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Resumo
Este estudo teve como objetivo realizar a imunomarcação 
de MMP-9 e MMP-2 e seus inibidores, TIMP-1 e TIMP-2, no 
tecido mamário canino normal e neoplásico, a fim de avaliar 
o comportamento dessas proteínas no remodelamento da 
matriz extracelular (MEC) em diferentes tipos neoplásicos 
mamários. Foram analisadas 48 amostras de tecido mamário 
canino, sendo 14 carcinomas complexos, 13 carcinomas 
tubulopapilares, seis de adenomas simples e 15 mamas sem 
alterações. Houve diferença em MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 de 
acordo com a histomorfologia mamária, sendo que MMP-
9 apresentou maior imunoexpressão em células epiteliais 
e estromais em carcinomas tubulopapilares e complexos. 
TIMP-1 exibiu menor imunomarcação nas células estromais 
dos carcinomas complexos e TIMP-2 maior imunomarcação 
nas células epiteliais dos carcinomas tubulopapilares. Houve 
correlação positiva entre MMP-9 e TIMP-1 nas células epiteliais 
e estromais quanto à intensidade de imunomarcação e 
número de células marcadas na mama normal. Houve 
correlação positiva entre MMP-9 e TIMP-2 nas células 
epiteliais dos carcinomas tubulopapilares. Conclui-se que a 
atividade equilibrada entre MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-
2 mantém a homeostase do tecido mamário canino normal 
enquanto a imunoexpressão aumentada de MMP-9 e TIMP-
2 e a imunoexpressão reduzida de TIMP-1 nos carcinomas 
sugere condição propícia à evolução tumoral.
Palavras-chave: cão, glândula mamária, neoplasia, 
metaloproteinases de matriz.
 
Abstract
The aim of this study was to perform the immunostaining 
of MMP-9 and MMP-2 and its inhibitors, TIMP-1 and TIMP-2, 
on normal and neoplastic canine mammary tissue in order 
to evaluate the behavior of these proteins in extracellular 
matrix (ECM) remodeling in different neoplastic mammary 
types. Thus, 48 samples of canine mammary tissue were 
analyzed, 14 of which complex carcinomas, 13 tubulopapillary 
carcinomas, six single adenomas and 15 normal mammary 
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tissue. There were differences in MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 according 
to mammary histomorphology, and MMP-9 presented increased 
immunoexpression in epithelial and stromal cells in tubulopapillary 
and complex carcinomas. TIMP-1 exhibited reduced immunostaining 
in the stromal cells of the complex carcinomas and TIMP-2 enhanced 
immunostaining in the epithelial cells of tubulopapillary carcinomas. 
There was a positive correlation between MMP-9 and TIMP-1 in 
epithelial and stromal cells regarding immunostaining intensity and 
number of labeled cells in the normal breast. There was a positive 
correlation between MMP-9 and TIMP-2 in the epithelial cells of 
tubulopapillary carcinomas. It is concluded that balanced activity 
between MMP-9, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 maintains normal canine 
mammary tissue homeostasis while increased immunoexpression 
of MMP-9 and TIMP-2 and reduced TIMP- 1 in carcinomas suggest a 
favorable condition for tumor evolution.
Keywords: dog, mammary gland, neoplasm, matrix 
metalloproteinases.

Introdução

As neoplasias mamárias podem representar de 50% a 70% dos tumores diagnosticados 
em cadelas intactas(1), sendo que 20% a 80% desses casos, quando submetidos a exame 
histopatológico, são classificados como malignos(2). 

Tumores malignos possuem potencial metastático. Entretanto, para que isso ocorra 
as células neoplásicas devem se desprender da massa tumoral primária, atravessar 
barreiras físicas como a matriz extracelular (MEC), chegar a um tecido distante e ali 
proliferar(3-5). Tendo em vista que a degradação da membrana basal (MB) e da MEC 
compreende um dos eventos iniciais do processo metastático(6, 7), as metaloproteinases 
de matriz (MMP) vêm sendo estudadas devido a sua capacidade de degradar 
componentes da MB e MEC (8), culminando na progressão tumoral e metástase(9, 
10). Nesse contexto, o conhecimento das MMP também é importante para orientar 
melhores formas de tratamento para diferentes tipos de câncer(11, 12).

As MMP são enzimas proteolíticas, atuam em processos fisiológicos e patológicos(13) e 
são secretadas no meio extracelular como pró-enzimas inativas, as quais são clivadas 
ou conjugadas a outros componentes para produzir a enzima ativa(14, 15). A atividade das 
MMP é preferencialmente controlada por inibidores teciduais de metaloproteinases 
de matriz (TIMP), que podem ser de quatro tipos (TIMP-1 a TIMP-4) e se ligar a diversas 
MMP, sendo que TIMP-1 e TIMP-2 inibem MMP-9 e MMP-2, respectivamente(16, 17).

Em humanos, imunoexpressão aumentada de MMP em diferentes tumores, 
especialmente MMP-2 e 9, está associada a maior grau de indiferenciação histológica, 
estágio tumoral avançado, maior risco de metástase e morte(18-21), o que também é 
observado nos tumores de mama(18, 22, 23). De outra parte, em cães, a imunoexpressão 
de MMP e seus inibidores no tecido mamário neoplásico ainda não é bem elucidada. 
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Contudo, há descrição de maior imunomarcação de MMP, principalmente MMP-2 e 
MMP-9, e redução de TIMP no tecido mamário neoplásico em relação ao normal(24, 

25). Aresu et al.(26)  relacionaram MMP-2 e MMP-9 como tendo um importante papel na 
malignidade do tumor de mama em cadelas; já Wu et al.(27) concluíram que cadelas com 
alta concentração de MMP-9 e baixa de TIMP-1 possuem maior taxa de metástase para 
linfonodos, maior progressão neoplásica e menor taxa de sobrevida global.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo realizar a imunomarcação de MMP-
9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2, a fim de avaliar o comportamento dessas proteínas no 
remodelamento da MEC no tecido mamário canino normal e neoplásico.

Material e métodos

Foram selecionadas 48 amostras de tecido mamário canino, provenientes de um 
arquivo de diagnóstico histopatológico, sendo seis de adenoma mamário simples (AM), 
13 de carcinoma tubulopapilar (CT) e 14 de carcinoma complexo (CC), de acordo com 
a classificação de  Goldschmidt et al. (2), bem como 15 de tecido mamário normal (MN), 
estas provenientes de cadelas sem qualquer alteração nas cadeias mamárias.

De cada uma das 48 amostras também foram selecionados dois campos representativos 
do tipo cito-histomorfológico para a confecção de um bloco de microarranjo tecidual 
(TMA) e realização do estudo imunoistoquímico. A preparação do bloco de TMA seguiu 
a técnica descrita por Bubendorf et al.(28). Em resumo, após a identificação dos campos 
representativos dos tipos cito-histomorfológicos nos blocos doadores, segmentos 
cilíndricos (cores) de 2 mm de diâmetro foram removidos com o auxílio do equipamento 
Tissue MicroArray Builder 20010.2 “Histopathology Ltd, Hungary” e transferidos para 
dois blocos receptores (TMA).

Dos blocos de TMA foram confeccionados cortes de 3 µm para a confirmação, à coloração 
de HE, das áreas selecionadas, bem como para a avaliação da imunomarcação de MMP-
9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2. Os cortes destinados à técnica de imunoistoquímica foram 
distendidos sobre lâminas silanizadas (Starfrost White, Sakura, ready to use, Germany – 
Dako 9545-1), mantidos em estufa a 36 °C por duas horas, desparafinizados, hidratados, 
lavados em água destilada e solução tampão TRIS pH7,4, e incubados em solução de 
dodecil sulfato de sódio (SDS) por 10 minutos.

Na sequência, os cortes foram submetidos à recuperação antigênica, seguida do 
bloqueio da peroxidase endógena em solução metanólica de H2O2 a 3%, por 15 
minutos. Para bloquear reações inespecíficas, as lâminas foram incubadas em solução 
de leite em pó desnatado (Molico®) a 30%, por 1h30min, seguindo-se a incubação com 
os anticorpos anti-MMP-2, anti-MMP-9, anti-TIMP-1 e anti-TIMP-2, em câmara úmida, 
durante 18 horas, a 4 °C (Quadro 1).
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Em seguida, as lâminas foram incubadas em sistema de amplificação de sinais (Advance 
System, Dako K4068), em câmara úmida, à temperatura ambiente, durante 30 minutos e, 
para a revelação da reação, utilizou-se solução de diaminobenzidina (DAB, Dako K3468-1) 
por três minutos. A solução tampão TRIS pH7,4 foi utilizada para a lavagem dos cortes entre 
as etapas. Seguiram-se a contracoloração com hematoxilina de Harris por 20 segundos, 
lavagem em água destilada, desidratação, diafanização e montagem das lâminas com 
lamínula e resina sintética.
Na avaliação imunoistoquímica consideraram-se a intensidade da imunomarcação e 
o número de células marcadas para MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 no epitélio acinar 
e estroma periacinar. A intensidade da imunomarcação dos anticorpos foi avaliada de 
forma semiquantitativa, seguindo o modelo de Aresu et al.(26), utilizando os escores de 
zero a três, sendo zero ausência de imunomarcação e um, dois e três imunomarcação 
discreta, moderada e acentuada, respectivamente. Na quantificação das células epiteliais 
acinares e estromais periacinares consideraram-se o escore zero quando da ausência de 
imunomarcação, e os escores um, dois e três quando da imunomarcação de células em 
1-33%, 34-66% e 67-100% do tecido, respectivamente.
Na análise estatística das variáveis intensidade de imunomarcação e número de células 
imunomarcadas em relação à histomorfologia mamária foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, 
considerando diferença significativa quando p<0,05. O teste de Correlação de Spearman 
foi utilizado para correlacionar a imunoexpressão dos anticorpos nas mamas normais e 
neoplásicas. Os dados foram processados no programa Excel 2010 e software Graphpad 
Instat, versão 3.0.

Resultados

Os anticorpos utilizados conferiram imunomarcação citoplasmática, com escores 
intensidade de imunomarcação e número de células imunomarcadas variando de ausente 
a acentuado, a depender do anticorpo, tipo celular e padrão cito-histomorfológico (Figuras 
1 e 2).
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Quanto à intensidade de imunomarcação de MMP-9 nas células epiteliais acinares e 
estromais periacinares, houve diferença entre o tecido mamário normal e o neoplásico 
com carcinoma tubulopapilar e complexo (p<0,05), sendo a imunomarcação discreta 
na mama normal, e moderada ou acentuada nos carcinomas. Em contraste, não foi 
observada diferença entre as amostras avaliadas em relação ao número de células 
epiteliais acinares e estromais periacinares marcadas para MMP-9 (p>0,05), sendo 
observada acentuada quantidade de células marcadas na maior parte das amostras. 
Quanto à MMP-2, não houve diferença de imunomarcação nas células epiteliais acinares 
e estromais periacinares entre as amostras de tecido mamário canino normais e 
neoplásicas, sendo que a maioria apresentou discreta intensidade de imunomarcação 
e discreto número de células marcadas (Tabela 1).

A intensidade de imunomarcação de TIMP-1 foi maior nas células estromais periacinares 
do tecido mamário normal (p<0,05) em relação aos carcinomas complexos. A 
imunomarcação de TIMP-1 ocorreu no epitélio acinar, nos fibroblastos periacinares e 
nas células inflamatórias (linfócitos) em todas as amostras. Para TIMP-2, a intensidade 
de imunomarcação nas células epiteliais acinares foi maior (p<0,05) nos carcinomas 
tubolopapilares em relação à mama normal (Tabela 2).

Houve correlação positiva entre MMP-9 e TIMP-1 nas glândulas mamárias normais 
quanto à intensidade de imunomarcação nas células epiteliais (r=0.5552 / p=0.0136) 
e estromais (r=0.4708 / p=0.0362), bem como quanto ao número de células epiteliais 
(r=0.4720 / p=0.0356) e estromais (r=0.5259 / p=0.0207) imunomarcadas. Houve ainda 
forte correlação positiva entre MMP-9 e TIMP-2 quanto à intensidade de imunomarcação 
nas células epiteliais do carcinoma tubulopapilar (r=0.7531 / p=0.0098).



2020, Cienc. anim. bras., v.21, e-58640

Imunomarcação de metaloproteinases 9 (MMP-9) e 2 (MMP-2) e seus inibidores (TIMP-1) e (TIMP-2) no tecido mamário...
Ferreira H.H. et al.



2020, Cienc. anim. bras., v.21, e-58640

Imunomarcação de metaloproteinases 9 (MMP-9) e 2 (MMP-2) e seus inibidores (TIMP-1) e (TIMP-2) no tecido mamário...
Ferreira H.H. et al.



2020, Cienc. anim. bras., v.21, e-58640

Imunomarcação de metaloproteinases 9 (MMP-9) e 2 (MMP-2) e seus inibidores (TIMP-1) e (TIMP-2) no tecido mamário...
Ferreira H.H. et al.

Discussão

Estudos sobre comportamento biológico tumoral têm focado a atenção no tecido 
estromal, sendo considerável seu papel na tumorigênese, invasão tumoral e formação 
de metástases(29, 30). As MMP e TIMP desempenham papel importante nesse 
mecanismo, por participar do processo de degradação estromal e dos componentes 
da membrana basal, facilitando a disseminação das células neoplásicas(31).

Em relação a MMP-9, houve diferença entre o tecido mamário normal e o neoplásico 
maligno, sugerindo o envolvimento dessa enzima no desenvolvimento do câncer 
mamário canino. De forma semelhante, Hirayama et al.(25) e Kawae et al.(24) demonstraram 
maior imunomarcação de MMP-9 nos carcinomas. Destaca-se que Gramulia et al.(33) 

relatam padrão citoplasmático difuso ou granular da MMP-9 nos carcinomas, o que 
também foi observado nesta pesquisa. Além disso, Loukopoulos et al.(32) descreveram 
acentuada imunomarcação dessa enzima em carcinomas, o que reitera a importância 
do seu aumento no tecido mamário canino com proliferações malignas, podendo essa 
condição estar relacionada ao processo de invasão tecidual pelas células neoplásicas. 
Nesse sentido, pondera-se que a MMP-9 é importante no desenvolvimento neoplásico, 
porém, seu perfil de imunomarcação é variável.

Na avaliação do número de células epiteliais e estromais marcadas para MMP-9 não 
foi constatada diferença entre os grupos, o que está de acordo com os achados de 
Pellikainen et al.(34) e Aresu et al.(26). Porém, à semelhança do observado nesta pesquisa, 
esses autores descrevem certo grau de imunomarcação citoplasmática de MMP-9 nas 
células epiteliais e estromais normais, bem como nas epiteliais neoplásicas. Com isso, 
pondera-se a intensidade de imunomarcação como valiosa ferramenta de avaliação 
para MMP-9 em comparação ao número de células marcadas, especialmente quando 
se consideram células neoplásicas malignas, já que estas comumente possuem 
heterogeneidade gênica(35,36) e capacidade de expansão clonal(37,38), o que possibilita a 
proliferação de células com grande capacidade de síntese de MMP-9, permitindo maior 
degradação da membrana basal (MB) e MEC e facilitando a invasão tumoral.

Nos tumores mamários caninos a atividade das MMP é associada principalmente à 
malignidade(26,39). Santos et al.(40) concluíram que MMP-9 e Ki-67 são marcadores 
independentes de prognóstico em tumores mamários malignos, sugerindo que a elevada 
imunoexpressão da MMP no pós-operatório em tumores malignos agressivos possa 
ser estudada como alvo terapêutico. Já Yokta et al.(41) concluíram que as concentrações 
dessa MMP pode ser de quatro a 26 vezes maior em carcinomas mamários caninos do 
que no tecido mamário normal. Os resultados deste estudo corroboram essa hipótese, 
principalmente no que tange a expressão de MMP-9, que foi mais acentuada nas células 
epiteliais e estromais dos carcinomas complexo e tubulopapilar do que na glândula 
mamária normal.

Na avaliação da imunomarcação da MMP-2 não foi observada diferença entre as 
amostras avaliadas em relação à intensidade e número de células epiteliais e estromais 
imunomarcadas. Ao contrário, Aresu et al.(26) demonstraram elevados níveis de pró-
MMP-2 e MMP-2 pelos métodos de zimografia e imunoistoquímica, respectivamente, 
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nos carcinomas em comparação aos adenomas mamários de cadelas. Contudo, os 
autores do estudo não fazem distinção quanto ao tipo histomorfológico, avaliando 
em conjunto as diferentes amostras com diagnóstico de carcinoma. Dessa forma, 
a ausência de diferença estatística no presente estudo pode ser atribuída aos tipos 
tumorais avaliados, que podem sofrer menor influência da MMP-2 em comparação a 
MMP-9, que exibiu maior intensidade de imunomarcação nos carcinomas.

De acordo com Pellikainen et al.(34), a imunoexpressão de MP-1 e TIMP-2 nos tecidos 
contribui para a ativação e regulação da MMP-2 e pode alterar sua participação nos 
diferentes processos neoplásicos. Papparella et al.(39) descrevem a imunomarcação 
de MMP-2 nas células epiteliais normais e neoplásicas, assim como nas estromais, 
conforme observado neste estudo.

Menor intensidade de imunomarcação de TIMP-1 foi observada nas células estromais 
periacinares do carcinoma complexo em relação à mama normal. Em contrapartida, 
Aresu et al.(26) não descrevem diferença na imunomarcação de TIMP-1 entre tecido 
mamário canino normal e neoplásico. Já Kawai et al.(24) demonstraram maior 
imunoexpressão dessa proteína nos carcinomas, seguidos dos adenomas e mama 
normal. Em humanos, TIMP-1 é descrito como um inibidor da invasão de células 
de tumorais e de metástases. A título de exemplo, Nakopoulou et al.(42), avaliando a 
expressão imunoistoquímica de TIMP-1 em 133 carcinomas infiltrativos de mama 
de mulheres, observaram imunomarcação aumentada nas células cancerosas em 
60,15% dos casos, sendo inversamente relacionada ao grau histológico, inversamente 
proporcional à proliferação celular, e sua superexpressão nas células neoplásicas um 
fator determinante para o prognóstico favorável em mulheres. Com isso, neste estudo, 
a redução da imunomarcação de TIMP-1 e a ausência de diferença de TIMP-2 no 
carcinoma complexo podem indicar maior degradação da MEC e progressão tumoral 
no referido tipo histomorfológico.

Ao avaliar a intensidade de imunomarcação da TIMP-2 em relação ao diagnóstico foi 
observada maior imunomarcação nas células epiteliais do carcinoma tubulopapilar em 
relação àquelas da mama normal. O aumento da imunoexpressão das TIMP ainda é 
controverso. Uma vez que a TIMP-2 inibe a atividade das MMP, espera-se que frente 
a níveis elevados desse inibidor não ocorra a progressão tumoral o que, portanto, 
implica em melhor prognóstico para pacientes com neoplasias(13). Contudo, evidências 
sugerem que TIMP são proteínas multifuncionais que, em adição ao seu efeito inibitório 
das MMP, também promovem a proliferação de alguns tipos celulares, e seus efeitos 
antiapoptóticos podem favorecer o crescimento inicial do tumor primário(44).

Em mulheres, o aumento da imunoexpressão do TIMP-2 também é correlacionado a 
maior agressividade tumoral e pior prognóstico(16, 44).  Nesse contexto, sugere-se que a 
maior intensidade de TIMP-2 no carcinoma tubulopapilar possa estar relacionada tanto 
à inibição da atividade das MMP, como à promoção do crescimento tumoral e degradação 
da MEC. Entretanto, a ação proliferativa da TIMP-2 juntamente a ação proteolítica da 
MMP-9 pode sobrepor a ação inibitória da TIMP-2 e, com isso, representar evolução 
e invasão tumoral, já que houve correlação positiva entre essas proteínas. Ainda, a 
imunomarcação significativa restrita ao carcinoma tubulopapilar sugere a relação da 
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TIMP-2 a este tipo histomorfológico, assim como ocorre em humanos, onde o aumento 
dessa proteína tem sido associado ao tipo histológico ductal(45,46).

Diante dos resultados é possível inferir que o equilíbrio entre as metaloproteinases 
e seus inibidores na mama canina normal compreende condição fundamental à 
manutenção da homeostase, já que somente correlação positiva entre MMP-9 e TIMP-
1 foi observada no tecido mamário normal. Dessa forma, à luz desses resultados, 
pondera-se que a imunomarcação aumentada de TIMP e MMP, em especial de MMP-9 
e TIMP-2, pode compor fator importante na evolução tumoral e ocorrência de invasão 
tecidual em relação aos carcinomas tubulopapilar e complexo nas cadelas.

Conclusão

A atividade equilibrada entre MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 mantém a homeostase 
do tecido mamário canino normal, enquanto a imunoexpressão aumentada de MMP-9 
e TIMP-2 e a imunoexpressão reduzida de TIMP-1 nos carcinomas sugerem condição 
propícia à evolução e invasão tumoral. Ainda, a concentração tecidual das MMP e 
seus inibidores na mama das cadelas varia de acordo com o tipo tumoral, o grau de 
malignidade e as células neoplásicas e estromais adjacentes, o que pode revelar um 
pouco mais sobre o comportamento de cada tipo neoplásico e auxiliar estudos futuros 
em relação a diagnóstico, tratamento e prognóstico.
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