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RESUMO

Melanoma é uma neoplasia altamente metastatica, com comportamento agressivo e alta
resisténcia ao tratamento. Aliado a isso, 0 melanoma canino, por apresentar caracteristicas
clinicas, histopatoldgicas e moleculares semelhantes as humanas, é considerado um bom
modelo para estudos comparativos de desenvolvimento e progressdo neoplasica. Durante a
progressdo neoplasica do melanoma, algumas células adquirem motilidade e capacidade de
invadir tecidos adjacentes, levando eventualmente a disseminacdo metastatica. Nesse
contexto, a degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular por metaloproteinases
(MMPs) é um passo essencial na progressdo do melanoma. As MMPs no melanoma
encontram-se superexpressas e envolvidas na progressdo tumoral, e ainda relacionadas a
modulacdo do microambiente tumoral, estagios avancados do tumor, maior disseminacédo e
pior progndstico. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a expressao de MMP-9 e
MMP-14 e sua relacdo com caracteristicas histopatologicas e a proliferacdo celular em
melanomas caninos cutaneos e orais. Foram selecionados 40 casos de melanomas caninos,
sendo 20 cutaneos e 20 da cavidade oral para avaliacdo histopatoldgica (presenca de émbolo,
desmoplasia, atividade juncional, ulceracdo) e realizacdo da técnica de imunohistoquimica
para MMP-9, MMP-14 e Ki67. A expressao de MMP-14 e MMP-9 foi observada em todos os
casos, com 75% dos casos cutaneos e 60% dos casos orais apresentando imunomarcagdo em
mais que 50% das células neoplasicas. Ao analisar a relacdo entre MMPs e caracteristicas
histoldgicas, foi observada a associacdo com a presenca de ulceracdo e émbolos nos casos
cutaneos, e nos casos orais com o indice de proliferacdo celular. Neste estudo, aparentemente
em melanomas caninos cutaneos, a metaloproteinase 14 estd associada a caracteristicas
histoldgicas de agressividade, enquanto em melanomas orais caninos esta associacdo ocorre
com a metaloproteinase 9.

PALAVRAS-CHAVES: melanoma, cdo, progressdo, agressividade, metaloproteinases.



ABSTRACT

Melanoma is a highly metastatic neoplasm, with aggressive behavior and high resistance to
treatment. Allied to this, canine melanoma, due to its clinical, histopathological and molecular
characteristics similar to that of humans, is considered a good model for comparative studies
of neoplastic development and progression. During the neoplastic progression of melanoma,
some cells acquire motility and the ability to invade adjacent tissues, eventually leading to
metastatic dissemination. In this context, the basal membrane extracellular degradation matrix
by metalloproteinases (MMPs) is an essential step in the progression of melanoma. The
MMPs recognized in melanoma are overexpressed and involved in tumor progression, and
also related to the modulation of the tumor microenvironment, advanced stages of the tumor,
greater dissemination and worse prognosis. Thus, this study aimed to evaluate the expression
of MMP-9 and MMP-14 and its relationship with histopathologic characteristics and cell
proliferation in cutaneous and oral canine melanomas. We selected 40 cases of canine
melanomas, 20 cutaneous and 20 from the oral cavity for histopathological evaluation
(presence of embolus, desmoplasia, junctional activity, ulceration) and performance of the
immunohistochemistry technique for MMP-9, MMP-14 and Ki67. The expression of MMP-
14 and MMP-9 was observed in all cases, with 75% of the cutaneous cases and 60% of the
oral cases presented immunostaining in more than 50% of the neoplastic cells. When
analyzing the relationship between MMPs and histological characteristics, it was observed the
association with the presence of ulceration and embolus in cutaneous cases, and in oral cases
with the cell proliferation index. In this study, apparently in cutaneous canine melanomas,
metalloproteinase 14 is associated with histological characteristics of aggressiveness, while in
canine oral melanomas this association occurs with metalloproteinase 9.

KEYWORDS: melanoma, dog, progression, aggressiveness, metalloproteinases.
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1. INTRODUCAO

O melanoma é uma neoplasia decorrente da transformacdo maligna dos melandcitos (ALI et
al., 2013; FERLAY et al., 2010) da epiderme, trato uveal dos olhos, cdclea e foliculos
capilares (SCHATTON et al., 2008). Sua incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas
(RASTRELLI et al., 2014; ARMSTRONG & GOLDSTEIN, 2009; DE VRIES et al., 2006) e
apesar de ser menos frequente do que outras neoplasias de pele, apresenta letalidade mais
elevada devido a sua caracteristica invasiva, com alta proliferacdo celular e forte habilidade
de disseminacdo metastatica (MORETTI et al., 2008), causando mais que 75% das mortes por
cancer de pele em humanos (ARRANGOIZ et al., 2016). No Brasil corresponde a 4% dos

casos de cancer de pele e para 0 ano de 2018 estima-se 6.260 novos casos (INCA, 2018).

Em medicina veterinaria, 0 melanoma é responsavel por aproximadamente 7% das neoplasias
malignas que acometem a espécie canina representando uma das neoplasias cutaneas mais
agressivas e com caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e moleculares similares a humana
(GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002; GROSS et al., 2005; SIMPSON et al., 2013).

A progressdo tumoral em melanomas esta diretamente vinculada a expressdo de proteinas
envolvidas na transicdo epitelio-mesénquima e expressdo de metaloproteinases. Durante a
progressao neoplasica do melanoma humano observa-se proliferacdo desordenada dos
melandcitos, além da perda de E-caderina e ganho de expressao de N-caderina, promovendo a
invasdo a membrana basal e tecidos adjacentes como um nddulo em expansao com potencial
metastatico (ARRANGOIZ et al., 2016). Durante a etapa de invasdo € necessaria acdo de
metaloproteinases (MMPs), enzimas envolvidas na protetlise e remodelamento da matriz
extracelular (MEC), de modo a favorecer a migracdo de células tumorais e degradacdo da
membrana basal (IIDA et al., 2004).

Na medicina veterinaria, no entanto, poucos estudos sdo realizados em melanomas caninos
avaliando a expressdao de MMPs, e 0 seu papel ainda ndo é esclarecido (NAKAICHI et al.,
2007; DOCAMPO et al., 2011). Pouco se sabe sobre a sua importancia e distribuicdo em
tumores melanociticos caninos, assim, tornam-se necessarios trabalhos que busquem, no
aspecto médico-veterinario e comparativo, avaliar o papel das metaloproteinases na

progressao dos melanomas caninos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1) Melanoma

O melanoma é uma neoplasia caracterizada pela transformacdo maligna dos melandcitos (ALI
et al., 2013; FERLAY et al., 2010), células produtoras de melanina e que podem ser
encontradas na epiderme, coclea e foliculos capilares (SCHATTON et al., 2008). Essas
células produtoras de pigmento, embriologicamente derivam de células pluripotentes da crista
neural e durante o desenvolvimento fetal migram por toda a epiderme, e outros locais
contendo pigmentos extra-cutaneos, como os olhos, meninges, eséfago e membranas mucosas
(SCHADENDORF et al., 2015).

Variados marcadores celulares sdo propostos para a identificacdo de melandcitos, normais ou
neoplasicos, como o Melan-A (Melanocyte Antigen) ou MART-1 (Melanoma Antigen
Recognized by T-cells) como também é conhecido, € uma proteina expressa especificamente
por células que produzem melanina (COULIE et al., 1994; KAWAKAMI et al., 1994), e
encontra-se ndo so distribuida nos melanossomos em seus diferentes estagios de maturacéo,
como também em outras organelas e membrana plasmatica do melandcito, sendo expressa em
até 90% dos melanomas primérios e 80% dos metastaticos (DE MAZIERE et al., 2002). O
PNL-2 (Melanoma Marker) por sua vez, inicialmente foi desenvolvido para a identificagéo do
receptor de somatostatina SST2 humano, entretanto possui alta afinidade por melandcitos
(ROCHAIX et al., 2003) e tem alta sensibilidade e especificidade para diagnostico de
melanoma (AUNG et al., 2012; MORRIS et al., 2008).

A propriedade bioldgica mais proeminente dos melandcitos é a capacidade de produzir
melanina (TAJIMA, URA-ISHIKO, HAYASHI, 1996). A ruptura da homeostase da
associacao intima entre melandcitos e queratindcitos basais pode desencadear uma
proliferacdo continua dos melandcitos, o que pode levar ao desenvolvimento do melanoma
(HAASS, SMALLEY, HERLYN, 2004).

2.1.1) Melanoma Humano

A incidéncia mundial de melanoma tem aumentado anualmente a uma taxa mais rapida em

comparacdo com qualquer outro tipo de neoplasia (ALI, YOUSAF, LARKIN, 2013). Em
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2012, 232 mil novos casos e 55.000 mortes foram registradas em todo o mundo, ocupando o
15° lugar entre as neoplasias mais comuns (FERLAY et al., 2015).

Sua incidéncia varia muito entre os paises e estes diferentes padrdes sao atribuidos a variaces
raciais, fenotipos da pele, bem como diferencas na exposi¢do ao sol (RASTRELLI et al.,
2014). Além disso, estd sujeita a grandes areas geogréficas e variagdes étnicas, por causa
principalmente da correlagdo inversa da latitude com grau de pigmentacéo da pele, sendo as
populacdes residentes proximas a linha do equador os que apresentam maior incidéncia
(SCHERER, KUMAR, 2010).

Ao contrario do observado em outros tumores solidos, o melanoma afeta principalmente
individuos de meia-idade, com idade mediana de diagndstico aos 57 anos. Além disso, a
incidéncia aumenta linearmente ap6s os 25 anos até a idade de 50 anos, e depois diminui
particularmente no sexo feminino (RASTRELLI et al.,, 2014). As mulheres jovens tém
frequéncia 1,7 vezes maior do que em comparagdo com 0s homens antes dos 39 anos, assim
como é 2,2 vezes maior em homens que em mulheres com mais de 70 anos de idade
(LITTLE, EIDE, 2012), e especificamente o risco de desenvolver melanoma ao longo de sua

vida é 1,5 vezes maior quando comparado as mulheres (RASTRELLI et al., 2014).

O maior fator de risco para o desenvolvimento de melanoma é a exposi¢do intermitente a
radiacdo ultravioleta (UV), especialmente quando associados a fatores enddgenos, tais como
fototipos de pele I (pele muito clara, sempre queima, nunca bronzeia) e 1l (pele clara, sempre
queima e algumas vezes bronzeia) (FITZPATRICK, 1988), com presenca de caracteristicas
como olhos azuis, verdes, cabelos loiros, ruivos e presenca de sardas, além do estado imune e

predisposicdo genética do individuo (LEBOIT et al., 2006).

Apesar da exposicao solar na infancia ser o maior fator de risco para o0 melanoma, maultiplas
queimaduras solares e exposicdo solar excessiva e inadequada durante a vida adulta
aumentam significativamente o risco da doenca (LEBOIT et al., 2006). Concomitante a
exposicdo a radiagdo UV, a suscetibilidade genética, principalmente nos genes CDKN2A,
CDK4, MC1R, BRAF, pl6/ARF que promovem o acumulo de mutacbes genéticas nos
melandcitos que levam a ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes supressores tumorais e
desarranjo dos mecanismos de reparo do DNA (THOMPSON, SCOLYER, KEFFORD,

2005), sdo relacionados ao desenvolvimento do melanoma. Considera-se ainda como fatores
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de risco, embora sem evidéncias fortes: exposicdo a camaras de bronzeamento artificial,
historico pessoal de tumores de pele ndo-melanoma, nivel socioecondémico elevado, cabelos

castanhos, estrdgeno e progesterona endogenos (MARKOVIC et al., 2007).

A progressdo do melanoma inicia-se com uma proliferacdo controlada de melandcitos
normais originando um nevo benigno, o nevo melanocitico comum adquirido. A evolucdo
continua com uma proliferacdo anormal dos melandcitos em um nevo pré-existente ou em um
novo local, resultando em uma leséo pré-maligna com atipia citoldgica aleatoria, denominado
como nevos atipicos/displasicos. Essas lesdes aparecem como méculas planas, de tamanho
superior a cinco milimetros (mm), com bordas irregulares e pigmentacdo varidvel. Com o
tempo, os melandcitos adquirem a capacidade de proliferar horizontalmente na epiderme
(crescimento radial) e histologicamente mostram atipia continua (melanoma in situ). Algumas
células podem invadir a derme papilar e numerosos eventos de adesao celular e interacdo com
a matriz da membrana basal auxiliam na proliferacdo vertical dessas células na derme como
um nodulo em expansdo com potencial metastatico (crescimento vertical). Com essa
progressdo, melandcitos malignos podem se disseminar para outras areas do corpo,
primeiramente para os nddulos linfaticos e depois para a pele, tecido mole subcutaneo,
pulmdes e cérebro (SCHADENDORF et al., 2015).

O melanoma apresenta subtipos histologicos bem definidos, sendo eles o lentigo maligno
melanoma, melanoma de espalhamento superficial, melanoma nodular e melanoma
lentiginoso acral, que se diferem em comportamentos clinicos e epidemioldgicos
(SCHADENDORF et al., 2015). Histologicamente os melanomas séo identificados por ninhos
de melandcitos na derme e/ou epiderme, variando de tamanho, forma e distribuicdo, com
células de citoplasma abundante, nucleos alongados ou ovalados e nucléolos evidentes
apresentando padrdo celular fusiforme e/ou epitelidide. (GOLDSCHMIDT et al., 1998).

A presenca do pigmento mel&nico nas células neoplésicas, uma das principais caracteristicas
do melanoma, ndo € observada em 2 a 20% dos casos, caracterizando o melanoma
amelandtico (MCCLAIN et al., 2012). Desse modo torna-se necessario o diagnostico
diferencial a partir da imunohistoquimica para Melan-A e PNL-2 para confirmagéo do tipo
neoplasico (ROLIM et al., 2012; GOLDSCHMIDT, HENDRICK, 2002).
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Mais de 90% dos melanomas séo encontrados na pele e 4% sao descobertos como metéstases
sem identificacdo do sitio primario (ARRANGOIZ et al., 2016). Nesse contexto em 1985,
Friedman e colaboradores propuseram um metodo sistematico denominado ABCD, para a
avaliacdo de lesdes pigmentadas de modo que os médicos e o publico em geral pudessem
utilizar para auxiliar na detecgdo do melanoma cutaneo na etapa inicial. Em 2004 essa sigla
foi revisada e expandida para ABCDE. O melanoma frequentemente se apresenta
clinicamente com as caracteristicas ABCDE, especificamente: assimetria (A), irregularidade
da borda e da superficie (B), variabilidade da cor (C), diametro maior que 6 mm (D) e
evolugédo ou mudanca (E) (ABBASI et al., 2004).

O American Joint Committee on Cancer (AJCC), determina o estadiamento dos melanomas
segundo o sistema TNM, que é o principal parametro clinicopatologico para avaliacdo
prognodstica do melanoma. T determina o tamanho da neoplasia e ainda a presenga ou
auséncia de Ulceras. N determina as metastases regionais e a sua carga tumoral e M determina
as metéastases a distancia (PAYETTE et al., 2009; SITUM et al., 2014).

Os dois principais parametros prognosticos para avaliagdo do melanoma sdo os niveis de
Clark e o indice de Breslow. Os niveis de Clark sdo definidos de acordo com as camadas da
pele acometidas pela lesdo: nivel I: crescimento intraepidérmico; nivel Il: invasdo da derme
papilar; nivel 1llI: comprometimento da juncdo derme papilar/derme reticular; nivel IV:
invasdo da derme reticular; nivel V: invasdo do tecido subcutaneo (CLARK et al., 1969). O
indice de Breslow por sua vez, é definido a partir da mensuracdo, em milimetros, da distancia
entre a camada granulosa da epiderme ou em caso de Ulcera da célula mais superficial até a
célula neopléasica mais profunda (BRESLOW, 1970).

Associado a avaliacdo de extensdo dos melanomas por Clark e Breslow, a avaliagédo
histopatolégica determinando o subtipo histologico, bem como a presenca de ulceracéo,
regressdo, indice mitético, presenca e quantidade de linfdcitos infiltrantes tumorais e presenca
de invasdo perineural sdo rotineiras. Avaliacdo de possiveis metastases em linfonodos
sentinelas e outros orgaos também tém importante contribuicdo para avaliagdo prognostica do
paciente (PAYETTE et al., 2009).

A caracterizacdo da atividade proliferativa dos tumores pode influenciar no prognéstico dos
pacientes (SCULLY, FIELD, TANZAWA, 2000), sendo inclusive uma importante ferramenta
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no tratamento (KAUSCH et al.,, 2003). Dessa maneira a avaliagdo do indice mitético
associada a estimativa do indice proliferativo por meio de imunohistoquimica para Ki67, sdo
extremamente relevantes na analise prognostica desse tipo de lesdo. (BROWN, GATTER,
2002).

2.1.2) Melanoma Canino

A sequéncia completa do genoma canino foi langada em 2005, revelando uma significativa
sequéncia ancestral em comum com os humanos, demonstrando dessa forma, que as
sequéncias de DNA e proteinas caninas sdo mais semelhantes aos humanos do que as de
camundongos (LINDBLAD-TOH et al., 2005). Até recentemente, os humanos podiam ser
considerados modelos pré-clinico para cées, sendo a maioria dos medicamentos usados na
medicina veterinaria derivados de drogas inicialmente projetadas e testadas para eficacia em
humanos (DER WEYDEN et al., 2016).

Caes, espontaneamente, apresentam tumores com as mesmas caracteristicas anatdmicas e
fisiologicas das neoplasias humanas, desenvolvem-se durante longos periodos de tempo na
presenca de um sistema imunoldgico intacto que interage intimamente com as células
neoplésicas, moldando o desenvolvimento e a progressdo como ocorre em humanos. Além
disso, animais domésticos e 0s proprietarios compartilham o mesmo ambiente e estdo
expostos aos mesmos carcindgenos, compondo uma condicdo fundamental que impulsiona o
desenvolvimento do tumor (BARUTELLO et al., 2018).

Os melanomas caninos e humanos apresentam diversas semelhancas, como o0 aspecto
histoldgico, alteracdes genéticas, alvos moleculares, comportamento biolégico e resposta as
terapias convencionais (PAOLONI, KHANNA, 2008). Neste cenario o cdo é proposto como

modelo comparativo oncoldgico pré-clinico (SIMPSON et al., 2013).

O melanoma canino representa 7% de todas as neoplasias que acometem a espécie
(GOLDSCHMIDT, HENDRICK, 2002; GROSS et al., 2005), e atinge diferentes sitios
anatdmicos tais como a cavidade oral, pele, olhos e digitos (CURTIN et al., 2005; OMHOLT
et al., 2011). O melanoma da cavidade oral é considerado mais comum, agressivo e com pior
prognoéstico do que os ocorrentes na pele (RAMOS-VARA et al., 2000). Apresenta invasao

local nos 0ssos em 57% das lesdes, metastases para os linfonodos regionais em 30,3% a 74%
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dos casos, e para os pulmdes e outros 6rgdos distantes em 14% a 92% dos cdes afetados
(WILLIAMS, PACKER, 2003).

O melanoma canino nao apresenta predisposicdo relacionada ao sexo, e tende a acometer
racas que possuem a pele intensamente pigmentada, além de uma maior incidéncia em
animais adultos a idosos e sem raca definida (CAMARGO, CONCEICAO, COSTA, 2008).
As racas de cdes mais comumente afetadas sdo Airedale Terrier, Boston Terrier, Boxer,
Chihuahua, Chow Chow, Cocker Spaniel, Doberman Pinscher, English Springer Spaniel,
Golden Retriever, Irish Setter, Scottish Terrier, Poodles, Beauce Shepherd, Rottweilers, e
Labrador Retrievers, porém a verdadeira incidéncia por raca ainda ndo é bem estabelecida
(BERGMAN, 2013). Na realidade brasileira, o diagnostico dessa neoplasia geralmente ocorre
em animais adultos a idosos, machos, sem raca definida e de pelagem escura (TEIXEIRA et
al., 2010).

N&o existe consenso sobre a etiologia do melanoma em cées, entretanto diversos fatores
parecem estar envolvidos, incluindo consanguinidade, trauma, exposi¢do quimica, hormonios
e suscetibilidade genética (MODIANO, RITT, WOJCIESYN, 1999). A luz solar pode estar
envolvida na carcinogénese em areas da pele expostas ao sol, tais como o rosto e pina, no
entanto, € improvavel que esteja envolvida em melanomas mucosos, como 0s encontrados na
cavidade oral. Outros fatores, como a presenca de células pigmentadas, microbiota bucal e a

inflamacédo podem estar associadas a sua etiologia (DZUTSEV et al., 2015).

Diversas anormalidades moleculares e em vias de sinalizacdo descritas em melanoma humano
podem ser encontradas no melanoma canino, incluindo formas fosforiladas de AKT e
ERK1/2, alteracGes do receptor tirosinase KIT e PTEN (SIMPSON et al., 2013). Essas
alteracbes demonstram similaridades imunohistoquimicas com subtipos de melanoma
humano, particularmente aqueles com localizagbes mucosas, digitais e ungueais que

geralmente apresentam alto crescimento e comportamento agressivo (KHANNA et al., 2006).

O estadiamento dos melanomas caninos difere de acordo com a localizacéo da lesdo, sendo os
parametros para o melanoma oral melhor estabelecido e padronizado na literatura pelas
recomendacgdes da OMS, a partir do sistema TNM. Segundo o tamanho (T) a lesdo deve ser
classificada em TI: se 4 centimetros (cm) de diametro, neste parametro avalia-se ainda a

auséncia (a) ou presenca (b) de invaséo dssea. Quanto ao estado dos linfonodos regionais (N)
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a lesdo é classificada em NO: sem evidéncia de metéstases; N1: linfonodos ipsilaterais
acometidos por metastases; N2: linfonodos contralaterais acometidos por metastases; N3:
linfonodos englobados pela massa tumoral primaria, e quanto a metastases distantes a lesdo é
classificada em MO se ausentes e M1 se presentes. A partir desta classificacdo os melanomas
sdo classificados em 4 estadios: I, quando menores que 2cm, sem evidéncia de metéstases
(TINOMO); 1, quando entre 2 a 4cm sem evidéncia de metéstases (T2NOMO); Ill, quando
maior que 4cm sem evidéncia de metastases (T3NOMO) ou quando apresentarem metastases
no linfonodo ipsilateral (T1,2,3N1M0) e IV, quando apresentarem metastases no linfonodo
contralateral ou quando englobados pela massa primaria (T1,2,3N2,3M0) ou ainda quando
apresentaram metastases distantes (T1,2,3N1,2,3M1), sendo que quanto maior o estadio
menor é a sobrevida observada, porém este sistema ainda ndo é amplamente utilizado e em
alguns centros os estadios sdo realizados com algumas adaptacdes (BERGMAN, 2007;
NISHIYA et al., 2016). Os tempos médios de sobrevida de cdes tratados com cirurgia sdo
aproximadamente de 17 a 18 meses, 5 a 6 meses e 3 meses para a doenca nos estagios I, 11 e
I11, respectivamente (MACEWEN et al., 1986).

O diagndstico do melanoma canino baseia-se principalmente nos achados clinicos e
histopatoldgicos (ROLIM et al., 2012). Na histopatologia se observa o padrdo celular dos
melandcitos e outras caracteristicas como presenca de ulceragdo, desmoplasia, atividade
juncional e avaliacdo do indice mitético (BERGIN et al., 2011; SCHULTHEISS, 2006).

Os melanomas caninos, semelhante aos humanos, apresentam-se como uma proliferacéo de
melandcitos anaplasicos, pigmentados ou ndo, formando ninhos, com perda da relacdo
nucleo/citoplasma, nucléolos evidentes e, por vezes, acometimento das camadas basais da
epiderme (GOLDSCHMIDT et al., 1998). Em cdes, 0 melanoma pode ser subdividido em 3
classificacbes com base no padrdo celular: a) epitelidide: quando as células neoplésicas
reproduzem o fenotipo das celulas epiteliais; b) fusiforme: quando as células neoplésicas tém
morfologia fusiforme, semelhante a fibroblastos; e ¢) misto: quando os dois padrdes celulares
sdo observados (GOLDSCHMIDT et al., 1998; HEAD, ELSE, DUBIELZIG, 2002).

Aparentemente, tipos histologicos epitelidides apresentam maior alteracdo na cromatina, o
gue estd relacionado a uma maior agressividade em neoplasias pigmentadas (CHI et al.,
1993), ja os de células fusiformes tendem a apresentar tecido desmoplasico entre seus
componentes histoldgicos (WEISSINGER et al., 2014).
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O diagnostico histopatologico do melanoma pode ser dificultado se o tumor ndo contém
melanina. Melanomas amelanoticos representam cerca de um terco de todos os casos de
melanoma em cdes e podem se assemelhar histologicamente com carcinomas, sarcomas,
linfomas e tumores osteogénicos (NISHIYA et al., 2016). Por esta razdo a histopatologia deve
ser associada & imunohistoquimica para Melan-A e PNL-2 (SMEDLEY et al., 2011). Os
tumores pigmentados tendem a apresentar um comportamento diferente dos tumores
amelandticos. Em humanos, os granulos de melanina tumorais exercem influéncia sobre os
melanocitos neoplasicos, facilitando o desenvolvimento de metastases. Porém, na espécie
canina, os tumores orais amelandticos apresentam maiores indices proliferativos quando

comparados aos pigmentados (TEIXEIRA et al., 2014).

Um marcador amplamente utilizado para avaliar proliferacdo celular e agressividade tumoral
em melanoma é a proteina Ki67, considerado um marcador extremamente sensivel e Util no
monitoramento e tratamento da doenca, bem como para avaliar o risco do desenvolvimento de
metastases (BROWN, GATTER, 2002). Quando associado a mensuracao do indice mitotico,
0 Ki67 representa um dos principais indicadores prognosticos para 0os melanomas caninos
(BERGIN et al., 2011; CANGUL, 2001).

Outros parametros avaliados na histopatologia englobam a desmoplasia, que trata-se da
deposicdo de tecido conjuntivo fibroso em meio ao estroma tumoral, considerada na medicina
humana como um subtipo de melanoma e ndo somente um achado histoldgico. Ainda € muito
controverso se a presenca de desmoplasia confere um pior ou melhor progndéstico (MACEDO
PASCHOAL et al., 2012). A presenca de atividade juncional descrita como migracdo de
melandcitos da camada basal da epiderme para a porcdo mais externa dessa mesma camada,
também ocorre em cdes (SMEDLEY et al., 2011). Em humanos, representa um subtipo

histoldgico denominado chamado de melanoma lentiginoso (KING, 2011).

A presenca de ulceracdo, definida como auséncia de epiderme intacta sobre uma porcao
significante do tumor primario (BALCH, 1980), também é discutida por alguns autores como
um possivel marcador prognoéstico, entretanto, para as lesdes orais ndo foi observada
associacdo entre a presenca de Ulceras e o tempo de sobrevida (HAHN et al., 1994;
SCHULTHEISS, 2006). Contudo, para as lesbes cutaneas, essa informacdo ainda é
controversa (LAPRIE et al., 2001).
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2. 2) Metaloproteinases e Melanomas

Metaloproteinases de matriz (MMPs), ou matrixinas como também sdo conhecidas, sdo
enzimas pertencentes a familia de endopeptidases, zinco-dependentes, secretadas como pro-
enzimas e por variedade de células, tais como mesenquimais, fibroblastos, queratindcitos,
polimorfonucleares, macréfagos e tumorais, que tém como funcdo mais estudada a
degradacdo de componentes da matriz extracelular (MEC), especificamente proteoglicanos,

glicoproteinas e colagenos da membrana basal (YOKOTA et al., 2002).

Essas proteinas estdo envolvidas em processos fisiolégicos como fertilizacdo, implantacéo
embrionaria, embriogénese, morfogénese e diferenciacdo e em processos patoldgicos tais
como inflamacdo, cicatrizacdo, artrite, fibrose hepética, enfisema, aterosclerose e neoplasias
(EGEBLAD, WERB, 2002). Sua ativacdo é dependente de ligagdo com um ion de metal como
Zn* ou Ca* em seus sitios de ativacdo. O fon usualmente serve para coordenar dois a quatro
lados das cadeias e é indispensavel para atividade da enzima. O ion, por si s6, é coordenado
por uma molécula de agua, a qual € também crucial para a atividade catalitica (NAGASI,
WOESSNER, 1999; FREDERICK, NAGASI, 2002; VISSE, NAGASI, 2003). O
funcionamento adequado das MMPs envolve a ligacéo de Ca®* para manter a conformacéo da
molécula, assim como de Zn* ligado no sitio ativo da enzima (NAGASI, WOESSNER,
1999).

Existem mais de 30 metalopeptidases e de acordo com sua estrutura, especificidade do
substrato e localizagdo celular, podem ser divididas em cinco grupos: colagenases (MMP-1,
MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-7,
MMP-10 e MMP-11), tipo membranas (MT-MMP-1 a MT-MMP-6) e matrilisinas (MMP-12,
MMP-18, MMP-19 at¢é MMP-26) (ARAUJO et al., 2011). As MT-MMPs sdo ligadas
covalentemente a membrana celular, enquanto as MMPs secretadas (colagenases, gelatinases,
estromelisinas e matrilisinas), localizam-se na superficie celular através da ligacdo com
integrinas ou interagdo com proteoglicanas e coldgeno tipo IV (NAGASI, WOESSNER,
1999; VISSE, NAGASI, 2003).

O processo de ativagdo e inibicdo das MMPs é extremamente complexo e dindmico, sendo
modulado através da expressdo génica, ativacdo de pro-enzimas latentes e interagdo com

inibidores (SELTZER, EISEN, 2003). Por sua vez, a transcri¢do dos seus genes sdo reativos a
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uma grande variedade de oncogenes, fatores de crescimento, citocinas e hormonios (VISSE,
NAGASI, 2003).

As MMPs sdo sintetizadas como proteinas inativas (pro-enzimas latentes), incapazes de
realizar proteélise e que podem ser ativadas pela tripsina, plasmina, furina ou mesmo outras
metaloproteinases como a estromelisina e as tipo membrana. Também podem ser ativadas in
vitro, por agentes quimicos como mercuriais, glutationa oxidada, dodecil sulfato de sédio,
agentes caotrdpicos, oxigénio reativo, além de baixo pH e aquecimento (VISSE, NAGASI,
2003). Tais agentes, muito provavelmente, atuam removendo o dominio pro-peptideo e
expondo 0 Zn** (VAN-WART, BIRKEDAL-HANSEN, 1990), associado a esse processo, a
ativacdo enzimatica da pré-enzima ocorre pelo deslocamento do residuo de cisteina (chave-
cisteina) presente no pro-dominio, mediante clivagem proteolitica ou quebra quimica
(NAGASE, WOESSNER, 1999).

Existem uma série de inibidores das MMPs que rapidamente bloqueiam suas acGes, entre eles
estdo os membros da familia das ap-macroglobulinas, as trombospondinas, e principalmente
0s inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) (WEI et al., 2003). Esses inibidores sdo
glicoproteinas, constituida por quatro membros, TIMP-1, -2, -3 e -4 , que inibem de forma
seletiva, reversivel, ndo covalente e com estequiometria molecular na razdo 1:1 (UENO et al.,
1996).

As metaloproteinases apresentam varias caracteristicas em comum. Todas contém zinco na
regido ativada unida a sequéncia conservada HEXXHXXGXXHXXXXXXXM, onde H é
uma histidina, E corresponde ao acido glutamico, X representa um aminoéacido variavel e M é
uma metionina (SELTZER, EISEN, 2003). Estruturalmente, sdo constituidas por um proé-
dominio, com aproximadamente 80 aminoacidos, responsavel por manter a laténcia
enzimatica das pro-MMPs, um dominio catalitico, composto de aproximadamente 170
aminoacidos, e um dominio C-terminal semelhante a hemopexina com cerca de 210
aminoacidos. Além desses, as metaloproteinases tipo-membrana possuem um dominio
transmembrana (NAGASE, WOESSNER, 1999; POLETTE et al., 2004).

A figura 1 apresenta os dominios estruturais das principais metaloproteinases.
Estruturalmente, as duas gelatinases MMP-2 e MMP-9 possuem um adicional dominio de

fibronectina tipo Il, que € inserida entre o dominio catalitico e o0 dominio do sitio ativo. Ja as



seis MMPs de tipo-membrana (MMP-14 a 17 e MMP-24 e 25) possuem um dominio
transmembrana adjacente ao dominio C-terminal e um dominio intracelular (HOFMANN et
al., 2000).

Figura 1. Representacdo esquematica dos dominios estruturais das metaloproteinases

Gelatinases: MMP-2 e MMP-9

Colagenases: MMP-1, MMP- 8, MMP- 13 e MMP- 18

Estromelisinas: MMP-3 e MMP-10

Matrisilina: MMP-7

Zn?*

MMPs tipo-membrana: MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 & MMP-25

= -,

Legenda:

- Sinal Peptideo - Pré-peptideo Dominio cataltico . Dominio fibronectina I

- Regido de ligacio R’egiéo hemopexina- Dominio Dominio B
simile transmembrana citoplasmatico

Fonte: Adaptado de HOFMANN et al., 2000.

Todas as MMPs sédo sintetizadas dentro da célula. Entdo, seu RNA mensageiro (MRNA)
especifica uma sequéncia de sinal hidrofébica (sinal peptideo), tipicamente contendo 18 a 30
aminoacidos. Essa regido é cortada durante a passagem da pré-enzima ao meio extra-celular.
O dominio pro-peptideo estende-se do N-terminal criado apos a remocao do sinal peptideo até
0 comeco do dominio catalitico em um comprimento de 80 aminoacidos. O residuo de
cisteina da sequéncia conservada PRCGVPD estd posicionado de forma diretamente
oposta a0 Zn>* no centro ativo. A remocdo desse residuo de cisteina ativa a pré-enzima. O
dominio fibronectina 1l apresenta 58 residuos em trés repeticbes e € responsavel pela

especificidade da acdo colagenolitica. O dominio catalitico por sua vez, apresenta cerca de
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170 aminoacidos com o centro ativo catalitico com 50-54 residuos C-terminais. A regido de
ligacdo liga a regido hemopexina-simile com o dominio catalitico, e a regido hemopexina-
simile possui aproximadamente de 210 residuos e determina substratos e inibidores de cada
MMP (FREDERICK, NAGASI, 2002; VISSE, NAGASI, 2003; SELTZER, EISEN, 2003).

As metaloproteinases 9 fazem parte do grupo das gelatinases que possuem como substrato
principalmente o colageno desnaturado (gelatina) e colageno tipo I, IV, V, VII, X, XI, XIV,
elastina, laminina, entactina, fibronectina, vitronectina, osteonectina, plasminogénio, pro-
MMP-2 e 9 (De GROEF et al., 2014). Por sua vez, as metaloproteinases 14 séo ligadas a
membrana e sdo responsaveis pela degradacdo de componentes como colageno tipo I, 11, 1lI,
fibronectina e gelatina, laminina, vitronectina, entactina, proteoglicanos, agreguina e pro-
MMP-2 e 13 (NABESHIMA et al., 2002).

Durante a progressdo neoplasica, algumas células tumorais adquirem motilidade e capacidade
de invadir o tecido levando eventualmente a disseminacdo metastatica. Tal processo de
invasdo requer interacdes célula-matriz e atividades proteoliticas especificas. A degradacédo da
MEC durante a invasdo tumoral e angiogénese promove a liberacdo de moléculas ativas
armazenadas na matriz e/ou gera fragmentos ativos de componentes da MEC que promovem
crescimento tumoral, invasdo e angiogénese (STERNLICHT, WERB, 2001; ENGBRING,
KLEINMAN, 2003).

A invasao estromal de células tumorais, bem como a formagdo de metastases, € um processo
complexo que envolve o destacamento de células neoplésicas do tumor priméario, rompimento
da membrana basal, invasao do tecido estromal peritumoral, intravasamento para a circulacao
linfatica ou sanguinea e, finalmente, extravasamento para orgaos distantes para formar um
segundo tumor. A degradagdo e remodelamento da MEC e membrana basal por enzimas

proteoliticas sdo essenciais nesse processo (HOFMANN et al., 2000).

Na homeostase tecidual normal, a interacdo das proteases e seus inibidores naturais mantém
um equilibrio proteolitico. Na progressdo neoplasica, o equilibrio € perturbado pela
superexpressdo de proteases e diminuicdo da expressdo de seus inibidores, desse modo o
compartimento ndo celular € alterado e ativa efetores que levam ao estabelecimento de um
meio permissivo para progressao tumoral, invasdo e disseminagdo (NOE, JOST, MAQUOI,
2008).
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As MMPs estdo implicadas no cancer ha mais de 40 anos, sendo superexpressas em uma
ampla gama de tumores malignos em resposta a transformacao celular oncogénica, citocinas e
varios fatores de crescimento e angiogénicos (ENGBRING, KLEINMAN, 2003). Sua relacédo
na fisiopatologia de inUmeras neoplasias tem sido descrita na literatura de modo
correlacionada com fator prognostico (VAISANEN et al., 1998), diagnéstico (WILSON et al,
2006) e alvo terapéutico (OVERALL, KLEIFELD, 2006). Além disso, tem-se estudado
MMP-9 e MMP-14 em cancer de mama (MYLONA et al.,, 2007); cancer de pancreas
(SCHNEIDERHAN et al., 2007); carcinoma gastrico (ZHENG et al., 2006); cancer de
pulmdo (BUGDAYCI et al., 2006); neuroblastoma (SAKAKIBARA et al., 1999) e em
melanomas (HOFMANN et al., 2000).

A MMP-9 e MMP-14 podem agir de varias formas no processo de disseminacdo de tumores,
por mediarem a degradacdo da MEC e membrana basal, podem atuar em fases precoces do
processo de tumorigénese, contribuindo para a formagdo de um microambiente que promova
o crescimento tumoral (MYLONA et al., 2007). Participam da progressao tumoral por meio
da clivagem de membranas basais, receptores do fator de crescimento, citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesdo celular, ligantes apoptoticos e fatores angiogénicos, contribuindo para a
proliferacdo tumoral, invasdo, intravasamento em circulacdo, extravasamento, migracdo para
sitios metastaticos e angiogénese (CHAUDHARY et al., 2010). Também participam em
estagios mais tardios do desenvolvimento tumoral, promovendo o crescimento sustentado
tanto de tumores primarios quanto metastaticos pela ativacdo de fatores de crescimento,
inativacdo de proteinas de ligacdo a fatores de crescimento ou pela liberacdo de moléculas
mitogénicas residentes na MEC (NABESHIMA et al., 2002). Ainda apresentam papel na neo-
angiogénese tumoral, bem como no controle da apoptose por clivar receptores e ligantes que
participam na transducdo de sinais pro-apoptéticos. (MYLONA et al., 2007).

Além disso, evidéncias demonstram que a superexpressao de varias MMPs (MMP-2, MMP-3,
MMP-9, MMP-13, MMP-14) estdo associadas a transicdo epitélio-mesénquima, processo
bioldgico fundamental em que as células epiteliais perdem sua polaridade, adesdo célula-
célula com consequente ganho de expressdo de N-caderina e perda de expressdo de E-
caderina, adotando um fenotipo mesenquimal apropriada para migracdo (GILLES et al.,
2004).



22

Em melanoma humano, metaloproteinases tém sido foco de aten¢do nos ultimos anos, na
localizagdo cutanea, trato uveal dos olhos e cavidade oral. Dentre todas as MMPs, as que
parecem estar mais relacionadas com a fisiopatologia do melanoma humano e canino
incluem: MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13 e MMP-14, bem como seus inibidores
tissulares TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3 (PIRES et al., 2013).

Embora o papel das MMPs no melanoma permaneca controverso (HOFMANN et al., 2005;
REDONDO et al.,, 2005), a MMP-9 e MMP-14 sdo frequentemente superexpressas em
tumores melanociticos, em estagios avangados do tumor, e estdo associados aos casos mais
invasivos, agressivos e pior prognéstico. Os processos de ativacdo especificos e sua a
localizacdo durante a migracdo das células neoplasicas ainda sdo pouco compreendidas
(HOFMANN et al., 2005); no entanto, MMP-9 foram detectadas em um elevado nimero de
organelas vesiculares, o que pode ser uma forma de realizar uma prote6lise especifica e

direcional durante a migragéo celular, invaséo e angiogénese (MANNELLO, MEDDA, 2012).

Pesquisas em melanomas caninos demonstraram 0 aumento na expressdo de MMP-9 em
comparagdo com tumores melanociticos benignos. Sua expressdo € abundante e apresenta
distribuicdo homogénea em células tumorais e estromais. Além disso, expressa de forma
variada nos grupos de fase de crescimento radial invasivo, mas ndo na fase de crescimento
vertical (PIRES et al., 2013). A MMP-14 por sua vez, esta envolvida em diferentes estagios
de desenvolvimento tumoral, crescimento e angiogénese, invasao, metastase e crescimento em
sitios secundarios, e por ser ativador da MMP-2 promove melhorias e facilita 0s processos de
migracdo, invasdo e crescimento, mecanismos que sdo independentes da atividade catalitica
das enzimas. Os resultados sugerem ainda que a MMP-14 contribui com a progressdo
neoplasica independentemente da sua capacidade de ativar a MMP-2 (SOUNNI, NOEL,
2005).

Finalmente, a MMP-9 e MMP-14 podem clivar receptores de adesdo de superficie celular,
como CD44 e integrinas, além de proteoglicanos, contribuindo nos processos de invasdo,
metastase e angiogénese (KAJITA et al., 2005). E ainda, através da interagdo com moléculas
de adesdo ou proteinas especificas da MEC, como laminina-5, a MMP-14 pode modular
fortemente a adesdo celular e organizacdo citoesquelética levando a mobilidade celular

(SOUNNI, NOEL, 2005), favorecendo ainda mais o processo de invasao.
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3. ARTIGO

O artigo encontra-se nas normas do periodico a que sera submetido.

Artigo: METALOPROTEINASES 9 E 14 APRESENTAM ASSOCIA(;()ES
DISTINTAS COM CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS EM MELANOMAS

CANINOS ORAIS E CUTANEOS

Este trabalho sera submetido ao Veterinary Research Communications, que possui Qualis
CAPES B3 na area de avaliacdo Medicina Il e fator de impacto de 0.981.
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RESUMO: Melanoma € uma neoplasia altamente metastatica, com comportamento agressivo
e alta resisténcia ao tratamento tanto em medicina humana quanto veterinaria. Aliado a isso, 0
melanoma canino, por apresentar caracteristicas histopatologicas e moleculares semelhantes
as humanas, é considerado um bom modelo para estudo comparativo de progressao
neoplasica. Nos cées atinge localidades como cavidade oral, pele e digitos, além disso, muitos
estudos confirmam que os melanomas orais sdo mais agressivos e tém pior progndstico
qguando comparados aos cutaneos. A degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular
por metaloproteinases (MMPSs) é um passo essencial na progressdo do melanoma, associado a
esse processo, concentracdes aumentadas de MMPs estdo associadas com migracéo, invasédo e
metastase. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a expressdo da MMP-9 e MMP-14 e
sua relacdo com caracteristicas histopatoldgicas de progressdo e marcador prognoéstico em
melanomas caninos cutaneos e orais. Foram selecionados 40 casos de melanomas caninos,
sendo 20 cutaneos e 20 da cavidade oral do acervo do Laboratorio do Comportamento Celular
do ICB/UFMG, para avaliagdo histopatologica (presenca de émbolo, desmoplasia, atividade
juncional, ulceracdo) e realizacdo da técnica de imunohistoquimica para MMP-9, MMP-14 e
KI167. A expressdo de MMP-14 e MMP-9 foi observada em todos os casos, com 75% dos
casos cutaneos e 60% dos casos orais apresentando imunomarca¢do em mais que 50% das
células neoplésicas. Ao analisar a relacdo entre MMPs e caracteristicas histologicas, foi

observada a associagdo com a presenca de ulceracdo e émbolos nos casos cutaneos, e nos
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casos orais com o indice de proliferacdo celular. Neste estudo, aparentemente em melanomas
caninos cutaneos, a metaloproteinase 14 estd associada a caracteristicas histoldgicas de
agressividade, enquanto em melanomas orais caninos esta associagdo ocorre com a

metaloproteinase 9.

TERMOS DE INDEXACAO: melanoma, cdo, progressio, agressividade.

INTRODUCAO

O melanoma constitui a neoplasia cutanea mais agressiva, com alta capacidade invasiva,
elevado indice metastatico e baixa resposta terapéutica, causando mais que 75% das mortes
por cancer de pele (Arrangoiz 2016). No Brasil corresponde a 4% dos casos de cancer de pele
e estima-se 6.260 novos casos para 0 ano de 2018 (Instituto Nacional do Cancer 2018).

Em cdes, 0 melanoma apresenta grande relevancia clinica, representando aproximadamente
7% das neoplasias malignas, e que pode surgir, semelhante a humanos, na cavidade oral, pele,
olhos e digitos (Gross et al. 2006, Omholt et al. 2011). Além disso, pode apresentar
caracteristicas moleculares, histopatoldgicas e clinicas similares as observadas em humanos e

tem sido proposto como modelo comparativo oncologico pré-clinico (Simpson et al. 2013).

Estudos demonstram que o melanoma canino oral € mais comum, agressivo e com ocorréncia
de metéastase em até 80% dos casos (Bergman 2013). Além disso, apresentam pior
prognoéstico do que melanomas cutaneos, apresentando tempo de sobrevida em torno de 36
meses, dependendo das caracteristicas intrinsecas do tumor e do estagio da doenca (Boston et
al. 2014, Liptak & Withrow 2013).

As caracteristicas de agressividade observadas em melanomas sdo associadas a inimeros
fatores, dentre eles destaca-se a capacidade de invadir o tecido adjacente, promovendo a
disseminacdo metastatica (Engbring, & Kleinman 2003). Tal processo de invasdo requer
degradacdo da matriz extracelular (MEC) e membrana basal por enzimas proteoliticas,
conhecidas como metaloproteinases, além de interacbes célula-matriz especificas,

favorecendo o crescimento tumoral, invasdo e angiogénese (Sternlicht & Werb 2001).
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As metaloproteinases (MMPs) sdo endopeptidases, zinco-dependentes, secretadas por uma
variedade de células, como as tumorais, mesenquimais e macrofagos, sendo capazes de
degradar a maioria dos componentes da matriz extracelular (Araujo et al, 2011, Visse &
Nagase 2006). De acordo com sua estrutura, especificidade do substrato e localizacao celular,
sdo divididas em cinco grupos: colagenases, gelatinases, estromelisinas, tipo membranas e
matrilisinas (Araujo et al., 2011). As MMPs 9 fazem parte do grupo das gelatinases que
possuem como substrato principalmente o colageno desnaturado (gelatina) e colageno tipo 1V
(De Groef et al. 2014). MMPs 14 séo ligadas a membrana e responsaveis pela degradacao de
colageno tipo I, II, 11, fibronectina e gelatina, além de apresentarem papel importante na
ativacdo das outras metaloproteinases (Nabeshima et al. 2002).

O aumento na expressao de MMPs, bem como sua relacdo com invasdo e metastase séo
demonstradas desde a década de 1990 em diversos tipos de neoplasias humanas, como de
mama (Basset et al. 1990), célon (McDonell et al. 1991), pancreas (Bramhall et al. 1997) e no
melanoma (Hofmann et al. 2000). No melanoma, assim como em outras neoplasias, as
metaloproteinases encontram-se superexpressas e envolvidas na progressdo tumoral, e ainda
parecem estar relacionadas a modulagdo do microambiente tumoral, estagios avancados do

tumor, maior disseminacao e pior progndstico (Docampo et al. 2011, Pires et al. 2013).

Frente a alta agressividade e baixa resposta terapéutica do melanoma em medicina veterinaria
juntamente com a escassez de estudos acerca da complexidade da atividade das
metaloproteinases em modelos espontaneos dessa doenca, 0 presente trabalho teve por
objetivo avaliar a expressdo da metaloproteinase 9 e metaloproteinase 14 e sua relagdo com
caracteristicas histopatoldgicas de progressdo e marcador progndstico em melanomas caninos

cutaneos e orais.

MATERIAIS E METODOS
Aspectos éticos
Este trabalho foi realizado de acordo com o0s principios éticos para uso de animais em

experimentacdo e apOs aprovacdo pela Comissdo de FEtica no Uso de Animais
(CETEA/CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 008/2016).
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Espécimes

Foram analisados 40 casos de melanoma obtidos de cédes de diversas racas submetidos a
exérese cirargica no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-
UFMG) cuja amostras foram enviadas ao Laboratorio do Comportamento Celular do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da UFMG para diagnostico histopatologico. Foram utilizadas amostras

recebidas entre os anos de 2005 e 2018.

Avaliacdo Histopatoldgica

Foram utilizadas amostras incluidas em parafina, que previamente passaram por fixacdo em
formol neutro e tamponado a 10%. Foram obtidas sec¢des histologicas de 4um, coradas entdo
pela técnica da hematoxilina-eosina para analise em microscopia 6ptica e classificacdo
histolégica de acordo com Goldschmidt e colaboradores (1998). Os melanomas foram
classificados qualitativamente quanto a sua pigmentacdo em escore 0 a 3, sendo 0 a auséncia
de células neoplasicas pigmentadas; 1: 1-25% células neoplasicas pigmentadas; 2: 26-50% de
células neoplasicas pigmentadas; 3: >51% de células neoplasicas pigmentadas. Os casos que
apresentaram pigmentacdo 3 ndo foram incluidos neste estudo visto a dificuldade de
visualizacdo da marcacdo imunohistoquimica citoplasmatica. Dos casos analisados, aqueles
com escore 0 foram considerados amelanédticos enquanto os que apresentaram escore 1 e 2
foram considerados melanoticos. Avaliou-se ainda a presenca de émbolos, ulceracéo,

desmoplasia e atividade juncional (lentiginosa ou pagetoide).

Imunohistoquimica

O procedimento imunohistoquimico foi realizado pela técnica de reacdo em peroxidase com
identificacdo a partir de anticorpo secundario polimerizado (Novolink Polymer Detection
Sistem; Leica 43 Biosistems, Newcastle upon Tyne, UK). A recuperacdo antigénica ocorreu
em calor Umido pressurizado a 125°C (Pascal® Pressure Cooker; Dako Cytomation,
Glostrup, Denmark) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako Cytomation,
Glostrup, Denmark). Para bloqueio da peroxidase enddgena as laminas foram incubadas por
trés tempos de 5 minutos em solucdo de H202 10% em alcool metilico. Para bloqueio das
proteinas enddgenas as laminas foram incubadas por 15 minutos em Protein Block Serum-
Free Ready to Use (Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA). Os reagentes
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foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubagdo do anticorpo primario de
16 horas (anti-Metaloproteinase9, anti-Metaloproteinasel4; anti-Ki67; anti-MelanA e anti-
MelanomaAntigen) e do cromoégeno 3’3-diaminobenzidina (Liquid DAB + Substrate
Chromogen system; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, USA), de 3 minutos.
Apos a incubacdo no DAB os cortes foram contracorados com Giemsa (1:5) por 30 minutos e
entdo rinsados em solugdo de &cido cloridrico (1:100), alcool absoluto e por fim acido
isopropilico. Com este tratamento apds a contracoloracdo o pigmento melanico adquire
tonalidade esverdeada, permitindo a visualizacdo amarronzada da reacdo cromogénica com
DAB. Na Tabela 1 estdo listados os anticorpos com o0s respectivos fabricantes, clones,
diluicdo, tempo de incubacdo, método de recuperacdo antigénica e anticorpo secundario
utilizados na técnica de imunohistoquimica. Para controle negativo foi omitida a etapa de
incubacdo do anticorpo primario, com sua substituicdo pelo diluente de anticorpo (Antibody
Diluent with Background Reducing Components; Dako North America; Via Real Carpinteria,
CA, USA).

Interpretacdo da imunohistoquimica

Todas as analises histoldgicas foram realizadas em microscopia Optica convencional, em
aumento de 40x (Olympus — BX41). Os anticorpos anti-Melan-A e anti-Melanoma Antigen
foram utilizados para comprovar o diagnostico de melanoma nas amostras estudadas.
Realizou-se a imunohistoquimica para Melan-A em todos os casos e para Melanoma-Antigen
em todos os casos amelan6ticos e para aqueles melanéticos que ndo apresentaram marcagao
para Melan-A. Foram considerados positivos 0s casos que apresentaram marcacao

citoplasmatica em mais que 10% das células neoplasicas (Smedley et al. 2011).

O anticorpo anti-Ki-67 foi utilizado para determinar o indice proliferativo das lesdes, a partir
da obtencdo do percentual de células neoplasicas com marcagdo nuclear em 500 células.
Foram considerados de alto indice proliferativo os casos orais com indice >19.5% e 0s

cutaneos com indice >15% (Smedley et al. 2011).

A expressdo da metaloproteinase 9 e metaloproteinase 14 foi avaliada a partir da marcacao
citoplasmatica de células neoplasicas, classificada segundo o percentual de células marcadas,
sendo: 0 (<5%), 1 (5-20%), 2 (21-49%), 3 (>50%); e segundo a intensidade de marcacdo: 0
(auséncia de marcacdo), 1 (fraco), 2 (moderado) e 3 (forte) (Adaptado de Pires et al. 2013).
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Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism v. 5.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Para relacionar as varidveis, foi utilizado o Teste
Qui-quadrado ou método Exato de Fisher. Possiveis correlacdes foram avaliadas pelo Teste de
Spearman ou Pearson. Para os resultados quantitativos realizou-se ainda a comparacdo de
médias pelo teste t ou Mann-Whitney a depender da normalidade dos dados. Foram
consideradas como significativas as associacdes e concordancias cuja probabilidade de
significancia do teste foi de p<0,05.

RESULTADOS

Caracteristicas histoldgicas

Dos 40 tumores caninos analisados, 20 eram cutaneos e 20 eram da cavidade oral. Dos casos
analisados observou-se maior frequéncia do padrdo celular do tipo epitelidide, sendo 55%
(11/20) da cavidade oral e 95% (19/20) cutaneos.

Nos melanomas cutaneos a pigmentacdo e a presenca de atividade juncional apresentaram-se
associadas (p= 0,0006), sendo 75% (15/20) dos casos analisados melanoticos e 60% (12/20)
sem comprometimento da epiderme. Mais da metade dos casos (55%, 11/20) possuiam
ulceracdo e 60% (12/20) apresentavam émbolo e desmoplasia simultaneamente. Nos
melanomas orais a maioria eram melandticos (65%, 13/20), quase a totalidade apresentavam
ulceracdo (95%, 19/20), em 65% (13/20) observou-se desmoplasia. Na metade dos casos
(50%, 10/10) a atividade juncional ndo encontrava-se presente e 45% (9/20) néo

apresentavam émbolo neoplésico.

Expressao das Metaloproteinases 9 e 14

Nos melanomas cutaneos a expressao imunohistoquimica para MMP-14 (Fig.1A e 1B) foi
encontrada em todos os tumores (20/20), com 75% (15/20) dos casos apresentando marcacgao
em mais que 50% das células neoplésicas e ainda com intensidade de marca¢do moderada em

45% (9/20). A expressdo imunohistoquimica para MMP-9 (Fig.1C e 1D)assim como
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similarmente observada na MMP-14, também foi verificada em todos os casos (20/20), com a
maioria dos casos (75%, 15/20) apresentando marcacdo em mais que 50% das células

neoplasicas e intensidade de marcacdo moderada (Tabela 2).

Nos melanomas orais a expressdo imunohistoquimica para MMP-14 (Fig. 22 e 2B) foi
encontrada em todos os tumores (20/20), com 65% dos casos (13/20) apresentando marcacgéo
em mais que 50% das células neoplasicas e em 45% (9/20) intensidade de marcacao
moderada. A expressdo imunohistoquimica para MMP-9 (Fig. 2C e 2D)foi observada em
todos os casos (20/20) com a maioria de casos (60%, 12/20) com marcacdo em mais que 50%
das células neoplasicas e intensidade de marcacdo moderada em 40% (8/20) (Tabela 2).

Relacdo entre a expressdo de Metaloproteinase 9 e 14 e caracteristicas histologicas

Ao avaliarmos nos casos cutaneos a expressdo de MMP-9 com caracteristicas histologicas,
observamos que a elevacdo do percentual de células marcadas estd relacionada com a
presenca de ulceracdo (p=0.0063; r= 0.6024), assim como a intensidade de marcacdo com a
presenca de desmoplasia (p= 0.0396; r= 0.4756). Com relacdo a MMP-14, o aumento do
percentual de células marcadas esteve associada a auséncia de atividade juncional (p=0.019;
r=- 0.5641), ja a intensidade de marcacao apresentou-se associada a presenca de émbolos (p=
0.0134; r=5860).

No que se refere aos casos orais, foi observada uma relagdo direta entre a elevagdo do
percentual de células marcadas para MMP-9 e MMP -14 (p= 0.0016; r= 0.6585). Ainda foi
possivel observar relacdo entre intensidade de marcacao para MMP-9 com atividade juncional
do tipo pagetoide (p= 0.0185; r= 0.5803) e indice de proliferacdo celular (p= 0.0386; r=
0.5207).

DISCUSSAO

O melanoma, apesar de ser menos frequente do que outras neoplasias de pele apresenta maior
letalidade e agressividade (Miller 2006), devido a sua caracteristica invasiva, com alta
proliferacdo celular, capacidade replicativa aumentada e forte habilidade de disseminagéo
metastatica (Moretti et al. 2008).
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Em circunstancias normais, a matriz extracelular constitui uma das barreiras contra a
disseminacdo do tumor (Cauwe et al. 2007), entretanto durante a progressdo neoplésica o
remodelamento da MEC e degradacdo de membranas basais, receptores de fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo celular, ligantes apoptoticos e
fatores angiogénicos, por metaloproteinases é uma etapa fundamental para a formagéo de
metastases (Gialeli et al. 2011).

A expressdo da maioria das MMPs é baixa ou indetectavel em tecidos normais, portanto a
regulacdo positiva de sua expressdo em neoplasias é interpretada como indicativo de que estdo
ativadas em células tumorais e tecidos circundantes (Kondratiev et al. 2008). No melanoma
humano as metaloproteinases encontram-se superexpressas em resposta a transformacédo
celular oncogénica, citocinas e varios fatores de crescimento e angiogénicos (DoCampo et al.
2011), ademais 0 aumento na sua expressdo estd relacionado in vitro e in vivo a migracéo,
invasdo, crescimento celular e comportamento mais agressivo (Simpson et al. 2013). Nossos
dados demonstram que todos o0s casos estudados apresentaram imunomarcacao para MMP,
bem como alta frequéncia de casos com elevada expressao de metaloproteinase 9 e 14,

similarmente ao observado na contraparte humana.

Evidenciamos nos casos cutaneos a relagdo da MMP-14 com a presenga de émbolos, e nos
casos orais a relacdo da MMP-9 com a proliferacdo celular. Na literatura sdo encontrados
trabalhos demonstrando que durante a etapa de degradacdo dos componentes da MEC
fragmentos sollveis com bioatividades sdo gerados e estimulam vias ligadas ao aumento da
proliferacdo neoplésica, intravasamento em circulagdo sanguinea e consequente formacéao de
émbolos neoplasicos e migracdo para sitios metastaticos (Joyce & Pollard 2007, Lépez-Otin
et al. 2009, Gialeli et al. 2011). Além disso, uma etapa facilitadora de embolizacdo vascular e
metastases é a agregacdo plaquetaria em torno do émbolo de células neoplésicas induzida pelo
tumor, tal agregacéo é dependente da ativacdo da MMP-2 pela MMP-14 (Levin 1995).

Encontramos nas lesBes cutaneas a relacdo entre 0 aumento na expressdo de MMP-9 com a
presenca de ulceragédo, sendo por definicdo ulceracdo a auséncia de epiderme intacta sobre
uma porcao significante do tumor primario (Balch 1980). O mecanismo para a compreensao
deste evento ainda ndo é esclarecido e aparentemente pode estar relacionado a diminuicdo do
suprimento sanguineo pela rapida expansdo tumoral na derme, e ainda a fragilidade e

consequente ruptura da epiderme devido a infiltracdo neoplasica (Sarpa et al. 2006). E
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possivel que as MMPs estejam relacionadas nesse processo ainda que sejam escassos estudos

sobre o tema.

Ao analisar a expressao de MMPs com caracteristicas histoldgicas, foi observada uma relagédo
inversa de MMP-14 com atividade juncional nos casos cutaneos, e nos orais uma relagcéo
positiva com a MMP-9. Caracteriza atividade juncional a proliferacdo de melandcitos
neopléasicos na interface entre a epiderme e derme (Goldschmidt et al. 1998). E comum em
lesbes melanociticas humanas, sendo em lesdes benignas relacionada a formacdo de nevos
(Smedley et al. 2011), em melanomas acredita-se que esteja relacionada a fase de crescimento
vertical em que as células neoplasicas ganham propriedades invasivas com acometimento das
camadas inferiores da derme e hipoderme (Clark et al. 1984). No melanoma canino sua
presenca € comumente observada e de forma semelhante ao melanoma humano,
aparentemente relacionada a fase de crescimento vertical (Spangler & Kass 2006), com
possivel papel facilitador das MMPs nesse processo, entretanto ndo existem evidéncias

significativas na literatura e sua relevancia continua obscura.

Na espécie canina, o melanoma é o tumor maligno mais comum da cavidade oral (Bergman
2007), altamente agressivo, com invasdo local nos 0ssos e metastases para os linfonodos
regionais (Williams & Packer 2003). Historicamente diversos estudos confirmam que o
melanoma da cavidade oral tem um pior progndéstico quando comparado ao cutaneo, com uma
menor sobrevida dependendo de caracteristicas do tumor (Dennis et al. 2006, Liptak &
Withrow 2013, Boston et al. 2014). Histologicamente em melanomas orais e cutaneos
observa-se necrose, infiltrado inflamatério associado, desmoplasia e ainda presenca de
ulceracdo, alta proliferacdo celular e émbolos neoplasicos, caracteristicas essas Ultimas que
indicam maior agressividade tumoral (Smith et al. 2002)e que apresentam-se mais frequentes

em lesdes orais.

Baseado na literatura e diante dos casos estudados € possivel inferir que em melanomas
caninos cutaneos, provavelmente a metaloproteinase 14 esta associada a caracteristicas
histologicas de agressividade, enquanto em melanomas orais caninos esta associagdo ocorre

com a metaloproteinase 9.

Alguns marcadores prognosticos e preditivos sdo bem estabelecidos para avaliacdo tumoral e

conduta de terapias anti-neoplasicas. Dentre esses marcadores destacam-se a avaliacdo do
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indice mitdtico, bem como da proliferacdo celular, localizacdo do tumor e caracteristicas
histolégicas como presenca de émbolos e ulceragdo. Nos melanomas, porém, devido sua
heterogeneidade e conhecida resisténcias as terapias convencionais, torna-se um desafio ja
que ndo existem protocolos determinados ou mesmo terapias-alvo. Desse modo,
estabelecimento de novos pardmetros que auxiliardo o estadiamento e acompanhamento sao

importantes para elucidacdo de possiveis rotas terapéuticas.
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Tabelas

Tabela 1. Lista de anticorpos, com os respectivos fabricantes, clones, dilui¢do, tempo de
incubacdo, método de recuperagdo antigénica e anticorpo secundério utilizados na técnica de
imunohistoquimica.

Anticorpo Fabricante  Clone  Diluicio Tempode Recuperagdo Anticorpo
incubacéo antigénica  secundario

Melan-A Dako Al103 1:100 16h Citrato + Calor  Novolink
Umido
pressurizado

Melanoma Santa Cruz PNL-2 1:100 16h Citrato + Calor  Novolink
Antigen Umido
pressurizado

Ki67 Dako MIB-1 1:50 16h Citrato + Calor  Novolink
Umido
pressurizado

MMP-9 Abcam EP1254 1:100 16h Citrato + Calor  Novolink
umido
pressurizado
MMP-14 Abcam Policlonal 1:50 16h Citrato + Calor  Novolink
umido
pressurizado




Tabela 2. Percentual da expresséo de metaloproteinase 9 e 14 analisadas por localizacéo
tumoral.

Distribuicdo de Metaloproteinase 9 e 14

CUTANEO (N=20) ORAL (N=20)
MMP9 MMP14 MMP9 MMP14
Escore
0 0% 0% 5% 25%
1 5% 5% 20% 10%
2 20% 30% 15% 15%
3 75% 65% 60% 50%
Intensidade
0 0% 0% 0% 15%

1 10% 35% 30% 40%
2 75% 45% 40% 45%
3 15% 20% 30% 0%
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Figuras e legendas

Figura 1. Fragmento de melanoma cuténeo canino, imunohistoquimica para MMP-9 e
MMP-14; imunomarcacao com revelagdo pelo DAB. Contra-coloracdo com Giemsa. A)
Melanoma cutdneo com imunomarcacdo citoplasmatica forte para MMP-9 em > 50% das
células neoplésicas (seta). Asterisco: area de pigmentagdo melanica. 40X. B) Melanoma
cutdneo com imunomarcacdo citoplasmatica fraca para MMP-9 em < 50% das células
neoplasicas (seta). Asterisco: area de pigmentacdo melanica. 40X. C) Melanoma cutédneo com
imunomarcacao citoplasmatica forte para MMP-14 em > 50% das células neoplasicas (seta).
40X. D) Melanoma cutadneo com imunomarcacao citoplasmatica fraca para MMP-14 em 21-
49% das células neoplasicas. 40X.
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Figura 2. Fragmento de melanoma oral canino, imunohistoquimica para MMP-9 e
MMP-14; imunomarcacao com revelagdo pelo DAB. Contra-coloracdo com Giemsa. A)
Melanoma oral com imunomarcacéo citoplasmatica moderada a forte para MMP-9 em > 50%
das celulas neoplésicas (seta). Asterisco: area de pigmentacdo melénica. 40X. B) Melanoma
oral com imunomarcag&o citoplasmatica fraca para MMP-9 em < 50% das células neoplasicas
(seta). 40X. C) Melanoma oral com imunomarcacao citoplasmatica forte para MMP-14 em >
50% das células neoplésicas (seta). Asterisco: area de pigmentacdo melanica. 40X. D)
Melanoma oral com imunomarcacdo citoplasmatica fraca para MMP-14 em 21-49% das
células neoplasicas (seta). 40X.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O melanoma € reconhecidamente uma neoplasia agressiva, com baixa resposta terapéutica,
grande capacidade invasiva e migratoria, favorecendo a formacdo de metastases. Na medicina
veterinéria o quadro apresenta-se de forma semelhante, com o agravante do diagndstico ser

realizado mais tardiamente do que em humanos.

As caracteristicas de agressividade observadas em neoplasias sdo associadas a sua capacidade
de invadir o tecido adjacente, bem como promover a disseminacdo metastatica. Essa etapa de
invasdo requer a degradacdo da matriz extracelular pela acdo das metaloproteinases, que
superexpressas favorecem o estabelecimento de um meio permissivo para progressao tumoral,
invasdo e disseminacdo. Este evento € bem descrito em diversas neoplasias humanas e
também em algumas neoplasias caninas, porém no melanoma canino pouco se conhece sobre

seus efeitos.

Nossos dados demonstram que em melanomas caninos as MMPs encontram-se
superexpressas e relacionadas as caracteristicas de agressividade e progressdo tumoral, como
presenca de ulceracdo e émbolos, bem como de proliferacdo celular. Na literatura séo
encontrados trabalhos demonstrando que durante a etapa de degradacdo dos componentes da
MEC fragmentos sdo gerados e estimulam vias envolvidas na proliferacdo celular neoplasica,
intravasamento em circulacdo sanguinea e eventual formacdo de émbolos neoplésicos e
migracdo para sitios metastaticos. Outros estudos especulam que MMPs podem facilitar a
embolizagdo vascular e formacdo de metéstases por meio da agregacdo plaquetaria em torno
do émbolo de células neoplasicas, tal agregacdo seria dependente da ativacdo da MMP-2 pela
MMP-14.

Entender a regulacdo das MMPs no melanoma fornece novas alternativas para a propedéutica
e conduta de tratamento. Por essa razdo, trabalhos que busquem associar a expressdo dessa
proteina com parametros de agressividade e sobrevida dos animais acometidos pela neoplasia
sdo essenciais para a determinacdo de seu possivel valor prognostico. Entretanto, uma
dificuldade observada na medicina veterinaria é a dificil rastreabilidade dos pacientes e seus

tutores e ainda a determinagédo do o6bito.
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6. ANEXOS

Anexo A. Certificado do Comité de Etica em Experimentacio Animal — CETEA/CEUA.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO/CERTIFICATE

Certificames que o Protocolo n®. 008/2016, relativo ac projeto inmtitwlado “Expressie génica e protéica de marcadores
prognostices nes melanomas caninos cutineos ¢ oral”, que tem como responsdvel Enio Ferreira, estd de acordo com os
Principios Eticos da Expenmentacio Animal adotados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 21/03/2016. Este certificado expira-se em 20/03/2021.

Aprovada a prorrogacio até 20/03/2023 —(reunido de 01/07/2019)

We hereby certify that the Protocol n®. 008/2016, related to the Project entitled “Gene and protein expression of prognostic
markers in skin and oval canine melanemas™. under the supervision of Enio Ferreira, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was
approved in 03/21/2016. This certificate expires in 03/20/2021.

New valid date: March 20/2023 — (Approve by CEUA in 07/01/2019)
g A7
L.r,fj_.ﬁx-lt_ e

Belo Horizonte, 01/07/2019. L

Marcelo Resende de Souza
Coordenador da CEUATFMG

Avenida Antbeio Carlos, 6627 — Campus Panpuiha- Unidads Administrativa I - 2° Andar, Sala 2005, CEP-31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil - Telefona: (3]} 3400-4515
wrww v b hicet cacens - CetedEmpg ufiv br
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7. APENDICE
7.1) Apresentacao de trabalhos cientificos em eventos:

Apéndice A. Evento: XVI Encontro Mineiro de Biomedicina- XVI EMBM.

#%,
MINISTERIC DA EDUCAGAC
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

Uberaba - MG

Cerdiifocacto

Certificamos que o trabalho intitulado “ASSOCIAGAO ENTRE A EXPRESSAO DE
METALOPROTEINASE 9 E MOLECULAS DE ADESAO E-CADERINA E N-CADERINA EM MODELO DE
MELANOMA CANINO CUTANEO” dos autores BRUNA MENDES LIMA, BARBARA ANDRADE
CARVALHO, EMERSON SOARES VELOSO, RENATO FELIPE DA COSTA, HELEN LIMA DEL PUERTO,
GEOVANNI DANTAS CASSALI, ENIO FERREIRA foi apresentado por BRUNA MENDES LIMA na
modalidade APRESENTACAQO ORAL — categoria pés-graduacio no “XVI Encontro Mineire de
Biomedicinag — XVT EMBM™_ em Uberaba — MG. realizado nos dias 17, 18 e 19 de maio de
2019,

Por ser expressio verdade, assinamos o presente.

LN

iy, % e = Ty ) ol

Presidente éa Comizsio Organizadora do X'VI EMEBML




Apéndice B. Evento: X Oncovet.

X ONCOJ4z-

2019

Certificamos que Lima, B. M. apresentou o Trabalho Cientifico intitulado “EXPRESSAO DE
METALOPROTEINASE-9 E SUA RELACAO COM QUANTIFICACAO DE COLAGENO TIPO I/1II EM
MELANOMAS CANINOS", de autoria de “Lima, B. M., Carvalho, B. A., Veloso, E. S., Vieira, D.S.
,Cassali, G.D., Del Puerto, H.L., Ferreira, E., no X ONCOVET, organizado pela Associacio
Brasileira de Oncologia Veterinaria - ABROVET em parceria com a Fundacdo de Apoio a
Pesquisa, Ensino e Extensido - Funep, realizado na UFMG - Universidade Federal de Minas

Gerais, Belo Horizonte, no periodo de 30 de abril a 03 de maio de 2019.

Belo Horizonte, 03 de maio de 2019.

Ao Lt gchn g Cadug, 0, Sctote
Profa. Dra. Maria Licia Zaidan Dagli  prof. Dr. Bndrigo %ma DeMardi  Profa. Dra. Maria
Presidente da ABROVET Diretor Cientifico da ABROVET Diretora-Presi
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Certificado registrado sob on® 83436




7.2)) Prémio recebido:
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Apéndice A. Mencdo Honrosa - Evento: XVI Encontro Mineiro de Biomedicina- XVI

EMBM.
o 0]
W0 o, F
| DrA ® 107 t
.4 B \ by F
% F & MINISTERIO DA EDUCAGAO |
‘{:J'-?m\ + UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO H
A Uberaba - MG E

Certiforante

Certificamos que o trabalho intitulado “ASSOCIACAO ENTRE A EXPRESSAO DE
METALOPROTEINASE 9 E MOLECULAS DE ADESAO E-CADERINA E N-CADERINA EM
MODELO DE MELANOMA CANINO CUTANEO* dos autores BRUNA MENDES LIMA,

BARBARA ANDRADE CARVALHO, EMERSON SOARES VELOSO, RENATO FELIPE DA COSTA,
HELEN LIMA DEL PUERTO, GEOVANNI DANTAS CASSALI, ENIO FERREIRA apresentado por
BRUNA MENDES LIMA, receben Mencio Honrosa pela Apresentacio Oral exposta no
“X¥T Encontro Mineiro de Biomedicina— XVI EMBM”. em Uberaba — MG. realizado
nos dias 17. 18 e 19 de maio de 2019,

Por ser exp

s A P L LA SR - Y

Prof. Dr. Carle Jos¢ Freire de Oliveira
Presidente da Comissio Organizadora do XVI
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