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TS resumo

Carcinoma de células Introducdo: O carcinoma de células escamosas do eséfago esta entre os tipos mais agressivos de cancer e de
escamosas de esdfago pior prognéstico. As metaloproteinases de matriz (MMPs), especialmente as MMP-2 e MMP-9, vém sendo
Metaloproteinase 2 utilizadas para avaliacdo prognéstica do cancer, associadas a invasao, tamanho e crescimento tumoral.

Objetivo: O presente estudo visa investigar as expressdes imuno-histoquimicas de MMP-2 e MMP-9,
Metaloproteinase 8 avaliando se existe correlacdo entre sua expressdo e o estadiamento tumoral, invaséo vascular, invasao

local (pT) e diferenciacéo tumoral no carcinoma de células escamosas de eséfago. Material e Método:
Foi realizado um estudo retrospectivo utilizando 31 blocos de parafina contendo tumores de carcinoma
escamoso esofagico, obtidas por esofagectomias realizadas entre 1998 e 2003, no Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM). Os cortes histologicos foram submetidos a reagdo imuno-histoquimica, com sistema
de amplificacdo por polimero nao-biotinilado Novolink para deteccdo de MMP-2 e MMP-9. Resultados: A
avaliacdo da MMP-2 apresentou positividade fraca em apenas cinco casos, ndo demonstrando correlacéo
com as variaveis estudadas. Também nao foram observadas associaces significativas entre as variaveis do
estudo e o grau de expressao imuno-histoquimica da MMP-9. Conclusao: A expressao imuno-histoquimica
das MMP-2 e MMP-9 néo parece ser influenciada pelos parametros investigados. Nesse sentido, estudos
adicionais sdo necessarios para melhor compreenséo de sua associacao aos fatores progndsticos do
carcinoma de células escamosas de esdfago.

Imuno-histoquimica

abstract ST

Introduction: Esophageal squamous cell carcinoma is an aggressive malignant neoplasia with poor prognosis. | Esophageal squamous cell
The expression of matrix metalloproteinases (MMPs), mainly 2 and 9, has been used for the prognostic | carcinoma

evaluation of cancer in association with tumor invasion, size and tumoral growth analysis. Objective: The | yetaioproteinase 2

aim of the present study was to investigate the immunohistochemical expression of MMP-2 and MMP-9
and evaluate if there is an association between their expression and tumor staging, vascular invasion, local | Metalloproteinase 9
invasion (pT) and tumoral differentiation in esophageal squamous cell carcinoma. Material and Methods: | 1umunopistochemistry
We conducted a retrospective study using 31 paraffin-embedded specimens of esophageal squamous cell
carcinoma obtained by esophagectomies performed at Santa Maria University Hospital, Rio Grande do Sul
State, Brazil between 1998 and 2003. The histological sections were immunohistochemically studied using a
non-biotinylated Novolink system for MMP-2 and MMP-9 detection. Results: MMP-2 immunohistochemical
expression was detected only in 5 cases and did not demonstrate correlation with the variables analyzed.
Furthermore, MMP-9 immunohistochemical expression was not significantly associated with the other
variables. Conclusion: MMP-2 and MMP-9 immunohistochemical expression does not seem to be influenced
by the variables reported in this study. Thus further investigations are required to a better understanding of
their association with the prognostic factors of esophageal squamous cell carcinoma.
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Introducao

O cancer de esofago é uma doenca agressiva que
representa cerca de 2% de todos os tumores malignos
e a terceira causa mais comum de cancer do trato gas-
trointestinal@® 3. O carcinoma de células escamosas é o
tumor de es6fago mais frequente com aproximadamente
10.600 casos novos por ano no mundo®. Geralmente
estd associado a um progndstico ruim, por se tratar
de um tumor em estddio avancado no momento do
diagndstico e apresentar alta frequéncia de metastases
linfonodais(% 34,

Ainvasdo local e a capacidade de metastatizacdo sdo
considerados importantes critérios que conferem a uma
neoplasia a caracteristica de malignidade® * 28, Assim,
a invasdo de um tumor epitelial é uma etapa essencial
para a progressdao do cancer, incluindo os tumores de
es6fago®. Nesse sentido, a degradacéo dos componen-
tes da matriz extracelular confere ao tumor de es6fago
a possibilidade de invasdo local para tecidos adjacentes,
além de permitir o acesso aos vasos sanguineos e linfati-
cos, proporcionando a disseminacdo a distancia ¢339,
A degradacado dos componentes da matriz extracelular
é mediada por uma familia de enzimas proteoliticas,
denominadas metaloproteinases de matriz (MMPs). As
MMP-2 e MMP-9 sdo gelatinases, zinco-dependentes,
com funcdo na degradacdo da matriz extracelular, in-
cluindo a membrana basal® 2% 2, Dessa forma, as MMP-2
e MMP-9 apresentam importante papel na angiogénese,
progressao tumoral e disseminacdo metastatica do can-
cer®8 2936 A expressao elevada de MMPs, incluindo as
MMP-2 e MMP-9, tem sido observada em varios tipos
de tumores malignos® 333638 _Por outro lado, esta bem
estabelecido que os niveis de expressdo das MMP-2 e
MMP-9 dependem do contexto biolégico, como por
exemplo, a presenca de regides promotoras bastante
complexas®.

A associacdo entre as MMP-2 e MMP-9 com a tumo-
rigénese do carcinoma de células escamosas de eséfago
tem sido relatada em alguns estudos®' #:37_ Entretanto,
a associacdo da expressao das MMP-2 e MMP-9 em can-
cer de esd6fago aos parametros histol6gicos ainda deve
ser elucidada. Neste estudo, avaliamos as expressoes
imuno-histoquimicas de MMP-2 e MMP-9 em amostras
de carcinoma de células escamosas de es6fago e sua
correlagdo com estadiamento, invasao local, invasao
vascular e grau de diferenciacao tumoral.

Material e método

Selecédo de casos

Foram selecionados 31 blocos de parafina conten-
do produtos de resseccdo cirirgica por esofagectomia,
diagnosticados como carcinoma de células escamosas de
es6fago humano. Os blocos foram obtidos do arquivo do
Servico de Patologia do Hospital Universitério de Santa
Maria (HUSM), referentes aos exames histopatoldgicos
rotineiros no periodo de 1998 a 2003.

Como critérios de inclusdo, foram consideradas a
existéncia e a conservacdo de todos os blocos de parafina
referentes a cada caso no periodo de tempo destinado ao
estudo. Como critérios de exclusao, foram utilizados ma
conservacao dos blocos de parafina, arquivo incompleto,
dividas diagnoésticas, outros diagndsticos, produtos de
bidpsias, casos fora do periodo estipulado, casos em que
os pacientes tenham sido submetidos a quimioterapia e ou
radioterapia neoadjuvante e casos com artefatos durante
fixacdo e processamento.

O protocolo experimental, desenvolvido neste estudo,
foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos e Animais da ULBRA (protocolo CEP-
ULBRA 2006-266H).

Processamento histologico

Foram obtidos cortes histolégicos de 3 pm de espessura
dos blocos de parafina, montados em laminas de vidro
tratadas com organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano;
Sigma Chemical Co®, St. Louis, MO, USA) e coradas com
hematoxilina e eosina para reavaliacdo histopatolégica. A
revisdo histopatoldgica foi realizada por dois patologistas
experientes, de forma independente, sem identificacdo
dos casos, na forma de duplo cego. Eventuais resultados
conflitantes foram discutidos pelos mesmos para definicdo
consensual da anélise.

Procedeu-se graduacdo, estadiamento pTNM e caracte-
rizacdo de itens relativos ao preenchimento de um instru-
mento recomendado para cancer esofdgico” e adotado
pelo Servigo de Patologia do HUSM. Dos itens envolvidos
na padronizacdo do laudo anatomopatolégico em es6fago,
foram selecionados os mais relacionados com o prognéstico
em cancer de es6fago. Neste estudo avaliamos estadiamen-
to do tumor (sistema pTNM), invasao vascular, invasao local
(pT do pTNM), e grau de diferenciacdo tumoral.
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Analise imuno-histoquimica

Os espécimes emblocados em parafina foram sub-
metidos a cortes de 3 pym de espessura e montados em
laminas de vidro previamente preparadas com organosi-
lano (3-aminopropiltrietoxi-silano; Sigma Chemical Co®,
St. Louis, MO, USA) para a realizacdo da técnica imu-
no-histoquimica. A atividade de peroxidase endégena
foi bloqueada com solucdo de per6xido de hidrogénio
a 3% em solucdo tampdo salina de fosfato (PBS) por
10 minutos e a recuperacdo antigénica foi realizada
em vaporizador por 60 minutos, utilizando tampao
de é4cido citrico a 0,21% em pH 6. Os cortes foram
posteriormente incubados com os anticorpos primarios
anti-MMP-2 (1:400, clone 17B11) e anti-MMP-9 (1:400,
clone 15W2), ambos da Novocastra®, New Castle Upon
Tyne, UK, durante 12 h a temperatura ambiente. Apds
a incubacado, foi aplicado o sistema de amplificacdo por
polimero néo biotinilado Novolink (Novocastra®, New
Castle Upon Tyne, UK) por 60 minutos a temperatura
ambiente. Para a revelacdo das reacdes, foi utilizada
a diaminobenzidina (DAB; Sigma Chemical Co®, St.
Louis, MO, USA) e contra coloracdo com hematoxilina
de Harris.

Como controles positivos para MMP-2, foram utili-
zadas células deciduais normais e, para MMP-9, células
de figado humano normal. O controle negativo foi feito
pela omissdo do anticorpo primario.

As [aminas foram analisadas em microscépio éptico
Olympus CX31, estimando-se o percentual de células
positivas de forma semiquantitativa em menor aumento
(40x). Foi analisado o percentual de células neoplasicas
coradas, considerando apenas expressdo citoplasmatica
nas células tumorais. Os casos foram graduados con-
forme o seguinte critério: 0 — negativa: < 5% de células;
1 - positividade fraca: 5% a 20% das células; 2 - positivi-
dade moderada: 21% a 50% das células; 3 - positividade
forte: > 50%42,

Analise estatistica

Para verificar a associacdo entre a MMP-9 e as varia-
veis invasao local, invasao vascular, estadiamento tumo-
ral e grau de diferenciacdo do tumor, foi usado o teste
exato de Fisher. Para aplicar o teste, os niveis 0+1 e 2+3
referentes 8 MMP-9 foram agrupados. Além disso, foram
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considerados na analise somente os extremos de cada
variavel. Para a variavel diferenciacdo tumoral, foi usado
pobremente diferenciado e bem diferenciado, para in-
vasdo local foi usado pT2 e pT3, pois pT1 e pT4 tinham
baixas frequéncias; para estadiamento foram usados IlA
e lll, pois o estadio | apresentou baixa frequéncia e para
invasdo vascular foi considerado os critérios positivo e
negativo. Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 e
os célculos foram executados com o programa Statistical
Package of Social Science (SPSS), versdao 14.0.

A verificacdo de associacao entre MMP-2 com as
variaveis diferenciacdo, invasdo local e estadiamento
nao foi realizada devido a baixa frequéncia de expressao
desse marcador (cinco casos, todos nivel 1).

Resultados

Dados da amostra

Neste estudo foram analisados 31 casos de carcinoma
de células escamosas de esdfago, tendo um predomi-
nio do sexo masculino (25 casos; 80,6%), com idade
média de 56 anos. Em relagao a localizacdo, a maioria
dos tumores, 16 casos (51,6%), foram encontrados no
terco inferior do eséfago, 13 casos (41,9%) no terco
médio, um caso (3,2%) no terco superior e um caso
(3,2%) nos tercos médio e inferior concomitantemente
(Tabela 1).

A avaliacdo da diferenciacdo tumoral revelou 14 casos
(45,2%) moderadamente diferenciados, 12 (38,7%) bem
diferenciados e cinco (16,1%) pobremente diferencia-
dos. Em 25 casos (80,6%), ndo foi detectada invasao
vascular (Tabela 1). De acordo com o estadiamento
tumoral TNM (T: tumor, N: linfonodo, M: metastase),
13 casos (41,9%) foram classificados como estadio IIA,
13 (41,9%) foram estadio I, trés (9,7%), estadio 1IB
e dois (6,4%), estadio |. Dessa forma, os resultados
apontam uma predomindncia para os estagios Il A e Ill
(TabelaT).

Analise imuno-histoquimica de

MMP-2 e MMP-9

A expressdo da MMP-2 s6 foi detectada em cinco
casos, todos com expressao fraca do anticorpo (nivel 1)
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(Figura A). Ja a presenca da MMP-9 pode ser claramente
visualizada no citoplasma das células (Figura B).

Caracteristicas gerais das amostras

de carcinoma de células escamosas

320

Tabela 1 IR Dos 31 casos estudados, 25 (80,6%) apresentaram
— . - . . o ~
Caracteristica N° casos invasao vasc.u!ar negativa e seis cas?s (19,3%), invasao
: vascular positiva. Entre os casos de invasdo vascular ne-
Masculino 25 ) x
Sexo - gativa, 20 (64,5%) apresentaram expressao da MMP-9
Feminino 6 negativa ou fraca (0 ou 1) e em 5 casos (16,1%), a ex-
<50 11 pressdo da MMP-9 foi moderada ou forte (2 ou 3). Para
51-60 10 os casos de invasdo vascular positiva, quatro (12,9%)
ezl (zmes) 61-70 7 demonstraram MMP-9 negativa ou fraca (0 ou 1) e 2
> 70 3 casos (6,4%) foram MMP-9 moderada ou forte (2 ou 3)
- , 1 (Tabela 2). Em relacdo a MMP-2, dos cinco casos de
erco sup,er.lor marcacdo fraca, quatro (80%) foram invasdo vascular
Localizacdo Terco médio 13 negativa e um (20%), invasao vascular positiva. Devido
do turmor Terco inferior 16 ao baixo ndmero de casos com imunomarcacéo para
Terco médio e 1 MMP-2, nédo realizamos a correlacdo desse marcador
inferior com os demais parametros.
Bem diferenciado 12 Para os demais critérios estudados (diferenciagao,
Moderadamente invasao local e estadiamento), foram utilizados os dois
Grau de i i 14 extremos de cada variavel analisada. Assim, de um
dif o diferenciado
Iterenclacao SeliErETE total de 31 casos estudados, foi considerado o nimero
T 5 de casos de cada extremo em relagcdo a cada critério.
o Considerando o nimero de casos de cada extremo, em
Invasao Positiva 6 N o
| . relacdo a diferenciacdo tumoral, foram 17 casos estu-
vascular Negativa 25 dados. Destes, cinco (29,4%) foram classificados como
Invasao Positiva 8 pobremente diferenciados e 12 (70,6%), como bem
perineural Negativa 23 diferenciados. Entre os casos pobremente diferenciados,
| 2 quatro (23,5%) apresentaram MMP-9 (0 ou 1) e um
A 13 caso (5,9%), MMP-9 (2 ou 3). Enquanto isso, nos casos
Estadiamento classificados como bem diferenciados, foi observada uma
I8 3 expressao da MMP-9 (0 ou 1) em oito casos (47%) e
p
[ 13

MMP-9 (2 ou 3) em quatro (23,5%) (Tabela 3).

Figura - Marcacdo imuno-histoquimica pela MMP-2 (A) e MMP-9 (B) em carcinoma de células escamosas de eséfago (400x)
MMP: metaloproteinase de matriz.
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Associacao entre MMP-9 e invasao Associacao entre MMP-9 e
Tabela 2 RENAIEL Tabela 4 EHelENEIORTTIIE]

Invasao Invasao

vascular vascular Total

negativa positiva
MMP-9 20 4 24
(Ooul) (64,5%) (12,9%)  (77,4%)
MMP-9 5 2 7
(2 0ou3) (16,1%) (6,4%)  (22,6%)

25 6 31

Total

(80,6%) (19,3%)  (100%)

MMP-9: metaloproteinase 9.

Associacao entre MMP-9 e
Tabela 3 I{EEMEELRTTILE]

Pobremente Bem

diferenciado diferenciado el
MMP-9 4 8 12
(Ooul) (23,5%) (47%) (70,68%)
MMP-9 1 4 5
(2 ou3) (5,9%) (23,5%)  (29,4%)
Total 2 1z 17
(29,4%) (70,6%) (100%)

MMP-9: metaloproteinase 9.

Quanto a invasao local, foram analisados 28 ca-
sos (Tabela 4). Dos oito casos pT2 (21,4%), seis apresen-
taram MMP-9 (0 ou 1) e dois (7,1%), MMP-9 (2 ou 3). En-
quanto isso, entre os casos pT3, 15 (53,6%) foram MMP-9
(O ou 1) ecinco (17,8%), MMP-9 (2 ou 3) (Tabela 4). Nesse
critério, a maioria dos casos estudados (75%) foi MMP-9
(0 ou 1) e estagios pT3 (71,4%) (Tabela 5).

Quando analisamos o estadiamento do tumor, 26 casos
foram utilizados. Confrontando MMP-9 com estadiamento
do tumor, 11 (42,3%) apresentaram estadio IIA e MMP-9
(0 ou 1); dois (7,7%), estadio IIA e MMP-9 (2 ou 3); nove
(34,6%), estadio Ill e MMP-9 (0 ou 1) e quatro (15,4%),
estadio Ill e MMP-9 (2 ou 3) (Tabela 4).

Discussao

Os pacientes portadores de carcinoma escamoso de
es6fago apresentam um prognéstico reservado, mesmo
quando submetidos a resseccao cirirgica, dado o carater
infiltrativo dessas neoplasias®?. A migracdo e a invasao

Estadiamento Estadiamento

Il A I Uzl
MMP9 11 9 20
Ooul)  (423%)  (346%)  (76,9%)
MMP-9 2 4 6
Qou3)  (77%  (154%  (23,1%)
. 13 13 26
(50%) (50%) (100%)

MMP-9: metaloproteinase 9.

Associacao entre MMP-9 e invasao

Tabela 5 Q1K1

Invasao local Invasao local Total

pT2 pT3
MMP-9 6 15 21
(Ooul) (21,4%) (53,6%) (75%)
MMP-9 2 5 7
(2 ou 3) (7,1%) (17,8%) (25%)
Total 8 20 28
(28,6%) (71,4%) (100%)

MMP-9: metaloproteinase 9.

dos tumores malignos representam eventos essenciais na
progressao neoplasica. A degradacao da membrana basal
e a migracdo de células malignas no estroma é um com-
plexo processo que requer interacdes sequenciais entre
células tumorais, matriz extracelular, células inflamatdrias
e estromais®. O estudo da expressdao de MMPs em tu-
mores humanos tem demonstrado que essas proteinases
sdo um importante componente do fenédtipo invasivo em
vérias neoplasias, incluindo tumores do trato gastrointes-
tinal® 219, Nesse sentido, a expressdo desregulada de
MMP-2 e MMP-9 desempenha um papel critico na invaséo
da membrana basal por meio da degradacéo do coldgeno
tipo IV e, portanto, na iniciacdo, vascularizacdo e progressao
de diversos tumores®.

Mais recentemente, foi relatado que a MMP-9 exerce
um papel mais pronunciado do que a MMP-2 durante a
invasao?). Nesse aspecto, nosso estudo demonstrou uma
maior variabilidade de expressdo da MMP-9 nos casos ava-
liados, enquanto a expressdo da MMP-2 foi negativa para
a maioria dos casos e fraca em apenas cinco casos. Ainda
que alguns estudos tenham encontrado associacdo entre a
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hiperexpressdo de MMP-2 com o avanco do estadiamento
e 0 grau de tumores esofagicos' 37, nossa amostra nao
apresentou tal associacdo. Entretanto, diversos estudos mos-
traram que 0 aumento da expressao das MMP-2 e MMP-9 em
territério invasivo se da pelo aumento de secrecéo de MMPs
pelas células estromais de tumores de esdfago!>:3%3D, Nes-
se sentido, varios achados experimentais que demonstram
associacdo entre tumorigénese e progressao tumoral com a
expressao das MMPs sdo oriundos de estudos que contem-
plam a resposta adjacente inflamatéria e tecido conjuntivo
as células neoplésicas”. Entre estes, Samantaray, et al. de-
monstraram um aumento de RNA mensageiro (RNAm) da
MMP-2, especialmente em componente estromal de tumor
de es6fago®”. Assim, a baixa expressao da MMP-2 observada
no nosso estudo pode ser explicada pelo fato de ter sido
avaliada somente no citoplasma das células neoplasicas, sem
considerarmos as células estromais.

Existem evidéncias de que maiores expressao e ativacao
da MMP-9 sdo dependentes da densidade das células tu-
morais, bem como da localizacdo intratumoral (centro ou
periferia do tumor) onde foi avaliada a expressao destas
proteinases'”. Os estudos que quantificam esse fator levam
em conta apenas a expressdao na borda do tumor® 29,
No nosso estudo, foi verificada a expressdo citoplasma-
tica intratumoral nas células neoplésicas, o que pode ter
determinado a auséncia de associacdo com os critérios
anatomopatoldgicos selecionados.

Apesar da associacao entre MMP-2 e MMP-9 com an-
giogénese, progressao tumoral e metéastases®# 239, alguns

estudos ndo apresentaram essa correlacdo. Vdisanen, et al.
compararam o valor prognéstico das MMP-2 e MMP-9 em
melanoma cuténeo, ndo detectando relevancia progndstica
na imunorreatividade da MMP-9 em melanoma primério em
células tumorais e estromais®®. Masuda e Aoki demonstra-
ram que ndo existe diferenca significativa entre a expressao
do RNAm da MMP-9 e da MMP-2 entre células tumorais de
c6lon e mucosa saudavel™. Também em cancer de célon a
expressao das MMP-2 e MMP-9 ndo demonstrou correlagao
com o estadio tumoral®. Recentemente, foi demonstrado
que a MMP-2 ndo parece contribuir com a carcinogénese
no cancer de eséfago®.

Além disso, apesar de a expressao da MMP-2 ser cons-
titutiva, a atividade do promotor dessa protease pode ser
induzida. Essa regulacdo depende da ativacdo de varios
fatores de transcricdo que podem ativar ou inativar a
regido do promotor da MMP-2@2, Mais ainda, o aumento
da expressdao das MMP-2 e MMP-9 parece estar mais as-
sociado a lesdes iniciais do que a carcinomas de es6fago
ja estabelecidos. A hiperexpressdo de MMP-2 e MMP-9
tem sido identificada como parte de um evento inicial na
tumorigénese, associado a degradacdo da membrana basal
e a transformacdo maligna, mas ndo necessariamente ao
potencial de malignidade®®" %37, Dessa forma, podemos
sugerir que o aumento da expressdo das MMP-2 e MMP-9
em territorio invasivo de carcinoma de esdfago deve estar
mais associado ao incremento de secrecdo das MMPs pelas
células estromais e inflamatdrias, ou ainda depender da
ativacdo da regido promotora dessa protease.
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