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Resumo
Objetivo: analisar a expressão da metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9) e do fator de crescimento vascular 
endotelial (VEGF) em um grupo de pacientes com câncer primário de mama, e correlacioná-los entre si e com outros 
indicadores de prognóstico. Métodos: estudo transversal que analisou a expressão da MMP-9 e do VEGF em 88 
casos consecutivos de tumores primários de mama. As amostras foram obtidas de pacientes portadoras de câncer 
primário de mama, submetidas a tratamento cirúrgico no Hospital de Clínicas de Porto Alegre da Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul, no período de janeiro de 2000 a dezembro de 2004. A técnica de imuno-histoquímica, 
usando o complexo avidina-biotina-peroxidase, foi aplicada para avaliar a imunoreação dos antígenos nos tumores. 
A expressão qualitativa das proteínas foi avaliada por meio da observação da intensidade da coloração acastanhada 
dos anticorpos no citoplasma das células malignas, considerando positiva quando pelo menos uma célula tumoral 
apresentava coloração nítida e inequívoca para cada um destes marcadores. Para a determinação do escore 
qualitativo (0=ausente, 1=fraca, 2=média e 3=forte), foi considerada a intensidade da coloração citoplasmática 
mais forte na lâmina, independente do número de células coradas. A expressão quantitativa foi determinada pela 
percentagem média de células coradas, observadas em pelo menos dez campos microscópicos. A quantificação final 
da expressão da MMP-9 e do VEGF foi feita por meio da aplicação do algoritmo HSCORE=∑[(I+1)]xPC, no qual I e 
PC representam a intensidade da coloração e a percentagem das células coradas, respectivamente. Resultados: 
a MMP-9 e o VEGF apresentaram alto percentual de positividade nos tumores estudados. A expressão final mostrou 
escore mediano de 180 e 190, respectivamente. Quando se comparou a expressão da MMP-9 e do VEGF com as 
variáveis “idade”, “diâmetro tumoral”, “tipo histológico”, “grau histológico”, “linfonodo axilar” e “invasão vascular”, 
não foi encontrada nenhuma correlação significativa. Comparadas entre si, a MMP-9 e o VEGF apresentaram uma 
correlação significativa (rho=0,23; p=0,03). A positividade do linfonodo axilar apresentou uma correlação positiva 
com o maior diâmetro tumoral (2,7±1,1 cm; p<0,01) e com a presença de invasão vascular (84,1%; p<0,01). 
Conclusões: os resultados encontrados não mostraram correlação entre a expressão da MMP-9 e do VEGF com 
os indicadores de prognóstico selecionados, mas uma correlação significativa quando correlacionados entre si.

Abstract 
Purpose: to analyze the expression of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and of vascular endothelial growth factor 
(EVGF) in a group of patients with primary breast cancer, and correlate them to one another and with other prognostic 
indicators. Methods: transversal study that has analyzed the expression of MMP-9 and of VEGF in 88 consecutive 
cases of primary breast tumors. The samples were obtained from patients with primary breast cancer, submitted to 
surgical treatment in the Clinical Hospital of Porto Alegre of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul, from 
January 2000 to December 2004. An immunohistochemical technique has been applied, using the avidin-biotin-
peroxidase complex to evaluate the antigen immunoreactions in the tumors. The qualitative expression of proteins has 
been assessed through the observation of the brownish stain intensity of antibodies in the cytoplasm of malignant cells, 
when at least one of the tumoral cells presented clear and unequivocal staining with each of those markers. To determine 
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Introdução
A interação entre as células tumorais e o estroma 

é uma condição vital para o crescimento do tumor, 
invasão celular e metastatização. Este processo envolve 
fatores de crescimento, moléculas de adesão, estímulos 
angiogênicos, fatores de coagulação e proteinases. As 
metaloproteinases da matriz (MMPs), especialmente a 
MMP-2 e a MMP-9, são responsáveis pela degradação 
dos elementos constituintes da membrana basal e da 
matriz extracelular1-3.

A proteólise da membrana basal e da matriz extra-
celular é pré-requisito para a formação de novos vasos. 
Estes estabelecem tanto a nutrição para o tumor quanto a 
rota para que as células neoplásicas entrem na circulação 
e atinjam outros órgãos à distância3,4.

As metaloproteinases da matriz extracelular são 
endopeptidases neutras, da família das proteinases zinco-
dependentes. Elas têm papel importante nos processos 
fisiológicos, como embriogênese, remodelação de tecido 
normal e cicatrização de feridas, mantendo um balanço 
com os inibidores teciduais de metaloproteinases. Estão 
também envolvidas em condições patológicas nas quais 
existe a ruptura deste equilíbrio, provocando doenças como 
artrites, retinopatia diabética, psoriase e câncer2,3.

Vários estudos apontam uma participação importante 
das metaloproteinases no processo de crescimento e invasão 
tumoral2,3,5. As MMPs são sintetizadas como peptídeos por 
células do tecido conectivo, a maior parte na forma latente 
(zimogênios ou pró-enzimas), que são proteoliticamente 
clivadas e ativadas no espaço extracelular6,7.

As MMPs são produzidas por vários tipos de célu-
las, incluindo os queratócitos, fibroblastos, macrófagos, 
neutrófilos, algumas células sinoviais e uma variedade 
de células malignas2,7,8. A expressão gênica das meta-
loproteinases pode ser estimulada pela interleucina-1, 
pelo fator de crescimento epidérmico, pelo fator de cres-
cimento derivado de plaquetas (PDGF) e pelo fator alfa 
de necrose tumoral3. As MMPs degradam a membrana 
basal e a maioria dos componentes da matriz extracelular, 
como colágeno, laminina, fibronectina e elastina, que são 
barreiras normais para a migração das células e invasão 

vascular7,9. Além disto, interagem com as moléculas de 
adesão celular, como a laminina-5 e a e-caderina, alte-
rando a adesão entre as células tumorais e facilitando o 
movimento destas através da matriz extracelular2.

A MMP-9 (92-kDa, gelatinase B) é uma importante 
colagenase que contribui para a digestão do colágeno tipo IV 
e dos componentes primários da membrana basal. O processo 
de proteólise é importante em todos os estágios do câncer de 
mama. As colagenases clivam o colágeno sob condições fisio-
lógicas, cortando a hélice tripla em dois fragmentos desiguais, 
que são susceptíveis à digestão de outras proteínas9-11.

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um 
potente e seletivo fator mitogênico para o endotélio. Ele produz 
uma rápida e completa resposta angiogênica e um aumento 
da permeabilidade capilar. Produzido e secretado por uma 
série de células normais, ele tem expressão marcada em células 
tumorais, incluindo o câncer de mama12,13. Pertence a uma 
família das glicoproteínas, que inclui o VEGF-A, VEGF-B, 
VEGF-C, VEGF-D e o fator de crescimento placentário. O 
principal mediador da angiogênese tumoral é o VEGF-A, 
usualmente referido como VEGF12-14.

Vários fatores contribuem para o aumento da expres-
são do VEGF no câncer de mama. A baixa concentração 
de oxigênio intracelular bloqueia a degradação do fator 
indutor da hipóxia (HIF-1α), o que eleva os níveis e 
determina a hipoxia intracelular, que, por sua vez, deter-
mina o aumento da atividade angiogênica pela ativação 
da transcrição do gene VEGF12,13. 

A clivagem das proteínas extracelulares pelas MMPs 
também libera o VEGF e a endostatina pela clivagem 
do colágeno IV, sendo esta última um inibidor da 
angiogênese9,12,14. Uma mutação no gene supressor p53, 
que é um modulador da neovascularização, também 
determina um aumento na expressão do VEGF13,15. No 
carcinoma colo-retal, neoplasias do aparelho respiratório e 
da mama, as moléculas com ação estromal, como COX2, 
metaloproteinases, moléculas de adesão e VEGF, aceleram 
o processo da angiogênese. Entretanto, para que ocorra 
metástase, há necessidade de ruptura da membrana basal, 
degradação da matriz extracelular, proliferação e migração 
das células endoteliais, formação do lúmen vascular e 
maturação funcional7,16,17. 

the qualitative score (0=absent, 1=weak, 2=average and 3=strong), the stronger cytoplasmatic staining intensity on the glass slide has been taken into 
consideration, independently of the stained cells. The quantitative expression was determined by the average percentage of stained cells, observed in at least  
ten microscopic fields. The MMP-9 and VEGF final quantification expression has been done by the application of the HSCORE=Σ[(I+1)]xPC, where I and 
PC represent the staining intensity and the percentage of stained cells, respectively. Results: MMP-9 and VEGF presented a significant correlation in the 
tumors studied. The final expression has shown a median score of 180 and 190, respectively. When MMP-9 and VEGF expression were compared with 
the variables “age”, “tumoral diameter”, “histological type”, “histological grade”, “axillary lymph node” and “vascular invasion”, it was impossible to find 
any significant correlation. Compared to one another, MMP-0 and VEGF have presented a positive correlation (rho=0.23; p=0.03). The axillary lymph 
node positivity has presented a positive correlation with the larger tumoral diameter (2.7±1.1 cm; p<0.01) and with the presence of vascular invasion 
(84.1%; p<0.01). Conclusions: The present results do not show correlation between the MMP-9 and VEGF with the selected prognostic indicators, 
but shown a significant correlation between one another.
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O câncer de mama é uma doença biologicamente 
heterogênea e, no seu curso clínico, pode se apresentar de 
forma indolente, com evolução lenta, ou de forma rápida, 
agressiva, com metástases precoces18. Fatores como o diâ-
metro tumoral, estado dos linfonodos axilares e receptores 
hormonais são bem conhecidos e usados para determinar o 
fenótipo dos tumores e estabelecer um perfil prognóstico 
para o tratamento. Entretanto, é importante estabelecer 
fatores prognósticos e preditivos, especialmente nos casos 
com linfonodos negativos, que possam selecionar pacientes 
com prognóstico diferente, aos quais é possível oferecer 
uma terapia mais específica e eficaz.

Nosso objetivo neste estudo foi analisar a expressão 
dos fatores angiogênicos, a MMP-9 e o VEGF, em um 
grupo de pacientes com câncer primário de mama, e 
correlacioná-los entre si e com outros indicadores de 
prognóstico selecionados. Além disto, correlacionar o 
status dos linfonodos axilares com os fatores angiogênicos 
e as demais variáveis.

Métodos
Neste estudo transversal, foram incluídas 88 pacientes 

portadoras de câncer de mama, com linfonodos axilares 
clinicamente negativos e sem evidências de metástase à 
distância nos exames laboratoriais, submetidas a tratamento 
cirúrgico com pesquisa do linfonodo sentinela. 

Avaliou-se por imuno-histoquímica a expressão da 
MMP-9 e do VEGF em amostras de tumores de mama 
fixados em formalina e emblocados em parafina, arma-
zenadas no Serviço de Patologia do Hospital de Clínicas 
de Porto Alegre (HCPA) da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul (UFRGS).

Inicialmente, foram selecionados de um banco de dados 
do Serviço de Mastologia do HCPA, 95 casos consecutivos 
de pacientes portadoras de câncer de mama, submetidas a 
tratamento cirúrgico com pesquisa do linfonodo sentinela 
no período de janeiro de 2000 a dezembro de 2004.

Após a identificação dos casos, as lâminas de hemato-
xilina-eosina foram revisadas, e um bloco de parafina de 
cada caso foi separado para a análise imuno-histoquímica. 
Foram excluídos dois casos de carcinoma in situ e cinco 
casos de carcinoma ductal invasor por não apresentarem 
material adequado no bloco de parafina para a reali-
zação do exame. Destes, três apresentavam linfonodos 
sentinelas positivos. No final, foram incluídos 88 casos 
neste estudo. Para avaliação da axila, foi usada a técnica 
de linfonodo sentinela com dissecção completa, quando 
estes fossem positivos.

O objetivo primário foi analisar a expressão da metalo-
proteinase da MMP-9 e do fator de VEGF em um grupo de 
pacientes com câncer primário de mama, e correlacioná-los 
entre si e com as seguintes variáveis: metástases em linfonodos 

axilares, categorizado em positivos ou negativos; idade em 
anos, como variável contínua ou categorizada em duas fai-
xas (<50 e ≥50); diâmetro tumoral em cm, como variável 
contínua ou categorizada em 1: ≤2,0 e 2: >2,0 e 3:≤5,0); 
tipo histológico, 1: ductal e 2: lobular; grau histológico, 
classificado em G1: grau 1; G2: grau 2 e G3: grau 3; invasão 
vascular, categorizada em presente e ausente.

A técnica de imuno-histoquímica, usando o complexo 
avidina-biotina-peroxidase, foi aplicada para avaliar a 
expressão dos antígenos nos tumores. A imunoreação foi 
analisada de forma qualitativa e quantitativa. A classi-
ficação qualitativa foi feita de acordo com a intensidade 
da coloração acastanhada no citoplasma das células 
neoplásicas, usando os seguintes escores: 0=ausência 
de coloração; 1=coloração fraca; 2=coloração média e 
3=coloração forte. A análise quantitativa da expressão 
das proteínas foi classificada em índices percentuais de 
0 a 100%. A expressão final de cada caso foi obtida por 
meio da aplicação do algoritmo HSCORE (do inglês 
“histochemical score”)=∑[(I+1)]xPC, no qual I e PC 
representam a intensidade da coloração e a percentagem 
das células coradas, respectivamente19,20. 

Para avaliar a expressão da MMP-9, foi empregado 
o anticorpo monoclonal de rato (NCL-MMP9-439, clone 
15W2) da Novocastra Laboratories Ltd.™ (Benton Lane, 
UK), na diluição de 1:40, usando como controle externo 
positivo tecido normal de fígado. Para avaliar a expressão 
do VEGF, foi utilizado o anticorpo policlonal de coelho 
anti-fator de crescimento endotelial vascular humano da 
Signet’s USA™ Ultra Streptavidin Detection, na diluição 
1:30, usando como controle externo amostra de tumor de 
mama positivo para a expressão do VEGF.

Os cortes de parafina foram seccionados na espessura 
de 3 µ e dispostos em lâminas previamente tratadas com o 
aderente poli-D-lisina. A seguir, foi feita desparafinização em 
xilol e rehidratação em álcool 100%. Para realizar o bloqueio 
da peroxidase endógena, foram lavadas em água corrente e 
destilada e incubadas em PBS por três vezes durante cinco 
minutos. A recuperação antigênica foi realizada com tampão 
de citrato pH6 em forno de microondas por 20 minutos, a 
90°C, com descanso das lâminas por mais 20 minutos dentro 
do forno. Retiradas do forno, as lâminas foram deixadas por 
15 minutos em temperatura ambiente, lavadas novamente 
em água corrente e destilada, e incubadas em PBS. Após 
aplicação de peróxido de hidrogênio 5%, foram outra vez 
lavadas e incubadas em PBS. Os cortes foram circulados com 
caneta Dako Pen (Dako Lab. Inc. ®, New York, NY, USA) 
e adicionado o anticorpo primário, deixando em câmara 
úmida (EasyPath®, Erviegas) durante a noite, na geladeira. 
As lâminas foram retiradas da geladeira, lavadas com água 
destilada e foi adicionado o anticorpo secundário LSAB 
(avidina biotina, frasco 1, amarelo, DakoCytomation™), e 
colocado em câmara úmida por 30 minutos. Após incubação 
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no PBS, repetiu-se o procedimento, adicionando o LSAB 
(estreptavidina peroxidase, DakoCytomation™). A reação 
foi revelada com substrato cromogênico diaminobenzidina 
(DAB, DakoCytomation™), até os cortes ficarem escuros 
(+30 segundos) e contra-corada com hematoxilina por 20 a 
30 segundos. Após lavagem em água corrente e aplicação de 
amônia a 2%, as lâminas foram novamente lavadas em água 
corrente, álcool 100% e xilol para serem montadas.

A análise semiquatitativa foi realizada no Serviço de 
Patologia do HCPA, por patologista experiente, usando mi-
croscópio óptico marca Olympus, modelo BX-2. A cada bateria 
de exame imuno-histoquímico realizada e para cada marcador 
utilizado, uma lâmina de controle externo foi confeccionada. 
Além disso, em todas as reações imuno-histoquímicas anali-
sadas, tomou-se o cuidado de verificar também a presença de 
controle interno positivo dentro de cada lâmina, assegurando-
se, assim, a qualidade da técnica utilizada.

A definição de positividade para os marcadores VEGF 
e MMP-9 foi determinada pela presença de pelo menos 

Figura 1 - Imuno-histoquímica para metaloproteinase 9 em carcinoma 
ductal da mama; Magnificação 400X. As setas mostram a imunoreação 
positiva no citoplasma das células neoplásicas.

Figura 2 - Imuno-histoquímica do fator de crescimento endotelial vascular 
em tumor da mama. Magnificação 400X. As setas mostram a imunoreação 
positiva no citoplasma das células neoplásicas.

uma célula tumoral com coloração citoplasmática acasta-
nhada nítida e inequívoca para cada um destes marcadores, 
independente da intensidade da coloração. 

Para a determinação do escore qualitativo da reação 
em cada caso, foi considerada a intensidade da coloração 
citoplasmática mais forte, mesmo que se identificasse um 
número maior de células com tonalidade mais fraca. 

A expressão quantitativa dos dois marcadores, para 
cada caso, foi calculada por meio da média do percentual 
de células coradas por campo microscópico, incluindo-se 
todas as células positivas, independente da intensidade da 
coloração, em pelo menos dez campos (Figuras 1 e 2). 

A quantificação definitiva da imunoreação de cada mar-
cador foi determinada pela aplicação do algoritmo HSCORE, 
que leva em consideração tanto a intensidade da coloração 
quanto a percentagem de células coradas na lâmina.

A análise estatística dos dados coletados foi feita 
por meio do programa estatístico Statistical Package for 
Social Sciences (SPSS), versão 11. As variáveis contínuas 
com distribuição simétrica, idade e diâmetro tumoral, 
foram analisadas pelo teste t, e os dados apresentados como 
média±desvio padrão (dp). O teste do χ² de Pearson foi 
usado para analisar as variáveis categóricas: tipo histológico, 
grau histológico e invasão vascular. A expressão do VEGF 
e da MMP-9, por ter distribuição assimétrica, foi analisada 
pelos testes não paramétricos U de Mann-Whitney e H de 
Kruskal-Wallis, e os dados apresentados como mediana e 
amplitude interquartil (p25 a p75). O intervalo de confiança 
foi fixado em 95% (IC95%) e os valores de p<0,05 foram 
considerados estatisticamente significativos.

O projeto foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa da 
Pós-graduação e Comissão de Ética Médica do HCPA, de 
acordo com as Normas de Pesquisa em Saúde (portaria 
01/88 CNS).

Resultados
A Tabela 1 apresenta a distribuição das variáveis clínicas 

e histopatológicas nos grupos com linfonodos positivo e 
negativo. A idade das mulheres foi de 58,7±11,3 anos, 
sendo que a paciente mais jovem tinha 33 anos e a mais 
idosa, 81 anos. O diâmetro do tumor apresentou média 
de 2,3±1,0 cm, variando de 0,5 a 5,0 cm. O tipo histo-
lógico mais freqüente foi o carcinoma ductal infiltrante, 
com 83 (94,3%) casos, e o carcinoma lobular infiltrante 
foi diagnosticado em cinco (5,7%) casos. A distribuição 
do grau histológico, segundo Scarff Bloom Richardson, 
foi G1: 23 (26,1%), G2: 53 (60,2%) e G3: 12 (13,7%). 
A invasão vascular estava presente em 46 (52,3%) casos. 
Os linfonodos positivos e negativos estavam distribuídos 
ao acaso em 44 para cada grupo. A presença de linfonodos 
positivos estava correlacionada com tumores maiores e 
com presença de invasão vascular.
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A expressão da MMP-9 e do VEGF estava presen-
te difusamente no citoplasma das células neoplásicas 
e, ocasionalmente, parte da membrana estava corada  
(Figuras 1 e 2), sendo que a MMP-9 apresentou expressão 
percentual mediana de 85 (50-90) nas células neoplásicas, 
com 11 (12,5%) casos negativos, e o VEGF apresentou 
expressão percentual mediana de 90 (85-95) nas células 
tumorais, com apenas um caso negativo.

Analisando a intensidade da coloração no citoplas-
ma das células neoplásicas, a expressão qualitativa da 
MMP-9 ficou assim distribuída: a coloração fraca estava 

presente em 60 casos (68,2%); a coloração média, em 
14 (15,9%); a coloração forte, em três (3,4%); e 11 
(25%) casos não apresentaram nenhuma coloração. O 
VEGF apresentou coloração fraca em 60 casos (68,2%), 
coloração média em 22 (25%) casos, coloração forte 
em cinco (5,7%) e apenas um caso não apresentou 
nenhuma coloração.

Para determinar a expressão final das proteínas nos 
tumores mamários, aplicou-se o algoritmo HSCORE. 
O resultado mostrou expressão mediana de 180 para a 
MMP-9 e 190 para o VEGF.

Os dados são apresentados como média±desvio padrão, contagem (percentual) ou mediana (amplitude interquartil: p25 a p75). Os níveis de expressão dos fatores 
angiogênicos foram obtidos por meio do algoritmo HSCORE=∑[(I+1)]xPC, no qual I e PC representam a intensidade e a percentagem de coloração das células, 
respectivamente. Lna=linfonodo axilar MMP-9= metaloproteinase da matriz 9; VEGF= fator de crescimento vascular endotelial.
Testes estatísticos: ateste t; bχ2 de Pearson; cteste U de Mann-Whitney.
p<0,05.

Variáveis Todos
n=88

Lna (+)
n=44

Lna (-)
n=44

p

Idade (anos) 58,7±11,3 58,7±11,8 58,8±11,0 0,9a

Diâmetro tumoral (cm) 2,3±1,0 2,7±1,1 1,9±1,0 <0,01a

Tipo histológico
Ductal 83 (94,3) 42 (50,6) 41 (49,4) 0,6b

Lobular 5 (5,7) 2 (40,0) 3 (60,0)

Grau histológico, n (%)
G1 23 (26,1) 9 (20,5) 14 (31,8) 0,3b

G2 53 (60,2) 30 (68,2) 23 (52,3)

G3 12 (13,6) 5 (11,4) 7 (15,9)

Invasão vascular, n (%) 46 (52,3) 37 (84,1) 9 (20,5) <0,01b

MMP-9 180 (102-190) 170 (50-196) 180 (150-190) 0,4c

VEGF 190 (180-221) 190 (180-196) 190 (180-251) 0,7c

Tabela 1 - Distribuição das variáveis epidemiológicas, clínicas e histopatológicas nos grupos com linfonodos axilares positivos (+) e negativos (-)

 Tabela 2 - Correlação entre a expressão dos fatores angiogênicos MMP-9 e VEGF e as variáveis histopatológicas do tumor

Os dados são apresentados como contagem (percentual) ou mediana (amplitude interquartil: p25 a p75). Os níveis de expressão dos fatores angiogênicos foram 
obtidos por meio do algoritmo HSCORE=∑[(I+1)]xPC, no qual I e PC representam a intensidade e a percentagem de coloração das células, respectivamente. MMP-
9=metaloproteinase da matriz 9; VEGF=fator de crescimento vascular endotelial.
Testes estatísticos: ateste U de Mann-Whitney e bteste H de Kruskal-Wallis.
p<0,05.

Variáveis n (%) MMP-9
HSCORE

p VEGF
HSCORE

p

Linfonodos axilares 

Positivos 44 (50) 170 (50-196) 0,4 190 (180-196) 0,7a

Negativos 44 (50) 180 (150-190) 190 (180-251)

Diâmetro tumoral (cm)
≤2 47 (53,4) 180 (120-194) 0,1 190 (180 - 210) 0,6a

>2 e ≤5 41 (46,6) 170 (60-180) 190 (180 - 232)

Tipo histológico
Ductal 83 (94,3) 180 (110-190) 0,5 190 (180 - 240) 0,04a

Lobular 5 (5,7) 190 (50-288) 170 (160 - 185)

Grau histológico
G1 23 (26,1) 180 (20-190) 0,9 190 (160 - 190) 0,2b

G2 53 (60,2) 180 (115-190) 190 (180 - 262)

G3 12 (13,6) 180 (117-180) 190 (182 - 194)

Invasão vascular
Presente 46 (52,3) 180 (95-217) 0,4 190 (180-196) 0,4a

Ausente 42 (47,7) 180 (118-190) 190 (180-247)
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Na Tabela 2, é apresentada a correlação entre a 
expressão dos fatores angiogênicos MMP-9 e VEGF e 
as variáveis histopatológicas do tumor. Considerando o 
diâmetro tumoral, há tendência de redução da expressão 
da MMP-9 nos tumores com diâmetro entre 2,1 e 5,0 cm. 
Os carcinomas lobulares apresentaram expressão signifi-
cativamente mais baixa de VEGF em relação aos ductais 
(p=0,04).

Correlacionando a expressão da MMP-9 e do VEGF, en-
controu-se significância estatística (rho=0,23 e p=0,03).

Discussão
A alta expressão destes fatores em neoplasias mamá-

rias está relatada na literatura. Os estudos sugerem que a 
MMP-9 e o VEGF estão relacionados com o prognóstico 
em câncer de mama e que pacientes com altos níveis destes 
fatores têm uma doença biologicamente mais agressiva, 
com metástases mais precoces15,21,22.

Fazendo uma análise crítica da literatura, observa-se 
que a quantificação da expressão imuno-histoquímica 
das proteínas nos tumores é determinada de diferentes 
maneiras, usando os mais variados escores. Todos os 
autores consideram a presença de coloração acastanhada 
nas células neoplásicas como parâmetro para positi-
vidade. Alguns consideram somente o percentual de 
células coradas para definir a expressão23,24, enquanto 
a maioria associa a percentagem de células coradas 
com a intensidade da coloração, porém usando fór-
mulas variadas22,25,26. Decidiu-se aplicar o algoritmo 
HSCORE, amplamente descrito na literatura19,20, na 
tentativa de usar uma metodologia de fácil compressão 
e reprodutibilidade.

Quando se comparou a expressão dos fatores MMP-9 
e VEGF nos tumores de mama com os linfonodos axila-
res negativos e positivos, não foi encontrada nenhuma 
correlação entre eles. Entretanto, outros autores mostra-
ram correlação positiva significativa entre estes fatores 
e a presença de metástases nos linfonodos axilares25,27. 
Estes dados, considerando apenas a MMP-9, estão de 
acordo com os encontrados em um estudo de 210 casos 
de câncer de mama, usando a mesma técnica empregada 
neste estudo20.

Um estudo com técnicas de imuno-histoquímica 
em 76 amostras de tumor invasivo de mama mostrou 
que a co-expressão do VEGF e MMP-9 estava associada 
à positividade do linfonodo axilar. Isto pode ser devido 
à estimulação do VEGF pela MMP-9, facilitando a mi-
gração e a proliferação das células endoteliais, resultando 
em angiogênese25.

Em relação às demais variáveis, como idade, di-
âmetro tumoral, grau histológico e invasão vascular, 
também não foi encontrada nenhuma correlação destas 

com a expressão da MMP-9 e do VEGF. Estes resultados 
estão de acordo com outras publicações que também não 
encontraram correlação destas variáveis com a expressão 
dos fatores em estudo25,26.

Entretanto, Scorilas et al.20, quantificando a expressão 
da MMP-9 por meio da aplicação do HSCORE, demons-
traram a associação da alta expressão da MMP-9 com a 
idade maior que 55 anos, tumores com diâmetro entre 
2 e 5 cm e com o tipo histológico ductal.

Outros estudos usando a técnica de imuno-histoquímica 
em câncer de mama, também mostraram associação do 
VEGF e da MMP-9 com o alto grau histológico24 e da 
MMP-9 com o grau histológico, diâmetro tumoral e a 
sobrevida livre de doença. Não houve associação signifi-
cativa com a sobrevida global27. 

Publicações usando a técnica de ELISA (do inglês 
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) também reve-
lam dados discordantes, desde nenhuma associação entre 
a MMP-9 e os linfonodos axilares, diâmetro tumoral e 
grau histológico28, até alto nível de associações com pior 
sobrevida29, ou, finalmente, apenas correlação positiva 
entre MMP-9 e o diâmetro tumoral19.

Encontrou-se correlação significativa dos fatores 
MMP-9 e VEGF quando comparados entre si (rho=0,23 
e p=0,03). Na literatura há relato30 da atividade prote-
olítica das metaloproteinases e a capacidade de ativarem 
os fatores angiogênicos, entre eles o VEGF, envolvidos 
no crescimento tumoral, angiogênese e metástases. 
Outros12 sugerem que o VEGF pode ter sua produção 
influenciada por altos níveis de metaloproteinases, 
sendo que a MMP-9 merece mais atenção. Entretanto, 
os fatores angiogênicos podem induzir a expressão das 
MMPs no endotélio e no estroma celular3 e, por outro 
lado, as MMPs podem aumentar a biodisponibilidade 
destes fatores para seus receptores, o que foi confirmado 
em estudo de carcinogênese em ilhotas pancreáticas de 
ratos transgênicos31,32.

Os resultados do presente trabalho não demonstra-
ram nenhuma correlação entre os fatores angiogênicos 
em estudo e a positividade dos gânglios axilares, idade, 
tamanho do tumor, grau histológico e invasão vascular. 
Encontrou-se uma correlação entre o tipo histológico e 
o VEGF, porém o pequeno número de casos não permite 
uma conclusão definitiva, mas merece estudos adicionais, 
porque o carcinoma lobular é pouco freqüente.

Os dados apresentados na literatura são conflitantes 
e dificultam uma explicação diante do conceito dos me-
canismos moleculares que envolvem a carcinogênese e a 
invasão metastática. Talvez isto ocorra pela diversificação 
das técnicas laboratoriais utilizadas, pelos diferentes 
anticorpos usados, pelas diferentes formas de valorar a 
imunoreação destes fatores e pelo baixo número de casos 
analisados em cada estudo.
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