (75%) 0 0 0
Controle a  6(100%) 1 (17%) 3 (50%) 1 (17%) 1(17%) O

Estadiamento tumoral

[ a 3 (100%) 0 3 (100%) 0 0 0

I a 5 (100%) 2 (40%) 3 (60%) 0 0 0

v a 9 (100%) 1 (11%) 8 (89%) 0 0 0

v a 5 (100%) 1 (20%) 4 (80%) 0 0 0

Controle a 6 (100%) 1 (17%) 3 (50%) 1 (17%) 1(17%) O
Subestadio tumoral

A a 12 (100%) 2 (17%) 10 (83%) 0 0 0

B a 10 (100%) 2 (20%) 8 (80%) 0 0 0

Controle a 6 (100%) 1 (17%) 3 (50%) 1 (17%) 1(17%) O

Resposta ao tratamento

Remissao parcial a 10 (100%) 1 (10%) 9 (90%) 0 0 0

Remissao completa a 6 (100%) 2 (33%) 4 (67%) 0 0 0

Doenca progressiva a 3 (100%) 1 (33%) 2 (67%) 0 0 0

Controle a 6 (100%) 1 (17%) 3 (50%) 1 (17%) 1(17%) O

p< 0,05 letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si
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Tabela 8 Associacdo entre os dados clinico-histopatolégicos e o escore de
distribuicdo da proteina MMP-9 detectada pela imuno-histoquimica em
cdes com linfoma multicéntrico e cées higidos. Jaboticabal, 2013.

Variaveis N Escore
1 2 3 4
Grupos experimentais
Linfoma a 22 (100%) 4 (18%) 1 (5%) 4 (18%) 13 (59%)
Controle b 6 (100%) 3 (50%) 2 (33%) 1 (17%) 0
Grau histoldgico
Baixo ab 6 (100%) 1 (17%) 0 2 (33%) 3 (50%)
Alto a 16 (100%) 3 (19%) 1 (6%) 2 (12%) 10 (63%)
Controle b 6 (100%) 3 (50%) 2 (33%) 1 (17%) 0
Imunofenotipagem
B a 14 (100%) 2 (14%) 1 (7%) 1 (7%) 10 (71%)
T ab 8 (100%) 2 (25%) 0 3 (37%) 3 (37%)
Controle b 6 (100%) 3 (50%) 2 (33%) 1 (17%) 0
Estadiamento tumoral
I ab 3 (100%) 1 (33%) 0 2 (67%) 0
I ab 5 (100%) 1 (20%) 1 (20%) 0 3 (60%)
v a 9 (100%) 1 (11%) 0 1 (11%) 7 (78%)
v ab 5 (100%) 1 (20%) 0 1 (20%) 3 (60%)
Controle b 6 (100%) 3 (50%) 2 (33%) 1 (17%) 0
Subestadio tumoral
A a 12 (100%) 3 (25%) 0 1 (8%) 8 (67%)
B ab 10 (100%) 1 (10%) 1 (10%) 3 (30%) 5 (50%)
Controle b 6 (100%) 3 (50%) 2 (33%) 1(17%) 0
Resposta ao tratamento
Remissao parcial a 10 (100%) 1 (10%) 1 (10%) 0 8 (80%)
Remissao completa ab 6 (100%) 3 (50%) 0 1 (17%) 2 (33%)
Doenga progressiva ab 3 (100%) 0 0 2 (67%) 1 (33%)
Controle b 6 (100%) 3 (50%) 2 (33%) 1 (17%) 0

p< 0,05 letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si
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5.5Eletroforese zimografica dos linfonodos

Através da eletroforese zimografica da proteina extraida a partir dos linfonodos,
pode-se obter valores de atividade das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, em
suas variaveis inativas (MMP-2 int. e pr6 MMP-9) e ativas (MMP-2 ativa e MMP-9
ativa), diferenciadas através de seus respectivos pesos moleculares, conforme
Figura 4. Os valores numéricos obtidos a partir desta técnica podem ser visibilizados

nas Tabelas 9 e 10.

100kDa
MMP-9 Latente

70kDa MMP-9 Atrva

MMP-2 Intermedidria
55kDa MMP.2 Ativa

Figura 4 Zimografia de linfonodo em gel de poliacrilamida 10%. Padrdo de peso
molecular (1); Animais saudaveis (2 e 3); animais com linfoma (4 a 10).
Géis com diferentes animais (A, B e C). MMP-9 latente (92Kda); MMP-9
ativa (82Kda); MMP-2 intermediaria (68Kda); MMP-2 ativa (62Kda).

N&o foi encontrada diferenca significativa entre os valores de cada MMP-2 e
MMP-9 nos linfonodos do GC e GL. Da mesma forma, quando comparados 0s
valores obtidos das MMPs entre os diferentes estadiamentos e subestadiamentos

tumorais, ndo foi encontrado diferenca estatistica em nenhuma variavel.
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Relativamente a imunofenotipagem, observou-se diminuicdo significativa dos
valores obtidos de MMP-2 inativa nos pacientes com imunofenotipo T em relacdo
aos animais com imunofenétipo B e o GC. Com relacdo a MMP-2 total, o grupo com
linfoma T apresentou diminui¢do significativa em relagéo ao grupo B. Analisando-se
a MMP-9 inativa e MMP-9 total encontrou-se aumento significativo no grupo de
pacientes com linfoma T com relacédo ao B, porém sem diferenca significativa entre
estas e o grupo controle. A MMP-9 ativa e sua porcentagem de ativagdo nao

apresentaram significAncia entre os grupos de imunofenotipagem.

O grupo de animais com grau histolégico baixo apresentou diminuicao
significativa de MMP-2 inativa e MMP-2 total em relagcdo ao grupo com graduacao
alta e o GC. Nao houve diferenca entre os grupos de grau histolégico quanto as
variaveis de MMP-9.

Quanto a resposta ao tratamento, observaram-se menores valores de MMP-2
inativa e total nos pacientes em DP em comparacao aos pacientes em RP, RC e GC,
porém, ndo houve diferenca entre RP, RC e GC. A porcentagem de ativacdo de
MMP-2 apresentou diminuicdo significativa no RP em relagcéo ao RC. Para a MMP-9
inativa, ativa e total observou-se diminuicdo significativa nos pacientes em RP

guando comparados ao DP.

Atraves de teste de Pearson, observou-se correlacdo positiva entre as variaveis
inativas e ativas da MMP-2, e inativas e ativas da MMP-9, ou seja, ambas aumentam
em concordancia. Houve correlacdo positiva entre MMP-2 ativa e MMP-9 ativa, da
mesma forma que houve correlagédo positiva entre MMP-2 inativa e MMP-9 inativa.

Entretanto ndo foi encontrada correlagao entre MMP-2 e MMP-9 total.
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Tabela 9 Associacdo entre os valores encontrados (média e desvio padrao) das
atividades gelatinoliticas teciduais da MMP-2 Inativa (MMP-2 Int.), MMP-2
Ativa , MMP-2 Total e porcentagem de ativagao da MMP-2 (% MMP-2
ativa), com as variaveis clinico-histopatologicas em cdes com linfoma

multicentrico e caes higidos. Jaboticabal, 2013.

Variaveis N BMI'\QPlOzs (IL?/S 'véws'lzog?‘d%a ’\g_\ff'lzo%-gf\?l % MMP-2 ativa
Grupos experimentais
Linfoma 22 2437 + 86,8 a 23,8+186a 267,5+98,4a 86+43a
Controle 6 270,1 + 58,6 a 198+52a 289,9+59,8a 7+21a
Grau histolégico
Baixo 6 166,7 + 60 a 148+6,6 a 181,5+62,6 a 84+32a
Alto 16 269,3+799b 26,8 +20,5a 296,1+92,3b 86+46a
Controle 6 270,1+586b 19.8+52a 289,9 + 59,8 ab 7+21a
Imunofenotipagem
B 14 2759+ 76,6 a 24,7+204 a 300,6 + 89,6 a 7,7+44a
T 8 168,4 + 60,7 b 21,7+152a 190,1+75,3b 10,6 +35a
Controle 6 270,1+ 58,6 a 19,8 +52a 289,9 + 59,8 ab 7+21a
Estadiamento tumoral
| 3 157,3 a 20,7 a 178 a 11,7a
I} 5 186,8 + 55,3 a 132+49a 200 +58,7 a 6,7+16a
v 9 267,3+67,8a 28,7 +237a 296,1+79,1a 92+58a
Vv 5 275,2+123,1a 26,3+17,4a 301,4+138,1a 8,7+29a
Controle 6 270,1 +58,6 a 19,8+52a 289,9+59,8a 7+21a
Subestadio tumoral
A 12 249,1+81,6 a 182+7.8a 267,4+86,1a 7+27a
B 10 237+97,4a 30,7+ 256 a 267,6 +117,2a 10,5+5,2a
Controle 6 270,1+ 58,6 a 19.8+52a 289,9+59,8a 7+21a
Resposta ao tratamento
Remissao parcial 10 273+749a 19,6 + 13,7 a 292,6 +86,5a 6,4+23a
Remissao completa 6 226,3 +55,3a 354+259a 261,7+79a 125+51b
Doenca progressiva 3 118,4+9,5b 134+52a 131,8 +14,8b 10+2,8ab
Controle 6 270,1 +58,6 a 19,8+52a 289,9 +59,8 a 7+21ab

p< 0,05 letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si
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Tabela 10 Associacdo entre os valores encontrados (média e desvio padrao) das
atividades gelatinoliticas teciduais da Pr6 MMP-9, MMP-9 Ativa , MMP-9
Total e porcentagem de ativacao da MMP-9 (% MMP-9 ativa), com as
variaveis clinico-histopatologicas em cées com linfoma multicentrico e
caes higidos. Jaboticabal, 2013.

v e Wsh ST wwwesaina
Grupos experimentais
Linfoma 22 2358+ 128,1a 48,1 +92,4 a 283,9+1919a 116+12a
Controle 6 338,4+848a 59,8 +26,3a 398,1+103,6 a 147+42a
Grau histolégico
Baixo 6 363,5+143,2a 69,7 +829a 433,2+198,8a 139+10,1a
Alto 16 193,2+929a 40,9+97a 234,2 +167,6 a 109+ 128a
Controle 6 338,4+84,8a 59,8 + 26,3 a 398,1+103,6 a 147+42a
Imunofenotipagem
B 14 170,3+84,1a 40,6 +100,8 a 211 +169,6 a 11,2+132a
T 8 388,5+62,7b 65,6 +742a 454,1 +124,4b 125+95a
Controle 6 338,4+848hb 59,8 + 26,3 a 398,1 + 103,6 ab 147+42a
Estadiamento tumoral
| 3 310 a 29,7 a 340,5a 8,7a
I} 5 273,4+ 1448 a 20,1 +16,6 a 293,6 + 160,7 a 56+34a
\Y, 9 223,4+1133a 56,3 +124,7 a 279,7+207,4a 116 +158a
\ 5 205,5+163,1a 64,9 +873a 270,5+248,7 a 18,3+82a
Controle 6 338,4+84,8a 59,8 + 26,3 a 398,1 +103,6 a 147+42a
Subestadio tumoral
A 12 2051+1254a 18+155a 223,1+137,8a 85+53a
B 10 2733+128,1la 84,9+ 1312a 358,3+229a 154+ 16,6 a
Controle 6 338,4+848a 59,8 + 26,3 a 398,1+103,6 a 147+42a
Resposta ao tratamento
Remissao parcial 10 160,9 +58,1a 13,8 +18,7a 174,7 + 69,9 a 6,9+6,4a
Remissao completa 6 285,1 + 121 ab 86,5 + 147,5 ab 371,7 +221,7 ab 169+175a
Doenca progressiva 3 438,5+38,5hb 122,5+132,7b 560,9 +171,2 b 19,1+ 17,8a
Controle 6 338,4 + 84,8 ab 59,8 + 26,3 ab 398,1 + 103,6 ab 14,7+4,2 a

p< 0,05 letras iguais na mesma coluna nédo diferem entre si
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5.6Eletroforese zimografica dos soros

Através da eletroforese zimografica do soro, pode-se obter valores de atividade
das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, sendo encontradas apenas em suas
formas latentes, diferenciadas através de seus respectivos pesos moleculares,
conforme Figura 5. Os valores numéricos obtidos a partir desta técnica podem ser

visibilizados na Tabela 11.

100kDa MMP-8
92kDa
TO0KDa
MMP-2
k
55kDa e
100kDa MMP-9
92kDa
TOkDa
MMP-2
55kDa i
100kDa MMP-9
70KDa 92kDa
MMP-2
55kDa 68kDa

Figura 5 Zimografia de soro em gel de poliacrilamida 10%. Padrao de peso
molecular (1); Animais saudaveis (2 e 3); animais com linfoma (4 a 10).
Géis com diferentes animais (A, B e C). MMP-9 latente (92Kda); MMP-2
intermediaria (68Kda).



35

Nao foi observada diferenca estatistica entre o GL e o GC quanto a MMP-2

sérica, assim como com relacéo as diferentes variaveis clinico-histopatologicas.

Observou-se aumento significativo dos valores séricos encontrados de MMP-9 no
GC com relacdo ao GL. Quando se comparou os estadiamentos neoplasicos e 0 GC
observou-se aumento significativo no GC relativamente aos estadios I, Ill e V. Nao
houve diferengca estatistica entre o0s diferentes estadios, subestadios,
imunofendtipos, graus histolégicos, e entre os diferentes grupos de resposta ao
tratamento, apenas entre estes e o GC.

Através de teste de Pearson, ndo foi encontrada correlacédo entre os valores de
MMP-2 e MMP-9 séricas.
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Tabela 11 Associagcdo entre os valores encontrados média + desvio padrao das
atividades gelatinoliticas séricas das MMPs 2 e 9 com as variaveis clinico-
histopatolégicas em cées com linfoma multicentrico e cées higidos.

Jaboticabal, 2013.

Variaveis N B.IT(lMogilzJA) B.lT(QAoF;ESA)
Grupos experimentais
Linfoma 22 149,3+61,7a 75,2+ 57,7 a
Controle 6 1286 +14,1a 177,4+659b
Grau histolégico
Baixo 6 136,5+67,4a 483+2la
Alto 16 153,3+61,6a 83,6 +63,3a
Controle 6 128,6 +14,1a 177,4+659b
Imunofenotipagem
B 14 162,8 + 64,6 a 84,6 +63,2a
T 8 122,2 + 48,8 a 56,5+429a
Controle 6 1286 + 14,1 a 177,4+659b
Estadiamento tumoral
| 3 101,1+45,1a 345+11la
] 5 1729+ 78,4 a 68,4 + 50,8 a
\Y 9 139,6 +549a 106,6 + 75,7 ab
\% 5 170,1 +58,8 a 56,1 +16,5a
Controle 6 1286 +14,1a 1774 +659b
Subestadio tumoral
a 12 148,3 + 65,6 a 68,8 + 69,7 a
b 10 150,5 + 60,8 a 82,3+436a
Controle 6 128,6 + 14,1 a 177,4+659b
Resposta ao tratamento
Remissao parcial 10 162,5+68 a 734+37,8ab
Remissao completa 6 167 +49,7 a 72,4 +54,7 a
Doenca progressiva 3 136,6 + 68,7 a 48,2+212a
Controle 6 1286 + 14,1 a 177,4+659b

p< 0,05 letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si
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6 DISCUSSAO

O estadiamento tumoral do linfoma propicia a avaliacdo da extensédo do tumor,
identificando precocemente os tecidos afetados pelas células neoplasicas e o grau
de comprometimento dos mesmos (MORENO; BRACARENSE, 2007). Desta forma,
auxilia na determinacdo do prognostico do animal com linfoma, sendo importante
para estabelecer um diagndstico mais preciso e precoce, permitindo um tratamento
adequado e uma melhora na taxa de sobrevida dos animais portadores de linfoma
(JAFFE et al., 2001; PONCE et al., 2004; MORENO; BRACARENSE, 2007).

No estudo em tela, o estadiamento tumoral apresentou maior nimero de animais
nos estadios mais avancados IV e V, seguido do estadio intermediario Il e inicial I, o
gue corrobora em parte com resultados encontrados em outros estudos (GARRETT
et al., 2002; CARDOSO et al., 2003; ARESU et al. 2012; WOLFESBERGER et al.,
2012). Nos ensaios em gquestao, entretanto, ndo foi encontrado nenhum animal em
estadio I. Quanto ao subestadiamento tumoral, observou-se, aqui, pouca diferenca
entre 0 nimero de animais com e sem sintomatologia clinica, semelhante aos
resultados obtidos por Wolfesberger et al. (2012). Em estudos anteriores, porém, o
subestadio b mostrou-se predominante entre os animais com linfoma (GREENLEE et
al., 1990; TESKE et al.,, 1994; STARRAK et al.,, 1997). Pode-se inferir, por
consequéncia, que o diagnéstico do linfoma multicéntrico €, em grande parte,
realizado tardiamente, apos envolvimento de diversos tecidos, devido a dificuldade
de identificacdo das alteracdes nos estadios iniciais. Entretanto, o numero de
animais diagnosticados com linfoma sem a presenca de sinais clinicos sistémicos
tem aumentado, mostrando, possivelmente, maior atencdo dos proprietarios com

relacdo aos seus animais.

A imunofenotipagem do linfoma permite a caracterizacdo da linhagem
linfocitaria envolvida na referida neoplasia e esta altamente relacionada ao
prognéstico (MACEWEN et al., 2001). Neste estudo, pode-se notar uma prevaléncia
de animais com imunofenétipo B, o que corrobora a maioria dos autores consultados
(TESKE et al., 1994; VAIL; OGILVIE, 1998; COSTA et al., 2005; ARESU et al., 2012;
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WOLFESBERGER et al., 2012). A maior prevaléncia de células B nas neoplasias
linféides pode ser explicada, em parte, pelo fato de as células B, durante sua
diferenciacdo, sofrerem um maior numero de rearranjos gendmicos devido a
producdo das imunoglobulinas, tornando-se, desta forma, mais susceptiveis a

alteracdes neoplasicas (TASCA et al., 2009).

Segundo a classificacéo histopatolégica de Kiel (LENNERT; FELLER, 1990),
o linfoma pode ser diferenciado em alto e baixo grau, com suas respectivas
linhagens celulares, de acordo com o grau de malignidade das células avaliadas no
corte histologico. O método de coleta do material para a andlise histoldgica, neste
estudo, foi o da extirpacéo cirdrgica do linfonodo acometido e sua avaliacdo por
completo, incluindo arquitetura, sendo esta a metodologia recomendado por outros
autores (DICKINSON, 2008). O linfoma alto grau, tem sido descrito em diversos
estudos precedentes como sendo o grau histopatologico de maior frequéncia e com
predominancia de células com alto grau de malignidade, mais indiferenciadas, na
forma de blastos, enquanto o baixo grau caracteriza-se pelo sufixo “citico”, com
células na sua maior parte de menores tamanhos e mais diferenciados
(LENNERT;FELLER, 1990; PARODI, 2001; DALECK et al., 2008; ARESU et al.,
2012). Os resultados obtidos neste estudo concordam com aqueles citados por

outros autores, mostrando o maior percentual de linfoma de alto grau no céo.

Quanto a linhagem celular encontrada na avaliagdo histopatologica dos
linfonodos, observou-se maior ocorréncia do subtipo centroblastico no linfoma B, e
linfoblastico no linfoma T, concordando com os resultados obtidos em outros estudos
(GREENLEE et al., 1990; TESKE et al., 1994; PONCE et al., 2004). Observou-se,
ainda, ocorréncia proporcionalmente maior de linfoma alto grau com imunofenétipo
B, e linfoma baixo grau com imunofenétipo T, concordando com os resultados
obtidos por Fournel-Fleury et al. (1997). Desta forma um grande niamero de animais
com linfoma neste estudo apresenta associacdo prognostica contraditéria, ou seja,
imunofenotipagem de pior progndstico e grau histopatolégico de melhor progndstico,
assim como o contrario, podendo interferir nas comparacdes prognosticas

posteriores.
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A avaliacdo do paciente quanto a resposta ao tratamento funciona como fator
prognéstico para o linfoma canino, principalmente relacionado a sobrevida do
animal, sendo esta maior para 0s animais em remissdo completa e menor para o
grupo em doenca progressiva (JAGIELSKI et al., 2002). Em um estudo realizado por
Aresu et al. (2012), observou-se maior numero de animais em remissdo completa
apos protocolo CHOP, seguidos do grupo em doencga progressiva, porém o presente
trabalho encontrou maior nimero de animais em remissao parcial. Tais resultados
sdo de dificil comparacdo pelo fato de os animais receberem protocolos
quimioterapicos diferentes e serem avaliados em semanas diferentes, entretanto
pode-se observar que o protocolo realizado neste estudo levou a uma boa taxa de

remissao, parcial ou total, com pequeno nimero de animais em doenca progressiva.

Metaloproteinases de matriz sdo proteases atualmente estudadas com relagéo a
interferéncia das mesmas em processos patoldgicos, incluindo as neoplasias. Dentre
estas, as metaloproteinases 2 e 9, gelatinases, participam do processo invasivo
tumoral, com papel ja estabelecido principalmente em neoplasias de tecido sélido
como neoplasias mamarias, mastocitoma e osteossarcoma (LEIBMAN et al., 2000;
TURPEENNIEMI-HUJANEN, 2005; GOMES et al.,, 2009; LOUKOPOULOS et al.,
2003; ARESU et al.,, 2011; GIANTIN et al.,, 2012). Entretanto, as atividades
gelatinoliticas das MMPs diferem entre neoplasias de origens celulares diferentes
(ROOMI et al., 2009).

A evidéncia do papel das MMPs na progressao tumoral ficou demonstrada apés
estudos experimentais onde se observaram que tumores benignos adquiriam
propriedades malignas na medida em que a expressdao das referidas
metaloproteinases aumentava e, contrariamente, células com alta malignidade
tornavam-se menos agressivas quando a expressao ou atividade das MMPs
diminuia (COUSSENS; WERB, 1996). Porém, além do papel destas proteases no
processo de invasdo e metastase tumoral, outras funcbes destas enzimas estédo
sendo estudadas relacionadas as suas capacidades basicas de clivagem protéica.
MMPs sdo capazes de regular o crescimento de células tumorais devido a suas
influencias na regulacao de fatores de crescimento (ativacao e biodisponibilidade de

citocinas na matriz extracelular); participam do processo de regulacdo da apoptose e
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angiogénese; e ainda dos mecanismos de evasdo do sistema imune (SHEU et al.,
2001; EGEBLAD; WERB, 2002).

Neste estudo, ao avaliar a expressao tecidual da MMP-2 em linfonodo saudavel e
linfomatoso, observou-se baixa expressdo, sem diferenca estatistica entre os dois
grupos, assim como quando se associou as variaveis clinico-histopatoldgicas. Tais
resultados concordam com Newman et al. (2008) que avaliaram a expressédo de
MMP-2 e TIMP-2 nos mesmos tecidos, em caes, e nao encontraram diferenca entre
0S grupos, assim como relacdo com fatores de agressividade tumoral como

estadiamento, imunofenotipagem e grau histopatologico.

Resultados semelhantes de MMP-2 foram encontrados apoOs avaliacdo dos
mesmos linfonodos pela técnica de eletroforese zimografica, quanto a comparacao
dos grupos controle e linfoma. Quando se avaliaram as atividades da MMP-2 nas
diferentes formas de apresentacdo clinico-histopatolégicas, obtiveram-se maiores
valores das proteases inativa e total para os animais com grau histopatolégico alto
em relacdo ao baixo, e imunofenotipo B em relacéo ao T, e menores valores para 0s
animais em doenca progressiva. O grau histopatoldgico do linfoma guarda relacéo
com o progndéstico e, particularmente, com a sobrevida dos pacientes (TESKE et al.,
1994; VAIL; YOUNG, 2007), e os resultados obtidos demonstram uma possivel
relacdo da MMP-2 com a agressividade tumoral, porém, o imunofenétipo B é
reconhecido pelos mesmos autores como uma condicionante de prognéstico
favoravel no linfoma canino. Além disto, animais em doengca progressiva
apresentam, como especificado anteriormente, menor sobrevida (JAGIELSKI et al.,
2002). Desta forma, restam patentes os resultados contraditorios encontrados na
correlacdo da MMP-2 com os fatores progndésticos ja estabelecidos no linfoma

canino.

Quando avaliada no soro, a MMP-2 ndo apresentou diferencas entre animais
portadores de linfoma e controle e, tampouco, entre as diferentes formas de
apresentacdo clinico-histopatolégicas do tumor, tendo, inclusive, apresentado
resultados que se asssemelham aqueles obtidos ao nivel tecidual. Resultados
semelhantes foram encontrados a partir de estudos realizados em seres humanos
(KUITTINEN, 2003; HAZAR et al., 2004) e em cdes (ARESU et al., 2012), cuja
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avaliacdo da MMP-2, em pacientes com linfoma, ndo revelou nexo entre a referida

protease e diferentes fatores prognosticos do linfoma.

O papel da MMP-2 nas neoplasias ainda é controverso, visto que a mesma pode
sofrer interferéncia de outras MMPs, como a MMP-9, que, por mecanismos ainda
nao esclarecidos, podem agir regulando negativamente sua expressao, tal como o
encontrado em cultivo de células tumorais humanas por Roomi et al. (2009).
Ademais, a MMP-2 ¢é ativada diferentemente de outras metaloproteinases, posto que
sua ativagdo ndo ocorre no meio extracelular, mas sim na superficie da membrana
celular, sendo necesséario um fator inibidor chamado TIMP-2 para sua ativacao
(EGEBLAD; WERB, 2002). Este mesmo inibidor, porém, desempenha papel
bloqgueador da ativacdo e da acdo catalitica de outras metaloproteinases e,
supostamente, poderia estar diminuido nos processos tumorais (HIDALGO;
ECKHARDT, 2001; MCCAWLEY; MATRISIAN, 2001). Corroborando a informacéo
precedente, observou-se neste ensaio uma tendéncia a valores inversos entre MMP-
2 e MMP-9, sendo que esta Ultima apresentou-se elevada nos linfomas de

imunofendtipo T e nos animais em doenga progressiva.

Através da técnica imuno-histoquimica, observou-se maior numero de
linfécitos com expressdo de MMP-9 nos linfonodos neoplasicos, quando
comparados aos normais. Quando se associaram o0s valores da MMP-9 aos
diferentes fatores prognadsticos do linfoma, foi encontrado aumento de expresséo de
MMP-9 nos animais com grau histopatolégico alto, imunofendétipo B, estadio IV,
subestadio a e remissao parcial em relacdo ao controle, sem diferenca entre si. O
aumento da MMP-9 no tecido linfomatoso vem ao encontro das expectativas de
maior sintese da mesma em tecidos neoplasicos, ensejando sua participacdo no
processo de crescimento tumoral, tal qual asseverado por Hayashibara et al. (2002)
e Themsche et al. (2004). Quanto a associacdo da MMP-9 com os fatores
prognosticos do linfoma, o aumento da expressao apenas com relacdo ao grupo
controle, sem diferenca entre as variaveis estudadas, sugere que a mesma pode ser
utilizada para distin¢éo entre tecido saudavel e patolégico, mas néo esta relacionada
com o grau de agressividade tumoral, em perfeita sintonia com os achados

encontrados por Hazar et al. (2004). Entretanto, os resultados de outros estudos
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evidenciaram associacao entre a MMP-9 e o comportamento agressivo do linfoma
como infiltracdo medular e estadiamento clinico, sugerindo a utilizacdo da referida
MMP-9 como marcador prognostico negativo (KOSSAKOWSKA et al., 2000; LIU et
al., 2009). Desta forma, agrupamos os estadios tumorais em avancados (IV e V) e
iniciais (I e 1ll) e encontramos maior numero de células positivas nos primeiros,
concordando entdo com Liu et al. (2009). Possivelmente, um fator importante que
pode ter ocasionado a diferenga de resultados, mas que os aproximou quando foram
estabelecidos os estadios tumorais avancados (IV e V) e iniciais (I e Ill), diz respeito
ao nuamero (n) de parcelas experimentais, que aumentou na medida em que 0s

animais portadores de linfomas foram agrupados.

De outra parte, uma possivel explicacdo para o aumento da MMP-9 no tecido
linfomatoso, sem correlagdo prognéstica, reside no fato de que esta protease tem
sua producdo estimulada por citocinas, dentre as quais a IL-6. Desta forma, o
aumento de citocinas que ocorre comumente pela estimulacdo tumoral refletiria no
aumento da sintese da protease, sem relagdo da mesma com a agressividade
tumoral (KOSSAKOWSKA ET al., 2000).

Outra consideracao relevante para o papel das metaloproteinases no linfoma
esta no fato de que tal neoplasia tem seu inicio, de modo geral, perifericamente,
envolvendo células linféides que fisiologicamente ja possuem a capacidade de
expressar MMP-9 em contato com a matriz extracelular, carregando dentro de si a
capacidade de invasao (KUITTINEN, 2003; NEWMAN et al., 2008). Por conseguinte,
tal fato justifica a capacidade que tem os diferentes tipos de linfoma de expressarem
metaloproteinases e as mesmas ndo estarem relacionadas com o processo de
invasdo, devendo outros fatores inerentes a condicdo tumoral serem responsaveis
pelo carater de invasividade da neoplasia. A MMP-9 é referida, também, por seu
envolvimento na regulacdo de respostas imunolégicas e imunossupressao
associadas ao cancer, fato que reforca seu papel bioldgico nas neoplasias malignas
(GOETZL et al.,, 1996; SHEU et al.,, 2001), e que enseja sua participacdo num
mecanismo regulatorio complexo de inflamacédo e imunidade (PARKS et al., 2004).

Contrariamente ao que foi revelado aos achados imuno-histoquimicos, a

eletroforese zimogréfica dos linfonodos ndo apresentou diferenca estatistica entre os



43

valores obtidos de MMP-9, em suas diferentes formas, para animais portadores de
linfoma e controle. Entretanto, apresentou maiores valores de pro-MMP-9 e MMP-9
total nos animais com imunofendtipo T comparados aos B. Além disto, apresentou
maiores valores de pro-MMP-9, MMP-9 ativa e MMP-9 total nos animais em doenca
progressiva, comparativamente aos animais em remissdao. O imunofenoétipo T e a
progressdo da doenca, mesmo apos inicio do tratamento, estdo associados com
menor tempo de sobrevida no linfoma canino (TESKE et al., 1994; JAGIELSKI et al.,
2002). Desta forma o aumento da MMP-9 pela eletroforese nestas duas variaveis
poderia indicar progndstico negativo quanto a sobrevida, porém sem diferenca nitida
com relacdo ao linfoma e controle. Outro resultado importante obtido por esta
técnica foi a semelhanca entre as taxas de ativacdo das metaloproteinases entre o
grupo linfoma e controle, mostrando desta forma que o processo neoplasico nao

levaria ao aumento da ativacdo enzimatica.

Inibidores de metaloproteinases (TIMPs) sdo substancias capazes de impedir
a acdo das metaloproteinases atraves de suas ligacdes as formas inativas ou ativas,
utilizando-se de mecanismos altamente regulados (FERRARI et al., 2000; JOHN;
TUSZYNSKI, 2001; STERNLICHT; WERB, 2001). No processo tumoral, entretanto,
as células neoplasicas podem ser capazes de alterar estes mecanismos, levando a
menor inativagdo das metaloproteinases para favorecer o crescimento e invasdo
tecidual (MCCAWLEY; MATRISIAN, 2001). No presente trabalho, entretanto, o papel
das TIMPs ndo foi avaliado, podendo de alguma forma estar envolvido nos
resultados obtidos. O processo de eletroforese zimografica € capaz de separar a
ligacdo dos inibidores com as MMPs, fornecendo valores quantitativos da formas
enzimaticas totais, sem levar em consideracdo se estdo sendo inativadas ou nao.
Assim, com base nos resultados obtidos neste ensaio, hdo se pode concluir se o
processo de inativacao estava presente no tecido, sendo necessaria a realizacdo de
técnica zimogréfica reversa para esta avaliacdo, tal qual clamado por Beurden e Hoff
(2005). Isto posto, se um dado paciente saudavel apresentar maior inativacao
tecidual das MMPs, por parte das TIMPs, ou mesmo, o0 processo tumoral diminuir a
atuacao das TIMPs, resultados diferentes, in vivo, serdo encontrados.

A diferenca de resultados obtidos pela técnica imuno-histoquimica e

eletroforese zimografica pode estar relacionada aos objetivos principais de cada
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método de determinacdo enzimatica. A vantagem da eletroforese zimografica esta
na sua capacidade de identificar e quantificar as formas inativas e ativas das
metaloproteinases, porém sem determinar a localizagdo exata destas proteases no
tecido, ou seja, quantifica as proteases nas células neoplasicas e no estroma
tecidual. Enquanto isso, a imuno-histoquimica ajuda a diferenciar a localizacédo das
enzimas, porém de forma a ndo mensurar e quantificar sua atividade (BEURDEN,;
HOFF, 2005).

No soro, a MMP-9 apresentou valores mais elevados de sua forma inativa no
grupo controle em relagéo ao linfoma, sem diferencas entre as diversas expressoes
clinico-histopatoldgicas da doenca. Resultados diferentes foram encontrados por
Aresu et al. (2012) que observaram maior atividade plasmatica da mesma nos
animais com linfoma, e sem diferenca para a forma inativa. O referido estudo
observou ainda aumento da forma ativa de MMP-9 no estadio V em relacao ao Il/IV
e no imunofendtipo T em relacdo ao B, ou seja, com associacdo progndstica
negativa. Hazar et al. (2004) encontrou no linfoma humano nao-Hodgkin valores

maiores de MMP-9 plasmatica com relacdo ao grupo saudavel.

E fato bem estabelecido que as metaloproteinases desempenham atividades
gelatinoliticas tanto no estado fisiologico como patoldgico do organismo. Sao
proteinas produzidas pelo processo de transcricdo, liberadas na sua maior parte
para o meio extracelular, onde sdo ativadas por mecanismos especificos e exercem
suas funcdes principais e secundarias (MCCAWLEY; MATRISIAN, 2001). A acéo
destas enzimas concentra-se principalmente no tecido, na matriz extracelular, onde
se encontram seus substratos (LOUKOPOULOS et al., 2003; MOTT; WERB, 2004).
Desta forma, o encontro de uma menor concentracado destas enzimas no soro dos
pacientes portadores de linfoma poderia se justificar pelo fato das supracitadas
enzimas estarem confinadas no tecido neoplasico exercendo suas func¢des auxiliares
ao desenvolvimento tumoral. Outra possivel explicacdo para os baixos niveis de
atividades séricas das MMPs encontra apoio no fato de que as metaloproteinases
mensuradas no soro refletem a liberagdo por parte de todo o organismo, e néo
apenas do tecido linféide. Desta forma, os animais do grupo controle poderiam
apresentar atividades elevadas das metaloproteinases em funcédo de sua liberacéo

fisiologica a partir de diferentes tecidos do organismo.
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Um fator importante que pode justificar resultados contraditérios nas
associacfes com fatores prognosticos das diferentes técnicas € a vasta gama de
entidades distintas presente no linfoma canino, que apresenta como consequéncia
comportamento biolégico diferente (ARESU et al., 2012). Muitos séo os fatores que
interferem em sua evolucédo, dificultando com isto o estabelecimento preciso do
progndéstico do paciente. Isto faz com que seja necessario maior numero de animais
nos estudos, possibilitando, portanto, diferentes formas de avaliacdo prognostica em
conjunto. Além disto, hd muito a ser investigado sobre o verdadeiro papel das

metaloproteinases e seus inibidores nas neoplasias hematopoiéticas.
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7 CONCLUSOES

Nas condicOes deste ensaio e diante dos resultados obtidos, analisados e
interpretados pode-se concluir que:

e As atividades séricas e teciduais da MMP-2 aparentam nao guardar
relacdo exata com o processo linfomatoso.

e A avaliacdo sérica das metaloproteinases nao possibilita diferenciacao
entre processos fisiolégicos ou neoplasicos do organismo.

e A MMP-9 avaliada por técnica imuno-histoquimica revela sua participacao
na neoplasia linfomatosa, porém de forma incerta com relacdo ao
prognaostico.

e A MMP-9 avaliada por eletroforese zimogréafica pode contribuir com o
estabelecimento do progndstico do paciente portador de linfoma.
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