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Resumo

OBJETIVO: andlisar a expressdo da metaloproteinase da matriz @ (MMP-9) e do fator de crescimento vascular
endotelial [VEGF) em um grupo de pacientes com cancer primério de mama, e correlacionélos enfre si e com outros
indicadores de prognéstico. METODOS: esfudo transversal que analisou a expressdo da MMP-9 e do VEGF em 88
casos consecutivos de fumores primérios de mama. As amostras foram obtfidas de pacientes porfadoras de cancer
primério de mama, submetidas a tratamento cirdrgico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2004. A técnica de imunohistoquimica,
usando o complexo avidina-biotina-peroxidase, foi aplicada para avaliar a imunoreagdo dos antigenos nos tumores.
A expresséo qualitativa das proteinas foi avaliada por meio da observacéo da intensidade da coloragdo acastanhada
dos anticorpos no citoplasma das células malignas, considerando positiva quando pelo menos uma célula tumoral
apresenfava colorag@o nitida e inequivoca para cada um destes marcadores. Para a determinagdo do escore
qualitativo (O=ausente, 1=fraca, 2=média e 3=forte), foi considerada a infensidade da coloragéo citoplasmatica
mais forfe na lamina, independente do nimero de células coradas. A expresséo quantitativa foi determinada pela
percentagem média de células coradas, observadas em pelo menos dez campos microscépicos. A quantificagdo final
da expressdo da MMP-Q e do VEGF foi feita por meio da aplicagdo do algoritmo HSCORE=Y[(I+1]]xPC, no qual | e
PC representam a intensidade da coloragdo e a percentagem das células coradas, respectivamente. RESULTADOS:
a MMP9 e o VEGF apresentaram alfo percentual de positividade nos tumores estudados. A expressdo final mostrou
escore mediano de 180 e 190, respectivamente. Quando se comparou a expressdo da MMP-Q e do VEGF com as
variéveis “idade”, “diémetro tumoral”, “fipo histolégico”, "grau histolégico”, “linfonodo axilar” e “invaséo vascular”,
néo foi encontrada nenhuma correlagdo significativa. Comparadas entre si, a MMP-Q e o VEGF apresentaram uma
correlagdo significativa [rho=0,23; p=0,03). A positividade do linfonodo axilar apresenfou uma correlagdo positiva
com o maior diémetro fumoral (2,7+1,1 cm; p<0,01) e com a presenca de invasdo vascular [84,1%; p<0,01).
CONCLUSQOES: os resuliados encontrados ndo mostraram correlacdo entre a expressdo da MMP-9 e do VEGF com
os indicadores de prognéstico selecionados, mas uma correlagdo significativa quando correlacionados entre si.

Abstract

PURPOSE: to analyze the expression of matrix metalloproteinase? (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-Q 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-biofin-
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 fumoral cells presented clear and unequivocal staining with each of those markers. To determine
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the qualitative score (O=absent, 1=weak, 2=average and 3=sfrong), the stronger cytoplasmatic staining intensity on the glass slide has been faken into
consideration, independently of the stained cells. The quantitative expression was determined by the average percentage of stained cells, observed in at least
fen microscopic fields. The MMP-Q and VEGF final quantification expression has been done by the application of the HSCORE=X[(I+1)]xPC, where | and
PC represent the sfaining intensity and the percentage of stained cells, respectively. RESULTS: MMP-Q and VEGF presented a significant correlation in the
tumors studied. The final expression has shown a median score of 180 and 190, respectively. VWhen MMP-Q and VEGF expression were compared with
the variables “age”, "tumoral diameter”, “histological type”,
any significant correlation. Compared to one another, MMP-O and VEGF have presented a positive correlation {tho=0.23; p=0.03). The axillary lymph
node posifivity 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-Q and VEGF with the selecfed prognostic indicators,

non

histological grade”, “axillary lymph node” and “vascular invasion”, it was impossible fo find

but shown a significant correlation between one another.

Introducao

A interagdo entre as células tumorais e o estroma
é uma condigdo vital para o crescimento do tumor,
invasdo celular e metastatizagdo. Este processo envolve
fatores de crescimento, moléculas de adesdo, estimulos
angiogénicos, fatores de coagulagdo e proteinases. As
metaloproteinases da matriz (MMPs), especialmente a
MMP-2 e a MMP-9, sdo responsaveis pela degradacido
dos elementos constituintes da membrana basal e da
matriz extracelular'?.

A protedlise da membrana basal e da matriz extra-
celular é pré-requisito para a formacdo de novos vasos.
Estes estabelecem tanto a nutri¢do para o tumor quanto a
rota para que as células neopldsicas entrem na circulagdo
e atinjam outros 6rgdos a distancia®’.

As metaloproteinases da matriz extracelular sdo
endopeptidases neutras, da familia das proteinases zinco-
dependentes. Elas tém papel importante nos processos
fisiolégicos, como embriogénese, remodelagdo de tecido
normal e cicatrizacdo de feridas, mantendo um balanco
com os inibidores teciduais de metaloproteinases. Estdo
também envolvidas em condi¢Bes patoldgicas nas quais
existe a ruptura deste equilibrio, provocando doengas como
artrites, retinopatia diabética, psoriase e cincer™’.

Virios estudos apontam uma participa¢do importante
das metaloproteinases no processo de crescimento e invasio
tumoral®*’. As MMPs sio sintetizadas como peptideos por
células do tecido conectivo, a maior parte na forma latente
(zimogénios ou pré-enzimas), que sdo proteoliticamente
clivadas e ativadas no espaco extracelular®’.

As MMPs sdo produzidas por virios tipos de célu-
las, incluindo os queratdcitos, fibroblastos, macréfagos,
neutréfilos, algumas células sinoviais e uma variedade
de células malignas®’®. A expressio génica 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 tumoral’. As MMPs degradam a membrana
basal e a maioria dos componentes da matriz extracelular,
como coldgeno, laminina, fibronectina e elastina, que sdo
barreiras normais para a migragio das células e invasdo

vascular’?. Além disto, interagem com as moléculas de
adesdo celular, como a laminina-5 e a e-caderina, alte-
rando a ades@o entre as células tumorais e facilitando o
movimento destas através da matriz extracelular?.

A MMP-9 (92-kDa, gelatinase B) é uma importante
colagenase que contribui para a digestdo do coldgeno tipo IV
e dos componentes priméarios da membrana basal. O processo
de protedlise é importante em todos os estagios do cancer de
mama. As colagenases clivam o coldgeno sob condigdes fisio-
l6gicas, cortando a hélice tripla em dois fragmentos desiguais,
que sdo susceptiveis a digestdo de outras proteinas’!!.

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um
potente e seletivo fator mitogénico para o endotélio. Ele produz
uma rdpida e completa resposta angiogénica e um aumento
da permeabilidade capilar. Produzido e secretado por uma
série de células normais, ele tem expressio marcada em células
tumorais, incluindo o cAncer de mama'*'?. Pertence a uma
familia das glicoproteinas, que inclui o VEGF-A, VEGF-B,
VEGE-C, VEGF-D e o fator de crescimento placentdrio. O
principal mediador da angiogénese tumoral é o VEGF-A,
usualmente referido como VEGF'*,

Virios fatores contribuem para o aumento da expres-
sao do VEGF no cancer de mama. A baixa concentragdo
de oxigénio intracelular bloqueia a degradag¢do do fator
indutor da hipéxia (HIF-1a), o que eleva os niveis e
determina a hipoxia intracelular, que, por sua vez, deter-
mina o aumento da atividade angiogénica pela ativa¢do
da transcri¢do do gene VEGF'*".

A clivagem das proteinas extracelulares pelas MMPs
também libera o VEGF e a endostatina pela clivagem
do coldgeno TV, sendo esta tltima um inibidor da
angiogénese”'*!, Uma muta¢do no gene supressor p53,
que é um modulador da neovasculariza¢do, também
determina um aumento na expressio do VEGF'>". No
carcinoma colo-retal, neoplasias do aparelho respiratério e
da mama, as moléculas com ag¢@o estromal, como COX2,
metaloproteinases, moléculas de adesdo e VEGE, aceleram
o processo da angiogénese. Entretanto, para que ocorra
metéstase, hd necessidade de ruptura da membrana basal,
degradac¢do da matriz extracelular, proliferacdo e migracio
das células endoteliais, formac¢do do limen vascular e
maturacdo funcional'¢!7.




O cancer de mama é uma doenga biologicamente
heterogénea e, no seu curso clinico, pode se apresentar de
forma indolente, com evolugdo lenta, ou de forma rdpida,
agressiva, com metdstases precoces'®. Fatores como o dia-
metro tumoral, estado dos linfonodos axilares e receptores
hormonais s@o bem conhecidos e usados para determinar o
fenétipo dos tumores e estabelecer um perfil progndstico
para o tratamento. Entretanto, é importante estabelecer
fatores prognésticos e preditivos, especialmente nos casos
com linfonodos negativos, que possam selecionar pacientes
com progndstico diferente, aos quais é possivel oferecer
uma terapia mais especifica e eficaz.

Nosso objetivo neste estudo foi analisar a expressio
dos fatores angiogénicos, a MMP-9 e o VEGEF, em um
grupo de pacientes com cancer primario de mama, e
correlaciond-los entre si e com outros indicadores de
prognéstico selecionados. Além disto, correlacionar o
status dos linfonodos axilares com os fatores angiogénicos
e as demais varidvelis.

Métodos

Neste estudo transversal, foram incluidas 88 pacientes
portadoras de cancer de mama, com linfonodos axilares
clinicamente negativos e sem evidéncias de metdstase a
distancia nos exames laboratoriais, submetidas a tratamento
cirdrgico com pesquisa do linfonodo sentinela.

Avaliou-se por imuno-histoquimica a expressdo da
MMP-9 e do VEGF em amostras de tumores de mama
fixados em formalina e emblocados em parafina, arma-
zenadas no Servigo de Patologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGSY).

Inicialmente, foram selecionados de um banco de dados
do Servi¢o de Mastologia do HCPA, 95 casos consecutivos
de pacientes portadoras de cincer de mama, submetidas a
tratamento cirirgico com pesquisa do linfonodo sentinela
no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2004.

Ap6s a identificagdo dos casos, as laminas de hemato-
xilina-eosina foram revisadas, e um bloco de parafina de
cada caso foi separado para a andlise imuno-histoquimica.
Foram excluidos dois casos de carcinoma iz situ e cinco
casos de carcinoma ductal invasor por nao apresentarem
material adequado no bloco de parafina para a reali-
za¢do do exame. Destes, trés apresentavam linfonodos
sentinelas positivos. No final, foram incluidos 88 casos
neste estudo. Para avaliagdo da axila, foi usada a técnica
de linfonodo sentinela com disseccdio completa, quando
estes fossem positivos.

O objetivo primdrio foi analisar a expressdo da metalo-
proteinase da MMP-9 e do fator de VEGF em um grupo de
pacientes com cincer primdrio de mama, e correlaciond-los
entre si e com as seguintes varidveis: metdstases em linfonodos

axilares, categorizado em positivos ou negativos; idade em
anos, como varidvel continua ou categorizada em duas fai-
xas (<50 e >50); diametro tumoral em ¢cm, como varidvel
continua ou categorizada em 1: <2,0 e 2: >2,0 e 3:<5,0);
tipo histolégico, 1: ductal e 2: lobular; grau histolégico,
classificado em G1: grau 1; G2: grau 2 e G3: grau 3; invasdo
vascular, categorizada em presente e ausente.

A técnica de imuno-histoquimica, usando o complexo
avidina-biotina-peroxidase, foi aplicada para avaliar a
expressio dos antigenos nos tumores. A imunorea¢do foi
analisada de forma qualitativa e quantitativa. A classi-
ficagdo qualitativa foi feita de acordo com a intensidade
da coloragdo acastanhada no citoplasma das células
neopldsicas, usando os seguintes escores: O=auséncia
de coloragio; 1=coloragdo fraca; 2=colora¢io média e
3=coloragdo forte. A andlise quantitativa da expressdo
das proteinas foi classificada em indices percentuais de
0a 100%. A expressdo final de cada caso foi obtida por
meio da aplica¢do do algoritmo HSCORE (do inglés
“histochemical score”)=>[(I+1)}xPC, no qual I e PC
representam a intensidade da coloragio e a percentagem
das células coradas, respectivamente'®*.

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

Os cortes de parafina foram seccionados na espessura
de 3 p e dispostos em ldminas previamente tratadas com o
aderente poli-D-lisina. A seguir, foi feita desparafiniza¢ao em
xilol e rehidratagio em dlcool 100%. Para realizar o bloqueio
da peroxidase endégena, foram lavadas em dgua corrente e
destilada e incubadas em PBS por trés vezes durante cinco
minutos. A recuperagio antigénica foi realizada com tampdo
de citrato pHG6 em forno de microondas por 20 minutos, a
90°C, com descanso das laminas por mais 20 minutos dentro
do forno. Retiradas do forno, as laminas foram deixadas por
15 minutos em temperatura ambiente, lavadas novamente
em 4gua corrente e destilada, e incubadas em PBS. Apds
aplicagdo de peréxido de hidrogénio 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 primdrio, deixando em cdmara
tumida (EasyPath®, Erviegas) durante a noite, na geladeira.
As laminas foram retiradas da geladeira, lavadas com dgua
destilada e foi adicionado o anticorpo secunddrio LSAB
(avidina biotina, frasco 1, amarelo, DakoCytomation™), e
colocado em cimara imida por 30 minutos. Apds incubacio
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no PBS, repetiu-se o procedimento, adicionando o LSAB
(estreptavidina peroxidase, DakoCytomation™). A reacdo
foi revelada com substrato cromogénico diaminobenzidina
(DAB, DakoCytomation™), até os cortes ficarem escuros
(+30 segundos) e contra-corada com hematoxilina por 20 a
30 segundos. Apéds lavagem em dgua corrente e aplicagdo de
amdnia a 2%, as laminas foram novamente lavadas em dgua
corrente, dlcool 100% e xilol para serem montadas.

A andlise semiquatitativa foi realizada no Servigo de
Patologia do HCPA, por patologista experiente, usando mi-
croscGpio Gptico marca Olympus, modelo BX-2. A cada bateria
de exame imuno-histoquimico realizada e para cada marcador
utilizado, uma lAmina de controle externo foi confeccionada.
Além disso, em todas as reagdes imuno-histoquimicas anali-
sadas, tomou-se o cuidado de verificar também a presenca de
controle interno positivo dentro de cada lamina, assegurando-
se, assim, a qualidade da técnica utilizada.

A defini¢do de positividade para os marcadores VEGFE
e MMP-9 foi determinada pela presenca de pelo menos

Figura 1 - Imunc-histoquimica para mefaloproteinase 9 em carcinoma
ductal da mama; Magnificagdo 400X. As setas mostram a imunoreagdo
posifiva no citoplasma das células neoplésicas.

Figura 2 - Imunc-histoquimica do fafor de crescimento endotelial vascular
em fumor da mama. Magnificagdo 400X. As sefas mostram a imunoreagdo
posifiva no citoplasma das células neoplésicas.
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uma célula tumoral com coloragdo citoplasmadtica acasta-
nhada nitida e inequivoca para cada um destes marcadores,
independente da intensidade da coloragdo.

Para a determinacdo do escore qualitativo da rea¢do
em cada caso, foi considerada a intensidade da coloragdo
citoplasmdtica mais forte, mesmo que se identificasse um
namero maior de células com tonalidade mais fraca.

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

A quantificagio definitiva da imunoreagio de cada mar-
cador foi determinada pela aplicagdo do algoritmo HSCORE,
que leva em consideracdo tanto a intensidade da coloragao
quanto a percentagem de células coradas na ldmina.

A andlise estatistica dos dados coletados foi feita
por meio do programa estatistico Statistical Package for
Social Sciences (SPSS), versdo 11. As varidveis continuas
com distribuicdo simétrica, idade e didmetro tumoral,
foram analisadas pelo teste 7, e os dados apresentados como
média+desvio padrio (dp). O teste do ¥2 de Pearson foi
usado para analisar as varidveis categéricas: tipo histoldgico,
grau histoldgico e invasdo vascular. A expressao do VEGF
e da MMP-9, por ter distribui¢do assimétrica, foi analisada
pelos testes ndo 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 confianga
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
Pés-graduagio e Comissio de Etica Médica do HCPA, de
acordo com as Normas de Pesquisa em Satde (portaria
01/88 CNY).

Resultados

A Tabela 1 apresenta a distribui¢do das varidveis clinicas
e histopatoldgicas 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 didmetro do tumor apresentou média
de 2,3+1,0 cm, variando de 0,5 a 5,0 cm._O tipo histo-
16gico mais freqiiente foi o carcinoma ductal infiltrante,
com 83 (94,3%) casos, e o carcinoma lobular infiltrante
foi diagnosticado em cinco (5,7%) casos. A distribuigdo
do grau histoldgico, segundo Scarff Bloom Richardson,
foi G1: 23 (26,1%), G2: 53 (60,2%) e G3: 12 (13,7%).
A invasio vascular estava presente em 46 (52,3%) casos.
Os linfonodos positivos e negativos estavam distribuidos
a0 acaso em 44 para cada grupo. A presenga de linfonodos
positivos estava correlacionada com tumores maiores e
com presenca de invasdo vascular.




Expressao da MMP-9 e do VEGF no cancer de mama: correlacao com outros indicadores de prognéstico

A expressio da MMP-9 e do VEGF estava presen-
te difusamente no citoplasma das células neopldsicas
e, ocasionalmente, parte da membrana estava corada
(Figuras 1 e 2), sendo que a MMP-9 apresentou expressao
percentual mediana de 85 (50-90) nas células neopldsicas,
com 11 (12,5%) casos negativos, e o VEGF apresentou
expressdo percentual mediana de 90 (85-95) nas células
tumorais, cCom apenas um caso negativo.

Analisando a intensidade da coloragdo no citoplas-
ma das células neopldsicas, a expressdo qualitativa da
MMP-9 ficou assim distribuida: a colora¢do fraca estava

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

Para determinar a expressdo final das proteinas nos
tumores mamarios, aplicou-se o algoritmo HSCORE.
O resultado mostrou expressdo mediana de 180 para a
MMP-9 e 190 para o VEGE.

Tabela 1 - Distribuicdo das varidveis epidemiolagicas, dlinicas e histopatologicas nos grupos com linfonodos axilares positivos (+) e negafivos (-)

Varidveis Todos Lna (+) Lna (-) p
n=88 n=44 n=44
Idade (anos) 58,7+11,3 58,7+11,8 58,8+11,0 0,9
Didimetro tumoral (cm) 2,3+1,0 2,7+11 1,9£1,0 <0,01°
Tipo histoldgico
Ductal 83 (94,3) 42 (50,6) 41 (49,4) 0,6
Lobular 56,7 (40,0) 3(60,0)
Grau histolégico, n (%)
(] 23 (26,1) 9(20,5) 14(31,8) 0,3
62 53 (60,2) 30 (68,2) 23 (52,3)
G3 2(13,6) 5(11,4) 7(15,9)
Invasdo vascular, n (%) 46 (52,3) 37 (84,1) 9 (20,5) <0,01
MMP-9 180 (102-190) 170 (50-196) 180 (150-190) 0,4
VEGF 190 (180-221) 190 (180-196) 190 (180-251) 0,7¢

Os dados sdo apresentados como médiaxdesvio padrdo, contagem (percentual) ou mediana (amplitude interquartil: p25 a p75). Os niveis de expressdo dos fatores
angiogénicos foram obtidos por meio do algoritmo HSCORE=X[(I+1)]xPC, no qual | e PC representam a intensidade e a percentagem de coloragdo das células,
respectivamente. Lna=linfonodo axilar MMP-9= metaloproteinase da matriz 9; VEGF= fator de crescimento vascular endotelial.

Testes estatisticos: °feste t; *x2 de Pearson; “teste U de Mann-Whitney.
p<0,05.

Tabela 2 - Correlagdio entre a expressdo dos fatores angiogénicos MMP-9 e VEGF e as varidveis histopatologicas do tumor

Varidveis n (%) MMP-9 P VEGF ]
HSCORE HSCORE

Linfonodos axilares
Positivos 44 (50) 170 (50-196) 0,4 190 (180-196) 0,7¢
Negativos 44 (50) 180 (150-190) 190 (180-251)

Didmetro tumoral (cm)
<2 47 (53,4) 180 (120-194) 0,1 190 (180-210) 0,6°
>2e<5 41 (46,6) 170 (60-180) 190 (180-232)

Tipo histoldgico
Ductal 83 (94,3) 180 (110-190) 0,5 190 (180 - 240) 0,040
Lobular (5,7) 190 (50-288) 170 (160-185)

Grav histolégico
Gl 23 (26,1) 180 (20-190) 0,9 190 (160-190) 0,2
G2 53 (60,2) 180 (115-190) 190 (180-262)
G3 12 (13,6) 180 (117-180) 190 (182-194)

Invasiio vascular
Presente 46 (52,3) 180 (95:217) 0,4 190 (180-196) 0,4°
Ausente 42 (47,7) 180 (118-190) 190 (180-247)

Os dados sdo apresentados como contagem (percentual) ou mediana (amplitude interquartil: p25 a p75). Os niveis de expressdo dos fatores angiogénicos foram
obtidos por meio do algoritmo HSCORE=X[(I+1)]xPC, no qual | e PC representam a intensidade e a percentagem de coloracdo das células, respectivamente. MMP-
9=metaloproteinase da matriz 9; VEGF=fator de crescimento vascular endotelial.

Testes estatisticos: °teste U de Mann-Whitney e bteste H de Kruskal-Wallis.
p<0,05.
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Na Tabela 2, é apresentada a correlagdo entre a
expressdo dos fatores angiogénicos MMP-9 e VEGF e
as varidveis histopatoldgicas do tumor. Considerando o
didmetro tumoral, hd tendéncia de redugdo da expressdo
da MMP-9 nos tumores com didmetro entre 2,1 € 5,0 cm.
Os carcinomas lobulares apresentaram expressao signifi-
cativamente mais baixa de VEGF em relac¢do aos ductais
(p=0,04).

Correlacionando a expressio da MMP-9 e do VEGE, en-
controu-se significincia estatistica (rho=0,23 e p=0,03).

Discussao

A alta expressdo destes fatores em neoplasias mama-
rias estd relatada na literatura. Os estudos sugerem que a
MMP-9 e o VEGF estido relacionados com o progndstico
em cancer de mama e que pacientes com altos niveis destes
fatores tém uma doenca biologicamente mais agressiva,
com metdstases mais precoces'’?"?2,

Fazendo uma andlise critica da literatura, observa-se
que a quantificacdo da expressio imuno-histoquimica
das proteinas nos tumores é determinada de diferentes
maneiras, usando os mais variados escores. Todos os
autores consideram a presenga de colora¢do acastanhada
nas células neopldsicas como pardmetro para positi-
vidade. Alguns consideram somente o percentual de
células coradas para definir a expressio®>*!, enquanto
a maioria associa a percentagem de células coradas
com a intensidade da coloragdo, porém usando fér-
mulas variadas?*?>?°. Decidiu-se aplicar o algoritmo
HSCORE, amplamente descrito na literatura'®*°, na
tentativa de usar uma metodologia de fdcil compressio
e reprodutibilidade.

Quando se comparou a expressdo dos facores MMP-9
e VEGF nos tumores de mama com os linfonodos axila-
res negativos e positivos, nio foi encontrada nenhuma
correlagdo entre eles. Entretanto, outros autores mostra-
ram correla¢do positiva significativa entre estes fatores
e a presenca de metdstases nos linfonodos axilares®’.
Estes dados, considerando apenas a MMP-9, estio de
acordo com os encontrados em um estudo de 210 casos
de cancer de mama, usando a mesma técnica empregada
neste estudo®.

Um estudo com técnicas de imuno-histoquimica
em 76 amostras de tumor invasivo de mama mostrou
que a co-expressio do VEGF e MMP-9 estava associada
a positividade do linfonodo axilar. Isto pode ser devido
a estimula¢do do VEGF pela MMP-9, facilitando a mi-
gracdo e a proliferagdo das células endoteliais, resultando
em angiogénese”.

Em relacdo as demais varidveis, como idade, di-
dmetro tumoral, grau histolégico e invasdo vascular,
também ndo foi encontrada nenhuma correla¢do destas

com a expressio da MMP-9 e do VEGPE. Estes resultados
estdo de acordo com outras publica¢bes que também ndo
encontraram correlacdo destas varidveis com a expressdo
dos fatores em estudo®°.

Entretanto, Scorilas et al.”’, quantificando a expressio
da MMP-9 por meio da aplicagdo do HSCORE, demons-
traram a associacdo da alta expressio da MMP-9 com a
idade maior que 55 anos, tumores com didmetro entre
2 e 5 cm e com o tipo histolégico ductal.

Outros estudos usando a técnica de imuno-histoquimica
em cancer de mama, também mostraram associa¢ao do
VEGF e da MMP-9 com o alto grau histoldgico*! e da
MMP-9 com o grau histoldgico, didmetro tumoral e a
sobrevida livre de doenga. Ndo houve associagio signifi-
cativa com a sobrevida global®’.

Publica¢des usando a técnica de ELISA (do inglés
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) também reve-
lam dados discordantes, desde nenhuma associagdo entre
a MMP-9 e os linfonodos axilares, didmetro tumoral e
grau histolégico®®, até alto nivel de associa¢des com pior
sobrevida®, ou, finalmente, apenas correlacio positiva
entre MMP-9 e o didmetro tumoral'.

Encontrou-se correlagdo significativa dos fatores
MMP-9 e VEGF quando comparados entre si (rho=0,23
e p=0,03). Na literatura hd relato®® da atividade prote-
olitica das metaloproteinases e a capacidade de ativarem
os fatores angiogénicos, entre eles o VEGF, envolvidos
no crescimento tumoral, angiogénese e metdstases.
Outros'? sugerem que o VEGF pode ter sua produgio
influenciada por altos niveis de metaloproteinases,
sendo que a MMP-9 merece mais aten¢do. Entretanto,
os fatores angiogénicos podem induzir a expressdo das
MMPs no endotélio e no estroma celular® e, por outro
lado, as MMPs podem aumentar a biodisponibilidade
destes fatores para seus receptores, o que foi confirmado

em estudo de carcinogénese em ilhotas pancredticas de
31,32

1.20

ratos transgénicos

Os resultados do presente trabalho nio demonstra-
ram nenhuma correlagdo entre os fatores angiogénicos
em estudo e a positividade dos ganglios axilares, idade,
tamanho do tumor, grau histolégico e invasdo vascular.
Encontrou-se uma correlagdo entre o tipo histolégico e
o VEGE, porém o pequeno nimero de casos ndo permite
uma conclusdo definitiva, mas merece estudos adicionais,
porque o carcinoma lobular é pouco freqiiente.

Os dados apresentados na literatura sio conflitantes
e dificultam uma explicagdo diante do conceito dos me-
canismos moleculares que envolvem a carcinogénese e a
invasdo metastdtica. Talvez isto ocorra pela diversificagdo
das técnicas laboratoriais utilizadas, pelos diferentes
anticorpos usados, pelas diferentes formas de valorar a
imunoreacio destes fatores e pelo baixo ntiimero de casos
analisados em cada estudo.
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