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RESUMO

O cancer de mama é o cancer mais incidente, com excec¢do do cancer de pele ndo melanoma, e
0 maior causador de mortes por cancer em mulheres no mundo. A busca e a utilizagdo dos
marcadores tumorais como fatores progndésticos do cancer de mama tém crescido muito nos
ultimos anos e muitos desses marcadores podem ser localizados em fragmentos de tecido,
pelo uso da imunohistoquimica. Dentre 0s possiveis marcadores estdo as metaloproteinases de
matriz (MMPSs) que sdo endopeptdases dependentes de zinco e regulam uma grande variedade
de processos fisioldgicos e eventos de sinalizagdo, tornando-se moléculas fundamentais na
comunicacdo entre o tumor e o estroma, exercendo desta maneira, um papel essencial no
desenvolvimento e na progressdo de malignidades humanas. Estdo descritos na literatura
diversos tipos de metaloproteinases no entando, a expressdéo das MMP-2 e MMP-9 sdo
consideradas possiveis marcadores ao desenvolvimento do cancer de mama. A regulagéo
alterada destas enzimas favorece a degradacdo da matriz extracelular (MEC) e da membrana
basal, relacionando-se ao rompimento da adesdo célula-célula facilitando a liberacdo de
células neoplasicas e invasdo dos vasos sanguineos e linfaticos, como também favorecendo a
angiogénese. Dentro deste contexto, nosso trabalho analisou a expressdo imunohistoquimica
das MMP-2 e MMP-9 em diferentes tipos de lesbes de mama. Foram obtidas 79 amostras
parafinadas de tecido mamario, diagnosticadas e arquivadas entre 2009 a 2014, provenientes
do Hospital Bardo de Lucena e Hospital das Clinicas, onde foi observada baixa expressao das
MMP-2 e MMP-9, porém destacando-se uma maior porcentagem na reatividade nas lesdes
malignas (20%) e invasivas (21%). Apesar desses resultados, ndo houve uma correlacdo
estatisticamente significativa em nenhum cruzamento da expressao tecidual das MMPs com
as variaveis do estudo. Esses resultados nos levam a concluir que novos estudos precisam ser
realizados visando esclarecer melhor a relacdo entre as MMP-2 e MMP-9 com a
carcinogénese mamaria, bem como estabelecer possiveis aplicagdes prognosticas e

terapéuticas, haja vista a disponibilidade de inibidores de Metaloproteinases de matriz.

Palavras-chave: Neoplasias da Mama. Biomarcadores Tumorais. Metaloproteinases da
Matriz.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent cancer except skin cancer nonmelanoma and the largest
cause of cancer deaths in women worldwide. The search and the use of tumor markers as
prognostic factors for breast cancer have greatly increased in recent years and many of these
markers can be found in tissue sections by the use of immunohistochemistry. Among the
possible markers the matrix metalloproteinases (MMPSs) are zinc dependent endopeptidases
and regulate a wide variety of physiological processes and signaling events, becoming key
molecules in the communication between tumor and stromal, in this way, an essential role in
the development and progression of human malignancies. Several types of metalloproteinases
are described in the literature, however, the expression of MMP-2 and MMP-9 are considered
to be potential markers for the development of breast cancer. Altered regulation of these
enzymes promotes the degradation of extracellular matrix (ECM) and basement membrane,
relating to disruption of cell-cell adhesion facilitating the release of tumor cells and invasion
of blood and lymphatic vessels, as well as favoring angiogenesis. In this context, our research
analyzed the immunohistochemical expression of MMP-2 and MMP-9 in different types of
breast lesions. Were obtained 79 paraffin embedded samples of breast tissue, diagnosed and
filed between 2009-2014, from the Bardo de Lucena Hospital and Hospital das Clinicas,
where it was observed low expression of MMP-2 and MMP-9, but highlighting a higher
percentage in reactivity in malignant (20%) and invasive (21%) lesions. Despite these results,
there was a statistically significant correlation in any crossing of tissue expression of MMPs
with the study variables. These results lead us to conclude that further studies need to be
conducted to clarify the relationship between MMP-2 and MMP-9 with mammary
carcinogenesis and to establish possible prognostic and therapeutic applications, due to the

availability of metalloproteinases inhibitors of matrix.

Keywords: Breast Neoplasms. Tumor Biomarkers. Matrix metalloproteinases.
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1. APRESENTACAO

O céncer de mama é o cancer mais incidente, exceutando-se o de pele ndo melanoma, e a
maior causa de mortes por cancer em mulheres no mundo. Segundo estimativas do Instituto
Nacional do Céancer (INCA), para 0 ano de 2016, é esperado para o Brasil 57.900 casos novos
de cancer de mama, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres. As
regides brasileiras onde este tipo de cancer é mais frequente, excetuando o céncer de pele ndo
melanoma, sdo: Sudeste (71,18/ 100 mil), Sul (70,98/ 100 mil), Centro-Oeste (51,30/ 100 mil)
e Nordeste (36,74/ 100 mil) (INCA, 2015).

Dentre os principais fatores para o desenvolvimento deste tipo de céncer, estdo o
envelhecimento, fatores genéticos (hereditariedade e mutagdes), influéncias hormonais
(menstruacdo precoce e/ou menopausa tardia, reposicdo hormonal, uso prolongado de
anticoncepcionais) e variaveis ambientais (Johnson-Thompson & Guthrie, 2000; Friedenreich
etal., 2001; Ahmad, 2013).

Mais de 80% dos casos de cancer de mama tem origem no epitélio ductal e os originados
do epitélio lobular ocupam a segunda posicdo, porém os tumores podem atingir qualquer
conjunto de células da anatomia mamaria (Gusterson et al., 2005; Pare et al., 2013).

Para fins diagnosticos o exame clinico e a mamografia constituem o principal método de
rastreio da doenca atualmente, tendo como objetivo principal a deteccdo precoce (Elmore et
al., 2005). Apo6s a observacdo do tumor, deve ser realizada a biopsia para diagnostico final.
Essa biopsia pode ser realizada através de Puncdo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF),
Biopsia de agulha grossa ou Biopsia cirargica (Menke et al., 2007).

O tratamento para o cancer de mama pode ser cirurgico: tumoroctomia, com a retirada

apenas do tumor; quadrantectomia, retirada de tumor e parte da mama; mastectomia, retirada
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total da mama. O tratamento pode ser complementado por radioterapia, quimioterapia e/ou
hormonoterapia com a finalidade de oferecer uma melhor sobrevida a paciente (INCA, 2004).

Objetivando o diagnostico precoce, a utilizacdo dos marcadores tumorais como fatores
prognosticos do cancer de mama tem crescido muito nos ultimos anos. A maioria desses
marcadores foram inicialmente identificados através de estudos moleculares ou bioquimicos,
por imunohistoquimica ou hibridizagéo in situ em cortes de tecido mamarios. Os marcadores
tumorais sdo importantes para diferenciar os tecidos normais daqueles neoplasicos (com boa
especificidade) e devem ser de facil deteccdo e/ou quantificacdo. Incluem-se nesta ampla
categoria uma variedade de proteinas, algumas das quais estdo associadas aos oncogenes e
medidores da atividade proliferativa do tumor (Andriolo, 1996; Rosen, 1997; Eisenberg &
Koifman, 2001; Zanetti et al., 2011).

Devido a grande heterogeneidade dos tumores mamarios, a identificacdo de marcadores
especificos, que possam predizer quais 0s tumores de mama apresentam o pior prognostico e
que contribuam para uma melhor conduta terapéutica, torna-se um grande desafio (Perou et
al., 2000; Pare et al., 2013).

Com a finalidade de fornecer novos marcadores Uteis para diagndstico, progndstico e
monitoramento do cancer, bem como novos alvos terapéuticos para tracar perfis moleculares,
devido ao seu baixo custo (em comparacgdo a técnicas moleculares) e facil reprodutividade, a
identificacdo e caracterizacdo de moléculas pela imunohistoquimica torna-se bastante
promissora. (Vizoso et al., 2007; Niemiec et al., 2012).

Nesse sentido as metaloproteinases de matriz (MMPs) tornam-se fortes candidatas a
marcadores preditivos do cancer por estarem intimamente relacionadas com a perda de adeséo
celular e consequente progressdo da malignidade tumoral (Duffy et al., 2000).
Consequentemente, a quantificagcdo destas enzimas pode tornar-se uma importante ferramenta

progndstica do cancer de mama. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo principal
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correlacionar a expressdéo de MMP-2 e MMP-9 com os graus de lesdes neoplasicas e
classificacdo dos tumores mamarios. Para isso, foi feito uma anélise tecidual pela técnica de
imunohistoquimica das MMP-2 e MMP-9 e a sua expressao foi associada com diferentes

variaveis relacionadas as lesdes de mama.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer de Mama: Classificacdo e Fatores Prognosticos

Os carcinomas representam a maioria das neoplasias malignas da mama e podem ser
divididos, de acordo com a penetracdo ou ndo da membrana basal, em invasor e in situ,
respectivamente. A localizacdo e caracteristicas particulares dos tumores também séo levadas
em consideracdo para a classificacdo, podendo ser dividido em lobular, ductal, medular,
mucinoso, papilifero, inflamatdrio e tubular (Tavassoli & Devilee, 2003; Gobbi, 2012;
Ahmad, 2013; Pare et al., 2013).

Podemos observar no Quadro 1 os tipos histolégicos mais comuns e importantes, segundo

a classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Quadro 1 — Principais classificagdes histologicas propostas pela OMS (2012) para tumores mamarios
Carcinoma Ductal in situ
Carcinoma Ductal in situ com
doenca de Paget

Carcinoma Lobular in situ
Carcinoma Ductal invasor
Carcinoma Lobular invasor
Tumores epiteliais Carcinoma Medular

Carcinoma Mucinoso

Invasores Carcinoma Papilifero Invasivo
Carcinoma Tubular

Carcinoma Adenoide Cistico
Carcinoma Secretor (juvenil)
Carcinoma Apdcrino

Né&o-invasores

Carcinoma inflamatorio
Carcinoma com apresentacdo clinica ndo usual Carcinoma na gravidez e na lactagdo
Carcinoma oculto com metastases axilares

Tumores mistos (epitelial e mesenquimal) Tumor filodes

Angiosarcoma
Fibrossarcoma
Leiomiossarcoma
Tumores Mesenquimais Condrossarcoma
Osteosarcoma
Hemangiopericitoma
Dermatofibrossarcoma protuberante
Melanoma Maligno
Tumores de pele na mama Carcinoma Escamocelular
Carcinoma Basocelular
Linfoma ndo-Hodgkin
Plasmocitoma

Infiltracdo por Leucemia
Doenca de Hodgkin

Tumores Linféides
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Somado a classificacdo histologica, os fatores prognosticos, que sdo definidos como
parametros que podem ser mensurados no momento do diagnostico/classificacao, servem para
predizer a sobrevida, acompanhar a doenca, bem como a evolucdo da terapéutica. A
atualizacdo e identificacdo de novos fatores promissores sdo de suma importancia cientifica,
clinica e consequentemente auxilia no bem-estar da paciente em tratamento (Donegan, 1979;
Aaltomaa et al., 1992; Abreu & Koifman, 2002; Ahmad, 2013).

Apesar da alta heterogeneidade dos tumores de mama em relacdo a morfologia, séo
discutidos no meio cientifico que perfis histoldgicos semelhantes apresentam diferentes
prognosticos e respostas terapéuticas. Dentro deste contexto, pesquisadores tracaram perfis
moleculares desses tumores, levando em consideracdo os receptores hormonais (RE e RP),
HER-2 e Ki-67, justificando essas divergéncias progndsticas e terapéuticas das pacientes com
cancer de mama.

A definicdo e relacdes existentes de alguns fatores prognosticos mais usados atualmente

encontram-se a seguir:

e Estadiamento do Tumor-No6dulo-Metéstase (TNM) — Indicadores morfoldgicos, de baixo

custo e facil identificacdo que definem o tamanho do tumor (T), comprometimento de
linfonodos axiliares (N) e presenca de metastases (M). Seus parametros sdo regidos pela
Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) e estdo relacionados com a sobrevida da

paciente (Carter et al., 1989; Leis, 1993; UICC, 2002; UICC, 2006).

e Grau Histologico e Grau Nuclear - O potencial de malignidade do tumor avaliando sua

maior ou menor capacidade de ocorrer metastases e o grau de diferenciacdo celular é
indicado por esses parametros. Estes indicadores sendo utilizados de forma consistente

através de protocolos padronizados proporcionam importantes informagdes prognosticas
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(Elston & Ellis, 1991; Burke & Henson, 1997; Roberti, 1997; Abreu & Koifman, 2002;

Lopes et al., 2006).

Receptores Hormonais — Através da imunohistoquimica, sdo detectados os receptores de

estrogeno (RE) e progesterona (RP), que estdo localizados no nucleo do epitélio normal da
mama e nas células neoplésicas. Estes estdo relacionados com a diferenciagdo tumoral,
taxa de proliferacdo celular e outras caracteristicas prognosticas. A boa resposta a terapias
hormonais e aumento da sobrevida das pacientes estd associado a presenga desses
receptores nas células do tumor. (Esteban et al., 1994; Pichon et al., 1996; Hupperets et

al., 1997; Menke et al., 2007).

HER-2 — Receptor tipo-2 do fator de crescimento epidérmico humano é uma glicoproteina
transmembrana com atividade semelhante ao receptor do fator de crescimento. Na
literatura este marcador possui algumas grafias diferentes: c-erbB-2; cerbB-2; C-erbB-2;
HER-2; HER-2/neu; ERBB2; erbB2; erbB-2; neu/ c-erbB-2; oncogene neu; proteina neu.
Sua superexpressdo esta relacionada com maior grau histolégico, maior agressividade
tumoral, reducdo da sobrevida e aumento da recorréncia e mortalidade das pacientes.
Quanto a resisténcia aos tratamentos, os dados da literatura apesar de conflitantes
evidenciam associa¢Oes significativas (Cianfrocca & Goldstein, 2004; Wolff et al., 2007;

Cirqueira et al., 2011).

Ki-67- O antigeno Ki-67 é um marcador de proliferacdo celular que esta presente somente
em células que estdo em divisdo celular (fases G1, S, G2 e M do ciclo celular). Tumores

que apresentam mais de 10% de células positivas tém um alto indice proliferativo que
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reflete uma maior agressividade tumoral, apresentando um pior prognostico aos pacientes.

(Cheang et al., 2009)

Atualmente sdo conhecidos na literatura seis subtipos moleculares: luminal A, luminal B,
superexpressdo de HER2, basaléide, mama-normal simile e Claudin-low (Perou et al., 2000;
Rouzier et al., 2005; Cianfrocca & Gradishar, 2009; Geyer et al., 2009; Huber et al., 2009;
Weigelt & Reis-Filho, 2009; Vuduc et al., 2010; Cirqueira et al., 2011).

No Quadro 2, observamos os perfis moleculares associados aos canceres de mama,
relacionado positividade e negatividade para receptores de estrogeno (RE), progesterona (RP)

e superexpressdo para HER-2.

Quadro 2 — Perfis imunofenotipicos para a classificagdo molecular por imunoistoquimica dos tumores de mama
(apatado de Cirqueira et al., 2011)

Subtipo molecular Padréo de Imunomarcacéao
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- Ki-67 < 14%
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2- Ki-67 > 14%

RE+ e/ou RP+, HER2+ (Luminal HER-2)

Superexpressdo de HER2 RE-, RP- e HER2+
Basal6ide (Triplo-negativo) RE-, RP-, HER2-,
Normal simile Negatividade para os marcadores tumorais usuais
Claudin-low RE e/ou RP-, HER2- e Baixa expressdo de moléculas de adesdo

HER?2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; RE: receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona

De acordo com o perfil molecular, o subtipo Luminal A é o que apresenta, dentre 0s
demais subtipos, o melhor prognéstico para a paciente. Possuem receptores hormonais
positivos, que na maioria dos casos estdo associados com melhores respostas terapéuticas. Por
ndo apresentarem amplificacdo e/ou superexpressdo de HER-2, estdo associados com baixo
grau histologico e menor agressividade tumoral. No subtipo Luminal B, as pacientes
apresentam taxas de proliferacdo celular maiores que ao subtipo Luminal A, tendo entdo um

prognastico pior quando comparado esses dois perfis. Também é significativamente associado
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a um maior risco de recorréncia e a uma menor sobrevida livre da doenca (Perou et al., 2000;
Serlie et al., 2003; Sotiriou et al., 2003; Cheang et al., 2009; Weigel & Dowsett, 2010).

As pacientes com o perfil de superexpressdo de HER-2 apresentam o segundo pior
prognostico dentre os demais. E relatado na literatura que a positividade para 0 HER-2 parece
estar associada a resisténcia as terapias hormonais. Ja o perfil Triplo-negativo € o que
apresenta pior prognéstico. Este subtipo estd associado a menor sobrevida e € caracterizado
por alto grau histoldgico, alta taxa de mitose e resisténcia a terapias hormonais (Sgarlie et al.,
2001; Cianfrocca & Goldstein, 2004; Cheang et al., 2008; Irvin & Carey, 2008; Chacén &

Costanzo, 2010; Rakha et al., 2010).

2.2 Metaloproteinases de Matriz (MMPs): Estrutura, Classificacdo, Ativacdo e

Inibicdo

A Matriz Extracelular (MEC), que tem como principal fungdo o suporte estrutural da
célula devido a presenca de macromoléculas como colageno, glicoproteinas nao-colagénicas,
fibras elasticas e proteoglicanos, serve também como fonte de informacBes do microambiente
tumoral. Algumas moléculas e fatores de crescimento que atuam cooperativamente para
regular uma ampla variedade de processos celulares fisiolégicos também estdo intimamente
relacionados com a carcinogénese. Na degradacdo e remodelamento da MEC, algumas
familias de proteinases, que incluem as serina-proteases, cisteina-proteases e MMPs também
estdo envolvidas no desenvolvimento de processos tumorais (Ramirez & Rifkin, 2003; Place
etal., 2011).

As MMPs s3o endopeptidases dependentes de Zn®* com capacidade de degradar
componentes da MEC. Sua estrutura comum & composta por uma sequéncia sinalizadora N-

terminal (pré-dominio), um dominio pro-peptidico, responsavel pela laténcia da enzima e um
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dominio catalitico com um sitio de ligagdo do fon zinco (Zn®*). Além disso, a maioria das
MMPs sdo constituidas por regides de articulacdo ou ligacdo e um dominio de hemopexina
que determina seu substrado (Roy et al., 2009; Cathcart et al., 2015).

As MMPs foram inicialmente classificadas de acordo com a especificidade do substrato

em colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, e MMP-tipo membrana (Quadro 3).

Quadro 3 — Classificacdo das MMPs baseada nos substratos (adaptado de Egeblad & Werb, 2002).

Grupo MMP Substratos principais
Colagenases MMP-1, MMP-8, MMP-13, | Colagenos tipos I, II, I, VII,
MMP-18 VIl and X e gelatinas
Gelatinases MMP-2, MMP-9 Colagenos tipos 1V, V, VII, X,
gelatina, elastina e fibronectina
Estromelisinas MMP-3, MMP-10, MMP-11, | Coléagenos tipos Il , IV, IX e X,
MMP-12 proteoglicanos, fibronectina,
laminina, gelatinas e caseina.
Matrilisinas MMP-7, MMP-26 Colageno tipo v,
proteoglicanos, fibronectina,
laminina, proteoglicanos e VE-
caderina.
MMP-tipo membrana MMP-14, MMP-15, MMP-16, | Tenascina-c,  fibronectina e
MMP-25 laminina

Porém, devido a uma ampla variedade de substratos, uma nova classificacdo baseada em
sua estrutura foi proposta. Com isso, as MMPs atualmente sdo divididas em oito classes
distintas (Quadro 4) e cada grupo apresenta uma estrutura comum (Egeblad & Werb, 2002;
Cathcart et al., 2015).

Gross & Lapiere (1962) foram os primeiros a observar a acdo das MMPs. Eles observaram
gue uma determinada enzima degradava as fibras colagenas presentes na cauda de girinos. Ao
longo dos anos diversos pesquisadores estudaram as acdes das MMPs e concluiram que essas
enzimas regulam uma grande variedade de processos fisiologicos e eventos de sinalizag&o,
participando também na progressao tumoral e metéstases (Shay et al., 2015).

As MMPs sdo secretadas em sua forma inativa, denominadas prés-MMPs, e suas
atividades sdo reguladas pela expressdo génica, ativadores deste precursor e inibidores da
forma ativa. Sua expressdo € induzida por fatores de crescimento, inducdo célula-célula e

célula-matriz, como também por estimulos extracelulares. A ativacdo catalitica das MMPs é
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realizada por outras MMPs ativas ou por serinoproteases, ocorrendo principalmente no meio
extracelular. Por serem enzimas, suas atividades sdo especificamente inibidas pelos TIMPs
(Inibidores tissulares de metaloproteinases), constituido por um grupo de quatro tipos: TIMP-
1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 (Egeblad & Werb, 2002; Roy et al., 2009; Kessenbrock et al.,

2010).

Quadro 4 — Classificacdo das MMPs baseada na estrutura (adaptado de Cathcart et al., 2015).

Classe MMP Nome
MMPs de dominio minimo MMP-7 Matrilisina
MMP-26 Matrilisina-2

MMPs com dominio de hemopexina simples MMP-1 Colagenase-1
MMP-3 Estromelisina-1
MMP-8 Colagenase-2 (Colagenase de neutrofilo)

MMP-10 Estromelisina-2
MMP-12 Metaloelastase
MMP-13 Colagenase-3
MMP-19 -

MMP-20 Enamelisina
MMP-22 CMMP

MMP-27 -
MMPs de ligag&o a gelatina MMP-2 Gelatinase A
MMP-9 Gelatinase B
MMPs secretadas ativadas por furina MMP-11 Estromelisina-3

MMP-28 Epilisina

MMP com inser¢do semelhante a vitronectina MMP-21 Homologo de XMMP
MMPs transmembranares MMP-14 MT1-MMP

MMP-15 MT2-MMP

MMP-16 MT3-MMP

MMP-24 MT5-MMP

MMPs ancoradas por GPI MMP-17 MT4-MMP
MMP-25 MT6-MMP
MMP transmembranar tipo |1 MMP-23 CA-MMP (Arranjo de cisteina)

A gelatinase A (MMP-2) é secretada tanto por células tumorais como por células normais
(fibroblastos e celulas endoteliais). A ativacdo do pr6-MMP-2 ocorre pela MMP-14 (MT1-
MMP) que ancorada na superficie celular e auxiliada pelo TIMP-2 cliva o dominio peptidico
ativando a MMP-2. A gelatinase B (MMP-9) também secretada por células tumorais como
normais, como neutrofilos, macrofagos, linfocitos e células endoteliais, séo liberados na
forma inativa (pr6-MMP-9), podendo ser ativada pelo plasminogénio e TIMP-1 (Nagase et

al., 2008; Kohka et al., 2013)
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Os TIMPs inibem especificamente as MMPs, assim como a RECK (proteina indutora de
reversdo rica em cisteina com dominio Kasal), que pode inibir diretamente MMP-2, MMP-9 e
MMP-14. A RECK também pode inibir processos cataliticos que levam a ativacdo da pro-
MMP-2 como também a inibicdo da liberacdo do pr6-MMP-9 (Takashi et al., 1998; Clark et
al., 2007; Dong et al., 2010).

TIMPs sdo capazes de efetuar fortes ligagcbes com as MMPs ativas com a formacéo de
complexos inibitorios. Além disso, o TIMP-1 liga-se especificamente a pr6-MMP-9 e o
TIMP-2 a pr6-MMP-2 formando complexos que leva a estabilizacdo do mecanismo de
ativacdo das MMP-9 e MMP-2 respectivamente. TIMP-2 também inibe a MMP-14 que ¢
fundamental para a ativacdo da MMP-2 (Visse & Nagase, 2003; Dong et al., 2010).

Além de inibidores especificos das MMPs, os TIMPs participam na ativacdo de algumas
MMPs. Como mencionado anteriormente, o TIMP-1 atua na ativacdo da MMP-9 mediante
formacdo de um complexo. A ativacdo da MMP-2 pode ser mediante a formacdo de um
complexo, porém através do TIMP-2. Assim, os TIMPs atuam tanto na diminuicdo do
crescimento tumoral como também na progressdo neoplésica (Egeblad & Werb, 2002; Visse

& Nagase, 2003).

2.3 Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e Carcinogénese

Para que ocorra a evolugdo maligna tumoral com consequente invasdo, um acontecimento
fundamental é a migracéo das células neoplasicas do epitelio que rompem a membrana basal,
que delimita o tecido conjuntivo. Este processo ocorre devido ao aumento na secrecdo das
enzimas que degradam a MEC e regulacéo alterada da proteolise (Bonnas et al., 2014).

As MMPs estdo envolvidas na degradacdo da matriz extracelular e da membrana basal,

mediante clivagem do colageno tipo IV, no rompimento da adesdo célula-célula devido a
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clivagem das E-caderinas (glicoproteinas transmembranas dependentes de calcio que
desempenham papel nas juncées intercelulares) e integrinas, facilitando a liberacéo de células
neoplasicas isoladas e invasdo dos vasos sanguineos e linfaticos com consequente metastase.
Assim, as MMPs exercem um papel essencial no desenvolvimento e na progressdo maligna
do cancer (Gould Rothberg & Bracken, 2006; Onder et al., 2008; van Roy & Berx, 2008; Roy
et al., 2009; Rhim et al., 2012).

Devido a clivagem de proteinas extracelulares, as MMPs estimulam a liberacdo do fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) e auxiliadas por moléculas de adesdo aceleram o
processo de angiogénese. O VEGF € um potente e seletivo fator mitogénico para o endotélio.
Ele produz uma réapida e completa resposta angiogénica e um aumento da permeabilidade
capilar. Produzido e secretado por uma série de células normais, ele tem expressdo marcada
em células tumorais, incluindo no cancer de mama (Boudreau & Myers, 2003; Jobim et al.,

2009).

2.4 Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e Cancer de mama

A avaliacdo da expressdo de MMPs como ferramenta progndstica vem sendo estudada ao
longo dos anos devido a sua facil identificacdo no soro e no tecido tornando assim possivel
sua deteccdo, quantificacdo e monitoramento. Estando associada com diversos fatores
progndsticos pré-definidos. Além disso, diferentes estudos relatam uma correlacdo positiva da
maior expressao tecidual de MMPs com a evolugéo do cancer de mama, tornando-se também
uma boa ferramenta prognostica (Valdivia et al., 2011).

E relatado na literatura (Quadro 5) a expressdo das MMP-2 e MMP-9 associadas aos
tumores de mama por meio da técnica de imunohistoquimica para deteccao tecidual. Xu et al.

(2013) relataram que a expressdo de MMP-2 foi significativamente maior em lesdes malignas
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de mama do que em lesdes benignas. Ja Cupi¢ et al. (2011) relataram uma forte expressao de
MMP-9 em tumores primarios que se repetiram apds 24 meses € uma menor expressdo nos
tumores que recorreram antes de 24 meses do diagnostico inicial. Zeng et al. (2013)
reforcaram o0s estudos e relataram que, além da associagdo com lesdes malignas, a
superexpressdo de MMP-9 estaria associada também a uma pior sobrevida global para as
pacientes com cancer de mama.

Em 2012, Niemiec et al. sugeriram que os mecanismos de remodelacdo do estroma e
carcinogénese poderiam diferir entre os subtipos de cancer de mama. Com isso, Zhao et al. e
Liu et al. ambos em 2013 relataram que pacientes tripo-negativo apresentava elevada
expressao de MMP-9 resultando em pior prognostico de cancer de mama. Quanto a
disseminacdo sistémica, Daniele et al. (2010) confirmaram que a expressao de MMP-2 e
MMP-9 foi significativamente mais elevada no cancer de mama metastatico em comparacédo
com cancer ndo metastatico, tanto na deteccao tecidual como soroldgica.

Dentro deste contexto e devido ao cancer de mama ser um problema de salde publica
mundial, apresentando taxas de morbimortalidade e reincidéncias altas, se torna necessario o
desenvolvimento de métodos e identificacdo de marcadores que auxiliem na deteccdo
precoce, na escolha do tratamento especifico e no esclarecimento de sua patogenia complexa
e multifatorial. A avaliagcdo da expressdo das MMPs, pela técnica de imunohistoquimica, pode
contribuir nestes esclarecimentos, devido a sua facil reprodutibilidade na prética clinica e
diagndstica. Consequentemente, a quantificacdo destas enzimas pode tornar-se uma
importante ferramenta progndstica para o cancer de mama devido a sua intima relacdo com a

perda de adesdo celular e consequente progressao da malignidade tumoral.
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Quadro 5 - Descricdo de artigos selecionados pelo autor referente a avaliacdo da expressdo tecidual pela
imunohistoguimica de MMP-2 e MMP-9 em céncer de mama.

promogao da invasdo em
inicio invasivo do cancer de
mama ductal.

podem diferir entre os subtipos de cancer de
mama.

Obijetivo do estudo Métodos Resultado/Concluséo Pais Autor/Ano
Analisar a expressdo dos
perfis da prgtel'na N- . BRI x . .
) Tissue Microarray (IHQ) em Expressdo maior de MMP-9 em tecidos de
acetiltransferase 10 (NaalOp <7 - ~ N
amostras novas e antigas; cancer de mama em comparagao com 0s nao . Zeng et al.
/ ARD1) e MMP-9 no d brevid Ali China
cancer de mama em humano Curv_a e Sobrevi a_| A:na ise cancerosos 2013
. P multivariada - Avaliacéo dos MMP-9 (+) - pior sobrevida global
de e avaliar seus possiveis o
oo valores prognostico.
valores de prognoéstico.
Investigar a expressdo de
CD147 e MMP9 em
p?ﬁfr?lge; CgrEaZZTi?Lge Pacientes com BLBC tem uma elevada Liu et al
p IHQ para CD147 e MMP-9 expressao de CD147 e MMP9; BLBC esta China '
(BLBC), de modo a - . 2013
. relacionada com um mau prognostico.
o | determinar se estes podem
a | ser correlacionados com o
% prognéstico de BLBC.
Investigar a expressdo de Pacientes com TNBC tem uma elevada
CD147 e MMP9 em « A
. i expressdo de CD147 e MMP9. Os niveis de
pacientes com cancer de x .
mama triplo-negativo CD14.7 & MMP-9 540 po§|t|vamgnte . Zhao S etal
(TNBC), de modo a IHQ para CD147 e MMP-9 correlacionados com invasdo, metastase. China 2013
determinar ée estes podem Pacientes com elevada expressdo de CD147 e
” P MMP-9 tinham mau progndstico comparados
ser correlacionados com o com pacientes de baixa expressdo
mau prognostico de TNBC. P P '
Avaliar a expressio de Forte expressao de MMP-9 foi observada em
P Tissue Microarray (IHQ) em tumores primarios que se repetiram ap6s 24 .
MMP-9 em amostras de carcinomas mamarios Meses e menor expressao Nos tumores que Croécia Cupic etal.
carcinoma mamario rimarios e recorrentes recorreram antes dep24 meses do dia négtico 2011
primario e recorrente P inicial g
Avaliar a expresséo de
MMP-2 e MMP-9 em IHQ para MMP-2 e MMP-9
linfonodo sentinela e no em amostras de pacientes com Expressdo de MMP-2 e MMP-9 foram
soro de pacientes com cancer de mama metastatico, significativamente mais elevados no cancer -
A . x o Lo x - Daniele et al..
cancer de mama, a fim de ndo-metastatico e controle de mama metastatico, em comparagdo com Italia 2010
o avaliar o seu significado cancer ndo metastatico e no grupo controle,
% clinico e utilidade como Zimografia para detec¢do no tanto no tecido como soro.
s marcadores tumorais de soro.
o diagnédstico.
[oN} i
o | Determinar a presenca de
= fator de crescimento
= | endotelial vascular (VEGF), Mll\}l-iP%paTrlal\)I/PE-cl;E’Tl\l/ll\')IAFf- -22’em N&o houve correlacéo significativa entre a
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 amost;as obtidas a partir de quantidade de VEGF, MMP-2, MMP-9, Brasil Jobim et al..
e TIMP-2 em amostras . N P TIMP-1, TIMP-2 e comprometimento 2009
: : - pacientes com cancer de mama S
obtidas a partir de pacientes L linfatico.
] primario.
com céncer de mama
primério.
Os niveis de VEGF e de MMP-2 por IHQ foi
Correlagdo entre pardmetros MSCT para visualiza¢do de significativamente maior no grupo de cancer
de perfusdo (por MSCT) e pardmetros de perfuséo da mama do que o grupo de tumor benigno;
da expressdo do factor de IHQ e Western blotting para Existe uma correlagdo entre parametros de China Xuetal..
crescimento vascular VEGF e MMP-2, com material | perfusdo, VEGF e MMP-2, que pode ser Util 2013
endotelial (VEGF) e MMP- a partir de pacientes com para a deteccéao de lesdes mamarias,
~ 2 em cancer da mama. cancer de mama primario. diagnostico qualitativo de cancer de mama e
a avaliacdo do tratamento do cancer de mama.
% Correlacionar 0s
imunofendtipos, Ki-67, Expressdo de MMP-2 em leucdcitos do
microvascularizagéo, Ep- estroma com menos frequéncia;
CAM/P-cadherin e MMP-2 Sugeriram que 0s mecanismos de . Niemiec et al..
~ IHQ para os marcadores x A Polénia
com a adesdo celular e remodelacéo do estroma e carcinogénese 2012
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar associacdo entre a expressdo de MMP-2 e MMP-9 com os graus de lesdes

neoplasicas.

3.2 Especificos

Classificar os tumores mamarios de acordo com os tipos histoldgicos, perfil de
receptores hormonais (RE e RP), HER-2 e Ki-67, e subtipos moleculares;
Analisar qualitativamente e semiquantitativamente a expressdo imunohistoquimica de

MMP-2 e MMP-9 nas amostras teciduais de mama;

Associar a expressao de MMP-2 e MMP-9 aos tumores benignos e malignos de

mama,

Associar a expresséo de MMP-2 e MMP-9 aos tipos histologicos, subtipos

moleculares, perfil de receptores hormonais (RE e RP), HER-2 e Ki-67;
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo e Local de Estudo

O estudo € do tipo observacional, analitico transversal. As analises do material bioldgico
foram realizadas no Laboratorio de Pesquisas Citologicas e Moleculares (LPCM) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e as amostras foram obtidas no Hospital Barédo

de Lucena (HBL) e no Hospital das Clinicas (HC), todos localizados em Recife - PE.

4.2 Populacéo alvo e periodo

O estudo € composto por 97 amostras de tecido de mama, que foram resgatadas no
periodo de 2014 a 2016. As amostras em bloco parafina estavam arquivadas no setor de
Anatomia Patolégica dos hospitais e eram provenientes de pacientes do sexo feminino

diagnosticadas com lesbes mamarias no periodo de 2009 a 2014.

4.3 Critérios de inclusdo e exclusao

Critério de Inclusdo: material parafinado de amostras tumorais mamarias de mulheres
diagnosticadas no servi¢o de mastologia do HBL e HC.

Critérios de Exclusdo: Amostras de tumores mamarios em bloco parafina com danos, mal

emblocados e/ou mal conservados, ou ainda com material insuficiente.

4.4 Definicao de variaveis

As varidveis foram definidas de acordo com as informacdes coletadas dos laudos
histopatoldgicos e imunohistoquimicos das pacientes. Foram coletadas informacdes sobre
Idade, Tipo histologico e Perfil dos Receptores Hormonais (RE e RP), HER-2 e Ki-67 das

pacientes. Assim, foram definidas as seguintes variaveis:
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1. Tipo de Lesdo: Benigno ou Maligno;

2. Tipo Histolégico: 1. Ductal, 2. Lobular, 3. Outros (medular, tubular, apocrino,
mucinoso, etc...);

3. Comprometimento da membrana basal: 1. in situ, 2. Invasivo;

4. Receptor de Estrégeno (RE): 1. Positivo, 2. Negativo

5. Receptor de Progesterona (RP): 1. Positivo, 2. Negativo

6. HER-2: 1. Positivo, 2. Negativo

7. Ki-67: 1. Positivo (>14%), 2. Negativo (<14%)

8. Subtipo Molecular: Luminal A (receptores hormonais positivos e HER-2 negativo),
Luminal B (receptores hormonais e HER-2 positivos), superexpressdo de HER-2
(receptores hormonais negativos e HER-2 positivo) e Tripo-negativo (receptores

hormonais e HER-2 negativos);

4.5 Método de coleta e andalise do material bioldgico

As amostras parafinadas com representacdo de tumores de mama foram obtidas no Setor
de Anatomia Patoldgica dos hospitais acima citados. Para cada amostra em bloco parafinado
foram confeccionadas 4 laminas com 2 cortes por microtomia de 5um de espessuras para
realizacdo das analises das expressdes de MMP-2 e MMP-9 através da imunohistoquimica,

seguindo protocolo de rotina do laboratério LPCM, descrito a seguir.

45.1 Imunohistoguimica para MMP-2 e MMP-9

As amostras parafinadas dos tumores mamarios foram cortadas com 5um de espessura e
fixadas em laminas silanizadas (Starfrost®), o material foi desparafinizado em xilol e
reidratado com uma serie decrescente de alcool. Apos desparafinizacdo, foram lavadas em

agua corrente e em tampédo fosfato de sdédio (PBS) (pH 7,2) por 5 minutos cada. A
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recuperacdo antigénica foi realizada com tampéo de citrato (10mM com pH 6) em panela de
pressdo elétrica por 2 minutos. As laminas foram deixadas em temperatura ambiente até
esfriarem. O bloqueio das peroxidases endogenas foi realizado com solucdo de peroxido de
hidrogénio (H,0;) e metanol (1:1) por 30 minutos e em seguida as laminas foram lavadas
outra vez em agua corrente e em PBS (dois banhos de 5 minutos). O bloqueio para inibir a
ligacOes inespecificas foi realizado com solucdo de soro albumina bovino (BSA) a 1%
(SIGMA®) durante 1 hora em camara Umida. A incubagdo com 0s anticorpos primarios
(anticorpos monoclonais de rato MMP-2 (1:400) e MMP-9 (1:400); Santa Cruz
Biotechnology®) foi realizada também usando cdmera imida, por 2 horas em estufa a 37°C.
Foi utilizado o sistema de revelagdo livre de biotina e conjugado com enzima HRP (Reveal
Polyvalent HRP. SPB-999. Spring Bioscience©®) por 20 minutos cada reagente, em
temperatura ambiente. Entre estas etapas as ldminas foram lavadas em PBS com dois banhos
de 5 minutos. A reacdo foi revelada com substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB,
DakoCytomation™), por mais ou menos Um minuto, e as ldminas foram lavadas em éagua
destilada e contra-coradas com hematoxilina. Apds lavagem em &gua corrente, as laminas
forma desidratadas em série crescente de alcool e xilol e montadas com entellan e laminula.
Apobs a reacdo as laminas foram analisadas e fotografadas por sistema de captura de
microimagem Axion Image 2 (Carl Zeiss®). A andlise da reatividade foi qualitativa, realizada
através da observacao do nucleo e do citoplasma das células neoplésicas, utilizando para isso
0s seguintes escores: positivo (reatividade em 10% ou mais células), negativo (menos de 10%
de células). Os casos positivos também foram classificados, dependendo da proporcdo de
células reativas, em +, ++ e +++ (+: de 10% a 25% das células; ++: de 26 a 50% e +++: acima

de 51% de reatividade).
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4.6 Coleta dos dados
As informacgbes dos laudos histopatologicos e da reatividade imunohistoquimica dos
receptores hormonais, HER-2 e Ki-67, assim como da avaliacdo da expressao tecidual das

MMP-2 e MMP-9 foram transcritos para uma planilha de dados do Excel®

4.7 Analise estatistica

A analise de dados foi realizada por meio do software estatistico SPSS versdo 20.0, onde
inicialmente realizou-se uma analise descritiva percentual dos dados com o objetivo de
caracterizar a amostra em estudo. Foram utilizados os testes Qui-quadrado de Independéncia e
Teste Exato de Fisher na tentativa de encontrar possiveis associacdes entre a expressao de
MMP-2 e MMP-9 e as variaveis. Estas analises foram realizadas tanto para a expressdo
qualitativa, quanto para expressao semiquantitativa. Para todo o estudo, o nivel de 5% de

significancia foi adotado (p-valor < 0,05).

4.8 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/Centro de Ciéncias da
Saude/Universidade Federal de Pernambuco (CAAE: 28508614.9.0000.5208 — Anexo 1)
obedecendo integralmente os principios éticos estabelecidos na resolugdo 466/12 do Conselho

Nacional de Satde (CNS).



33

5. RESULTADOS - ARTIGO ORIGINAL

EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DAS METALOPROTEINASES
DE MATRIZ 2 E 9 EM LESOES DE MAMA

INTRODUCAO

O céncer de mama € o cancer mais incidente, excluindo-se o cancer de pele ndo
melanoma, e o maior causador de mortes por cancer em mulheres no mundo. Segundo
estimativas para o ano de 2016 do Instituto Nacional do Cancer (INCA), sdo esperados no
Brasil 57.960 casos novos de cancer de mama. [1]

A classificacdo histolégica das lesbes de mama baseia-se primeiro no potencial
maligno dessas lesbes, podendo estar ou ndo associado com a penetracdo da membrana basal.
A localizagdo e caracteristicas particulares dos tumores também sdo levadas em consideracao
sendo grande parte dos casos de cancer de mama de origem no epitélio ductal (mais de 80%) e
0 segundo mais incidente de origem no epitélio lobular. A avaliagdo de receptores de
estrogenos (RE), progesterona (RP), o proto-oncogene HER-2 e o Ki-67, fornecem uma
classificacdo molecular (imunofendtipos). De acordo com esta classificacdo, informacdes
relacionadas com a diferenciacdo tumoral, taxa de proliferacdo celular, agressividade e
resposta a terapias hormonais podem ser extraidas do tecido analisado. De acordo com alguns
autores a taxa de sobrevida das pacientes se associam a presenca ou auséncia dos receptores
hormonais nas células do tumor e a superexpressdao do HER-2 esta relacionada com maior
grau histoldégico, maior agressividade tumoral, reducdo da sobrevida e aumento da recorréncia
e mortalidade dos pacientes. [2-9]

Fatores prognosticos, como marcadores tumorais também sao utilizados para fornecer
informacdes sobre o potencial de malignidade do tumor avaliando sua capacidade de ocorrer
metastases e o grau de diferenciacdo celular. Muitos desses marcadores foram inicialmente

identificados através de estudos moleculares ou bioquimicos e podem ser localizados em
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cortes de tecido, pelo uso da imunohistoquimica, ou pela hibridizacdo in situ. Eles sdo
importantes para diferenciar bem os tecidos normais daqueles neoplasicos (com uma boa
especificidade) e devem ser de facil deteccdo e/ou quantificacdo. Incluem-se nesta ampla
categoria uma variedade de proteinas, algumas das quais estdo associadas aos oncogenes e
medidores da atividade proliferativa do tumor. [10-12]

Devido a grande heterogeneidade dos tumores mamarios, a identificacdo de
marcadores especificos que possam predizer quais 0s tumores de mama com pior progndstico
e que levem a uma melhor conduta terapéutica para a paciente torna-se um grande desafio.
Com o objetivo de fornecer novos marcadores Uteis para diagndstico, prognostico e
monitoramento do cancer, bem como novos alvos terapéuticos para tracar perfis moleculares,
devido ao seu baixo custo e facil reprodutividade, a identificacdo e caracterizacdo de
moléculas pela imunohistoquimica torna-se bastante promissora. [13-15]

A matriz extracelular (MEC), que tem como principal funcdo o suporte estrutural
devido a presenca de macromoléculas como colageno, glicoproteinas ndo colagénicas, fibras
elasticas e proteoglicanos, serve também como fonte de informagcfes do microambiente
tumoral. Algumas moléculas e fatores de crescimento que atuam cooperativamente para
regular uma ampla variedade de processos celulares fisioldégicos também estdo intimamente
relacionadas com a carcinogénese no tecido mamario. Na degradacdo e remodelamento da
MEC algumas familias de proteinases, como as metaloproteinases de matriz (MMPSs) sdo de
suma importancia tambeém no desenvolvimento de processos tumorais. [16-21]

As MMPs s3o endopeptidades dependente de Zn?* que degradam componentes da
MEC e regulam uma grande variedade de processos fisioldgicos e eventos de sinalizacéo,
tornando-se moléculas fundamentais na comunicacdo entre o tumor e o estroma, Desta
maneira, exerce um papel essencial no desenvolvimento e na progressdo maligna do cancer.

No céncer, a regulacdo alterada da proteo6lise, favorece a degradagdo da MEC e invasédo da
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membrana basal. No processo de invasdo neoplasica, além da degradacdo da matriz
extracelular e da membrana basal, mediante clivagem do colageno tipo 1V, as MMPs estdo
envolvidas no rompimento da adesdo célula-célula devido a clivagem das E-caderinas e
integrinas, facilitando a liberacdo de células neoplésicas isoladas e invasdo dos vasos
sanguineos e linfaticos. Devido a clivagem de proteinas extracelulares, as MMPs também
estimulam a liberagcdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e auxiliadas por
moléculas de adesdo aceleram o processo de angiogénese. [22-25]

E descrito na literatura a expressdo de MMP-2, MMP-9 associadas aos tumores de
mama por meio da técnica de imunohistoquimica para deteccéo tecidual e estudos sugerem
que esta identificacdo das MMPs serve como uma boa ferramenta progndstica no
acompanhamento do céancer. Dentro deste contexto e devido ao cancer de mama ser um
problema de satde publica mundial, apresentando taxas de morbimortalidade e reincidéncias
altas, se torna necessario o desenvolvimento de métodos que auxiliem na detec¢do precoce, na
escolha do tratamento especifico e no esclarecimento de sua patogenia complexa e
multifatorial. A avaliacdo da expressdo das MMPs, pela técnica de Imunohistoquimica, pode
contribuir nestes esclarecimentos, devido ao seu baixo custo e facil reprodutibilidade na
prética clinica e diagndstica. Consequentemente, a quantificacdo destas enzimas pode tornar-
se uma importante ferramenta prognéstica no desenvolvimento do cancer de mama devido a
sua intima relagdo com a perda de adeséo celular e consequente progressdo da malignidade

tumoral. [26-32]
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MATERIAIS E METODOS

Pacientes e amostras bioldgicas

Foram selecionados 97 amostras em bloco parafina de tecido de mama, que estavam
arquivadas no setor de Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas e Hospital Bardo de
Lucena, ambos em Recife-PE. Estes tecidos sdo provenientes de pacientes do sexo feminino
que foram diagnosticadas com lesbes mamarias no periodo de 2009 a 2014. As informacdes
referentes a classificacdo histoldgica, receptores hormonais, HER-2 e Ki-67 foram obtidas nos
laudos gerados pelo proprio hospital. A analise da expressao tecidual de MMP-2 e MMP-9 foi
feita através da imunohistoquimica.

O presente trabalho foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa/Centro de Ciéncias
da Saude/Universidade Federal de Pernambuco (CAAE: 28508614.9.0000.5208) obedecendo
integralmente os principios éticos estabelecidos na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de

Salde (CNS).

Imunohistoquimica

Para cada amostra parafinada de tecido mamario foram feitos cortes de 5um e fixados
em laminas silanizadas (Starfrost®). O material foi desparafinizado em xilol e reidratado com
uma série decrescente de alcool. Ap6s desparafinizacdo, foram lavadas em &gua corrente e em
tampdo fosfato de sodio (PBS) por 5 minutos cada. A recuperacdo antigénica foi realizada
com tampao de citrato (10mM com pH 6) em panela de pressdo elétrica por 2 minutos. As
laminas foram deixadas em temperatura ambiente até esfriarem. O bloqueio das peroxidases
enddgenas foi realizado com solucdo de perdxido de hidrogénio (H20,) e metanol (1:1) por 30
minutos e em seguida as laminas foram lavadas outra vez em agua corrente e em PBS (dois
banhos de 5 minutos). O bloqueio para inibir a ligagdes inespecificas foi realizado com

solucéo de soro albumina bovino (BSA) a 1% (SIGMA®) durante 1 hora em cdmara Umida.
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A incubacdo com os anticorpos primarios (anticorpos monoclonais de rato MMP-2 (1:400) e
MMP-9 (1:400); Santa Cruz Biotechnology, Inc.) foi realizada também usando camera umida,
por 2 horas em estufa a 37°C. Foi utilizado o sistema de revelacdo livre de biotina e conjugado
com HRP (Reveal Polyvalent HRP. SPB-999. Spring Bioscience©) por 20 minutos cada
solucdo, em temperatura ambiente. Entre estas etapas as laminas foram lavadas em PBS com
dois banhos de 5 minutos. A reacdo foi revelada com substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (+/- 1 minuto) e as laminas foram lavadas em
agua destilada e contra-coradas com hematoxilina. Apos lavagem em agua corrente, as
laminas forma desidratadas em série crescente de alcool e xilol e montadas com entelan e
laminula.

Apds a reacdo as laminas foram analisadas e fotografadas por sistema de captura de
microimagem Axion Image 2 (Carl Zeiss®). A analise da reatividade foi qualitativa, realizada
através da observacdo do nucleo e do citoplasma das células neoplasicas, utilizando para isso
0s seguintes escores: positivo (reatividade em 10% ou mais células), negativo (menos de 10%
de células). Os casos positivos também foram classificados de forma semiquantitativa,
dependendo da proporcédo de células reativas, em +, ++ e +++ (+: de 10% a 25% das células;

++: de 26 a 50% e +++: acima de 51% de reatividade).

Analise Estatistica

A andlise de dados foi realizada por meio do software estatistico SPSS versdo 20.0.
Foram utilizados os testes Qui-quadrado de Independéncia e Teste Exato de Fisher para as
correlagcOes entre a expressdo de MMP-2 e MMP-9 e as variaveis. Para todo o estudo, o nivel

de 5% de significancia foi adotado (p-valor < 0,05).
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RESULTADOS

A idade média das pacientes foi de 54,99 e das 97 amostras de tecido de mama
obtidas, 12 (12,4%) eram de lesdes benignas e 85 (87,6%) malignas. Lesbes invasivas
representavam 86,3% e o tipo histoldgico mais frequente foi o ductal, representando 89,2% do

total de lesbes. Na tabela 1 estio caracterizadas todas as variaveis do nosso estudo.

Tabela 1 - Distribuicdo das variaveis no total da amostra.

Variaveis

Total

Idade (anos)

Tipo de Lesdo, n (%)
Benigna
Maligna

Tipo Histoldgico, n (%)
Ductal
Lobular
Outro

Invasividade, n (%)
In situ
Invasivo

Receptor de Estrogeno, n (%)
Positivo
Negativo

Receptor de Progesterona, n (%)
Positivo
Negativo

HER-2, n (%)
Positivo
Negativo

Ki-67, n (%)
Positivo (=14%)
Negativo (<14%)

Tipo Molecular, n (%)
Luminal
Luminal A
Luminal B
Superexpressao de HER-2
Triplo Negativo

Média = 54,99 (+15,16)

12 (12,4%)
85 (87,6%)
97 (100%)

74 (89,2%)
3 (3,6%)
6 (7,2%)
83 (100%)

13 (13,7%)
82 (86,3%)
95 (100%)

36 (60%)
24 (40%)
60 (100%)

35 (58,3%)
25 (41,7%)
60 (100%)

5 (8,8%)
52 (91,2%)
57 (100%)

30 (85,7%)
5 (14,3%)
35 (100%)

18 (31,0%)
5 (8,6%)
13 (22,4%)
5 (8,6%)
17(29,3%)
58 (100%)
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A andlise da expressdo imunohistoquimica das MMP-2 e MMP-9 so6 foi possivel em
79 amostras, devido a ma fixacdo e preservacdo do tecido. Esta andlise, tanto qualitativa

guanto semiquantitativa estdo listadas nas tabelas 2 e 3 respectivamente.

Tabela 2 — Expressdo Qualitativa de MMP-2 e MMP-9 no total das amostras.

Negativo Positivo Total
MMP-2, n (%)
Expressdo nuclear 63 (79,7%) 16 (20,3%) 79
Expresséo citoplasmatica 67 (84,8%) 12 (15,2%) (100%)
MMP-9, n (%)
Expressdo nuclear 77 (97,5%) 2 (2,5%) 79
Expresséo citoplasmética 77 (97,5%) 2 (2,5%) (100%)

Tabela 3 — Expressdo Semiquantitativa de MMP-2 e MMP-9 no total das amostras.
Negativo Positivo (+)  Positivo (++) Positivo (+++)  Total

MMP-2, n (%)

Expresséo nuclear 63 (79,7%) 11 (13,9%) 4 (5,1%) 1(1,3%) 79

Expressdo citoplasmatica 67 (84,8%) 11 (13,9%) 1 (1,3%) 0 (0%) (100%)
MMP-9, n (%)

Expressdo nuclear 77 (97,5%) 1 (1,3%) 1(1,3%) 0 (0%) 79

Expressdo citoplasmatica 77 (97,5%)  1(1,3%) 1 (1,3%) 0 (0%) (100%)
MMP-2

A andlise qualitativa da expressdo de MMP-2 associada com as variaveis do estudo
estdo descritas na Tabela 4. De acordo com os tipos de lesGes, a expressdo nuclear de MMP-2
apresentou positividade maior nos casos malignos (20,5%) em comparacdo aos casos
benignos (16,7%), sendo observada também uma marcacao mais expressiva nestes casos, com
6,9% de reatividade moderada ou forte e auséncia nos casos benignos.

Quando comparados pelo tipo histoldgico, a positividade nuclear para MMP-2 foi
equivalente (~20%) em tipos ductais e em tipos menos frequentes, como 0 mucinoso. O tipo
lobular apresentou positividade maior (33,3%) em comparagdo ao tipo histologico ductal

(14,3%) na expressao citoplasmatica de MMP-2.
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Tabela 4 — Andlise qualitativa da expressdo de MMP-2 associada com as variaveis da amostra.

MMP-2 nicleo MMP-2 citoplasma
Variaveis . .. . L.
Negativo | Positivo | Total | P-valor | Negativo | Positivo | Total | P-valor
. 5 1 6 5 1 6
Benigna
Tipo de Lesdo 83,3% | 167% |1000% | . .. | 833% | 167% |1000%| .
(n=79) N 58 15 73 ’ 62 11 73 ’
g 79,5% 20,5% | 100,0% 84,9% 15,1% | 100,0%
49 14 63 54 9 63
Ductal
) 77,8% 22,2% |100,0% 85,7% 14,3% | 100,0%
e 3 0 3 2 1 3
Histologico | Lobular 0,653** 0,419**
(n=71) 100,0% 0,0% |100,0% 66,7% 33,3% |100,0%
4 1 5 5 0 5
Qutros
80,0% 20,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
In situ ® 1 ! 0 L !
Invasividade 85,7% 14,3% | 100,0% fEEs 85,7% 14,3% | 100,0% D
(n=77) ) 55 15 70 ‘ 60 10 70 '
Invasivo
78,6% 21,4% | 100,0% 85,7% 14,3% | 100,0%
Negativo 20 1 21 19 2 21
Receptor de g 952% | 4,8% |100,0% 90,5% | 9,5% |100,0%
Estrogeno 0,71* 0,99*
n=53) ” 24 8 32 29 3 32
( Positivo
75,0% 25,0% |100,0% 90,6% 9,4% | 100,0%
Negativo 20 2 22 19 3 22
Receptor de g 90,9% | 9,1% |100,0% 86,4% | 13,6% |100,0%
Progesterona 0,277* 0,68*
n=53) " 24 7 31 29 2 31
( Positivo
774% | 22,6% |100,0% 93,5% 6,5% |100,0%
. 41 6 47 42 5 47
Negativo
HER-2 87,2% | 12,8% |100,0% 0457 89,4% | 10,6% |100,0% A
(n=51) " 3 1 4 ‘ 4 0 4 '
Positivo
75,0% | 25,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Negativo 4 1 S 4 1 S
Ki-67 (<14%) | 80.0% | 200% |100,0% | ... | 80.0% | 20,0% |1000% | . .
(n=29) Positivo 22 2 24 ’ 23 1 24 '
(<14%) | 91,7% 8,3% |100,0% 95,8% 4,2% |100,0%
Luminal 4 1 5 4 1 5
A 80,0% | 20,0% |100,0% 80,0% | 20,0% |100,0%
Luminal 9 1 10 10 0 10
_ B 90,0% | 10,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Tipo _ 11 6 17 15 2 17
Molecular Luminal 0,101** 0,671**
(n=52) 64,7% | 35,3% |100,0% 88,2% | 11,8% |100,0%
Super 3 1 4 4 0 4
HER?2 75,0% | 25,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Triplo 16 0 16 14 2 16
Negativo | 100,0% 0,0% |100,0% 87,5% 12,5% |100,0%

*Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independéncia ***Nao foi possivel calcular.
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A positividade nuclear da MMP-2 foi mais evidente nos casos em que houve
comprometimento da membrana basal / lesdes invasivas, apresentando 21,4% em comparacao
aos casos in situ (14,3%). A marcacdo também foi mais expressiva nos casos invasivos,
apresentando 7,1% de reatividade moderada ou forte nos casos invasivos e nas lesdes in situ
ndo houve este grau de reatividade.

A marcacdo nuclear positiva para MMP-2 (figura 1) foi mais evidente nos casos de
positividade para os receptores hormonais. Foram observados 25% de positividade nas
amostras RE+ e 22,6% nas amostras RP+, em comparacéo a 4,8% e 9,1% respectivamente nas
amostras negativas para os receptores hormonais. Também foi observada uma marcacéo
nuclear de maior intensidade nos casos positivos para estes receptores, sendo 15,6% de
marcacdo de intensidade moderada/forte para os casos de RE+ e 12,9% desta mesma
intensidade de marcacdo para os casos RP+. Para a marcacdo citoplasmatica de MMP-2, ndo
houve diferenca quando comparado ao perfil dos RE, porém houve uma maior marcacao nos
casos de RP- (13,6%) comparados aos casos de RP+ (6,5%).

Quando levamos em consideracdo o HER-2, a marcacdo nuclear para MMP-2 foi mais
expressiva nos casos HER-2+ (25%) em comparacéo aos casos de HER-2- (12,8%). O inverso
foi observado na andlise de marcacgdo citoplasmatica, sendo positivos 10,6% dos casos HER-

2- e ndo havendo marcacdo para os casos HER-2+.

L o AL I L P - .. "...v = A2 1
Figura 1 - Marcacéo nuclear e citoplasmatica de MMP-2 pela IHQ em Carcino
(Fonte: arquivo pessoal)

o e
ma Ductal Invasivo (Tripo Negativo).
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Lesdes que apresentavam o Ki-67 negativb mostraram uma positividade maior para o
MMP-2 (20%) em comparacao as lesdes com o Ki-67 positivo. Porém, ndo foram obsevadas
reatividades moderadas (++) ou forte (+++), apenas marcacéo fraca (+).

A analise da marcacao nuclear para MMP-2 nos subtipos moleculares mostrou uma
maior positividade do subtipo Superexpressdao de HER-2 (25%), seguido do Luminal A
(20%), Luminal B (10%) e o Triplo Negativo ndo apresentou marcagdo positiva. Quanto a
marcacdo citoplasmatica, o subtipo molecular com maior positividade foi o Luminal A (20%),
sequido do Triplo Negativo (12,5%), no entanto os subtipos Luminal B e Superexpresséo de
HER-2 néo se observou marcacao.

A analise qualitativa da expressdo de MMP-9 associada com as variaveis do estudo
estdo descritas na Tabela 5. Todas as marcacdes para MMP-9 (figura 2) foram fracas (+) ou
moderadas (++), ndo apresentado marcacdo de intensidade forte (+++). Foi observado
positividade apenas nos casos malignos, apresentando 2,7% de marcagdo. De acordo com o
tipo histoldgico, somente lesfes de origem ductal apresentaram marcacdo, sendo observados
3,1% de positividade na marcacgdo nuclear e 1,6% nas marcagdes citoplasmaticas. Da mesma

forma, apenas lesdes invasivas apresentaram positividade para o marcador.

:_ 3 N Tk A S5 \K‘?‘\’;} -- Z !-_- o —'w»‘ ‘ R~ L-. >
Figura 2 - Marcacao nuclear e citoplasmatica de MMP-9 pela IHQ em Carcinoma Lobular Invasivo (1) e
Carcinoma Ductal Invasivo (2). (Fonte: arquivo pessoal)




Tabela 5 — Andlise qualitativa da expressdo de MMP-9 associada com as variaveis da amostra.
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MMP-9 nicleo MMP-9 citoplasma
Variaveis . . . .-
Negativo | Positivo | Total | P-valor | Negativo | Positivo | Total | P-valor
. 5 0 5 5 0 5
Benigna
Tipo de Lesdo 100,0% | 00% [1000%) ... |1000% | 00% |100.0% | .
(n=79) . 72 2 74 ’ 72 2 74 ’
Maligna
97,3% 2,7% |100,0% 97,3% 2,7% |100,0%
62 2 64 63 1 64
Ductal
; 96,9% 3,1% |100,0% 98,4% 1,6% |100,0%
D 3 0 3 3 0 3
Histologico | Lobular 0,879** 0,939**
(n=71) 100,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
5 0 5 5 0 5
Outros
100,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
In situ 6 0 6 6 0 6
Invasividade 100,0% | 00% |1000%)| . |100,0% | 00% |1000% | . .
(n=77) . 69 2 71 ’ 70 1 71 ’
Invasivo
97,2% 2,8% |100,0% 98,6% 1,4% |100,0%
Negativo 22 0 22 22 0 22
Ré;’tfgt%;ge J 100,0% | 00% [1000%| . |100,0% | 00% |1000%| ..
P~ " 30 1 31 ’ 30 1 31 ’
( ) Positivo
96,8% 3,2% | 100,0% 96,8% 3,2% |100,0%
Negativo 22 1 23 23 0 23
Pﬁgcizgodnea J 95.7% | 43% [100,0%| .. | 1000% | 0,0% |100,0%| .
2 =53 .. 30 0 30 ’ 29 1 30 ’
(n=53) Positivo
100,0% | 0,0% |100,0% 96,7% 3,3% |100,0%
. 46 1 47 46 1 47
Negativo
HER-2 97,9% 2,1% |100,0% G 97,9% 2,1% |100,0% o
(n=51) ” 4 0 4 ’ 4 0 4 ’
Positivo
100,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Negativo 5 0 5 5 0 5
Ki-67 (<14%) | 100,0% | 0,0% |100,0%| . |1000% | 00% |1000%| .
(n=29) Positivo 25 0 25 25 0 25
(<14%) | 100,0% | 0,0% |[100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Luminal 5 0 5 5 0 5
A 100,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Luminal 10 0 10 10 0 10
) B 100,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Tipo _ 15 1 16 15 1 16
Molecular Luminal 0,682* 0,682**
(n=52) 93,8% | 63% |100,0% 93,8% | 6,3% |100,0%
Super 4 0 4 4 0 4
HER2 | 100,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Triplo 17 0 17 17 0 17
Negativo | 100,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%

*Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independéncia ***Nao foi possivel calcular.
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Lesdes que apresentaram RE+ e RP- apresentaram marcagdo nuclear para a MMP-9,
sendo 3,2% e 4,3% de positividade, respectivamente. Ja no citoplasma, somente foi observado
positividade em lesbes RE+ (3,2%) e RP+ (3,3%). A positividade também somente foi
observada nas lesbes negativas para 0 HER-2 (2,1%) e nenhuma marcagdo foi observada
quando comparamos lesdes Ki-67 positivas e negativas. Na analise dos tipos moleculares,
apenas houve positividade no grupo de lesdes onde ndo foi possivel diferenciar em Luminal A

e B, apresentando marcacéo citoplasmatica de 6,3%.

DISCUSSAO

Devido a falta de algumas informacgfes dos laudos das pacientes, como perfil dos
receptores hormonais, HER-2 e Ki-67, houve uma limitacdo da quantidade de casos
analisados no cruzamento das variaveis com a expressao das MMPs. Estas informacg6es sdo de
suma importancia para conduta terapéutica da paciente, bem como para estudos de casos por
profissionais de saude. Estes laudos incompletos refletem uma falha na qualidade do servigo
de saude oferecido a populacdo e favorecem um atendimento ineficaz as pacientes em
tratamento de cancer de mama. E observado nos hospitais pablicos que grande parte das
mulheres diagnosticadas com cancer de mama ndo possui resultados imunohistoquimicos no
prontudrio. [33] Este problema ocorre principalmente pela falta de recurso do préprio hospital
que impossibilitam resultados auxiliares para 0 acompanhamento das pacientes em tratamento
para 0 cancer de mama e, apesar de alguns hospitais terceirizarem este servico, este ainda
possui falhas. [34]

A manipulagdo das amostras bioldgicas deve seguir um protocolo bastante rigoroso,
desde a sua coleta até o seu arquivamento. Falhas em algumas dessas etapas, principalmente
na forma que este material é acondicionado (fixacdo e emblocamento em parafina), favorecem

um material de ma qualidade para analise. A ndo preservacdo de tecido de algumas amostras
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do nosso estudo pode ter sido reflexo de uma méa manipulacdo do material biologico pelo
servico dos hospitais envolvidos no estudo. Apesar da técnica de IHQ, que é de baixo custo,
ter um grande papel na pratica clinica para o diagndstico de lesbes mamarias, como relatado
por Liu et al. (2014) [35], qualquer erro de manipulacédo (seja nas lavagens, reagentes, tempo
de incubacdo alterado, etc) também pode comprometer a marcacéo do tecido.

Todas as correlacdes da expressdo de MMP-2 e MMP-9 com as variaveis deste estudo
ndo foram estatisticamente significativas (p-valor >0,05), ou seja, mudancas nas variaveis nao
promoveram mudancas significativas na expressdo das MMP-2 e MMP-9 para as amostras
analisadas no nosso estudo.

A maior porcentagem de marcacdo para MMP-2 observada em casos malignos, em
comparagdo com o0s benignos, esta de acordo com os resultados obtidos por Xu et al. (2013)
[31]. Nossos resultados para MMP-9 também estdo de acordo com Zeng et al. (2013) [32].
Eles relataram que, além da associacdo com lesbes malignas, a superexpressdo de MMP-9
estaria associada também a uma pior sobrevida global para as pacientes com cancer de mama.

A positividade de marcacdo nas lesbes invasivas do nosso estudo esta de acordo com
trabalhos realizados para evidenciar a associacdo da expressdo de MMP-2 e MMP-9 com a
ocorréncia de metastases. [27] O primeiro passo para a disseminacao sistémica é a degradacéo
da matriz extracelular e membrana basal com consequente invasdo do tecido conjuntivo,
sendo este evento principalmente regulado pelas MMPs. Daniele et al. (2010) [27]
confirmaram que a expresséo de MMP-2 e MMP-9 foram significativamente mais elevadas
no cancer de mama metastatico em comparacdo com cancer ndo metastatico, tanto na
deteccgéo tecidual como soroldgica.

Del Casar et al. (2009) [36] avaliaram a expressdo de MMPs em comparagdo com
tipos histolégicos. Neste estudo foi observada uma maior expressdéo de MMP-2 nos tipos

lobulares e tubular/papilar e de MMP-9 nos tipos ductais. Nossos resultados reforcaram
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estudos anteriores onde também mostrou uma positividade maior na marcacdo de MMP-2 em
casos lobulares e menos frequentes em outros tipos histologicos. Nosso trabalho também
reforca a hipdtese que o tipo ductal apresenta maior marcagdo para MMP-9.

Pacientes que apresentam positividade para 0s receptores hormonais nas células
tumorais tém o melhor prognostico e vao responder bem as terapias hormonais. Em geral, a
presenca de RE e RP caracterizam tumores de crescimento mais lento e menos agressivos,
podendo se relacionar também com um maior periodo de recorréncia da doenca. [8] Nossos
resultados mostraram positividade nuclear para MMP-2 e positividade citoplasmatica para
MMP-9 em lesbes com receptores hormonais positivos. Em 2013, Zeng et al. [32] relataram
também uma maior positividade de expressdo de MMP-9 em lesdes com positividades para os
RE e RP. Em um recente estudo, Catteau et al. (2016) [37] mostrou que a expressdo estromal
de MMP-2 estava mais evidente em carcinomas ductais invasivos (CDI) que apresentavam
receptores hormonais positivos.

Ainda de acordo com Catteau et al., sua analise da positividade da MMP-2 e
comparagdo com a expressdo de HER-2 no estroma de CDI mostrou um aumento discreto na
marcacdo em lesGes negativas para HER-2. Zeng et al., 2013 [32] também observou este
mesmo padrao de marcacdo para MMP-9 e nossos resultados estdo de acordo com os autores,
exceto pela marcagéo nuclear de MMP-2, onde foi observado uma maior expressao em lesdes
positivas para 0 HER-2. Segundo a literatura, as lesdes de mama com superexpressdo de
HER-2 estdo associadas com uma maior agressividade tumoral e taxas de recorréncias mais
altas. Logo, nossos resultados da expressdao de MMP-2 e MMP-9, baseado na positividade de
HER-2 sugerem que esta expressao ndo acompanha a agressividade tumoral de mama.

A positividade do marcador de proliferagdo celular Ki-67, reflete uma maior
agressividade tumoral, apresentando um pior prognostico aos pacientes. Nosso estudo

mostrou que lesdes com baixos indices de Ki-67 apresentavam uma maior positividade apenas
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para a MMP-2. Os resultados do nosso trabalho estdo em desacordo com estudos de
Nakopoulou et al.. (2003) [38], Zhao et al. (2013) [29] e Tang et al. (2014) [39], que mostram
uma forte relacdo de altos indices de Ki-67 com a superexpressdo de MMP-2 e MMP-9 em
cancer de mama.

Em 2012, Niemiec et al. [15] sugeriram que 0s mecanismos de remodelacdo do
estroma e carcinogénese podem diferir entre os subtipos de cancer de mama. Com isso Zhao
et al. (2013) [29] e Liu et al. (2013) [30] relataram que pacientes com o subtipo tripo-negativo
apresentava elevada expressao de MMP-9 e esta associava-se com um mau prognoéstico de
cancer de mama. Ja os resultados de Sullu et al. (2011) [40] mostram subtipos que ndo eram
tripo-negativo apresentavam superexpressdao de MMP-2 e MMP-9, sendo a superexpressao de
MMP-2 relatado por Niemiec et al. (2012) [15] e Catteau et al. (2016) [37] associados aos
subtipos luminais. Em nosso estudo foi observado marcacdes expressivas de MMP-2 nos
subtipos de superexpressdo de HER-2, Luminal A e Triplo-negativo. J& para MMP-9 a
marcacgdo foi mais evidente em subtipos Luminais. Estas divergéncias de resultados sugerem
uma maior atencdo para estas associacdes e estudos posteriores devem ser realizados para

esclarecer quais subtipos apresentam uma maior expressao das MMPs.

CONCLUSAO

Foi observada uma baixa expressdo das MMP-2 e MMP-9 nas lesGes de mama
analisadas, porém as lesBes malignas e invasivas obtiveram uma maior positividade na
expressao. Tipos histoldgicos como lobular e outros menos frequentes apresentaram maior
positividade na marcacdo de MMP-2 e o tipo ductal apresentou maior marcacgao para MMP-9.
Marcagdes de MMP-2 foram mais expressivas nos subtipos de Superexpressdo de HER-2,
Luminal A e Triplo-negativo, ja para MMP-9 a marcacdo foi mais evidente em subtipos

Luminais.
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Apesar de o0 nosso trabalho apresentar limitacdes quanto a quantidade de casos e nédo
apresentar associacOes estatisticamente significativas em nenhum cruzamento da expressao
tecidual das MMP-2 e MMP-9 com as varidveis do estudo, tendéncias importantes de
aumento desta expressdo nas lesdes com caracteristicas mais agressivas e invasivas foram

observadas.
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. CONCLUSOES

Foi observada uma baixa expressdo das MMP-2 e MMP-9 nas lesbes de mama

analisadas;

e Nas lesdes malignas e invasivas foi observada uma maior positividade na expresséo
das MMP-2 e MMP-9;

e Tipos histologicos como lobular e outros menos frequentes apresentaram maior
positividade na marcacdao de MMP-2 e o tipo ductal apresentou maior marcacao para
MMP-9;

e Marcacbes de MMP-2 foram mais expressivas nos subtipos de Superexpressdo de
HER-2, Luminal A e Triplo-negativo. J& para MMP-9 a marcacdo foi mais evidente
em subtipos Luminais;

e N&o houve uma correlagéo estatisticamente significativa em nenhum cruzamento da

expressao tecidual das MMPs com as variaveis do estudo;
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Esses resultados nos levam a concluir que novos estudos precisam ser realizados visando
esclarecer melhor a relacdo entre as MMP-2 e MMP-9 com a carcinogénese mamaria, bem
como estabelecer possiveis aplicacdes prognosticas e terapéuticas, haja vista a disponibilidade

de inibidores de metaloproteinases de matriz.



53

REFERENCIAS

AALTOMAA, S; LIPPONEN, P; ESKELINEN, M. Demographic prognostic factors in breast
cancer. Acta Oncol, v. 31, p. 635-40, 1992,

ABREU, E; KOIFMAN, S. Prognostic factors in women breast cancer. Revista Brasileira de
Cancerologia, v.48, n.1, p. 113-31, 2002.

AHMAD, A. Pathways to Breast Cancer Recurrence. ISRN Oncology, v. 2013, ID 290568,
16 p, 2013.

ANDRADE, A. C., et al. The lack of immunohistochemistry assays reveals health disparities
between two groups of breast cancer patients. African Journal of Breast Cancer, v. 1, n. 3,
p. 24-29, 2014.

ANDRIOLO A. Marcadores tumorais. Rev Bras Med, v. 53, p. 641-53, 1996.

BONNANS C, CHOU J, WERB Z. Remodelling the extracellular matrix in development and
disease. Nat Rev Mol Cell Biol, v. 15, n. 12, p; 786-801, 2014.

BOUDREAU, N; MYERS, C. Breast cancer-induced angiogenesis: multiple mechanisms and
the role of the microenvironment. Breast Cancer Res, v. 5, e. 3, p.140-6, 2003.

BURKE, H; HENSON, D. Histologic grade as a prognostic factor in breast carcinoma.
Cancer, v. 80, n. 9, p. 1703-5, 1997.

CARTER, C; ALLEN, C; HENSON, D. Relation of tumor size, lymph node status and
survival in 24.740 breast cancer cases. Cancer, v. 63, n. 1, p. 181-7, 1989.

CATHCART, J; PULKOSKI-GROSS, A; CAO, J. Targeting Matrix Metalloproteinases in
Cancer: Bringing New Life to Old Ideas. Genes Dis, v. 2, n. 1, p. 26-34, 2015.

CATTEAU, X; SIMON, P; NOEL, J. Stromal expression of matrix metalloproteinase 2 in
cancer-associated fibroblasts is strongly related to human epidermal growth factor receptor 2
status in invasive breast carcinoma. Mol Clin Oncol, v. 4, n. 3, p. 375-378, 2016.

CHACON, R. D.; COSTANZO, M. V. Triple-negative breast Cancer. Breast Cancer
Research, v. 12, n. 2, a. S3, 2010.

CHEANG, M. C. U. et al. Basal-like breast cancer defined by five biomarkers has superior
prognostic value than triple-negative phenotype. Clin Cancer Res, v. 14, n. 5, p, 1368-76,
2008.

CHEANG, M.C.U. et al. Ki-67 Index, HER2 status, and prognosis of patients with luminal B
breast cancer. J Natl Cancer Inst, v. 101, n. 10, p. 736-50, 2009.

CIRQUEIRA, M.B. et al. Molecular subtypes of breast cancer. FEMINA, v. 39. n. 10, 2011.



54

CIANFROCCA, M; GOLDSTEIN, L.J. Prognostic and predictive factors in early-stage breast
cancer. Oncologist, v. 9, n; 6, p. 606-16, 2004.

CIANFROCCA M:; GRADISHAR W. New molecular classifications of breast cancer. CA
Cancer J Clin, v. 59 n. 5, p. 303-13, 20009.

CLARK, J.C. et al. RECK--a newly discovered inhibitor of metastasis with prognostic
significance in multiple forms of cancer. Cancer Metastasis Rev, v. 26, n. 3-4, p. 675-83,
2007.

CUPIC, D.F. et al. Expression of matrix metalloproteinase 9 in primary and recurrent breast
carcinomas. Coll Antropol, v. 35, s. 2, p. 7-10, 2011.

DANIELE, A. et al. Expression of metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 in sentinel
lymphnode and serum of patients with metastatic and non-metastatic breast cancer.
Anticancer Res. v. 30, n. 9, p 3521-7, 2010.

DEL CASAR, J.M. et al. Comparative analysis and clinical value of the expression of
metalloproteases and their inhibitors by intratumor stromal fibroblasts and those at the
invasive front of breast carcinomas. Breast Cancer Res Treat. v. 116, n. 1, p. 39-52, 2009.

DONEGAN, WL. Staging methods, primary treatment options and results In: Donegan WL,
Spratt JS, editors. Cancer of the breast. 2 ed. Philadelphia: Saunders; 1979. p. 221.

DONG, Q. et al. Expression of the reversion- inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs
and matrix metalloproteinase-14 in neuroblastoma and the role in tumour metastasis. Int J
Exp Pathol. v. 91. n. 4, p. 368-73, 2010.

DUFFY, M.J. et al. Metalloproteinases: role in breast carcinogenesis, invasion and metastasis.
Breast Cancer Res, v. 2, n. 4, p. 252-7, 2000.

EGEBLAD, M; WERB, Z. New Functions for the Matrix Metalloproteinases in Cancer
Progression. Nature Reviews/Cancer, v.2, p.161-74, 2002.

EISENBERG, A.L.A.; KOIFMAN, S. Cancer de Mama: Marcadores Tumorais (Revisao da
Literatura). Revista Brasileira de Cancerologia, v. 47, n. 4, p. 377-88, 2001.

ELMORE, J.G. et al. Screening for breast cancer. JAMA, v. 293, p. 1245-1256, 2005.

ELSTON, C.W; ELLIS, I.0. Pathological prognostic factors in breast cancer. I. The value of
histological grade in breast cancer: experience from a large study with long-term follow-up.
Histopathology, v. 19, p. 403-10, 1991.

ESTEBAN, J.M. et al. Quantitative immunohistochemical assay for hormonal receptors:
technical aspects and biological significance. J Cell Biochem Suppl, v. 19, p. 138-45, 1994.

FRIEDENREICH, C.M; BRYANT, H. E; COURNEYA, K.S. Case-Control Study of
Lifetime Physical Activity and Breast Cancer Risk. Am J Epidemiol, v. 154, n. 4, p. 336-47,
2001.



55

GEBRIM, L.H; QUADROS, L.G. Breast cancer screening in Brazil. Rev Bras Ginecol
Obstet, v. 28, n. 6, p. 319-323, 2006.

GEYER, F.C; MARCHIO, C; REIS-FILHO, J.S. The role of molecular analysis in breast
cancer. Pathology, v. 41, n. 1, p. 77-88, 2009.

GOBBI, H. Classificacdo dos tumores da mama: atualizacdo baseada na nova classificacdo da
Organizacdo Mundial da Satde de 2012. J Bras Patol Med Lab, v. 48. n. 6. p. 463-474,
2012,

GOULD, R.B.E; BRACKEN, M.B. E-cadherin immunohistochemical expression as a
prognostic factor in infiltrating ductal carcinoma of the breast: a systematic review and meta-
analysis. Breast Cancer Res Treat, v. 100, n. 2, p. 139-48, 2006

GUSTERSON, B. et al. Basal cytokeratins and their relationship to the cellular origin and
functional classification of breast cancer. Breast cancer research, v. 7, n. 4, p.143-8, 2005.

GROSS, J; LAPIERE, C.M. Collagenolytic activity in amphibian tissues: a tissue culture
assay. Proc Natl Acad Sci USA, v. 48, p. 1014-22, 1962.

HUBER, K.E; CAREY, L.A; WAZER, D.E. Breast cancer molecular subtypes in patients
with locally advanced disease: impact on prognosis, patterns of recurrence, and response to
therap. Seminars in Radiation Oncology, vol. 19, n. 4, p. 204-10, 2009.

HUPPERETS, P.S. et al. The prognostic significance of steroid receptor activity in tumor
tissues of patients with primary breast cancer. Am J Clin Oncol, v.20, p. 546-51, 1997.

INCA — Instituto Nacional do Cancer. Controle do Cancer de Mama — Documento de
Consenso. [Acesso: www.inca.gov.br.], 2004.

INCA — Instituto Nacional do Cancer. Estimativa 2016: Incidéncia de Cancer no Brasil.
[Acesso: www.inca.gov.br.], 2015.

UICC - International Union Against Cancer. TNM Classification of Malignant Tumours, 6
ed. Sobin LH, Wittekind Ch., eds. New York: Wiley; 2002.

UICC - International Union Against Cancer. Prognostic Factors in Cancer, 3 ed.
Gospodarowicz MK, O’Sullivan B, Sobin LH, eds. New York: Wiley; 2006.

IRVIN JR., W.J; CAREY, L.A. What is triple-negative breast cancer? Eur J Cancer, v. 44,
n. 18, p. 2799-805, 2008,

JOBIM, F.C. et al. Prevalence of vascular-endothelial growth factor, matrix
metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases in primary breast cancer. Braz J
Med Biol Res, v. 42, n. 10, p. 979-87, 2009.

JOHNSON-THOMPSON, M. C.; GUTHRIE, J. Ongoing research to identify
environmental risk factors in breast carcinoma. Cancer, v. 88, p. 1224-29, 2000.



56

KESSENBROCK. K; PLAKS, V; WERB, Z. Matrix metalloproteinases: regulators of the
tumor microenvironment. Cell, v. 141, n. 1, p. 52-67, 2010.

KHOKHA, R; MURTHY, A; WEISS, A. Metalloproteinases and their natural inhibitors in
inflammation and immunity. Nat Rev Immunol, v. 13, n. 9, p. 649-65, 2013.

LEIS JR., H.P. Parametros pronosticos para el cancer de mama. In : Bland KI, Copeland I11
EM, editores. La mama: manejo multidiciplinario de las enfermedades benignas y malignas.
Buenos Aires : Editorial Medica Panamericana; 1993. p.427.

LIU, H. Application of immunohistochemistry in breast pathology: a review and update. Arch
Pathol Lab Med. v. 138, n. 12, p. 1629-42, 2014.

LIU, Y. etal. CD147, MMP9 expression and clinical significance of basal-like breast cancer.
Med Oncol. v. 30, n. 1, p. 366, 2013.

LOPES, L.A.F. et al. Prognostic value of histological and nuclear grades and mitotic index for
patients with stages Il and 111 breast carcinoma with positive axillary lymphnodes. Revista
Brasileira de Cancerologia, v. 52, n. 3, p. 245-251, 2006.

MENKE, C.H. et al. Rotinas em Mastologia. 22 Ed. Porto Alegre: Artmed, 2007

NAGASE, H; VISSE, R; MURPHY, G. Structure and function of matrix metalloproteinases
and TIMPs. Cardiovasc Res, v. 69, n. 3, p. 562-73, 2006.

NAKOPOULOU, L. et al. MMP-2 protein in invasive breast cancer and the impact of MMP-
2/TIMP-2 phenotype on overall survival. Breast Cancer Res Treat, v. 77, n. 2, p. 145-55,
2003.

NIEMIEC, J.A. et al. Relationships between immunophenotype, Ki-67 index, microvascular
density, Ep-CAM/P-cadherin, and MMP-2 expression in early-stage invasive ductal breast
cancer. Appl Immunohistochem Mol Morphol, v. 20, n.6, p. 550-60, 2012.

OMS - Organizacdo Mundial de Saude. Publica¢fes disponiveis em: www.who.int. Acesso
em: 2014

ONDER, T.T. et al. Loss of E-cadherin promotes metastasis via multiple downstream
transcriptional pathways. Cancer Res, v. 68, n. 10, p. 3645-54, 2008.

PARE, R. et al. Breast cancer precursors: diagnostic issues and current understanding on their
pathogenesis. Pathology, v. 45, n. 3, p. 209-13, 2013.

PEROU, C.M. et al. Molecular portraits of human breast tumours. Nature, v. 406, n. 6797, p.
747-52, 2000.

PICHON. M.F. et al. Prognostic value of steroid receptors after long-term follow- up of 2257
operable breast cancers. Br J Cancer, v. 73, p. 1545-51, 1996.

PLACE, A.E; HUH, S.J; POLYAK, K. The microenvironment in breast cancer progression:
biology and implications for treatment. Breast Cancer Research, v. 13, n. 6, p. 227, 2011



57

RAMIREZ, F; RIFKIN, D.B. Cell signaling events: a view from the matrix (Review). Matrix
Biol, v. 22, n. 2, p. 101-7, 2003.

RAKHA, E; REIS-FILHO, J; ELLIS, I. Combinatorial biomarker expression in breast cancer.
Breast Cancer Res Treat, v. 120, n. 2, p. 293-308, 2010.

RHIM, A.D. et al. EMT and dissemination precede pancreatic tumor formation. Cell, v. 148,
n. 1-2, p. 349-61, 2012.

ROBERTI, N.E. The role of histologic grading in the prognosis of patients with carcinoma of
the breast. Cancer, v. 80, n. 9, p. 1708-16, 1997.

ROSEN, P.P. Breast Pathology. Philadelphia: Lippincott-Raven, 1997,

ROUZIER, R. et al. Breast cancer molecular subtypes respond differently to preoperative
chemotherapy. Clin Cancer Res, v. 11, n. 16, p. 5678-85, 2005.

ROY, R; YANG, J; MOSES, M.A. Matrix metalloproteinases as novel biomarkers and
potential therapeutic targets in human cancer. J Clin Oncol, v. 27, n. 31, p. 5287-97, 20009.

SHAY, G; LYNCH, C.C; FINGLETON, B. Moving targets: Emerging roles for MMPs in
cancer progression and metastasis. Matrix Biol. v. 44-46, p. 200-6, 2015.

SORLIE, T. et al. Gene expression patterns of breast carcinomas distinguish tumor subclasses
with clinical implications. Proc Natl Acad Sci USA, v. 98, n. 19, p. 10869-74, 2001.

SORLIE, T. et al. Repeated observation of breast tumor subtypes in independent gene
expression data sets. Proc Natl Acad Sci USA, v. 100, n. 14, p. 8418-23, 2003.

SOTIRIOU, C. et al. Breast cancer classification and prognosis based on gene expression
profiles from a population-based study. Proc Natl Acad Sci USA, v. 100, n. 18, p. 10393-8,
2003.

SULLU, Y. et al. Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and MMP-9 expression in invasive
ductal carcinoma of the breast. Pathol Res Pract, v. 207, n. 12, p. 747-53, 2011.

TANG, D. et al. Expression and correlation of matrix metalloproteinase-9 and heparanase in
patients with breast cancer. Med Oncol, v. 31, n. 7, p. 26, 2014.

TAKAHASHI, C. et al. Regulation of matrix metalloproteinase-9 and inhibition of tumor
invasion by the membrane-anchored glycoprotein RECK. Proc Natl Acad Sci USA, v. 95, n.
22, p. 13221-6, 1998.

TAVASSOLI, F.A; DEVILEE, P. (Eds.): World Health Organization Classification of
Tumours. Pathology and Genetics of Tumours of the Breast and Female Genital Organs.
IARC Press: Lyon 2003

VALDIVIA, A. et al. Co-expression of metalloproteinases 11 and 12 in cervical scrapes cells
from cervical precursor lesions. Int J Clin Exp Pathol, v. 4, n. 7, p. 674-82, 2011.



58

VAN ROY, F; BERX, G. The cell-cell adhesion molecule E-cadherin. Cell Mol Life Sci, v.
65, n. 23, p. 3756-88, 2008.

VISSE, R; NAGASE, H. Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of
metalloproteinases: structure, function, and biochemistry. Circ Res, v. 92, n. 8, p. 827-39,
2003.

VIZ0OSO, F.J. et al. Study of matrix metalloproteinases and their inhibitors in breast Cancer.
British Journal of Cancer, v. 96, n. 6, p. 903-11, 2007.

VODUC, K.D. et al. Breast cancer subtypes and the risk of local and regional relapse. J Clin
Oncol, v. 28, n. 10, p. 1684-91, 2010.

WEIGELT, B; REIS-FILHO, J.S. Histological and molecular types of breast cancer: is there a
unifying taxonomy? Nat Rev Clin Oncol, v. 6, n. 12, p. 718-30, 2009.

WEIGEL, M.T; DOWSETT, M. Current and emerging biomarkers in breast cancer: prognosis
and prediction. Endocr Relat Cancer, v. 17, n. 4, p. 245-62, 2010

WOLFF, A.C. et al. American Society of Clinical Oncology. College of american
pathologists guideline recommendations for human epidermal growth factor receptor 2 testing
in breast cancer. J Clin Oncol, v. 25, n. 1, p. 118-45, 2007.

XU, N. et al. Clinical study of tumor angiogenesis and perfusion imaging using multi-slice
spiral computed tomography for breast cancer. Asian Pac J Cancer Prev, v. 14 n. 1, p. 429-
33,2013

ZANETTI, J.S; OLIVEIRA, L.R; RIBEIRO-SILVA, A. Cancer de mama: de perfis
moleculares a células tronco. Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coracoes,
v.9,n. 1, p. 277-292, 2011.

ZENG, Y. et al. Inverse correlation between NaalOp and MMP-9 expression and the
combined prognostic value in breast cancer patients. Med Oncol, v. 30, n. 2, p. 562, 2013.

ZHAO, S. et al. High expression of CD147 and MMP-9 is correlated with poor prognosis of
triple-negative breast cancer (TNBC) patients. Med Oncol, v. 30, n. 1, p. 335, 2013.



59

APENDICES

Apéndice A - Tabela com cruzamento de informacdes da expressao de MMP-2 ndcleo com as
variaveis da amostra.

Analise Semiquantitativa Analise Qualitativa
Variaveis MMP-2 nlcleo MMP-2 nucleo
Neqativo | POStivo | Positivo [ Positivo Total | P-valor Neqativo | Positivo Total | P-valor
sl I TR 5 M ) i
Ben 5 1 0 0 6 5 1 6
: enigna
Tipo de g 83,3% | 16,7% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 83,3% | 16,7% |100,0%
Lesdo 0,928** 0,649**
(n=79) Maligna 58 10 4 1 73 58 15 73
795% | 13,7% | 55% | 1,4% | 100,0% 795% | 20,5% |100,0%
Ductal 49 9 4 1 63 49 14 63
ucta
778% | 143% | 6,3% | 1,6% | 100,0% 77.8% | 22,2% |100,0%
~Tipo 3 0 0 0 3 3 0 3
Histoldgico | Lobular 0,968** 0,653**
(n=71) 100,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
out 4 1 0 0 5 4 1 5
utros
80,0% | 20,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 80,0% | 20,0% |100,0%
I sit 6 1 0 0 7 6 1 7
n situ
Invasividade 85,7% | 14,3% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 0,015 85,7% | 14,3% |100,0% 0.99%
(n=77) vasi 55 10 4 1 70 ' 55 15 70 '
nvasivo
78,6% | 143% | 57% | 1,4% | 100,0% 78,6% | 21,4% |100,0%
Negat 20 1 0 0 21 20 1 21
egativo
Receptor de 9 952% | 4,.8% | 00% | 0,0% | 100,0% 95,2% 4,8% | 100,0%
Estrogeno 0,234** 0,71*
(n=53) Dositive 24 3 4 1 32 24 8 32
75,0% | 9,4% | 125% | 3,1% | 100,0% 75,0% | 25,0% |100,0%
Negat 20 1 0 1 22 20 2 22
egativo
Receptor de g 90,9% | 4,5% | 0,0% | 45% | 100,0% 90,9% 9,1% |100,0%
Progesterona 0,173** 0,277*
(n=53) Positive 24 3 4 0 31 24 7 31
774% | 9,7% | 12,9% | 0,0% | 100,0% 77,4% | 22,6% |100,0%
Negati 41 3 2 1 47 41 6 47
egativo
HER-2 g 87,2% | 64% | 43% | 2,1% | 100,0% 87,2% | 12,8% |100,0%
- 0,583** 0,457*
(n=51) Sosit 3 1 0 0 4 3 1 4
osItivo
75,0% | 25,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 75,0% | 25,0% |100,0%
Negativo 4 1 0 0 5 4 1 5
Ki-67 (<14%) | 80,0% | 20,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 80,0% | 20,0% |100,0%
o 0,446* 0,446*
(n=29) | pgsitivo | 22 2 0 0 24 22 2 24
(<14%) | 91,7% | 83% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 91,7% 8,3% |100,0%
A 80,0% | 20,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 80,0% | 20,0% |100,0%
B 90,0% | 10,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 90,0% | 10,0% |100,0%
Tipo _ 11 1 4 1 17 11 6 17
Molecular | Luminal 0,213** 0,101**
(n=52) 64,7% | 59% | 235% | 59% | 100,0% 64,7% | 353% |100,0%
Super 3 1 0 0 4 3 l 4
HER2 | 750% | 250% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 75,0% | 25,0% |100,0%
Triplo 16 0 0 0 16 16 0 16
Negativo | 100,09 | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%

*Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independéncia




Apéndice B - Tabela com cruzamento de informacdes da expressao de MMP-2 citoplasma
com as variaveis da amostra.

Andlise Semiquantitativa Andlise Qualitativa
Variaveis MMP-2 citoplasma Ci,\tiljlvllzgﬁqa
— — Total | p-valor D Total | p-valor
. Positivo | Positivo . L.
Negativo +) (++) Negativo | Positivo
5 1 0 6 5 1 6
. Benigna
Tipo de g 83,3% | 16,7% | 0,0% |100,0% 83,3% | 16,7% | 100,0%
Lesao 62 10 1 73 0,942 62 11 73 099
(=79) | Maligna
849% | 13,7% | 1,4% |100,0% 84,9% | 151% | 100,0%
54 8 1 63 54 9 63
Ductal
857% | 12,7% | 1,6% |100,0% 85,7% | 14,3% | 100,0%
_Tipo 2 1 0 3 2 1 3
Histologico | Lobular 0,733** 0,419**
(n=71) 66,7% | 333% | 0,0% |100,0% 66,7% | 33,3% | 100,0%
5 0 0 5 5 0 5
Outro
100,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 100,0% | 0,0% | 100,0%
6 1 0 7 6 1 7
In situ
ivi 857% | 143% | 0,0% |100,0% 85,7% | 14,3% | 100,0%
Invaslwdade 0,046% 0,09%
(n=77) vasi 60 9 1 70 60 10 70
nvasivo
857% | 12,9% | 1,4% |100,0% 85,7% | 14,3% | 100,0%
Negat 19 2 0 21 19 2 21
egativo
Receptor de J 905% | 9,5% | 0,0% |100,0% 90,5% | 9,5% |100,0%
Estrogeno 29 3 0 v 0,99* 29 3 3 0,99*
(n=53) Positivo
90,6% | 9,4% | 0,00% | 100,0% 90,6% | 9,4% | 100,0%
Negati 19 3 0 22 19 3 22
egativo
Receptor de g 86,4% | 13,6% | 0,0% | 100,0% 86,4% | 13,6% | 100,0%
Progesterona 0,638* 0,68*
(n=53) Positive 29 2 0 31 29 2 31
935% | 6,5% | 0,0% |100,0% 935% | 6,5% |100,0%
Negati 42 5 0 47 42 5 47
egativo
HER-2 g 89,4% | 10,6% | 0,0% | 100,0% 89,4% | 10,6% | 100,0%
_ 0,99* 0,99*
(n=51) bosit 4 0 0 4 4 0 4
osItivo
100,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 100,0% | 0,0% | 100,0%
Negai 4 1 0 5 4 1 5
egativo
Ki-67 g 80,0% | 20,0% | 0,0% | 100,0% 0.30% 80,0% | 20,0% | 100,0% 030
(n=29) Sosit 23 1 0 24 ’ 23 1 24 ’
osItivo
958% | 4,2% | 0,0% |100,0% 958% | 4,2% |100,0%
Luminal 4 1 0 5 4 1 5
A 80,0% | 20,0% | 0,0% |100,0% 80,0% | 20,0% | 100,0%
Luminal 10 0 0 10 10 0 10
B 100,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 100,0% | 0,0% | 100,0%
Tipo _ 15 2 0 17 15 2 17
Molecular | Luminal 0,671* 0,671**
(n=52) 88,2% | 11,8% | 0,0% |100,0% 88,2% | 11,8% | 100,0%
Super 4 0 0 4 4 0 4
HER2 | 100,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 100,0% | 0,0% | 100,0%
Triplo 14 2 0 16 14 2 16
Negativo | 875% | 125% | 0,0% | 100,0% 87,5% | 12,5% | 100,0%

*Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independéncia
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Apéndice C - Tabela com cruzamento de informac6es da expressdo de MMP-9 nucleo com as

variaveis da amostra.

Andlise Semiquantitativa

Andlise Qualitativa

Variaveis MMP-9 nlcleo MMP-9 nucleo
Neaativo | POStivo [ Positivo Total | p-valor Nedativo | Positivo Total | p-valor
gativ +) (++) gativ itiv
) 5 0 0 5 5 0 5
Tino de Benigna
po | 100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Lesdo 0,933** 0,99*
(n=79) Maligna 72 1 1 74 72 2 74
973% | 1,4% | 1,4% |100,0% 97,3% | 2,7% |100,0%
Ductal 62 1 1 64 62 2 64
ucta
96,9% | 1,6% | 1,6% |100,0% 96,9% | 3,1% |100,0%
~Tipo 3 0 0 3 3 0 3
Histoldgico | Lobular 0,992** 0,879**
(n=72) 100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
out 5 0 0 5 5 0 5
utro
100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
I sit 6 0 0 6 6 0 6
n situ
Invasividade 100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% .| 1000% | 00% |100,0% .
" 0,917 0,99
(n=77) nvasi 69 1 1 71 69 2 71
nvasivo
972% | 1,4% | 1,4% |100,0% 97,2% | 2,8% |100,0%
Negati 22 0 0 22 22 0 22
egativo
Receptor de 9 100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Estrdgeno 0,99* 0,99*
(n=53) Positiva 30 1 0 31 30 1 31
96,8% | 3,2% | 0,0% |100,0% 96,8% | 3,2% |100,0%
Negati 22 1 0 23 22 1 23
egativo
Receptor de g 957% | 4,3% | 0,0% |100,0% 957% | 4,3% |100,0%
Progesterona 0,434* 0,43*
(n=53) Positive 30 0 0 30 30 0 30
100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Negai 46 1 0 47 46 1 47
egativo
HER-2 g 97,9% | 2,1% | 0,0% |100,0% 97,9% | 2,1% |100,0%
(n=51) 4 0 0 4 099 4 0 4 0,997
Positivo
100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
] 5 0 0 5 5 0 5
Negativo
Ki-67 1000% | 00% | 00% |1000%| _ | 1000% | 00% |1000%| _
(n=30) Sosit 25 0 0 25 25 0 25
osItivo
100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
A 100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Luminal 10 0 0 10 10 0 10
Tipo B 100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
15 1 0 16 15 1 16
Molecular || || inal 0,682%* 0,682*
(n=52) 93,8% | 6,3% | 0,0% |100,0% 93,8% | 6,3% |100,0%
Super 4 0 0 4 4 0 4
HER2 | 100,0% | 0,0% | 0,0% |2100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%
Triplo 17 0 0 17 17 0 17
Negativo | 100,0% | 0,0% | 0,0% |100,0% 100,0% | 0,0% |100,0%

*Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independéncia ***Nao foi possivel calcular.
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Apéndice D - Tabela com cruzamento de informacgOes da expressdo de MMP-9 citoplasma

com as variaveis da amostra.

Andlise Semiquantitativa Analise Qualitativa
Variaveis MMP-9 citoplasma MMP9 citoplasma
T Positivo | Positivo | Total | p-valor ) N Total | p-valor
Negativo +) (++) Negativo | Positivo
. 5 0 0 5 5 0 5
Tino de Benigna
po | 100,0% | 0,0% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
Lesdo 0,933** 0,99*
(=79 | paligna 72 1 1 74 72 2 74
97,3% 1,4% 1,4% | 100,0% 97,3% 2,7% | 100,0%
63 0 1 64 63 1 64
Ductal
98,4% | 0,00% 1,6% | 100,0% 98,4% 1,6% | 100,0%
_ Tipo. 3 0 0 3 3 0 3
Histoldgico | Lobular 0,939** 0,939**
(n=72) 100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
5 0 0 5 5 0 5
Outro
100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
6 0 0 6 6 0 6
In situ 100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
ivi ,0% ,00% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
Invaslwdade 0,09% 0,00%
(n=77) nvasi 70 0 1 71 70 1 71
nvasivo
98,6% | 0,00% 1,4% | 100,0% 98,6% 1,4% | 100,0%
22 0 0 22 22 0 22
Receptor de Negativo
p 100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
Estrogeno 1 1 0,99* 1 1 0,99*
(0=53) | positivo |—0 | O 3 %0 3
96,8% | 0,00% 3,2% | 100,0% 96,8% 3,2% | 100,0%
23 0 0 23 23 0 23
Receptor de Negativo
p 100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
Progesterona > 1 0,99* P 1 0,99*
(n=53) Positivo ° 0 % ° %0
96,7% | 0,00% 3,3% | 100,0% 96,7% 3,3% | 100,0%
46 0 1 47 46 1 47
Negativo
HER-2 97,9% | 0,00% 2,1% | 100,0% 97,9% 2,1% | 100,0%
(n=51) 4 0 0 4 0,997 4 0 4 0,997
Positivo
100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
5 0 0 5 5 0 5
Negativo
Ki-67 100,0% | 0,00% | 0,00% | 100,0% - 100,0% 0,0% | 100,0% o
(n=30) N 25 0 0 25 25 0 25
Positivo
100,0% | 0,00% | 0,00% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
Luminal 5 0 0 5 5 0 5
A 100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
Luminal 10 0 0 10 10 0 10
Tipo B 100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%
15 0 1 16 15 1 16
Molecular |\ \\ rinal 0,682%* 0,682%*
(n=52) 93,8% 0,00% 6,3% | 100,0% 93,8% 6,3% | 100,0%
Super 4 0 0 4 4 0 4
HER2 | 100,09 | 0,00% | 0,0% | 100,0% 100,0% | 0,0% | 100,0%
Triplo 17 0 0 17 17 0 17
Negativo | 100,0% | 0,00% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,0% | 100,0%

*Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independéncia ***N&o foi possivel calcular.
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Mechanisms of Viral
Dysregulation of Mammary Epithelial

Transmission and Molecular
Cells by Human

Papillomavirus: Implications for Breast Cancer
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Abcirapt: Breast cancer |3 S mosS COMMoN CANCET I Women worideide.
Several shudles have demonsiabed the pressnce of Human papliomasins
(HF} DA In breast cancsr samples. However, The role of HPY in breast
caminopenesls k& not ciear, and e inlepcion mechanisms befeesn his
Imisciious agent and 1he breast cancer ol ne=d i be more fully Car®sd. In
this arfide, we dscuss the puistee mies of HPY infecion i breast
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Fai it i Wbk 09 3006

Fasad oy i fE

BT oy 2, e
carcinopenegls.

AC. da Fraltas

Keaywards: Brsast cancer, human papllomasines (HFY ), «Hologlcal iscior, EE arnd ET7 omcoproising, HER2, BRCAT,

BRCAZ.

1. NTRODUCTIOH

Breast canoer s e most commaon Bype of cancer In
women wordwide., According fo the Waorld Health
Coganization (WHO), In 2012, 1.67 milkon rew pabents
were diagnosed winh breast cancer amd 539000 psople
di=d of the dsease [1]. Middie-income couniries {such
as Canada, U3A, Arsiralls and Japan] kawe a higher
surdhval rale Than kow-Income counires (such a5 Brazll

and Algeria) [21

The risk tsciors assocated whh he development of
breast canmcer are age, family history, Ronmonal
coniraception amd reatment afer menopause, as well
as ohbestty, =moking, and alocohol consumgtion.
Hosweyer, thess fsk fachors represest cnly 20-20% of
the cases. Desple decasdes of res=arch, Bhere B no
comelation  belwesn penefic suscepSbllEy and e
ebakogy of breast cancer and most of e remaning
cazes sl remain unexplaimed. This ks aroused a
preat deal of Inberest amomp res=archers who have
gought o find addiional fsciors that might lead o
breastcancer [3-5].

As & resull, somme shedies have Inked breast camoer
io viral Infecfors such as Epstein-Barr winus {EEV],

“AillidEa fommagondesie B FE Al o B Dafaitiees] of

Mouse mammary fumor vius (MBETY] and Humsan
papllomarsdirus {HFY} [3, 4] Sewsml sfudies have
shomn The pregsnce of HFYV DAA In Dresst cancer
gampl=s [E, &33]. In addiion, hese shdes have
shown HFY DA In & range of 11% o BE% of te
rearsi carcinoms [Heswe] depending on raclal amd
=pldemiological faciors, as well a5 the dfferent
methodakogical approaches adopled [4, 534 De=snie
s, the mde of HPV In the development of Dreast
cancer & sl mot clear. In the next section, we discuss
fine posslbls roles of HFY In breast carcinogeneshs.

2. BREAST CANCER

Breast cancer B a3 hefErogensous disssne
comprising an Increasing numser of blologlcal fumor
subtypes. The hisiological Bypes of breasi canoer oan
o= dividesd Info non-infiraing carcinomas i siu) and
Infilirafing carcinomas. Carcinomas i s (T13) are
Charachertzed by bemor cells locsied In e ducks or
lobul=s wiwout degradafion of e Dasement
membrane or siromal Invasion. The CIS can be
gubdivided gensrically Inio lobular carcieoma B sBw
{LZIE} and ductal carcinoma in siw ([DCIE] [351 The
LCIE s penerally chamcterized by prodferaton of smal
icedls of IEe sdherence Imoone or more ferminal ductks
and aivegll. Furfs=rmore, LCIE 15 marely diagnosed by
imaging sludies and, for this reason, the loss of E-
cadherin B conshisred for dferenfiafion betwesn
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