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RESUMO 

 

O câncer de mama é o câncer mais incidente, com exceção do câncer de pele não melanoma, e 

o maior causador de mortes por câncer em mulheres no mundo. A busca e a utilização dos 

marcadores tumorais como fatores prognósticos do câncer de mama têm crescido muito nos 

últimos anos e muitos desses marcadores podem ser localizados em fragmentos de tecido, 

pelo uso da imunohistoquímica. Dentre os possíveis marcadores estão as metaloproteinases de 

matriz (MMPs) que são endopeptdases dependentes de zinco e regulam uma grande variedade 

de processos fisiológicos e eventos de sinalização, tornando-se moléculas fundamentais na 

comunicação entre o tumor e o estroma, exercendo desta maneira, um papel essencial no 

desenvolvimento e na progressão de malignidades humanas. Estão descritos na literatura 

diversos tipos de metaloproteinases no entando, a expressão das MMP-2 e MMP-9 são 

consideradas possíveis marcadores ao desenvolvimento do câncer de mama. A regulação 

alterada destas enzimas favorece a degradação da matriz extracelular (MEC) e da membrana 

basal, relacionando-se ao rompimento da adesão célula-célula facilitando a liberação de 

células neoplásicas e invasão dos vasos sanguíneos e linfáticos, como também favorecendo a 

angiogênese. Dentro deste contexto, nosso trabalho analisou a expressão imunohistoquímica 

das MMP-2 e MMP-9 em diferentes tipos de lesões de mama. Foram obtidas 79 amostras 

parafinadas de tecido mamário, diagnosticadas e arquivadas entre 2009 a 2014, provenientes 

do Hospital Barão de Lucena e Hospital das Clínicas, onde foi observada baixa expressão das 

MMP-2 e MMP-9, porém destacando-se uma maior porcentagem na reatividade nas lesões 

malignas (20%) e invasivas (21%). Apesar desses resultados, não houve uma correlação 

estatisticamente significativa em nenhum cruzamento da expressão tecidual das MMPs com 

as variáveis do estudo. Esses resultados nos levam a concluir que novos estudos precisam ser 

realizados visando esclarecer melhor a relação entre as MMP-2 e MMP-9 com a 

carcinogênese mamária, bem como estabelecer possíveis aplicações prognósticas e 

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

 

 

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

Matriz. 
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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 (MMPs) 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 Barão 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. APRESENTAÇÃO 

 

O câncer de mama é o câncer mais incidente, exceutando-se o de pele não melanoma, e a 

maior causa de mortes por câncer em mulheres no mundo. Segundo estimativas do Instituto 

Nacional do Câncer (INCA), para o ano de 2016, é esperado para o Brasil 57.900 casos novos 

de câncer de mama, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres.  As 

regiões brasileiras onde este tipo de câncer é mais frequente, excetuando o câncer de pele não 

melanoma, são: 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 câncer, estão o 

envelhecimento, fatores genéticos (hereditariedade e mutações), influências hormonais 

(menstruação precoce e/ou menopausa tardia, reposição hormonal, uso prolongado de 

anticoncepcionais) e variáveis ambientais (Johnson-Thompson & Guthrie, 2000; Friedenreich 

et al., 2001; Ahmad, 2013). 

Mais de 80% dos casos de câncer de mama tem origem no epitélio ductal e os originados 

do epitélio lobular ocupam a segunda posição, porém os tumores podem atingir qualquer 

conjunto de células da anatomia mamária (Gusterson et al., 2005; Pare et al., 2013). 

Para fins diagnósticos o exame clínico e a mamografia constituem o principal método de 

rastreio da doença atualmente, tendo como objetivo principal a detecção precoce (Elmore et 

al., 2005). Após a observação do tumor, deve ser realizada a biopsia para diagnóstico final. 

Essa biopsia pode ser realizada através de Punção Aspirativa por Agulha Fina (PAAF), 

Biopsia de agulha grossa ou Biopsia cirúrgica (Menke et al., 2007). 

O tratamento para o câncer de mama pode ser cirúrgico: 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 à paciente (INCA, 2004). 

Objetivando o diagnóstico precoce, a utilização dos marcadores tumorais como fatores 

prognósticos do câncer de mama tem crescido muito nos últimos anos. A maioria desses 

marcadores foram inicialmente identificados através de estudos moleculares ou bioquímicos, 

por imunohistoquímica ou hibridização in situ em cortes de tecido mamários. Os marcadores 

tumorais são importantes para diferenciar os tecidos normais daqueles neoplásicos (com boa 

especificidade) e devem ser de fácil detecção e/ou quantificação. Incluem-se nesta ampla 

categoria uma variedade de proteínas, algumas das quais estão 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 mamários, a identificação de marcadores 

específicos, que possam predizer quais os tumores de mama apresentam o pior prognóstico e 

que contribuam para uma melhor conduta terapêutica, torna-se um grande desafio (Perou et 

al., 2000; Pare et al., 2013). 

Com a finalidade de fornecer novos marcadores úteis para diagnóstico, prognóstico e 

monitoramento do câncer, bem como novos alvos terapêuticos para traçar perfis moleculares, 

devido ao seu baixo custo (em comparação a técnicas moleculares) e fácil reprodutividade, a 

identificação e caracterização de moléculas pela imunohistoquímica 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 câncer por estarem intimamente relacionadas com a perda de adesão 

celular e consequente progressão da malignidade tumoral (Duffy et al., 2000). 

Consequentemente, a quantificação destas enzimas pode tornar-se uma importante ferramenta 

prognóstica do câncer de mama. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo principal 



16 

 

correlacionar a expressão de MMP-2 e MMP-9 com os graus de lesões neoplásicas e 

classificação dos tumores mamários. Para isso, foi feito uma análise tecidual pela técnica de 

imunohistoquímica das MMP-2 e MMP-9 e a sua expressão foi associada com diferentes 

variáveis relacionadas às lesões de mama. 
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2.  REVISÃO DA LITERATURA 

2.1  Câncer de Mama: Classificação e Fatores Prognósticos 

Os carcinomas representam a maioria das neoplasias malignas da mama e podem ser 

divididos, de acordo com a penetração ou não da membrana basal, em invasor e in situ, 

respectivamente. A localização e características particulares dos tumores também são levadas 

em consideração para a classificação, podendo ser dividido em lobular, ductal, medular, 

mucinoso, papilífero, inflamatório e tubular (Tavassoli & Devilee, 2003; Gobbi, 2012; 

Ahmad, 2013; Pare et al., 2013). 

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

a classificação proposta pela Organização Mundial de Saúde (OMS). 

 

 

Quadro 1 – Principais classificações histológicas propostas pela OMS (2012) para tumores mamários 

Tumores epiteliais 

Não-invasores 

Carcinoma Ductal in situ 

Carcinoma Ductal in situ com 
doença de Paget 

Carcinoma Lobular in situ 

Invasores 

Carcinoma Ductal invasor 

Carcinoma Lobular invasor 

Carcinoma Medular 

Carcinoma Mucinoso 

Carcinoma Papilifero Invasivo 

Carcinoma Tubular 

Carcinoma Adenóide Cístico 

Carcinoma Secretor (juvenil) 

Carcinoma Apócrino 

Carcinoma com apresentação clínica não usual 

Carcinoma inflamatório 

Carcinoma na gravidez e na lactação 

Carcinoma oculto com metástases axilares 

Tumores mistos (epitelial e mesenquimal) Tumor filodes 

Tumores Mesenquimais 

Angiosarcoma 

Fibrossarcoma 

Leiomiossarcoma 

Condrossarcoma 

Osteosarcoma 

Hemangiopericitoma 

Dermatofibrossarcoma protuberante 

Tumores de pele na mama 

Melanoma Maligno 

Carcinoma Escamocelular 

Carcinoma Basocelular 

Tumores Linfóides 

Linfoma não-Hodgkin 

Plasmocitoma 

Infiltração por Leucemia 

Doença de Hodgkin 
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Somado a classificação histológica, os fatores prognósticos, que são definidos como 

parâmetros que podem ser mensurados no momento do diagnóstico/classificação, servem para 

predizer a sobrevida, acompanhar a doença, bem como a evolução da terapêutica. A 

atualização e identificação de novos fatores promissores são de suma importância científica, 

clínica 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 relação à morfologia, são 

discutidos no meio científico que perfis histológicos semelhantes apresentam diferentes 

prognósticos e respostas terapêuticas. Dentro deste contexto, pesquisadores traçaram perfis 

moleculares desses tumores, levando em consideração os receptores hormonais (RE e RP), 

HER-2 e Ki-67, justificando essas divergências prognósticas e terapêuticas das pacientes com 

câncer de mama.  

A definição e relações existentes de alguns fatores prognósticos mais usados atualmente 

encontram-se a seguir: 

 

 Estadiamento do Tumor-Nódulo-Metástase (TNM) – Indicadores morfológicos, de baixo 

custo e fácil identificação que definem o tamanho do tumor (T), comprometimento de 

linfonodos axiliares (N) e presença de metástases (M). Seus parâmetros são regidos pela 

União Internacional Contra o Câncer (UICC) e estão relacionados com a sobrevida da 

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

 

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

maior ou menor capacidade de ocorrer metástases e o grau de diferenciação celular é 

indicado por esses parâmetros. Estes indicadores sendo utilizados de forma consistente 

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

Lopes et al., 2006). 

 

 Receptores Hormonais – Através da imunohistoquímica, são detectados os receptores de 

estrógeno (RE) e progesterona (RP), que estão localizados no núcleo do epitélio normal da 

mama e nas células neoplásicas. Estes estão relacionados com a diferenciação tumoral, 

taxa de proliferação celular e outras características prognósticas. A boa resposta a terapias 

hormonais e aumento da sobrevida das pacientes está associado à presença 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 glicoproteína 

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; proteína neu. 

Sua superexpressão está relacionada com maior grau histológico, maior agressividade 

tumoral, redução da sobrevida e aumento da recorrência e mortalidade das pacientes. 

Quanto a resistência aos tratamentos, os dados da literatura apesar de conflitantes 

evidenciam associações significativas (Cianfrocca & Goldstein, 2004; Wolff et al., 2007; 

Cirqueira et al., 2011). 

 

 Ki-67- O antígeno Ki-67 é um marcador de proliferação celular que está presente somente 

em células que estão em divisão celular (fases G1, S, G2 e M do ciclo celular). Tumores 

que apresentam mais de 10% de células positivas têm um alto índice proliferativo que 
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reflete uma maior agressividade tumoral, apresentando um pior prognóstico aos pacientes. 

(Cheang et al., 2009) 

 

Atualmente são conhecidos na literatura seis subtipos moleculares: luminal A, luminal B, 

superexpressão de HER2, basalóide, mama-normal símile 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 cânceres de mama, 

relacionado positividade e negatividade para receptores de estrógeno (RE), progesterona (RP) 

e superexpressão para HER-2. 

 

Quadro 2 – Perfis imunofenotípicos para a classificação molecular por imunoistoquímica dos tumores de mama 

(apatado de Cirqueira et al., 2011) 

Subtipo molecular Padrão de Imunomarcação 

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) 

Superexpressão de HER2 RE-, RP- e HER2+ 

Basalóide (Triplo-negativo) RE-, RP-, HER2-, 

Normal símile  Negatividade para os marcadores tumorais usuais  
Claudin-low  RE e/ou RP-, HER2- e Baixa expressão de moléculas de adesão  

HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona 

 

 

De acordo com o perfil molecular, o subtipo Luminal A é o que apresenta, dentre os 

demais subtipos, o melhor prognóstico para a paciente. Possuem receptores hormonais 

positivos, que na maioria dos casos estão associados com melhores respostas terapêuticas. Por 

não apresentarem amplificação e/ou superexpressão de HER-2, estão associados com baixo 

grau histológico e menor agressividade tumoral. No subtipo Luminal B, as pacientes 

apresentam taxas de proliferação celular maiores que ao subtipo Luminal A, tendo então um 

prognóstico pior quando comparado esses dois perfis. Também é significativamente associado 
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a um maior risco de recorrência e a uma menor sobrevida livre da doença (Perou et al., 2000; 

Sørlie et al., 2003; Sotiriou et al., 2003; Cheang  et al., 2009; Weigel & Dowsett, 2010). 

As pacientes com o perfil de superexpressão de HER-2 apresentam o segundo pior 

prognóstico dentre os demais. É relatado na literatura que a positividade para o HER-2 parece 

estar associada à resistência às terapias hormonais. Já o perfil Triplo-negativo é o que 

apresenta pior prognóstico. Este subtipo está associado a menor sobrevida e é caracterizado 

por alto grau histológico, alta taxa de mitose e resistência a terapias hormonais (Sørlie et al., 

2001; Cianfrocca & Goldstein, 2004; Cheang et al., 2008; Irvin & Carey, 2008; Chacón & 

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

 

2.2  Metaloproteinases de Matriz (MMPs): Estrutura, Classificação, Ativação e 

Inibição 

 

A Matriz Extracelular (MEC), que tem como principal função o suporte estrutural da 

célula devido à presença de macromoléculas como colágeno, glicoproteínas não-colagênicas, 

fibras elásticas e proteoglicanos, serve também como fonte de informações do microambiente 

tumoral. Algumas moléculas e fatores de crescimento que atuam cooperativamente para 

regular uma ampla variedade de processos celulares fisiológicos também estão intimamente 

relacionados com a carcinogênese. Na degradação e remodelamento da MEC, algumas 

famílias de proteinases, que incluem as serina-proteases, cisteína-proteases e MMPs também 

estão envolvidas no desenvolvimento de processos tumorais (Ramirez & Rifkin, 2003; Place 

et al., 2011). 

As MMPs são endopeptidases dependentes de Zn
2+

 com capacidade de degradar 

componentes da MEC. Sua estrutura comum é composta por uma sequência sinalizadora N-

terminal (pré-domínio), um domínio pró-peptídico, responsável pela latência da enzima e um 
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domínio catalítico com um sítio de ligação do íon zinco (Zn
2+

). Além disso, a maioria das 

MMPs são constituídas por regiões de articulação ou ligação e um domínio 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 – Classificação das MMPs baseada nos substratos (adaptado de Egeblad & Werb, 2002). 

Grupo MMP Substratos principais 

Colagenases MMP-1, MMP-8, MMP-13, 

MMP-18 

Colágenos tipos I, II, III, VII, 

VIII and X e gelatinas 

Gelatinases MMP-2, MMP-9 Colágenos tipos IV, V, VII, X, 

gelatina, elastina e fibronectina 

Estromelisinas MMP-3, MMP-10, MMP-11, 

MMP-12 

Colágenos tipos III , IV , IX e X, 

proteoglicanos, fibronectina, 

laminina, gelatinas e caseína. 

Matrilisinas MMP-7, MMP-26 Colágeno tipo IV, 

proteoglicanos, fibronectina, 

laminina, proteoglicanos e VE- 

caderina. 

MMP-tipo membrana MMP-14, MMP-15, MMP-16, 

MMP-25 

Tenascina-c, fibronectina e 

laminina 

 

Porém, devido a uma ampla variedade de substratos, uma nova classificação baseada em 

sua estrutura foi proposta. Com isso, as MMPs atualmente são 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 ação das MMPs. Eles observaram 

que uma determinada enzima degradava as fibras colágenas presentes na cauda de girinos. Ao 

longo dos anos diversos pesquisadores estudaram as ações das MMPs e concluíram que essas 

enzimas regulam uma grande variedade de processos fisiológicos e eventos de sinalização, 

participando também na progressão tumoral e metástases (Shay et al., 2015). 

As MMPs são secretadas em sua forma inativa, denominadas prós-MMPs, e suas 

atividades são reguladas pela expressão gênica, ativadores deste precursor e inibidores da 

forma ativa. Sua expressão é induzida por fatores de crescimento, indução célula-célula e 

célula-matriz, como também por estímulos extracelulares. A ativação catalítica 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 são especificamente inibidas pelos TIMPs 

(Inibidores tissulares de metaloproteinases), constituído 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 – Classificação das MMPs baseada na estrutura (adaptado de Cathcart et al., 2015). 

Classe MMP Nome 

MMPs de domínio mínimo  MMP-7  

MMP-26  

Matrilisina  

Matrilisina-2  

MMPs com domínio de hemopexina simples  MMP-1 

MMP-3 

MMP-8 

MMP-10 

MMP-12 

MMP-13 

MMP-19 

MMP-20 

MMP-22 

MMP-27 

Colagenase-1  

Estromelisina-1  

Colagenase-2 (Colagenase de neutrófilo)  

Estromelisina-2  

Metaloelastase  

Colagenase-3 

-  

Enamelisina  

CMMP 

- 

MMPs de ligação à gelatina  MMP-2  

MMP-9  

Gelatinase A  

Gelatinase B  

MMPs secretadas ativadas por furina  MMP-11  

MMP-28  

Estromelisina-3  

Epilisina  

MMP com inserção semelhante à vitronectina  MMP-21  Homólogo de XMMP  

MMPs transmembranares  MMP-14  

MMP-15  

MMP-16  

MMP-24  

MT1-MMP  

MT2-MMP  

MT3-MMP  

MT5-MMP  

MMPs ancoradas por GPI  MMP-17  

MMP-25  

MT4-MMP  

MT6-MMP  

MMP transmembranar tipo II  MMP-23  CA-MMP (Arranjo de cisteína)  

 

A gelatinase A (MMP-2) é secretada tanto por células tumorais como por células normais 

(fibroblastos e células endoteliais). A ativação do pró-MMP-2 ocorre pela MMP-14 (MT1-

MMP) que ancorada na superfície celular e auxiliada pelo TIMP-2 cliva o domínio peptídico 

ativando a MMP-2. A gelatinase B (MMP-9) também secretada por células tumorais como 

normais, como neutrófilos, macrófagos, linfócitos e células endoteliais, são liberados na 

forma inativa (pró-MMP-9), podendo ser ativada pelo plasminogênio 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 (proteína indutora de 

reversão rica em cisteína com domínio Kasal), que pode inibir diretamente MMP-2, MMP-9 e 

MMP-14. A RECK também pode inibir processos catalíticos que levam a ativação da pró-

MMP-2 como também a inibição da liberação do pró-MMP-9 (Takashi et al., 1998; Clark et 

al., 2007; Dong et al., 2010).  

TIMPs são capazes de efetuar fortes ligações com as MMPs ativas com a formação de 

complexos inibitórios. Além disso, o TIMP-1 liga-se especificamente a pró-MMP-9 e o 

TIMP-2 a pró-MMP-2 formando complexos que leva a estabilização do mecanismo de 

ativação das MMP-9 e MMP-2 respectivamente. TIMP-2 também inibe a MMP-14 que é 

fundamental para a ativação da MMP-2 (Visse & Nagase, 2003; Dong et al., 2010). 

Além de inibidores específicos das MMPs, os TIMPs participam na ativação de algumas 

MMPs. Como mencionado anteriormente, o TIMP-1 atua na ativação da MMP-9 mediante 

formação de um complexo. A ativação da MMP-2 pode ser mediante a formação de um 

complexo, porém através do TIMP-2. Assim, os TIMPs atuam tanto na diminuição do 

crescimento tumoral como também na progressão neoplásica (Egeblad & Werb, 2002; Visse 

& Nagase, 2003). 

 

2.3  Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e Cârcinogênese 

 

Para que ocorra a evolução maligna tumoral com consequente invasão, um acontecimento 

fundamental é a migração das células neoplásicas do epitélio que rompem a membrana basal, 

que delimita o tecido conjuntivo. Este processo ocorre devido ao aumento na secreção das 

enzimas que degradam a MEC e regulação alterada da proteólise (Bonnas et al., 2014). 

As MMPs estão envolvidas na degradação da matriz extracelular e da membrana basal, 

mediante clivagem do colágeno tipo IV, no rompimento da adesão célula-célula devido à 
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clivagem das E-caderinas (glicoproteínas transmembranas dependentes de cálcio que 

desempenham papel nas junções intercelulares) e integrinas, facilitando a liberação de células 

neoplásicas isoladas e invasão dos vasos sanguíneos e linfáticos com consequente metástase. 

Assim, as MMPs exercem um papel essencial no desenvolvimento e na progressão maligna 

do câncer (Gould Rothberg & Bracken, 2006; Onder et al., 2008; van Roy & Berx, 2008; Roy 

et al., 2009; Rhim et al., 2012).  

Devido à clivagem de proteínas extracelulares, as MMPs estimulam a liberação do fator 

de crescimento vascular endotelial (VEGF) e auxiliadas por moléculas de adesão aceleram o 

processo de angiogênese. O VEGF é um potente e seletivo fator mitogênico para o endotélio. 

Ele produz uma rápida e completa resposta angiogênica e um aumento da permeabilidade 

capilar. Produzido e secretado por uma série de células normais, ele tem expressão marcada 

em células tumorais, incluindo no câncer de mama (Boudreau & Myers, 2003; Jobim et al., 

2009). 

 

2.4  Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e Câncer de mama 

 

A avaliação da expressão de MMPs como ferramenta prognóstica vem sendo estudada ao 

longo dos anos devido a sua fácil identificação no soro e no tecido tornando assim possível 

sua detecção, quantificação e monitoramento. Estando associada com diversos fatores 

prognósticos pré-definidos. Além disso, diferentes estudos relatam uma correlação positiva da 

maior expressão tecidual de MMPs com a evolução do câncer de mama, tornando-se também 

uma boa ferramenta prognóstica (Valdivia et al., 2011).  

É relatado na literatura (Quadro 5) a expressão das MMP-2 e MMP-9 associadas aos 

tumores de mama por meio da técnica de imunohistoquímica para detecção tecidual. Xu et al. 

(2013) relataram que a expressão de MMP-2 foi significativamente maior em lesões malignas 
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de mama do que em lesões benignas. Já Cupić et al. (2011) relataram uma forte expressão de 

MMP-9 em tumores primários que se repetiram após 24 meses e uma menor expressão nos 

tumores que recorreram antes de 24 meses do diagnóstico inicial. Zeng et al. (2013) 

reforçaram os estudos e relataram que, além da associação com lesões malignas, a 

superexpressão de MMP-9 estaria associada também a uma pior sobrevida global para as 

pacientes com câncer de mama.  

Em 2012, Niemiec et al. sugeriram que os mecanismos de remodelação do estroma e 

carcinogênese poderiam diferir entre os subtipos de câncer de mama. Com isso, Zhao  et al. e  

Liu et al. ambos em 2013 relataram que pacientes tripo-negativo apresentava elevada 

expressão de MMP-9 resultando em pior prognóstico de câncer de mama. Quanto à 

disseminação sistêmica, Daniele et al. (2010) confirmaram que a expressão de MMP-2 e 

MMP-9 foi significativamente mais elevada no câncer de mama metastático em comparação 

com câncer não metastático, tanto na detecção tecidual como sorológica. 

Dentro deste contexto e devido ao câncer de mama ser um problema de saúde pública 

mundial, apresentando taxas de morbimortalidade e reincidências altas, se torna necessário o 

desenvolvimento de métodos e identificação de marcadores que auxiliem na detecção 

precoce, na escolha do tratamento específico e no esclarecimento de sua patogenia complexa 

e multifatorial. A avaliação da expressão das MMPs, pela técnica de imunohistoquímica, pode 

contribuir nestes esclarecimentos, devido a sua fácil reprodutibilidade na prática clínica e 

diagnóstica. Consequentemente, a quantificação destas enzimas pode tornar-se uma 

importante ferramenta prognóstica para o câncer de mama devido a sua íntima relação com a 

perda de adesão celular e consequente progressão da malignidade tumoral.  
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Quadro 5 - Descrição de artigos selecionados pelo autor referente à avaliação da expressão tecidual pela 

imunohistoquímica de MMP-2 e MMP-9 em câncer de mama. 

 
Objetivo do estudo Métodos Resultado/Conclusão País Autor/Ano 

M
M

P
-9

 

Analisar a expressão dos 

perfis da proteína N-

acetiltransferase 10 (Naa10p 

/ ARD1) e MMP-9 no 

câncer de mama em humano 

de e avaliar seus possíveis 

valores de prognóstico. 

RT-PCR e 

Tissue Microarray (IHQ) em 

amostras novas e antigas; 

Curva de Sobrevida | Análise 

multivariada - Avaliação dos 

valores prognóstico. 

Expressão maior de MMP-9 em tecidos de 

câncer de mama em comparação com os não 

cancerosos 

MMP-9 (+) - pior sobrevida global 

China 
Zeng et al. 

2013 

Investigar a expressão de 

CD147 e MMP9 em 

pacientes com câncer de 

mama tipo basal-like 

(BLBC), de modo a 

determinar se estes podem 

ser correlacionados com o 

prognóstico de BLBC. 

IHQ para CD147 e MMP-9 

Pacientes com BLBC tem uma elevada 

expressão de CD147 e MMP9; BLBC está 

relacionada com um mau prognóstico. 

China 
Liu et al. 

2013 

Investigar a expressão de 

CD147 e MMP9 em 

pacientes com câncer de 

mama triplo-negativo 

(TNBC), de modo a 

determinar se estes podem 

ser correlacionados com o 

mau prognóstico de TNBC. 

IHQ para CD147 e MMP-9 

Pacientes com TNBC tem uma elevada 

expressão de CD147 e MMP9. Os níveis de 

CD147 e MMP-9 são positivamente 

correlacionados com invasão, metástase. 

Pacientes com elevada expressão de CD147 e 

MMP-9 tinham mau prognóstico comparados 

com pacientes de baixa expressão. 

China 
Zhao S  et al... 

2013 

Avaliar a expressão de 

MMP-9 em amostras de 

carcinoma mamário 

primário e recorrente 

Tissue Microarray (IHQ) em 

carcinomas mamários 

primários e recorrentes  

Forte expressão de MMP-9 foi observada em 

tumores primários que se repetiram após 24 

meses e menor expressão nos tumores que 

recorreram antes de 24 meses do diagnóstico 

inicial 

Croácia 
Cupić et al.. 

2011 

M
M

P
-2

 e
 M

M
P

-9
 

Avaliar a expressão de 

MMP-2 e MMP-9 em 

linfonodo sentinela e no 

soro de pacientes com 

câncer de mama, a fim de 

avaliar o seu significado 

clínico e utilidade como 

marcadores tumorais de 

diagnóstico. 

IHQ para MMP-2 e MMP-9 

em amostras de pacientes com 

câncer de mama metastático, 

não-metastático e controle 

 

Zimografia para detecção no 

soro. 

Expressão de MMP-2 e MMP-9 foram 

significativamente mais elevados no câncer 

de mama metastático, em comparação com 

câncer não metastático e no grupo controle, 

tanto no tecido como soro. 

Itália 
Daniele et al.. 

2010 

Determinar a presença de 

fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), 

MMP-2, MMP-9, TIMP-1 

 e TIMP-2 em amostras 

obtidas a partir de pacientes 

com câncer de mama 

primário. 

IHQ para VEGF, MMP-2, 

MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 em 

amostras obtidas a partir de 

pacientes com câncer de mama 

primário. 

Não houve correlação significativa entre a 

quantidade de VEGF, MMP-2, MMP-9, 

TIMP-1, TIMP-2 e comprometimento 

linfático. 

Brasil 
Jobim et al.. 

2009 

M
M

P
-2

 

Correlação entre parâmetros 

de perfusão (por MSCT) e 

da expressão do factor de 

crescimento vascular 

endotelial (VEGF) e MMP-

2 em câncer da mama. 

MSCT para visualização de 

parâmetros de perfusão 

IHQ e Western blotting para 

VEGF e MMP-2, com material 

a partir de pacientes com 

câncer de mama primário. 

Os níveis de VEGF e de MMP-2 por IHQ foi 

significativamente maior no grupo de câncer 

da mama do que o grupo de tumor benigno;  

Existe uma correlação entre parâmetros de 

perfusão, VEGF e MMP-2, que pode ser útil 

para a detecção de lesões mamárias, 

diagnóstico qualitativo de câncer de mama e 

avaliação do tratamento do câncer de mama. 

China 
Xu et al.. 

2013 

Correlacionar os 

imunofenótipos, Ki-67, 

microvascularização, Ep-

CAM/P-cadherin e MMP-2 

com a adesão celular e  

promoção da invasão em 

inicio invasivo do câncer de 

mama ductal. 

IHQ para os marcadores 

Expressão de MMP-2 em leucócitos do 

estroma com menos frequência; 

Sugeriram que os mecanismos de 

remodelação do estroma e carcinogênese 

podem diferir entre os subtipos de câncer de 

mama. 

Polônia 
Niemiec et al.. 

2012 
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3. OBJETIVOS 

3.1  Geral 

Avaliar associação entre a expressão de MMP-2 e MMP-9 com os graus de lesões 

neoplásicas. 

 

3.2  Específicos 

 Classificar os tumores mamários de acordo com os tipos histológicos, perfil de 

receptores hormonais (RE e RP), HER-2 e Ki-67, e subtipos moleculares; 

 Analisar qualitativamente e semiquantitativamente a expressão imunohistoquímica de 

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

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

mama; 

 Associar a expressão de MMP-2 e MMP-9 aos tipos histológicos, 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 é do tipo observacional, analítico transversal.  As análises do material biológico 

foram realizadas no Laboratório de Pesquisas Citológicas e Moleculares (LPCM) da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e as amostras foram obtidas no Hospital Barão 

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

 

4.2  População alvo e período 

O estudo é composto por 97 amostras de tecido de mama, que foram resgatadas no 

período de 2014 a 2016. As amostras em bloco parafina estavam arquivadas no setor de 

Anatomia Patológica dos hospitais e eram provenientes de pacientes do sexo feminino 

diagnosticadas com lesões mamárias no período de 2009 a 2014. 

 

4.3  Critérios de inclusão e exclusão 

Critério de Inclusão: material parafinado de amostras tumorais mamárias de mulheres 

diagnosticadas no serviço de mastologia do HBL e HC. 

Critérios de Exclusão: Amostras de tumores mamários em bloco parafina com danos, mal 

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

 

4.4  Definição de variáveis 

As variáveis foram definidas de acordo com as informações coletadas dos laudos 

histopatológicos e imunohistoquímicos das pacientes. Foram coletadas informações sobre 

Idade, Tipo histológico e Perfil dos Receptores Hormonais (RE e RP), HER-2 e Ki-67 das 

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

2. Tipo Histológico: 1. Ductal, 2. Lobular, 3. Outros (medular, tubular, apócrino, 

mucinoso, etc...); 

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

4. Receptor de Estrógeno (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), superexpressão 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 análise do material biológico 

As amostras parafinadas com representação de tumores de mama foram obtidas no Setor 

de Anatomia Patológica dos hospitais acima citados. Para cada amostra em bloco parafinado 

foram confeccionadas 4 lâminas com 2 cortes por microtomia de 5um de espessuras para 

realização das análises das expressões de MMP-2 e MMP-9 através da imunohistoquímica, 

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

 

4.5.1 Imunohistoquímica para MMP-2 e MMP-9 

As amostras parafinadas dos tumores mamários foram cortadas com 5µm de espessura e 

fixadas em lâminas silanizadas (Starfrost®), o material foi desparafinizado em xilol e 

reidratado com uma série decrescente de álcool. Após desparafinização, foram lavadas em 

água corrente e em tampão fosfato de sódio (PBS) (pH 7,2) por 5 minutos cada. A 
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recuperação antigênica foi realizada com tampão de citrato (10mM com pH 6) em panela de 

pressão elétrica por 2 minutos. As lâminas foram deixadas em temperatura ambiente até 

esfriarem. O bloqueio das peroxidases endógenas foi realizado com solução de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e metanol (1:1) por 30 minutos e em seguida as lâminas foram lavadas 

outra vez em água corrente e em PBS (dois banhos de 5 minutos). O bloqueio para inibir a 

ligações inespecíficas foi realizado com solução de soro albumina bovino (BSA) a 1% 

(SIGMA®) durante 1 hora em câmara úmida. A incubação com os anticorpos primários 

(anticorpos monoclonais de rato MMP-2 (1:400) e MMP-9 (1:400); Santa Cruz 

Biotechnology®)  foi realizada também usando câmera úmida, por 2 horas em estufa a 37ºC. 

Foi utilizado o sistema de revelação 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 lâminas foram lavadas em PBS com dois banhos 

de 5 minutos. A reação foi revelada com substrato cromogênico diaminobenzidina (DAB, 

DakoCytomation™), por mais ou menos um minuto, e as lâminas foram lavadas em água 

destilada e contra-coradas com hematoxilina. Após lavagem em água corrente, as lâminas 

forma desidratadas em série crescente de álcool e xilol e montadas com entellan e lamínula. 

Após a reação as lâminas foram analisadas e fotografadas por sistema de captura de 

microimagem Axion Image 2 (Carl Zeiss®). A análise da reatividade foi qualitativa, realizada 

através da observação do núcleo e do citoplasma das células neoplásicas, utilizando para isso 

os seguintes escores: positivo (reatividade em 10% ou mais células), negativo (menos de 10% 

de células). Os casos positivos também foram classificados, dependendo da proporção 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 informações dos laudos histopatológicos e da reatividade imunohistoquímica dos 

receptores hormonais, HER-2 e Ki-67, assim como da avaliação da expressão tecidual das 

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

 

4.7  Análise estatística 

A análise de dados foi realizada por meio do software estatístico SPSS versão 20.0, onde 

inicialmente realizou-se uma análise descritiva percentual dos dados com o objetivo de 

caracterizar a amostra em estudo. Foram utilizados os testes Qui-quadrado de Independência e 

Teste Exato de Fisher na tentativa de encontrar possíveis associações entre a expressão de 

MMP-2 e MMP-9 e as variáveis. Estas análises foram realizadas tanto para a expressão 

qualitativa, quanto para expressão semiquantitativa. Para todo o estudo, o nível de 5% de 

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

 

4.8  Aspectos éticos 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa/Centro de Ciências da 

Saúde/Universidade Federal de Pernambuco (CAAE: 28508614.9.0000.5208 – Anexo 1) 

obedecendo integralmente os princípios éticos estabelecidos na resolução 466/12 do Conselho 

Nacional de Saúde (CNS). 
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5. RESULTADOS - ARTIGO ORIGINAL 

EXPRESSÃO IMUNOHISTOQUÍMICA DAS METALOPROTEINASES 

DE MATRIZ 2 E 9 EM LESÕES DE MAMA 

INTRODUÇÃO 

O câncer de mama é o câncer mais incidente, excluindo-se o câncer de pele não 

melanoma, e o maior causador de mortes por câncer em mulheres no mundo. Segundo 

estimativas para o ano de 2016 do Instituto Nacional do Câncer (INCA), são esperados no 

Brasil 57.960 casos novos de câncer de mama. [1] 

A classificação histológica das lesões de mama baseia-se primeiro no potencial 

maligno dessas lesões, podendo estar ou não associado com a penetração da membrana basal. 

A localização e características particulares dos tumores também são levadas em consideração 

sendo grande parte dos casos de câncer de mama de origem no epitélio ductal (mais de 80%) e 

o segundo mais incidente de origem no epitélio lobular. A avaliação de receptores de 

estrógenos (RE), progesterona (RP), o proto-oncogene HER-2 e o Ki-67, fornecem uma 

classificação molecular (imunofenótipos). De acordo com esta classificação, informações 

relacionadas com a diferenciação tumoral, taxa de proliferação celular, agressividade e 

resposta a terapias hormonais podem ser extraídas do tecido analisado. De acordo com alguns 

autores a taxa de sobrevida das pacientes se associam a presença ou ausência dos receptores 

hormonais nas células do tumor e a superexpressão do HER-2 está relacionada com maior 

grau histológico, maior agressividade tumoral, redução da sobrevida e aumento da recorrência 

e mortalidade dos pacientes. [2-9] 

Fatores prognósticos, como marcadores tumorais também são utilizados para fornecer 

informações sobre o potencial de malignidade do tumor avaliando sua capacidade de ocorrer 

metástases e o grau de diferenciação celular. Muitos desses marcadores foram inicialmente 

identificados através de estudos moleculares ou bioquímicos e podem ser localizados em 
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cortes de tecido, pelo uso da imunohistoquímica, ou pela hibridização in situ. Eles são 

importantes para diferenciar bem os tecidos normais daqueles neoplásicos (com uma boa 

especificidade) e devem ser de fácil detecção e/ou quantificação. Incluem-se nesta ampla 

categoria uma variedade de proteínas, algumas das quais estão associadas aos oncogenes e 

medidores da atividade proliferativa do tumor. [10-12]  

Devido a grande heterogeneidade dos tumores mamários, a identificação de 

marcadores específicos que possam predizer quais os tumores de mama com pior prognóstico 

e que levem a uma melhor conduta terapêutica para a paciente torna-se um grande desafio. 

Com o objetivo de fornecer novos marcadores úteis para diagnóstico, prognóstico e 

monitoramento do câncer, bem como novos alvos terapêuticos para traçar perfis moleculares, 

devido ao seu baixo custo e fácil reprodutividade, a identificação e caracterização de 

moléculas pela imunohistoquímica torna-se bastante promissora. [13-15] 

A matriz extracelular (MEC), que tem como principal função o suporte estrutural 

devido a presença de macromoléculas como colágeno, glicoproteínas não colagênicas, fibras 

elásticas e proteoglicanos, serve também como fonte de informações do microambiente 

tumoral. Algumas moléculas e fatores de crescimento que atuam cooperativamente para 

regular uma ampla variedade de processos celulares fisiológicos também estão intimamente 

relacionadas com a carcinogênese no tecido mamário. Na degradação e remodelamento da 

MEC algumas famílias de proteinases, como as metaloproteínases de matriz (MMPs) são de 

suma importância também no desenvolvimento de processos tumorais. [16-21] 

As MMPs são endopeptidades dependente de Zn
2+ 

que degradam componentes da 

MEC e regulam uma grande variedade de processos fisiológicos e eventos de sinalização, 

tornando-se moléculas fundamentais na comunicação entre o tumor e o estroma, Desta 

maneira, exerce um papel essencial no desenvolvimento e na progressão maligna do câncer. 

No câncer, a regulação alterada da proteólise, favorece a degradação da MEC e invasão da 
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membrana basal. No processo de invasão neoplásica, além da degradação da matriz 

extracelular e da membrana basal, mediante clivagem do colágeno tipo IV, as MMPs estão 

envolvidas no rompimento da adesão célula-célula devido à clivagem das E-caderinas e 

integrinas, facilitando a liberação de células neoplásicas isoladas e invasão dos vasos 

sanguíneos e linfáticos. Devido à clivagem de proteínas extracelulares, as MMPs também 

estimulam a liberação do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e auxiliadas por 

moléculas de adesão aceleram o processo de angiogênese. [22-25] 

É descrito na literatura a expressão de MMP-2, MMP-9 associadas aos tumores de 

mama por meio da técnica de imunohistoquímica para detecção tecidual e estudos sugerem 

que esta identificação das MMPs serve como uma boa ferramenta prognóstica no 

acompanhamento do câncer. Dentro deste contexto e devido ao câncer de mama ser um 

problema de saúde pública mundial, apresentando taxas de morbimortalidade e reincidências 

altas, se torna necessário o desenvolvimento de métodos que auxiliem na detecção precoce, na 

escolha do tratamento específico e no esclarecimento de sua patogenia complexa e 

multifatorial. A avaliação da expressão das MMPs, pela técnica de Imunohistoquímica, pode 

contribuir nestes esclarecimentos, devido ao seu baixo custo e fácil reprodutibilidade na 

prática clínica e diagnóstica. Consequentemente, a quantificação destas enzimas pode tornar-

se uma importante ferramenta prognóstica no desenvolvimento do câncer de mama devido a 

sua íntima relação com a perda de adesão celular e consequente progressão da malignidade 

tumoral. [26-32] 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Pacientes e amostras biológicas 

Foram selecionados 97 amostras em bloco parafina de tecido de mama, que estavam 

arquivadas no setor de Anatomia Patológica do Hospital das Clínicas e Hospital Barão de 

Lucena, ambos em Recife-PE. Estes tecidos são provenientes de pacientes do sexo feminino 

que foram diagnosticadas com lesões mamárias no período de 2009 a 2014. As informações 

referentes a classificação histológica, receptores hormonais, HER-2 e Ki-67 foram obtidas nos 

laudos gerados pelo próprio hospital. A análise da expressão tecidual de MMP-2 e MMP-9 foi 

feita através da imunohistoquímica. 

O presente trabalho foi aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa/Centro de Ciências 

da Saúde/Universidade Federal de Pernambuco (CAAE: 28508614.9.0000.5208) obedecendo 

integralmente os princípios éticos estabelecidos na resolução 466/12 do Conselho Nacional de 

Saúde (CNS). 

 

Imunohistoquímica 

Para cada amostra parafinada de tecido mamário foram feitos cortes de 5µm e fixados 

em lâminas silanizadas (Starfrost®). O material foi desparafinizado em xilol e reidratado com 

uma série decrescente de álcool. Após desparafinização, foram lavadas em água corrente e em 

tampão fosfato de sódio (PBS) por 5 minutos cada. A recuperação antigênica foi realizada 

com tampão de citrato (10mM com pH 6) em panela de pressão elétrica por 2 minutos. As 

lâminas foram deixadas em temperatura ambiente até esfriarem. O bloqueio das peroxidases 

endógenas foi realizado com solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) e metanol (1:1) por 30 

minutos e em seguida as lâminas foram lavadas outra vez em água corrente e em PBS (dois 

banhos de 5 minutos). O bloqueio para inibir a ligações inespecíficas foi realizado com 

solução de soro albumina bovino (BSA) a 1% (SIGMA®) durante 1 hora em câmara úmida. 
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A incubação com os anticorpos primários (anticorpos monoclonais de rato MMP-2 (1:400) e 

MMP-9 (1:400); Santa Cruz Biotechnology, Inc.) foi realizada também usando câmera úmida, 

por 2 horas em estufa a 37ºC. Foi utilizado o sistema de revelação livre de biotina e conjugado 

com HRP (Reveal Polyvalent HRP. SPB-999. Spring Bioscience©) por 20 minutos cada 

solução, em temperatura ambiente. Entre estas etapas as lâminas foram lavadas em PBS com 

dois banhos de 5 minutos. A reação foi revelada com substrato cromogênico 

diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (+/- 1 minuto) e as lâminas foram lavadas em 

água destilada e contra-coradas com hematoxilina. Após lavagem em água corrente, as 

lâminas forma desidratadas em série crescente de álcool e xilol e montadas com entelan e 

lamínula. 

Após a reação as lâminas foram analisadas e fotografadas por sistema de captura de 

microimagem Axion Image 2 (Carl Zeiss®). A análise da reatividade foi qualitativa, realizada 

através da observação do núcleo e do citoplasma das células neoplásicas, utilizando para isso 

os 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 proporção de células reativas, em +, ++ e +++ (+: de 10% a 25% das células; 

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

 

Análise Estatística 

A análise de dados foi realizada por meio do software estatístico SPSS versão 20.0. 

Foram utilizados os testes Qui-quadrado de Independência e Teste Exato de Fisher para as 

correlações entre a expressão de MMP-2 e MMP-9 e as variáveis. Para todo o estudo, o nível 

de 5% de significância 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 lesões benignas e 85 (87,6%) malignas. Lesões invasivas 

representavam 86,3% e o tipo histológico mais frequente foi o ductal, representando 89,2% do 

total de lesões. Na tabela 1 estão caracterizadas todas as variáveis do nosso estudo. 

 

Tabela 1 - Distribuição das variáveis no total da amostra. 

Variáveis Total 

Idade (anos) Média = 54,99 (±15,16) 

  

Tipo de Lesão, n (%)  

Benigna 12 (12,4%) 

Maligna 85 (87,6%) 

 97 (100%) 

Tipo Histológico, n (%)  

Ductal 74 (89,2%) 

Lobular 3 (3,6%) 

Outro 6 (7,2%) 

 83 (100%) 

Invasividade, n (%)  

In situ 13 (13,7%) 

Invasivo 82 (86,3%) 

 95 (100%) 

Receptor de Estrógeno, n (%)  

Positivo 36 (60%) 

Negativo 24 (40%) 

 60 (100%) 

Receptor de Progesterona, n (%)  

Positivo 35 (58,3%) 

Negativo 25 (41,7%) 

 60 (100%) 

HER-2, n (%)  

Positivo 5 (8,8%) 

Negativo 52 (91,2%) 

 57 (100%) 

Ki-67, n (%)  

Positivo (≥14%) 30 (85,7%) 

Negativo (<14%) 5 (14,3%) 

 35 (100%) 

Tipo Molecular, n (%)  

Luminal 18 (31,0%) 

Luminal A 5 (8,6%) 

Luminal B 13 (22,4%) 

Superexpressão de HER-2 5 (8,6%) 

Triplo Negativo 17(29,3%) 

 58 (100%) 
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A análise da expressão imunohistoquimica das MMP-2 e MMP-9 só foi possível em 

79 amostras, devido a má fixação e preservação do tecido. Esta análise, tanto qualitativa 

quanto semiquantitativa estão listadas nas tabelas 2 e 3 respectivamente. 

 

 

Tabela 2 – Expressão Qualitativa de MMP-2 e MMP-9 no total das amostras. 

  Negativo Positivo Total 

MMP-2, n (%) 
  

 

Expressão nuclear 63 (79,7%) 16 (20,3%) 79  

(100%) Expressão citoplasmática 67 (84,8%) 12 (15,2%) 

MMP-9, n (%) 
  

 

Expressão nuclear 77 (97,5%) 2 (2,5%) 79 

 (100%) Expressão citoplasmática 77 (97,5%) 2 (2,5%) 

 

 

 

Tabela 3 – Expressão Semiquantitativa de MMP-2 e MMP-9 no total das amostras. 

 
Negativo Positivo (+) Positivo (++) Positivo (+++) Total 

MMP-2, n (%) 
    

 

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

(100%) Expressão citoplasmática 67 (84,8%) 11 (13,9%) 1 (1,3%) 0 (0%) 

MMP-9, n (%) 
    

 

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

(100%) Expressão citoplasmática 77 (97,5%) 1(1,3%) 1 (1,3%) 0 (0%) 

 

 

MMP-2 

A análise qualitativa da expressão de MMP-2 associada com as variáveis do estudo 

estão descritas na Tabela 4. De acordo com os tipos de lesões, a expressão nuclear de MMP-2 

apresentou positividade maior nos casos malignos (20,5%) em comparação aos casos 

benignos (16,7%), sendo observada também uma marcação mais expressiva nestes casos, com 

6,9% de reatividade moderada ou forte e ausência nos casos benignos. 

Quando comparados pelo tipo histológico, a positividade nuclear para MMP-2 foi 

equivalente (~20%) em tipos ductais e em tipos menos frequentes, como o mucinoso. O tipo 

lobular apresentou positividade maior (33,3%) em comparação ao tipo histológico ductal 

(14,3%) na expressão citoplasmática de MMP-2. 
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Tabela 4 – Análise qualitativa da expressão de MMP-2 associada com as variáveis da amostra. 

Variáveis 

MMP-2 núcleo MMP-2 citoplasma 

Negativo Positivo Total P-valor Negativo Positivo Total P-valor 

Tipo de Lesão 

(n=79) 

Benigna 
5 1 6 

0,649** 

5 1 6 

0,99* 
83,3% 16,7% 100,0% 83,3% 16,7% 100,0% 

Maligna 
58 15 73 62 11 73 

79,5% 20,5% 100,0% 84,9% 15,1% 100,0% 

Tipo 

Histológico 

(n=71) 

Ductal 
49 14 63 

0,653** 

54 9 63 

0,419** 

77,8% 22,2% 100,0% 85,7% 14,3% 100,0% 

Lobular 
3 0 3 2 1 3 

100,0% 0,0% 100,0% 66,7% 33,3% 100,0% 

Outros 
4 1 5 5 0 5 

80,0% 20,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Invasividade 

(n=77) 

In situ 
6 1 7 

0,99* 

6 1 7 

0,99* 
85,7% 14,3% 100,0% 85,7% 14,3% 100,0% 

Invasivo 
55 15 70 60 10 70 

78,6% 21,4% 100,0% 85,7% 14,3% 100,0% 

Receptor de 

Estrógeno 

(n=53) 

Negativo 
20 1 21 

0,71* 

19 2 21 

0,99* 
95,2% 4,8% 100,0% 90,5% 9,5% 100,0% 

Positivo 
24 8 32 29 3 32 

75,0% 25,0% 100,0% 90,6% 9,4% 100,0% 

Receptor de 

Progesterona 

(n=53) 

Negativo 
20 2 22 

0,277* 

19 3 22 

0,68* 
90,9% 9,1% 100,0% 86,4% 13,6% 100,0% 

Positivo 
24 7 31 29 2 31 

77,4% 22,6% 100,0% 93,5% 6,5% 100,0% 

HER-2 

(n=51) 

Negativo 
41 6 47 

0,457* 

42 5 47 

0,99* 
87,2% 12,8% 100,0% 89,4% 10,6% 100,0% 

Positivo 
3 1 4 4 0 4 

75,0% 25,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Ki-67 

(n=29) 

Negativo 

(<14%) 

4 1 5 

0,446* 

4 1 5 

0,32* 
80,0% 20,0% 100,0% 80,0% 20,0% 100,0% 

Positivo 

(<14%) 

22 2 24 23 1 24 

91,7% 8,3% 100,0% 95,8% 4,2% 100,0% 

Tipo 

Molecular 

(n=52) 

Luminal 

A 

4 1 5 

0,101** 

4 1 5 

0,671** 

80,0% 20,0% 100,0% 80,0% 20,0% 100,0% 

Luminal 

B 

9 1 10 10 0 10 

90,0% 10,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Luminal 
11 6 17 15 2 17 

64,7% 35,3% 100,0% 88,2% 11,8% 100,0% 

Super 

HER2 

3 1 4 4 0 4 

75,0% 25,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Triplo 

Negativo 

16 0 16 14 2 16 

100,0% 0,0% 100,0% 87,5% 12,5% 100,0% 

*Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independência ***Não foi possível calcular. 
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A positividade nuclear da MMP-2 foi mais evidente nos casos em que houve 

comprometimento da membrana basal / lesões invasivas, apresentando 21,4% em comparação 

aos casos in situ (14,3%). A marcação também foi mais expressiva nos casos invasivos, 

apresentando 7,1% de reatividade moderada ou forte nos casos invasivos e nas lesões in situ 

não houve este grau de reatividade. 

A marcação 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 comparação a 4,8% e 9,1% respectivamente nas 

amostras negativas para os receptores hormonais. Também foi observada uma marcação 

nuclear de maior intensidade nos casos positivos para estes receptores, sendo 15,6% de 

marcação de intensidade moderada/forte para os casos de RE+ e 12,9% desta mesma 

intensidade de marcação para os casos RP+. Para a marcação citoplasmática de MMP-2, não 

houve diferença quando comparado ao perfil dos RE, porém houve uma maior marcação nos 

casos de RP- (13,6%) comparados aos casos de RP+ (6,5%). 

Quando levamos em consideração o HER-2, a marcação nuclear para MMP-2 foi mais 

expressiva nos casos HER-2+ (25%) em comparação aos casos de HER-2- (12,8%). O inverso 

foi observado na análise de marcação citoplasmática, sendo positivos 10,6% dos casos HER-

2- e não havendo marcação para os casos HER-2+. 

 
Figura 1 - Marcação nuclear e citoplasmática de MMP-2 pela IHQ em Carcinoma Ductal Invasivo (Tripo Negativo). 

(Fonte: arquivo pessoal) 
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. 
Lesões que apresentavam o Ki-67 negativo mostraram uma positividade maior para o 

MMP-2 (20%) em comparação as lesões com o Ki-67 positivo. Porém, não foram obsevadas 

reatividades moderadas (++) ou forte (+++), apenas marcação fraca (+). 

A análise da marcação nuclear para MMP-2 nos subtipos moleculares mostrou uma 

maior positividade do subtipo Superexpressão de HER-2 (25%), seguido do Luminal A 

(20%), Luminal B (10%) e o Triplo Negativo não apresentou marcação positiva. Quanto à 

marcação citoplasmática, o subtipo molecular com maior positividade foi o Luminal A (20%), 

seguido do Triplo Negativo (12,5%), no entanto os subtipos Luminal B e Superexpressão de 

HER-2 não se observou marcação. 

A análise qualitativa da expressão de MMP-9 associada com as variáveis do estudo 

estão descritas na Tabela 5. Todas as marcações para MMP-9 (figura 2) foram fracas (+) ou 

moderadas (++), não apresentado marcação de intensidade forte (+++). Foi observado 

positividade apenas nos casos malignos, apresentando 2,7% de marcação. De acordo com o 

tipo histológico, somente lesões de origem ductal apresentaram marcação, sendo observados 

3,1% de positividade na marcação nuclear e 1,6% nas marcações citoplasmáticas. Da mesma 

forma, apenas lesões invasivas apresentaram positividade para o marcador.  

 
Figura 2 - Marcação nuclear e citoplasmática de MMP-9 pela IHQ em Carcinoma Lobular Invasivo (1) e 

Carcinoma Ductal Invasivo (2). (Fonte: arquivo pessoal) 

1 2 
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Tabela 5 – Análise qualitativa da expressão de MMP-9 associada com as variáveis da amostra. 

Variáveis 

MMP-9 núcleo MMP-9 citoplasma 

Negativo Positivo Total P-valor Negativo Positivo Total P-valor 

Tipo de Lesão 

(n=79) 

Benigna 
5 0 5 

0,99* 

5 0 5 

0,99* 
100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Maligna 
72 2 74 72 2 74 

97,3% 2,7% 100,0% 97,3% 2,7% 100,0% 

Tipo 

Histológico 

(n=71) 

Ductal 
62 2 64 

0,879** 

63 1 64 

0,939** 

96,9% 3,1% 100,0% 98,4% 1,6% 100,0% 

Lobular 
3 0 3 3 0 3 

100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Outros 
5 0 5 5 0 5 

100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Invasividade 

(n=77) 

In situ 
6 0 6 

0,99* 

6 0 6 

0,99* 
100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Invasivo 
69 2 71 70 1 71 

97,2% 2,8% 100,0% 98,6% 1,4% 100,0% 

Receptor de 

Estrógeno 

(n=53) 

Negativo 
22 0 22 

0,99* 

22 0 22 

0,99* 
100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Positivo 
30 1 31 30 1 31 

96,8% 3,2% 100,0% 96,8% 3,2% 100,0% 

Receptor de 

Progesterona 

(n=53) 

Negativo 
22 1 23 

0,43* 

23 0 23 

0,99* 
95,7% 4,3% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Positivo 
30 0 30 29 1 30 

100,0% 0,0% 100,0% 96,7% 3,3% 100,0% 

HER-2 

(n=51) 

Negativo 
46 1 47 

0,99* 

46 1 47 

0,99* 
97,9% 2,1% 100,0% 97,9% 2,1% 100,0% 

Positivo 
4 0 4 4 0 4 

100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Ki-67 

(n=29) 

Negativo 

(<14%) 

5 0 5 

*** 

5 0 5 

*** 
100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Positivo 

(<14%) 

25 0 25 25 0 25 

100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Tipo 

Molecular 

(n=52) 

Luminal 

A 

5 0 5 

0,682* 

5 0 5 

0,682** 

100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Luminal 

B 

10 0 10 10 0 10 

100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Luminal 
15 1 16 15 1 16 

93,8% 6,3% 100,0% 93,8% 6,3% 100,0% 

Super 

HER2 

4 0 4 4 0 4 

100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Triplo 

Negativo 

17 0 17 17 0 17 

100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

*Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independência ***Não foi possível calcular. 
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Lesões que apresentaram RE+ e RP- apresentaram marcação nuclear para a MMP-9, 

sendo 3,2% e 4,3% de positividade, respectivamente. Já no citoplasma, somente foi observado 

positividade em lesões RE+ (3,2%) e RP+ (3,3%). A positividade também somente foi 

observada nas lesões negativas para o HER-2 (2,1%) e nenhuma marcação foi observada 

quando comparamos lesões Ki-67 positivas e negativas. Na análise dos tipos moleculares, 

apenas houve positividade no grupo de lesões onde não foi possível diferenciar em Luminal A 

e B, apresentando marcação citoplasmática de 6,3%. 

 

DISCUSSÃO 

Devido à falta de algumas informações dos laudos das pacientes, como perfil dos 

receptores hormonais, HER-2 e Ki-67, houve uma limitação da quantidade de casos 

analisados no cruzamento das variáveis com a expressão das MMPs. Estas informações são de 

suma importância para conduta terapêutica da paciente, bem como para estudos de casos por 

profissionais de saúde. Estes laudos incompletos refletem uma falha na qualidade do serviço 

de saúde oferecido à população e favorecem um atendimento ineficaz as pacientes em 

tratamento de câncer de mama. É observado nos hospitais públicos que grande parte das 

mulheres diagnosticadas com câncer de mama não possui resultados imunohistoquímicos no 

prontuário. [33] Este problema ocorre principalmente pela falta de recurso do próprio hospital 

que impossibilitam resultados auxiliares para o acompanhamento das pacientes em tratamento 

para o câncer de mama e, apesar de alguns hospitais terceirizarem este serviço, este ainda 

possui falhas. [34] 

A manipulação das amostras biológicas 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 (fixação e emblocamento em parafina), favorecem 

um material de má qualidade para análise. A não preservação de tecido de algumas amostras 
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do nosso estudo pode ter sido reflexo de uma má manipulação do material biológico pelo 

serviço dos hospitais envolvidos no estudo. Apesar da técnica de IHQ, que é de baixo custo, 

ter um grande papel na prática clínica para o diagnóstico de lesões mamárias, como relatado 

por Liu et al. (2014) [35], qualquer erro de manipulação (seja nas lavagens, reagentes, tempo 

de incubação alterado, etc) também pode comprometer a marcação do tecido. 

Todas as correlações da expressão de MMP-2 e MMP-9 com as variáveis deste estudo 

não foram estatisticamente significativas (p-valor >0,05), ou seja, mudanças nas variáveis não 

promoveram mudanças significativas na expressão das MMP-2 e MMP-9 para as amostras 

analisadas no nosso estudo. 

A maior porcentagem de marcação para MMP-2 observada em casos malignos, em 

comparação com os benignos, está de acordo com os resultados obtidos por Xu et al. (2013) 

[31]. Nossos resultados para MMP-9 também estão de acordo com Zeng et al. (2013) [32]. 

Eles relataram que, além da associação com lesões malignas, a superexpressão de MMP-9 

estaria associada também a uma pior sobrevida global para as pacientes com câncer de mama. 

A positividade de marcação nas lesões invasivas do nosso estudo está de acordo com 

trabalhos realizados para evidenciar a associação da expressão de MMP-2 e MMP-9 com a 

ocorrência de metástases. [27] O primeiro passo para à disseminação sistêmica é a degradação 

da matriz extracelular e membrana basal com consequente invasão do tecido conjuntivo, 

sendo este evento principalmente regulado pelas MMPs.  Daniele et al. (2010) [27] 

confirmaram que a expressão de MMP-2 e MMP-9 foram significativamente mais elevadas 

no câncer de mama metastático em comparação com câncer não metastático, tanto na 

detecção tecidual como sorológica. 

Del Casar et al. (2009) [36] avaliaram a expressão de MMPs em comparação com 

tipos histológicos. Neste estudo foi observada uma maior expressão de MMP-2 nos tipos 

lobulares e tubular/papilar e de MMP-9 nos tipos ductais. Nossos resultados reforçaram 
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estudos anteriores onde também mostrou uma positividade maior na marcação de MMP-2 em 

casos lobulares e menos frequentes em outros tipos histológicos. Nosso trabalho também 

reforça a hipótese que o tipo ductal apresenta maior marcação para MMP-9. 

Pacientes que apresentam positividade para os receptores hormonais nas células 

tumorais têm o melhor prognóstico e vão responder bem as terapias hormonais. Em geral, a 

presença de RE e RP caracterizam tumores de crescimento mais lento e menos agressivos, 

podendo se relacionar também com um maior período de recorrência da doença. [8] Nossos 

resultados mostraram positividade nuclear para MMP-2 e positividade citoplasmática para 

MMP-9 em lesões com receptores hormonais positivos. Em 2013, Zeng et al. [32] relataram 

também uma maior positividade de expressão de MMP-9 em lesões com positividades para os 

RE e RP. Em um recente estudo, Catteau et al. (2016) [37] mostrou que a expressão 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 análise da positividade da MMP-2 e 

comparação com a expressão de HER-2 no estroma de CDI mostrou um aumento discreto na 

marcação em lesões negativas para HER-2. Zeng et al., 2013 [32] também observou este 

mesmo padrão de marcação para MMP-9 e nossos resultados estão de acordo com os autores, 

exceto pela marcação nuclear de MMP-2, onde foi observado uma maior expressão em lesões 

positivas para o HER-2. Segundo a literatura, as lesões de mama com superexpressão de 

HER-2 estão associadas com uma maior agressividade tumoral e taxas de recorrências mais 

altas. Logo, nossos resultados da expressão de MMP-2 e MMP-9, baseado na positividade de 

HER-2 sugerem que esta expressão não acompanha a agressividade tumoral de mama. 

A positividade do marcador de proliferação celular Ki-67, reflete uma maior 

agressividade tumoral, apresentando um pior prognóstico aos pacientes. Nosso estudo 

mostrou que lesões com baixos índices de Ki-67 apresentavam uma maior positividade apenas 
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para a MMP-2. Os resultados do nosso trabalho estão 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 relação de altos índices de Ki-67 com a superexpressão de MMP-2 e MMP-9 em 

câncer de mama. 

Em 2012, Niemiec et al. [15] sugeriram que os mecanismos de remodelação do 

estroma e carcinogênese podem diferir entre os subtipos de câncer 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 expressão de MMP-9 e esta associava-se com um mau prognóstico de 

câncer de mama. Já os resultados de Sullu et al. (2011) [40] mostram subtipos que não eram 

tripo-negativo apresentavam superexpressão de MMP-2 e MMP-9, sendo a superexpressão 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 marcações expressivas de MMP-2 nos 

subtipos de superexpressão de HER-2, Luminal A e Triplo-negativo. Já para MMP-9 a 

marcação foi mais evidente em subtipos Luminais. Estas divergências de resultados sugerem 

uma maior atenção para estas associações e estudos posteriores devem ser realizados para 

esclarecer quais subtipos apresentam uma maior expressão das MMPs. 

 

CONCLUSÃO 

Foi observada uma baixa expressão das MMP-2 e MMP-9 nas lesões de mama 

analisadas, porém as lesões malignas e invasivas obtiveram uma maior positividade na 

expressão. Tipos histológicos como lobular e outros menos frequentes apresentaram maior 

positividade na marcação de MMP-2 e o tipo ductal apresentou maior marcação para MMP-9. 

Marcações de MMP-2 foram mais expressivas nos subtipos de Superexpressão de HER-2, 

Luminal A e Triplo-negativo, já para MMP-9 a marcação foi mais evidente em subtipos 

Luminais. 
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Apesar de o nosso trabalho apresentar limitações quanto à quantidade de casos e não 

apresentar associações estatisticamente significativas em nenhum cruzamento da expressão 

tecidual das MMP-2 e MMP-9 com as variáveis do estudo, tendências importantes de 

aumento desta expressão nas lesões com características mais agressivas e invasivas foram 

observadas. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Foi observada uma baixa expressão das MMP-2 e MMP-9 nas lesões de mama 

analisadas; 

 Nas lesões malignas e invasivas foi observada uma maior positividade na expressão 

das MMP-2 e MMP-9; 

 Tipos histológicos como lobular e outros menos frequentes apresentaram maior 

positividade na marcação de MMP-2 e o tipo ductal apresentou maior marcação para 

MMP-9; 

 Marcações de MMP-2 foram mais expressivas nos subtipos de Superexpressão de 

HER-2, Luminal A e Triplo-negativo. Já para MMP-9 a marcação foi mais evidente 

em subtipos Luminais; 

 Não houve uma correlação estatisticamente significativa em nenhum cruzamento da 

expressão tecidual das MMPs com as variáveis do estudo; 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esses resultados nos levam a concluir que novos estudos precisam ser realizados visando 

esclarecer melhor a relação entre as MMP-2 e MMP-9 com a carcinogênese mamária, bem 

como estabelecer possíveis aplicações prognósticas e terapêuticas, haja vista a disponibilidade 

de inibidores de metaloproteinases de matriz. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice A - Tabela com cruzamento de informações da expressão de MMP-2 núcleo com as 

variáveis da amostra. 

Variáveis 

Análise Semiquantitativa Análise Qualitativa 

MMP-2 núcleo 

Total P-valor 

MMP-2 núcleo 

Total P-valor 
Negativo 

Positivo  

(+) 

Positivo  

(++) 

Positivo 

(+++) 
Negativo Positivo 

Tipo de 

Lesão 

(n=79) 

Benigna 
5 1 0 0 6 

0,928** 

5 1 6 

0,649** 
83,3% 16,7% 0,0% 0,0% 100,0% 83,3% 16,7% 100,0% 

Maligna 
58 10 4 1 73 58 15 73 

79,5% 13,7% 5,5% 1,4% 100,0% 79,5% 20,5% 100,0% 

Tipo 

Histológico 

(n=71) 

Ductal 
49 9 4 1 63 

0,968** 

49 14 63 

0,653** 

77,8% 14,3% 6,3% 1,6% 100,0% 77,8% 22,2% 100,0% 

Lobular 
3 0 0 0 3 3 0 3 

100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Outros 
4 1 0 0 5 4 1 5 

80,0% 20,0% 0,0% 0,0% 100,0% 80,0% 20,0% 100,0% 

Invasividade 

(n=77) 

In situ 
6 1 0 0 7 

0,91** 

6 1 7 

0,99* 
85,7% 14,3% 0,0% 0,0% 100,0% 85,7% 14,3% 100,0% 

Invasivo 
55 10 4 1 70 55 15 70 

78,6% 14,3% 5,7% 1,4% 100,0% 78,6% 21,4% 100,0% 

Receptor de 

Estrógeno 

(n=53) 

Negativo 
20 1 0 0 21 

0,234** 

20 1 21 

0,71* 
95,2% 4,8% 0,0% 0,0% 100,0% 95,2% 4,8% 100,0% 

Positivo 
24 3 4 1 32 24 8 32 

75,0% 9,4% 12,5% 3,1% 100,0% 75,0% 25,0% 100,0% 

Receptor de 

Progesterona 

(n=53) 

Negativo 
20 1 0 1 22 

0,173** 

20 2 22 

0,277* 
90,9% 4,5% 0,0% 4,5% 100,0% 90,9% 9,1% 100,0% 

Positivo 
24 3 4 0 31 24 7 31 

77,4% 9,7% 12,9% 0,0% 100,0% 77,4% 22,6% 100,0% 

HER-2 

(n=51) 

Negativo 
41 3 2 1 47 

0,583** 

41 6 47 

0,457* 
87,2% 6,4% 4,3% 2,1% 100,0% 87,2% 12,8% 100,0% 

Positivo 
3 1 0 0 4 3 1 4 

75,0% 25,0% 0,0% 0,0% 100,0% 75,0% 25,0% 100,0% 

Ki-67 

(n=29) 

Negativo 

(<14%) 

4 1 0 0 5 

0,446* 

4 1 5 

0,446* 
80,0% 20,0% 0,0% 0,0% 100,0% 80,0% 20,0% 100,0% 

Positivo 

(<14%) 

22 2 0 0 24 22 2 24 

91,7% 8,3% 0,0% 0,0% 100,0% 91,7% 8,3% 100,0% 

Tipo 

Molecular 

(n=52) 

Luminal 

A 

4 1 0 0 5 

0,213** 

4 1 5 

0,101** 

80,0% 20,0% 0,0% 0,0% 100,0% 80,0% 20,0% 100,0% 

Luminal 

B 

9 1 0 0 10 9 1 10 

90,0% 10,0% 0,0% 0,0% 100,0% 90,0% 10,0% 100,0% 

Luminal 
11 1 4 1 17 11 6 17 

64,7% 5,9% 23,5% 5,9% 100,0% 64,7% 35,3% 100,0% 

Super 

HER2 

3 1 0 0 4 3 1 4 

75,0% 25,0% 0,0% 0,0% 100,0% 75,0% 25,0% 100,0% 

Triplo 

Negativo 

16 0 0 0 16 16 0 16 

100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

    *Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independência  
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Apêndice B - Tabela com cruzamento de informações da expressão de MMP-2 citoplasma 

com as variáveis da amostra. 

Variáveis 

Análise Semiquantitativa Análise Qualitativa 

MMP-2 citoplasma 

Total p-valor 

MMP-2 

Citoplasma 
Total p-valor 

Negativo 
Positivo 

(+) 

Positivo 

(++) 
Negativo Positivo 

Tipo de 

Lesão 

(n=79) 

Benigna 
5 1 0 6 

0,942** 

5 1 6 

0,99* 
83,3% 16,7% 0,0% 100,0% 83,3% 16,7% 100,0% 

Maligna 
62 10 1 73 62 11 73 

84,9% 13,7% 1,4% 100,0% 84,9% 15,1% 100,0% 

Tipo 

Histológico 

(n=71) 

Ductal 
54 8 1 63 

0,733** 

54 9 63 

0,419** 

85,7% 12,7% 1,6% 100,0% 85,7% 14,3% 100,0% 

Lobular 
2 1 0 3 2 1 3 

66,7% 33,3% 0,0% 100,0% 66,7% 33,3% 100,0% 

Outro 
5 0 0 5 5 0 5 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Invasividade 

(n=77) 

In situ 
6 1 0 7 

0,946** 

6 1 7 

0,99* 
85,7% 14,3% 0,0% 100,0% 85,7% 14,3% 100,0% 

Invasivo 
60 9 1 70 60 10 70 

85,7% 12,9% 1,4% 100,0% 85,7% 14,3% 100,0% 

Receptor de 

Estrógeno 

(n=53) 

Negativo 
19 2 0 21 

0,99* 

19 2 21 

0,99* 
90,5% 9,5% 0,0% 100,0% 90,5% 9,5% 100,0% 

Positivo 
29 3 0 32 29 3 32 

90,6% 9,4% 0,00% 100,0% 90,6% 9,4% 100,0% 

Receptor de 

Progesterona 

(n=53) 

Negativo 
19 3 0 22 

0,638* 

19 3 22 

0,68* 
86,4% 13,6% 0,0% 100,0% 86,4% 13,6% 100,0% 

Positivo 
29 2 0 31 29 2 31 

93,5% 6,5% 0,0% 100,0% 93,5% 6,5% 100,0% 

HER-2 

(n=51) 

Negativo 
42 5 0 47 

0,99* 

42 5 47 

0,99* 
89,4% 10,6% 0,0% 100,0% 89,4% 10,6% 100,0% 

Positivo 
4 0 0 4 4 0 4 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Ki-67 

(n=29) 

Negativo 
4 1 0 5 

0,32* 

4 1 5 

0,32* 
80,0% 20,0% 0,0% 100,0% 80,0% 20,0% 100,0% 

Positivo 
23 1 0 24 23 1 24 

95,8% 4,2% 0,0% 100,0% 95,8% 4,2% 100,0% 

Tipo 

Molecular 

(n=52) 

Luminal 

A 

4 1 0 5 

0,671* 

4 1 5 

0,671** 

80,0% 20,0% 0,0% 100,0% 80,0% 20,0% 100,0% 

Luminal 

B 

10 0 0 10 10 0 10 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Luminal 
15 2 0 17 15 2 17 

88,2% 11,8% 0,0% 100,0% 88,2% 11,8% 100,0% 

Super 

HER2 

4 0 0 4 4 0 4 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Triplo 

Negativo 

14 2 0 16 14 2 16 

87,5% 12,5% 0,0% 100,0% 87,5% 12,5% 100,0% 

    *Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independência  
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Apêndice C - Tabela com cruzamento de informações da expressão de MMP-9 núcleo com as 

variáveis da amostra. 

Variáveis 

Análise Semiquantitativa Análise Qualitativa 

MMP-9 núcleo 

Total p-valor 

MMP-9 núcleo 

Total p-valor 
Negativo 

Positivo 

(+) 

Positivo 

(++) 
Negativo Positivo 

Tipo de 

Lesão 

(n=79) 

Benigna 
5 0 0 5 

0,933** 

5 0 5 

0,99* 
100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Maligna 
72 1 1 74 72 2 74 

97,3% 1,4% 1,4% 100,0% 97,3% 2,7% 100,0% 

Tipo 

Histológico 

(n=72) 

Ductal 
62 1 1 64 

0,992** 

62 2 64 

0,879** 

96,9% 1,6% 1,6% 100,0% 96,9% 3,1% 100,0% 

Lobular 
3 0 0 3 3 0 3 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Outro 
5 0 0 5 5 0 5 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Invasividade 

(n=77) 

In situ 
6 0 0 6 

0,917** 

6 0 6 

0,99* 
100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Invasivo 
69 1 1 71 69 2 71 

97,2% 1,4% 1,4% 100,0% 97,2% 2,8% 100,0% 

Receptor de 

Estrógeno 

(n=53) 

Negativo 
22 0 0 22 

0,99* 

22 0 22 

0,99* 
100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Positivo 
30 1 0 31 30 1 31 

96,8% 3,2% 0,0% 100,0% 96,8% 3,2% 100,0% 

Receptor de 

Progesterona 

(n=53) 

Negativo 
22 1 0 23 

0,434* 

22 1 23 

0,43* 
95,7% 4,3% 0,0% 100,0% 95,7% 4,3% 100,0% 

Positivo 
30 0 0 30 30 0 30 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

HER-2 

(n=51) 

Negativo 
46 1 0 47 

0,99* 

46 1 47 

0,99* 
97,9% 2,1% 0,0% 100,0% 97,9% 2,1% 100,0% 

Positivo 
4 0 0 4 4 0 4 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Ki-67 

(n=30) 

Negativo 
5 0 0 5 

*** 

5 0 5 

*** 
100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Positivo 
25 0 0 25 25 0 25 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Tipo 

Molecular 

(n=52) 

 

Luminal 

A 

5 0 0 5 

0,682** 

5 0 5 

0,682* 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Luminal 

B 

10 0 0 10 10 0 10 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Luminal 
15 1 0 16 15 1 16 

93,8% 6,3% 0,0% 100,0% 93,8% 6,3% 100,0% 

Super 

HER2 

4 0 0 4 4 0 4 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Triplo 

Negativo 

17 0 0 17 17 0 17 

100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

    *Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independência ***Não foi possível calcular. 

. 
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Apêndice D - Tabela com cruzamento de informações da expressão de MMP-9 citoplasma 

com as variáveis da amostra. 

Variáveis 

Análise Semiquantitativa Análise Qualitativa 

MMP-9 citoplasma 

Total p-valor 

MMP9 citoplasma 

Total p-valor 
Negativo 

Positivo 

(+) 

Positivo 

(++) 
Negativo Positivo 

Tipo de 

Lesão 

(n=79) 

Benigna 
5 0 0 5 

0,933** 

5 0 5 

0,99* 
100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Maligna 
72 1 1 74 72 2 74 

97,3% 1,4% 1,4% 100,0% 97,3% 2,7% 100,0% 

Tipo 

Histológico 

(n=72) 

Ductal 
63 0 1 64 

0,939** 

63 1 64 

0,939** 

98,4% 0,00% 1,6% 100,0% 98,4% 1,6% 100,0% 

Lobular 
3 0 0 3 3 0 3 

100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Outro 
5 0 0 5 5 0 5 

100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Invasividade 

(n=77) 

In situ 
6 0 0 6 

0,99* 

6 0 6 

0,99* 
100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Invasivo 
70 0 1 71 70 1 71 

98,6% 0,00% 1,4% 100,0% 98,6% 1,4% 100,0% 

Receptor de 

Estrógeno 

(n=53) 

Negativo 
22 0 0 22 

0,99* 

22 0 22 

0,99* 
100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Positivo 
30 0 1 31 30 1 31 

96,8% 0,00% 3,2% 100,0% 96,8% 3,2% 100,0% 

Receptor de 

Progesterona 

(n=53) 

Negativo 
23 0 0 23 

0,99* 

23 0 23 

0,99* 
100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Positivo 
29 0 1 30 29 1 30 

96,7% 0,00% 3,3% 100,0% 96,7% 3,3% 100,0% 

HER-2 

(n=51) 

Negativo 
46 0 1 47 

0,99* 

46 1 47 

0,99* 
97,9% 0,00% 2,1% 100,0% 97,9% 2,1% 100,0% 

Positivo 
4 0 0 4 4 0 4 

100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Ki-67 

(n=30) 

Negativo 
5 0 0 5 

*** 

5 0 5 

*** 
100,0% 0,00% 0,00% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Positivo 
25 0 0 25 25 0 25 

100,0% 0,00% 0,00% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Tipo 

Molecular 

(n=52) 

 

Luminal 

A 

5 0 0 5 

0,682** 

5 0 5 

0,682** 

100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Luminal 

B 

10 0 0 10 10 0 10 

100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Luminal 
15 0 1 16 15 1 16 

93,8% 0,00% 6,3% 100,0% 93,8% 6,3% 100,0% 

Super 

HER2 

4 0 0 4 4 0 4 

100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

Triplo 

Negativo 

17 0 0 17 17 0 17 

100,0% 0,00% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 

    *Teste exato de Fisher **Teste Qui-quadrado de Independência ***Não foi possível calcular. 



63 

 

ANEXOS 

 

Anexo 1 – PARECER DO CEP / CCS / UFPE 
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Anexo 2 – ARTIGO DE REVISÃO 

 

 
 
 
 


