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RESUMO

Objetivo: Analisar a expresséo dos fatores angiogénicos (VEGF, MMP-2 e MMP-9),
e dos inibidores teciduais especificos de metaloproteinases da matriz (TIMP-1 e
TIMP-2) em amostras de tumores, obtidas de um grupo de pacientes com cancer
primario de mama, e avaliar a correlagao destes com o linfonodo sentinela (LNS) e
outros fatores clinicopatologicos selecionados, como idade, diametro do tumor, tipo
histolégico, grau histolégico e invaséo vascular.

Métodos: Amostras de tumores primarios, de 88 mulheres com cancer de mama,
fixados em formalina e emblocados em parafina foram analisados. A técnica de
imunohistoquimica (IHQ), usando o complexo Avidina-Biotina-Peroxidase, foi usada
para medir a imunorreagdo dos antigenos nos tumores. A analise estatistica para
comparar a associagao entre fatores estudados com os grupos LNS positivo e
negativo e as demais variaveis selecionadas, foi realizada através de programa
estatistico, segundo o teste t de Student, Qui-quadrado de Pearson, teste U de
Mann-Whitney, teste H de Kruskal-Wallis e correlagdo de Spearman.

Resultados: Nenhuma correlagéo estatisticamente significativa foi encontrada entre
a expressao do VEGF, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 e a presencga de células
tumorais no LNS. Entretanto, tumores com maior diametro (p< 0,01) e a presencga de
invasdo vascular (p< 0,01) estavam positivamente correlacionados com a
positividade do LNS. Uma correlagao significativa entre alta expressao de VEGF (p=
0,04) e baixos niveis de TIMP-1 (p= 0,02) com o tipo histologico ductal também foi
observada. Alem disso, baixos niveis de TIMP-2 mostraram uma correlagao
significativa com a idade jovem (< 50 anos; p= 0,01) e tumores de maior didmetro
(2,0 a 5,0 cm; p=0,04).

Conclusao: O LNS positivo foi correlacionado com tumores de maior didmetro (p<
0,01) e com a presenga de invasdo vascular (p< 0,01). Altos niveis de VEGF e
baixos niveis de TIMP-1 foram observados em pacientes com tumores do tipo ductal,
enquanto altos niveis de TIMP-1 foram observados em tumores lobulares. A
confirmacao destes resultados necessita mais estudos.

Palavras-Chave: Neoplasias Mamarias; Neovascularizagcao; Fator A de Crescimento
do Endotélio Vascular; Metaloproteinases da Matriz; Inibidores Teciduais de

Metaloproteinases; Bidpsia do Linfonodo Sentinela.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de mama

1.1.1 Incidéncia e Mortalidade

O cancer de mama é provavelmente o mais temido pelas mulheres, devido a sua
alta frequéncia e, sobretudo pelos seus efeitos psicoldgicos que afetam a percepgéao
da sexualidade e a propria imagem pessoal. Ele é relativamente raro antes dos 35
anos de idade, mas acima desta idade sua incidéncia cresce rapida e
progressivamente. Este tipo de cancer representa nos paises ocidentais uma das
principais causas de morte entre as mulheres. As estatisticas indicam o aumento de
sua incidéncia em 30 a 40% entre os anos 70 e 90 na maioria dos paises,

principalmente entre as mulheres de mais de 50 anos [1, 2].

Nos ultimos anos foram realizados inumeros esforgcos no sentido de validar novas
estratégias para o diagnéstico e tratamento do cancer de mama, proporcionando
resultados menos traumaticos e mais efetivos para as pacientes. Os ensaios clinicos
confirmaram que os métodos cirurgicos radicais mutiladores e os conservadores séo

equivalentes em prognéstico e sobrevida global [3].

A introdugdo da técnica cirurgica do linfonodo sentinela (LNS) para o cancer de
mama, em 1994 por Giuliano et al [4], trouxe uma esperanga ainda mais
conservadora quanto a dissecagao axilar tradicional e, por outro lado, incentivou a

procura pelos casos de cancer sem metastase nos linfonodos axilares, em que essa
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técnica e outras menos invasivas podem ser aplicadas, evitando as complicagdes da
linfadenectomia axilar. A descoberta de novos agentes quimioterapicos, o uso de
bloqueadores hormonais e a introdu¢ao da terapia alvo também trouxeram boas

perspectivas para o tratamento da doenca [5-8].

Apesar dos avangos relacionados aos métodos propedéuticos, diagndstico precoce
e formas de tratamento, a incidéncia e a taxa de mortalidade do cancer de mama
continuam alarmantes em nosso meio. A complexidade e a frustracido no cancer de
mama estdo refletidas no fato que pacientes com caracteristicas clinicas e
patolégicas similares podem apresentar desfechos distintos e variada resposta
terapéutica. Estudos mostram que 20% das mulheres com diagndstico precoce de
tumores entre 0,5 - 1,0 cm de didmetro ja apresentam metastases em linfonodos
axilares e 25 - 30% das pacientes com linfonodos axilares negativos, classificadas
como de bom progndstico, desenvolvem recorréncia da doenga. Por outro lado, uma
proporcdo semelhante de pacientes que apresentam linfonodos axilares positivos,

alocadas em grupos de pior progndstico, nunca desenvolvem metastases [9, 10].
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Na estatistica mundial, o cancer de mama aparece como 0 segundo tipo de
neoplasia mais freqliente e o primeiro entre as mulheres. Dados do Instituto
Nacional de Cancer [11] estimam para o Brasil, no ano de 2008, para o sexo
feminino, 234.870 novos casos de cancer. Sendo que o cancer de mama sera o
mais incidente com 49.400 novos casos, seguido do cancer de colo uterino com
18.600 novos casos. A incidéncia de cancer de mama esperada no Brasil € de
50,71/100 mil mulheres. Na Regido Sul esta estimativa € de 67/100 mil mulheres e

no Rio Grande do Sul de 85,5/100 mil, com 4.880 casos novos (Figural e Tabela1).

estados )

Rio Grande do Sul tern uma taxa
estimada de 83,3 casos para
cada 100,000 rulheras,

Mulheres

Figura 1. Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia da neoplasia maligna da
mama feminina por 100.000 mulheres, estimadas para o ano 2008, segundo a Unidade da
Federacéo.

Fonte: MS/ INCA. Disponivel em: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2008>.
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Tabela 1. Estimativas para o ano 2008 das taxas brutas de incidéncia por 100.000 e do
numero de casos novos de cancer, em mulheres, segundo localizag&o primaria.

Estimativa dos Casos Novos
Localizacao Priméria
Neoplasia maligna RS Porto Alegre
Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
Mama Feminina 4.880 85,50 950 119,72
Colo do Utero 1.610 28,17 230 29,51
Célon e Reto 1.610 28,22 360 44,97
Traquéia, Brénquio e Pulmao 1.220 21,42 230 28,74
Estdmago 580 10,23 100 12,36
Leucemias 350 6,23 60 7,02
Cavidade Oral 230 3,96 60 7,01
Pele Melanoma 420 7,29 80 10,12
Eso6fago 430 7,58 40 5,47
Outras Localizagdes 6.970 122,13 1.720 215,94
Subtotal 18.300 320,66 3.830 480,85
Pele ndo Melanoma 4.920 86,22 530 67,04
Todas as Neoplasias 23.220 406,89 4.360 546,84

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.
Fonte: MS/INCA. Disponivel em: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2008>.

A taxa de mortalidade, no Brasil, € estimada em 10,40/100 mil mulheres e, no ano
de 2003 foi responsavel por 9.335 obitos de mulheres, sendo 980 destes ocorridos
no Rio Grande do Sul. Estima-se que a sobrevida média geral cumulativa apds cinco
anos, para mulheres com cancer de mama, seja de 65% nos paises desenvolvidos e

56% nos paises em desenvolvimento (Grafico 1) [11].
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Grafico 1. Taxas brutas de mortalidade por 100.000 mulheres para os tumores mais

freqUentes no Brasil, 1979 - 2000 e projecao para 2003.
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Fonte: MS/ INCA.
Disponivel em: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2008>.

1.1.2 Angiogénese tumoral e Metastases

O céncer de mama inclui um grupo heterogéneo de tumores com progndstico
variavel. Sdo tumores de alto potencial de malignidade devido a sua capacidade de
invasao local e metastases a distancia. Caracteriza-se por uma série progressiva de
eventos genéticos que ocorrem em um unico clone de células, devido a alteragdes
em um numero limitado de genes: 0os oncogenes e genes supressores tumorais.
Uma célula transformada sofre sucessivas divisbes celulares e mutacdes até se
organizar em um cluster de células tumorais. A organizacdo em forma de tumor

exige oxigénio e nutrientes para continuar o crescimento [12, 13].
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Segundo Folkman, os tumores conseguem permanecer em estado dormente até 1-2
mm, onde o numero de células que se proliferam seria igual ao das que morrem.
Para um posterior desenvolvimento, os tumores precisam induzir um processo
neoangiogénico, iniciado por fatores pré-angiogénicos. Estes fatores induzem as
células endoteliais nas vizinhangas dos vasos sanguineos a degradar sua lamina
basal e migrar em diregao ao tumor, que se expande rapidamente para 1 a 2 cm
apoés a vascularizacdo. A proliferacdo endotelial e a formacdo de novos vasos
estabelecem tanto a nutricdo para o tumor quanto a rota para que as células
neoplasicas entrem na circulagao e atinjam outros 6rgaos a distancia (Figura 2) [14-

16].

Células
endoteliais

Perfuséo
Nutrientes Oxigénio y

I
|
|

Fatores de
crescimento

Arteriola

Rota metastatica

Figure 2. A Neovascularizagao, provocada pelos fatores angiogénicos, aumenta o aporte de
oxigénio e nutrientes para o tumor, favorecendo o seu crescimento. Além disso, as células
tumorais também sao estimuladas pelos seguintes fatores de crescimento paracrinos,
produzidos pelas células endoteliais capilares: Fator basico de crescimento de fibroblasto,
Fator de crescimento epitelial ligado a heparina, Fator de crescimento derivado de
plaquetas, Fator estimulador de crescimento de colbnias de granuldcitos, Fator de
crescimento insulin-like 1.

Fonte: Folkman: N Engl J Med, 1995; 333(26):1757-63 [17]
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Esta capacidade adquirida de crescimento, invasdo e metastase € o que realmente
caracteriza o cancer. A metastase € o processo mais preocupante e estudado, pois
€ a causa da maioria das mortes por cancer e depende de processos intrinsecos a
célula ou sao iniciados por sinais do ambiente tissular, envolvendo varias etapas.
Estas iniciam pela perda da adesdo célula-célula; desprendimento de células
tumorais do tumor primario; adeséo e invasao da membrana basal (MB) adjacente,
que funciona como barreira para a migragao das células tumorais; invasao do tecido
conjuntivo adjacente; migragao destas células através da matriz extracelular (MEC);
passagem através da MB e do endotélio vascular, penetrando na corrente
circulatéria sanguinea ou linfatica (intravasao); interagao com as células linféides do
hospedeiro; formacdo de clones celulares na corrente circulatoria; adesdo ao
endotélio e MB; saida das células da corrente circulatéria (extravasao); formacgao de
um novo cluster de células tumorais em outro sitio a distancia, dependente da

angiogénese para crescer (Figura 3) [12, 18].
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Figura 3. llustracdo esquematica da cascata metastatica, mostrando as etapas seqlenciais
envolvidas na disseminagao hematogénica de um tumor.

Fonte: Robbins e Cotran, Patologia — Bases Patoldgicas das Doengas 7° Edi¢édo pag. 324

A chave para o fenotipo angiogénico envolve uma troca local no equilibrio entre
reguladores positivos e negativos do crescimento de microvasos. Tumores podem
hiperexpressar um ou mais dos reguladores positivos da angiogénese, mobilizar
proteinas angiogénicas para a MEC, recrutar multiddes de células como os

macrofagos que possuem sua propria proteina angiogénica ou combinar estes

processos. As células tumorais secretam as proprias enzimas proteoliticas ou
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enviam sinais a outras células normais da matriz extracelular e/ou endotélio,
estimulando a producgao das proteases. A liberacdo das proteases facilita a perda de
adesao célula-célula e a degradagao enzimatica ativa dos componentes da MB e da
MEC. Na borda invasiva do tumor o equilibrio entre as proteases e seus inibidores

tende a favor das proteases, favorecendo a protedlise e a invasao tumoral [19, 20].

Algumas proteinas angiogénicas sdo bem conhecidas, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF), fator
alfa de necrose tumoral (TNFa), interleucina 8 (IL-8) e as metaloproteinases da
matriz (MMPs). Oncogenes como o K-ras e o Her-2 atuam indiretamente na
angiogénese por estimular a expressédo do VEGF. O gene p53 é conhecido como

modulador da neovascularizagao por regular a expressao do VEGF [19-21].

O VEGF e as MMPs foram alvo de inumeros estudos, sendo relacionados com
varios tumores, como colo-retal, aparelho respiratorio, cabecga, pescogo e cancer de
mama. Existem evidéncias do envolvimento do VEGF e das proteases na
degradacgéao de elementos da MEC, incluindo a MB, facilitando a invasao tumoral e a
metastizagdo das células neoplasicas. Para muitos tumores a densidade vascular
pode estabelecer um indicador de potencial metastatico e pobre sobrevida [15, 16,

22].
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fator de crescimento endotelial vascular

O VEGF é um potente e seletivo fator mitogénico para o endotélio, que pode induzir
rapida e completa resposta angiogénica. Ele aumenta a permeabilidade vascular e
promove a formacdo de novos vasos, facilitando o crescimento e a metastizacao
tumoral. E produzido e secretado por uma série de células normais e tém expressao
marcada nas células neoplasicas do aparelho respiratério, digestivo e no cancer de
mama. Pertence a uma familia das glicoproteinas (VEGF-A, -B, -C e -D). O mais
estudado e conhecido é o VEGF-A (aqui chamado de VEGF), que esta relacionado
com a indugdo da angiogénese tumoral. O VEGF-C e o -D ligam-se ao VEGFR-3,
atuando nas células endoteliais linfaticas, para induzir a producéo de vasos linfaticos
(linfogénese). O VEGF-B liga-se ao VEGFR-1, podendo facilitar a mobilizagdo das

células-tronco endoteliais e tem papel importante na inflamacéao [23, 24].

O VEGF é um potente indutor da formagdo de vasos sanguineos no
desenvolvimento inicial (vasculogénese), e tem um papel central no crescimento de
novos vasos sanguineos em adultos (angiogénese). Atua quase exclusivamente no
endotélio, onde se encontra o seu maior receptor o VEGFR-2. Além da agao
mitogénica ele também age induzindo a vasodilatagdo e aumentando a
permeabilidade capilar. O aumento da expressdo do VEGF esta relacionado a
fatores como hipéxia, HIF-1a e oncogenes como o K-ras e o Her-2. A clivagem das

proteinas extracelulares pelas MMPs também libera o VEGF e a endostatina pela
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clivagem do colageno IV, sendo este um inibidor da angiogénese. O gene p53 é
conhecido como modulador da neovascularizagao por regular a expressao do VEGF
[20, 23, 24]. Estas informacdes estdo resumidamente apresentadas na tabela 2 e na

figura 4.

Tabela 2. Fator de crescimento endotelial vascular

Membros da familia: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D

P Glicoproteina dimérica com isoformas multiplas
Mutagdes no VEGF resultam em vasculogénese e angiogénese defeituosa
~ Expressa em baixos niveis numa variedade de tecidos adultos e em niveis maiores em alguns
Produgéo . 2f ; " ;
locais como nos podocitos do glomérulo e midcitos cardiacos
HIF-1
Agentes K ¢
indutores —
TGF-p
PDGF
VGFER-1
Receptores VGEFR-2 (células endoteliais)
VGEFR-3 (células endoteliais linfaticas)
Mutagdes nos receptores resultam na falta de vasculogénese
~ P iogé logé
Funcdes romove a angiogénese e vasculogénese

Aumenta a permeabilidade vascular
Estimula a proliferacao celular endotelial
Estimula a migracdo celular endotelial

Abreviaturas: Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); Fator de indugdo da
hipéxia, subunidade alfa (HIF-1a); Proto-oncogene K-ras (K-ras); Fator beta de
transformacdo do crescimento (TGF-B); Fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF); Receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VGFER).

Fonte: Adaptado de Robbins e Cotran, Patologia — Bases Patoldgicas das Doengas 72
Edicdo pag. 114
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Células
hospedeiras

Células
tumorais

Figura 4. Ativacao do fator de crescimento endotelial vascular pelos agentes indutores e
ligacdo com o seu receptor. Fonte: Disponivel em: <http://www.cancerphysicians.org.uk>.

2.1.1 Expresséao do fator de crescimento endotelial vascular no cancer de

mama

Na maioria dos estudos o VEGF néo esta relacionado com os fatores progndsticos
convencionais. Os dados sugerem que pacientes com altos niveis de VEGF tém
uma doenga biologicamente mais agressiva, € a convencional terapia adjuvante

pode nao reduzir o risco de recorréncia.

Mais de 25 peptideos angiogénicos foram descobertos e sequenciados, porém
somente uma minoria teve sua expressao testada em tumores humanos. Nathalia
Locopo [20] analisou o significado clinico dos fatores angiogénicos em cancer de

mama. O VEGF estava altamente expressado em cancer de mama. Encontrou a alta
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e moderada expressao do VEGF como um fator progndstico promissor, relacionado

a pior sobrevida global e livre de doencga.

Uma analise de estudos retrospectivos para avaliar o valor da medida da densidade
de microvasos intratumorais, feita por Giampietro Gasparini [25], demonstrou que
esta medida é um fator prognéstico importante em pacientes com linfonodo axilar
negativo e positivo. Foi considerado como importante fator progndstico, estando
relacionado a sobrevida global e sobrevida livre de doenga ou ambos. Pacientes
com cancer de mama em estagio inicial com altos indices de VEGF, tratadas com
terapéutica convencional, tem altas taxas de recorréncia e morte comparadas com

aquelas que apresentam baixos indices de VEGF.

Um estudo conduzido por Jianhua Zhao [26], envolvendo 59 pacientes submetidas a
mastectomia radical e Linfadenectomia axilar completa, com um segmento médio de
48,6 meses, avaliou os niveis de Endostatina e VEGF antes e apds trés semanas do
procedimento cirurgico. A conclusao foi que os niveis séricos de VEGF diminuiram
significativamente apds trés semanas de remoc¢ao do tumor (p< 0,01) e, os niveis de
endostatina ndo tiveram um decréscimo significativo (p> 0,5). Niveis séricos
elevados de VEGF foram encontrados em 25 pacientes, com normalizagdo em 19
pacientes apos a cirurgia. Das seis pacientes que permaneceram com elevados
niveis de VEGF, quatro tiveram recidiva precoce da doenga durante o segmento. A
analise mostra que elevados niveis de VEGF pré-operatorio esteve associado com

pior sobrevida livre de doenga (p= 0,02).

Li Hao et al [27] analisou por imunohistoquimica a expressdo do VEGF e da MMP-9
em uma série de 76 pacientes com neoplasias mamarias, demonstrando a

correlagdo com dados clinicopatologicos. A avaliagdo axilar apresentou linfonodos
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axilares positivos em 41(53,9%). Encontrou altas taxas de expressao de VEGF em
52(68%) e MMP-9 em 48(63%). A hiperexpressao de VEGF e da MMP-9 estava
asssociada ao grau histolégico (p= 0,003 e p= 0,004, respectivamente) e linfonodo
axilar positivo (p< 0,001, em ambos). A concomitante hiperexpressao do VEGF e
MMP-9 também estava relacionada com metastase em linfonodo axilar (p= 0,03).
Concluiu que estes marcadores podem determinar um valor progndstico no linfonodo

axilar.

KIM, HJ et al [28] avaliaram 84 amostras de tumores de mama, sendo 21
carcinomas in situ, e 63 carcinomas invasivos < 5 cm. O VEGF foi analisado por
imunohistoquimica e considerado positivo quando estava presente em mais que 5%
no citoplasma das células. Isto ocorreu em 21(100%) casos de carcinoma in situ e
em 57(90,5%) casos de carcinomas invasivos. A MMP-9 foi avaliada por hibridizagéo
in situ e estava positiva em 10(50%) casos de carcinomas in situ e em 22(44%)

casos de carcinomas invasivos.

2.2 Metaloproteinases da matriz e inibidores teciduais de metaloproteinases

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) sdo endopeptidases neutras da
familia das proteinases zinco dependentes. Elas tém papel importante nos
processos fisiolégicos como embriogénese, remodelagdo de tecido normal e
cicatrizacdo de feridas, onde mantém um balango com seus inibidores teciduais.

Também estdo envolvidas em condigdes patoldgicas onde existe a ruptura deste
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equilibrio, provocando doencas como artrites, retinopatia diabética, psoriase e

cancer [29, 30].

Elas sdo sintetizadas como peptideos por células do tecido conectivo, a maior parte
na forma latente (Zimogénios ou pré-enzimas). No espaco extracelular, sao
proteoliticamente clivadas e ativadas por quimicos como os radicais livres. A
producdo das MMPs é feita por varios tipos de células, incluindo os fibroblastos,
macrofagos, neutrdéfilos, células sinoviais e algumas células malignas. A secregao
das MMPs é induzida por certos estimulos como os fatores de crescimento (PDGF,
EGF), citocinas (IL-1, TNFa), fagocitose e estresse fisico. Todas as MMPs requerem
um pH neutro e Ca*? para poderem atuar e s&o inibidas pelos TIMPs. Estes, na
maioria, sdo produzidos pelas células mesenquimatosas, prevenindo a acao
descontrolada das MMPs. Outros fatores como o fator beta de transformacido do
crescimento (TGFB), o interferon y, os horménios esterdides, incluindo os

glicocorticéides e os retindides também bloqueiam a expressao das MMPs [31, 32].

O primeiro membro das MMPs foi descoberto por Gross e Lapiere em 1962, e apos
este periodo muitas outras MMPs foram descobertas. Atualmente 24 MMPs foram
identificadas em vertebrados, sendo que 23 destas também foram identificadas em
humanos. Com base em suas caracteristicas estruturais e de afinidade por
substratos, a familia foi dividida em seis grupos: Colagenases (MMP-1, MMP-8,
MMP-13 e MMP-18), Gelatinases (MMP-2 e MMP-9), Estromolisinases (MMP-3 e
MMP-10, MMP-11), Matrilisinases (MMP-7 e MMP-26), Metaloproteinases Tipo
Membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) e outras
MMPs: Metaloelastase (MMP-12), Enamelisinase (MMP-20), Xenopus (MMP-21),
CA-MMP (MMP-23), Gallus (MMP-27), Epilysin (MMP-28) e a MMP-19 (Figura 5)[33,

34].
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Figura 5. Estruturas esquematicas dos dominios das MMPs (A) e MT-MMPs (B)

A.
Peptideo de Sinal Fibronectina tipo Il Regido de articulagao Dominio Hemopexina
fon Zinco
| b }
Dominio Pro-peptideo Dominio Catalitico
B.

Peptideo de Sinal Regido de articulagao Dominio Hemopexina
jon Zinco l l
! v

Dominio Pro-peptideo  Dominio Catalitico Dominio Transmembrana

As MMPs contém um dominio pré-peptideo, responsavel pela laténcia da enzima, e um
dominio catalitico, portador de um ion zinco, estruturas sempre presentes e que
caracterizam estas enzimas. Sao proteinas zinco-dependentes. Um dominio hemopexina
determina substratos e inibidores de cada MMP. As Gelatinases sdo distinguidas pela
presengca de uma regido de insercdo da Fibronectina tipo Il (A). MMT-MMPs contém um
dominio transmembrana adicional que se acopla a membrana plasmatica da célula. Sua
ativagao é intracelular e apresentam-se ativadas a superficie da membrana plasmatica (B).
Adaptado de Curran e Murray [19].

A acao das MMPs pode ocorrer no espaco pericelular influenciando a atividade
celular. Estdo envolvidas na degradagao da membrana basal e matriz extracelular,
cuja atividade enzimatica auxilia o tumor na invasdo e disseminagdo. Possuem
habilidade para degradar a maioria dos componentes da matriz extracelular, como

colageno, laminina, fibronectina, e elastina. Elas clivam o colageno do tipo IV da
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MEC, cortando a tripla hélice em dois fragmentos desiguais, que sdo susceptiveis a
digestdo de outras proteinas. Os produtos derivados da clivagem dos componentes
da MEC, derivados do colageno e proteoglicanos, também apresentam atividades
promotoras do crescimento, angiogénese e quimiotaxia. Esta ultima pode promover

a migragao das células tumorais através da MEC afrouxada [33, 35-37].

A MMP-2 (72 kDa, Gelatinase A) é expressa por uma grande variedade de células
normais e transformadas. Esta envolvida com a remodelagem do tecido conectivo e
com a invasao tumoral. Sua ativacdo € mediada por uma metaloproteinase tipo
membrana (MT1-MMP) que cliva a GL-A pro-peptideo GL-A. Paradoxalmente a
TIMP-2 participa da ativagdo da MMP-2, por agir como um adaptador entre a MT1-
MMP e a pro-MMP-2, formando o complexo MT1-MMP/TIMP-2/pr6-MMP-2, porém
isto s6 acontece quando ha baixa concentracdo de TIMP-2 relativa a MT1-MMP. A
MMP-9 (92 kDa, Gelatinase B) € uma importante colagenase que contribui na
digestdo do colageno tipo IV e componentes primarios da membrana basal. E
produzida por queratécitos, mondcitos, macrofagos alveolares, leucocitos e uma

variedade de células malignas [31-38].

Os inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs), sdo uma familia de quatro
proteinas (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) de baixo peso molecular, bem
identificados em vertebrados e, sua expressdo é regulada durante o
desenvolvimento e remodelagem tecidual. Os TIMPs sao inibidores especificos das
matricinas que participam no controle da atividade das MMPs nos tecidos,
exercendo duplo controle, por inibicado da forma ativa e do processo de ativagao. O
TIMP-1 € uma glicoproteina de 28,5 kDa, com preferéncia pela pr6-MMP-9. O TIMP-
2, proteina nao glicosilada de 21 kDa, e o TIMP-4 exercem afinidade pela pré-MMP-

2. A hiperexpressdao do TIMP-3 pode induzir a apoptose em células normais e
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malignas. Os TIMPs ainda estimulam o crescimento de determinadas células,
promovem a esteroidogénese, o desenvolvimento de células germinativas e inibem a

angiogénese [30, 32, 34, 36-38].

O papel das MMPs e TIMPs na fisiopatologia tumoral, tem gerado grande interesse
nas pesquisas clinicas devido a sua participagdo no processo de protedlise dos
elementos da matriz extracelular, entre eles o colageno, laminina, fibronectina,
tenascina, proteoglicanos e gelatinas e seu envolvimento com tumor invasivo e
metastatico. A interacdo entre as células malignas e o tecido benigno peritumoral,
incluindo o endotélio vascular, pode servir como um importante mecanismo de
regulacdo para a invasdo tumoral e metastases. Este mecanismo envolve uma
complexa regulagao génica e interacdo molecular que ocorre tanto no tecido maligno
como no tecido benigno. A habilidade das MMPs de estimular o crescimento celular
e facilitar a quebra da MB e da MEC, confere a elas um papel importante no

processo de invasao e metastases [39, 40].

2.2.1 Expressédo das metaloproteinases da matriz e dos inibidores teciduais de

metaloproteinases no cancer de mama

Com o objetivo de encontrar novos e eficientes biomarcadores de progndstico e
desenvolver novas terapias alvo em cancer de mama, as MMPs e os TIMPs tém sido
exaustivamente investigados. Na literatura, Klein et al [41] relata a atividade
proteolitica das metaloproteinases e a capacidade de ativarem os fatores

angiogénicos, entre eles o VEGF, envolvidos no crescimento tumoral, angiogénese e
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metastases. Nancy Boudreau e Connie Myers [23] sugerem que o VEGF pode ter
sua producéo influenciada por altos niveis de metaloproteinases, sendo que a MMP-
9 merece mais ateng¢do. Entretanto Joyce Rundhaug [29] em uma revis&o relata que
os fatores angiogénicos podem induzir a expressao das MMPs no endotélio e no
estroma celular, e por outro lado as MMPs podem aumentar a biodisponibilidade

destes fatores para seus receptores.

O processo de protedlise € importante em todos os estagios do cancer de mama.
Um desbalanco entre as MMPs e os TIMPs, em particular a MMP-2 e o TIMP-2 e a
MMP-9 e o TIMP-1, favorece a degradagcao da matriz extracelular, facilitando a

invasao e metastases [34, 42].

Varios estudos prévios mostraram a hiperexpressao das MMPs e seus inibidores em
cancer de mama, usando uma variedade de técnicas, incluindo a imunohistoquimica

(IHQ).

Talvensaari et al [43] avaliou a expressdo da MMP-2 no tecido mamario de 177
mulheres com cancer primario de mama, através de IHQ. Aproximadamente 84%
das amostras eram positivas para MMP-2 e, 22% eram altamente positivas para
MMP-2. A expressao estava relacionada a curta sobrevida em 10 anos, mostrando
que 56% das pacientes com alta expressao estavam vivas neste periodo, enquanto
88% daquelas com MMP negativa e 70% daquelas com baixa ou moderada
expressao sobreviveram no mesmo periodo (r= 7,4; p< 0,001). Uma correlagéo
positiva foi encontrada em pacientes com estagio avangado da doenga com idade
menor que 55 anos (r = 4,5; p = 0,02). Em relagdo ao didametro tumoral e linfonodos

axilares, ndo foi encontrada nenhuma correlacao significativa, entretanto 93% dos
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casos com linfonodos axilares metastaticos fusionados (N2) ou com metastases a

distancia (M1) tinham MMP-2 positiva.

Em outro estudo, por IHQ, o mesmo autor encontrou uma correlagéo significativa da
MMP-2 com fatores progndsticos desfavoraveis na pés-menopausa. Correlacionou a
positividade da MMP-2 com tumores pequenos (T1: tumor < 2 cm; T2: tumor > 2 cm
e < 5 cm) e baixo comprometimento axilar com curta sobrevida. Todas as pacientes
MMP-2 negativas estavam vivas em cinco anos, comparadas com 75% das MMP-2

positivas (p= 0,02) [44].

Hirvoen et al [45] também analisou por IHQ, tumores de mama T1-2 com linfonodo
axilar negativo, em 137 mulheres. Nao encontrou relagdo estatisticamente
significativa com a sobrevida, apesar de todas as pacientes MMP-2 negativa
estarem vivas em 10 anos, contra 87% das MMP-2 positiva (p= 0,07). No entanto
Johanna Pellikainen et al [46] encontrou altas taxas de imunorreacdo das MMPs
associadas a tumores pequenos T1-2. A MMP-2 estava associada ao linfonodo
negativo (p= 0,005), mas ndo a sobrevida global. A MMP-9 estava associada a pior

sobrevida livre de doencga (p = 0,024) e a pior diferenciagao histolégica (p= 0,013).

A analise da expressao da MMP-2 e da vascularizacdo tumoral em 75 amostras de
tecidos de tumor mamario, através de IHQ, ndo mostrou relagdo da expressao da
MMP-2 com o risco de recorréncia da doencga, formagdo de metastases, grau
histolégico, envolvimento linfonodal ou receptores de estrogénio. No entanto
apresentou correlagdo significativa com a densidade vascular, sugerindo seu

potencial angiogénico no tumor mamario [47].

Li Hao et al [27] encontrou associagao do VEGF (p= 0,003) e da MMP-9 (p= 0,004)

com alto grau histolégico e com linfonodos axilares positivos (ambos com p< 0,001),
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porém nao encontrou nenhuma relagdo com a idade e o diametro tumoral. Uma
tendéncia negativa entre a expressdao da MMP-9 e a invasao vascular, foi
encontrada por Baker et al [48] ao analisar 44 pacientes com cancer de mama.
Mylona et al [49] também encontrou uma associagao inversa entre a MMP-9 e a
proliferacdo, medida pelo Ki-67 (p= 0,034), ao analisar 138 casos de tumor de

mama.

A MMP-2 associada a tumores com diametro tumoral maior que 2 cm (p= 0,022),
mas nao com o tipo histoldgico, grau histologico e linfonodo axilar, foi encontrada no
estudo de Lydia Nakopoulou et al [50]. Resultados semelhantes foram encontrados
por Zhang Yun-gang [13], analisando 94 tumores ductais invasivos, associando a

alta expressdo da MMP-2 com tumores volumosos e baixa expressao do TIMP-2.

Acompanhando 210 pacientes por 62 meses Scorilas et al [51] observou melhor
sobrevida livre de doenga nas pacientes com linfonodo negativo e MMP-9 positiva
(p= 0,039) comparadas aquelas com MMP-9 negativa. O didmetro tumoral maior
também estava associado a MMP-9 negativa. Concluiu que pacientes com linfonodo
axilar negativo e alta expressdo da MMP-9 tem consideravel redugdo do risco de
recidiva (p= 0,039) ou morte (p= 0,0099). He-Cheng Li et al [52] estudou 270 casos
de cancer de mama linfonodo negativo, mostrando uma associagédo da MMP-9 com
o grau histolégico (p< 0,002), didmetro tumoral (p= 0,05) e a sobrevida livre de
doenca (p= 0,013). Porém a sobrevida global n&o apresentou associagao

significativa (p= 0,09).

Outros estudos publicados usando a técnica de ELISA, também revelam dados
discordantes. Decock et al [53] ndo encontrou nenhuma associacao entre os niveis

plasmaticos pré-operatérios das metaloproteinases 2 e 9 e os linfonodos axilares,
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diametro do tumor e grau histolégico. Jinga et al [54] analisando tumores de mama
benignos e malignos, mostrou que a MMP-9 estava mais elevada em tumores
malignos, apresentando uma relagéo positiva com o didmetro tumoral. A expressao
da MMP-2 estava associada ao linfonodo axilar positivo e tumores maiores que 2 cm

(p= 0,011 e p=0,016).

Shu-Chih Liu et al [55] determinou a concentracdo de pro-MMP-2, pr6-MMP-9 e
MMP-2 e -9 ativas em 60 pacientes com cancer de mama. Os niveis foram
significativamente mais elevados nos tecidos tumorais comparados com o tecido
normal adjacente (p< 0,001). A MMP-2 estava correlacionada com o didmetro
tumoral (p< 0,01) enquanto a MMP-9 ndo apresentou esta correlagcdo. A MMP-2
também estava mais elevada naquelas pacientes com doenga metastatica (p< 0,05)

e com alto grau histoldgico (p= 0,006).

Anne Talvensaari-Mattila [56] analisou a MMP-9 em 71 pacientes e realizou um
acompanhamento durante 10 anos. Concluiu que baixos niveis de MMP-9 pré-
operatorios estavam associados a pior sobrevida livre de doenga (p= 0,005).
Encontrou uma menor sobrevida livre de doengas naquelas com baixa taxa de MMP-
9, com linfonodo axilar negativo (p= 0,03) e naquelas com menos de 50 anos (p=
0,02). Por outro lado, Sirpa Leppa et al [57] encontrou melhor sobrevida naquelas
com baixas taxas de MMP-2 (p= 0,002). As metastases ésseas e viscerais também

estavam associadas a altas taxas de MMP-2 (p= 0,05 e p=0,018).

A concentragao e a atividade plasmatica da MMP-2 e da MMP-9 foi medida através
de imunocaptura por Somiari et al [58], para comparar grupos com cancer de mama
(n= 31), doenga benigna (n= 38), alto risco (n= 31) e baixo risco (n= 24) de

desenvolver cancer de mama. A concentragao de MMP-2 total foi significativamente
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mais baixa nas pacientes de baixo risco em relagdo aquelas com doenga benigna ou
com alto risco (p< 0,001, respectivamente) e cancer de mama (p= 0,002). A
atividade da MMP-2 total também foi mais baixa nas mulheres com baixo risco
comparado com cancer, doenga benigna e alto risco (p< 0,001, respectivamente). A
concentragdo da MMP-2 ativa foi mais alta no grupo de baixo risco, comparado com
0s grupos de alto risco (p= 0,001), doenga benigna (p= 0,022) e cancer (p= 0,038). A
MMP-9 total mostrou-se significativamente mais alta no grupo de baixo risco
comparado com os grupos de cancer (p= 0,013), doenga benigna (p< 0,001) e alto
risco (p< 0,001). Por outro lado as pacientes com cancer apresentavam
concentragao mais alta da MMP-9 total em relagao aquelas com doenga benigna (p<
0,001). A MMP-9 ativa estava mais baixa no grupo de baixo risco, comparadas com
os grupos de alto risco, doenga benigna (p< 0,001, respectivamente) e cancer (p=

0,015).

O TIMP-1 foi analisado em 133 casos de cancer invasor de mama por Lydia
Nakopoulou [59]. A expressao estava aumentada em 60,15% dos casos, com uma
relacédo inversa entre TIMP-1 e grau histolégico (p= 0,003). Os casos com aumento
do TIMP-1 estavam correlacionados com fatores de progndstico favoravel,
principalmente com linfonodo axilar negativo. Ainda as pacientes com TIMP-1
elevado apresentaram uma melhor sobrevida (p= 0,01). Porém afirma que o
potencial prognostico do TIMP-1 em cancer de mama nao esta bem claro. Baker et
al [48] encontrou a reducédo do TIMP-2 associado ao comprometimento axilar e ao
pior indice prognéstico de Nottingham (> 3,4), ao contrario, as altas taxas de TIMP-2

estavam associadas a tumores menores que 2 cm.

Wurtz et al [60] associou o TIMP-1 mRNA a pior prognéstico em neoplasias,

inclusive a mamaria. Esta afirmacao pode causar surpresa, mas pode ser explicada
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pela atividade proteolitica ao formar complexo com a pr6-MMP-9. O aumento do
TIMP-1 também esta relacionado ao aumento do VEGF em algumas neoplasias.
Acredita-se que seja decorrente da sua atividade anti-apoptética e seu efeito
angiogénico. Isto determinaria sua associagao com o crescimento tumoral, invaséo e
metastase. Outros autores associaram os TIMPs a pior prognéstico: Xu-Wen Liu et
al [61] mostrou, por imunoavaliacdo, a atividade anti-apoptética do TIMP-1 em
cancer de mama, associando a expressao do TIMP-1 com mau progndstico. Stetler-
Stevenson e Dong-Wan Seo [62] concluiram, através de hibridizagao in situ, que o
TIMP-2 em niveis baixos forma complexos com a MT1-MMP para ativar a pr6-MMP-

2, desregulando a atividade proteolitica no espago extracelular.

Hee Jung Kim et al [28] analisando, por IHQ, 63 casos de tumores de mama T1-T2,
nao encontrou nenhuma correlagdo das taxas de TIMP-2 com o grau histolégico e
linfonodo axilar. Bernard Tétu et al [63] por estudo de hibridizagdo in situ, também
nao encontrou uma associag¢ao entre o TIMP-2 e a sobrevida. Mas analisando o
balanco MMP-2/TIMP-2 encontrou uma pior sobrevida em cinco anos (60%)
naquelas pacientes com alta taxa de MMP-2 e baixa de TIMP-2. Uma melhor
sobrevida em 5 anos (74%) foi encontrada naquelas pacientes com alta taxa de
TIMP-2 e baixa de MMP-2. No entanto estas diferencas nao foram estatisticamente
significativas. Este balango também foi analisado, através de IHQ, por Lydia
Nakopoulou [50], que associou a MMP-2 elevada ao diametro tumoral maior que 2
cm (p= 0,002), mas ndo com o tipo histoldgico, grau histolégico e linfonodo axilar. O
balango entre MMP-2/TIMP-2 estava correlacionado significativamente com a
sobrevida (p= 0,021), sendo melhor nos casos TIMP-2 positivo e MMP-2 negativa e,

também naqueles em que ambas eram positivas.
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Outros autores também descreveram a alteracdo no balango entre MMPs e TIMPs
como responsaveis pelo aumento da producdo e atividade das MMPs,
desenvolvendo um papel importante na invasao e metastase tumoral. A alteragao no
balanco MMPs/TIMPs, especialmente as MMPs 2 e 9 e os TIMPs 1 e 2, pode ter
profundo efeito na composicdo da membrana extracelular, afetando varias funcdes
celulares, incluindo a adesao, diferenciagcdo e metastase [23, 59]. Jinga et al [54]
analisou, através do método gelatino-zimografico e ELISA, esta razao entre tecidos
benignos e malignos de mama e encontrou diferenga significativa em relagédo aos
tecidos malignos, sugerindo que o balango anormal entre MMPs e TIMPs tem papel
importante na configuragao e crescimento do tumor. Também encontrou altas taxas
de MMP-2 e reducdo do TIMP-2 nas pacientes com linfonodos axilares positivos (p =
0,011). Tumores com indice prognostico de Nottingham bom (< 3,4) apresentaram
alta taxa de TIMP-2 (p= 0,038) e baixa taxa de MMP-2/TIMP-2 (p= 0,016). Os
estudos por imunohistoquimica, sobre a expressido do VEGF, MMPs 2 e 9 e os
inibidores especificos das MMPs (TIMP 1 e 2) no cancer de mama estao resumidos

na tabela 3.
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Tabela 3. Estudos por IHQ da expressdo da MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e VEGF em
carcinoma invasor de mama.

Autor Fatores Expresséo Linfonodo Idade @ tumor Tipo Grau Invasdo  Sobrevida
(%) axilar histolégico histolégico vascular

Scorilas A”' MMP-9 80,0 NS p=0,01 p=0,014 p= 0,037 NS NS p< 0,02°

n=210 p<0,01°

Kim HJ? MMP-2 - NS - NS - NS NS -

n=63 MMP-9 44,0 NS - NS - NS NS -
VEGF 90,5 p= 0,012 - NS - NS NS -

Hao L MMP-9 63,0 p< 0,001 NS NS p= 0,004 - -

n=76 VEGF 68,0 p< 0,001 NS NS p= 0,003 - -

Mylona E*° MMP-9 74,1 NS - NS NS NS - p=0,027°

n= 175 p=0,015°

Talvensaari-M*®  MMP-2 69,0 SIG - SIG - SIG - p< 0,05°

n= 100 p=0,02°

Li HC® MMP-2 56,7 - - p= 0,012 - p< 0,001 - p= 0,016

n=270 MMP-9 59,6 - - NS - p< 0,002 - p=0,015"

Tetu B® TIMP-2 41,7 - - - p= 0,003 - p=0,027 NS

n= 539 MMP-2 48,8 p= 0,014 - - - - - NS

Nakoupoulo L% MMP-2 75,6 NS - p= 0,022 NS NS - NS

n= 135

Nakoupoulo L*  TIMP-1 60,1 p= 0,025 - - - p= 0,003 - p=0,01°

n= 133

Pellikainen JM*  MMP-2 80,0 p= 0,005 - - - - - NS

n= 421 MMP-9 85,0 - - - - p=0,013 - p=0,024°

Abreviaturas: Imunohistoquimica (IHQ); Metaloproteinase da matriz (MMP); Inibidor tecidual de
metaloproteinase da matriz (TIMP); Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); Didmetro do
tumor (9 tumor); Significativo (SIG) e N&o significativo (NS).

Sobrevida livre de doenga; "Sobrevida global.
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3. JUSTIFICATIVA

Cancer de mama € uma doenga biologicamente heterogénea, complexa,
caracterizada por multiplas alteragdes genéticas cumulativas. O seu curso clinico
pode ser altamente variavel. Fatores como idade, didmetro tumoral, niumero de
linfonodos axilares positivos, receptores hormonais (RE e RP) e a expressao da
proteina HER-2 sdo usualmente utilizados para orientar a terapia adjuvante mais
apropriada para mulheres com doenga locorregional. Entretanto, estes dados se
mostram insuficientes para refletir o real potencial de agressividade do tumor. A
tomada de decisao ao abordarmos pacientes com linfonodos axilares clinicamente
negativos representa um especial desafio terapéutico. A identificagdo de novos
marcadores € a chave para este dilema. Fica, portanto, evidente a necessidade de
pesquisarmos novos marcadores moleculares preditivos que, associados as
caracteristicas clinicas e aos marcadores usados rotineiramente, sejam capazes de
identificar diferentes grupos progndsticos para receberem um regime terapéutico
mais adequado e efetivo. Na literatura, estudos recentes tém mostrado que o VEGF
e as MMPs tém forte associagdo com a angiogénese, invasao tumoral e a presenca
de metastases. Entretanto, o papel destes marcadores nao esta plenamente

estabelecido na oncologia mamaria.

Por esta razdo, decidimos estudar a expressao dos fatores angiogénicos (VEGF,
MMP-2 e MMP-9) e dos inibidores teciduais especificos das metaloproteinases
(TIMP-1 e TIMP-2) em tumores primarios de mama e correlaciona-los com o
envolvimento do linfonodo sentinela, bem como outras caracteristicas

clinicopatoldgicas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estudar a expressao dos fatores angiogénicos (VEGF, MMP-2 e MMP-9) e dos
inibidores teciduais especificos das metaloproteinases (TIMP-1 e TIMP-2) em

amostras de tumores malignos primarios de mama.

4. 2 Objetivos especificos

Correlacionar a expressado dos fatores VEGF, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2

com as seguintes variaveis:

a) Envolvimento do linfonodo sentinela

b) Idade

c) Didmetro tumoral

e) Tipo histolégico

f) Grau histoldgico

g) Invasao vascular
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ABSTRACT

Objective: The expression of VEGF, MMP-2 and MMP-9 and specific tissue
inhibitors of matrix metalloproteinase TIMP-1 and TIMP-2 was analyzed in tumor
samples obtained from patients with primary breast cancer, aiming to correlate these
findings with the status of the sentinel lymph node (SLN) and clinical-pathological

characteristics, such as age, menopausal status, tumor size and vascular invasion.

Methods: Tumor samples from 88 patients with primary breast cancer were
analyzed. The immune-reactivity of various marker antigens in tumors was correlated
with clinical and pathological features, as well as the status of the sentinel lymph
node (SLN).

Results: No statistically significant correlation was found for the expression of VEGF,
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 and the presence of tumor cells in the SLN.
However, larger tumor diameter (p< 0.01) and the presence of vascular invasion (p<
0.01) were positively correlated with a positive SLN. A significant correlation between
higher VEGF expression (p= 0.04) and lower TIMP-1 levels (p= 0.02) with ductal
histology was also observed. Furthermore, lower TIMP-2 levels showed a significant
correlation with younger age (< 50 years; p= 0.01) and larger tumor diameter (2.0 -
5.0 cm; p= 0.04).

Conclusion: A positive SLN was correlated with a larger tumor diameter (p< 0.01)
and the presence of vascular invasion (p< 0.01). Higher VEGF and lower TIMP-1
levels were observed in patients with ductal tumors, while higher TIMP-1 levels were

observed in lobular tumors. These results warrant further studies.

Key words: Breast cancer; Vascular Endothelial Growth Factor; Matrix
Metalloproteinase; Metalloproteinase Tissue Inhibitors; Sentinel Lymph Node.
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INTRODUCTION

Pioneer work done by Judah Folkman in the 1970°s suggested that tumor
angiogenesis was a critical event for cancer growth [1]. The interaction between
tumor cells and stroma is a vital condition for beginning this process, involving
molecules that include growth factors, adhesion molecules, angiogenic stimuli,
clotting factors and proteinases [2]. A metanalysis of 87 publications on
microvascular density and prognosis in breast cancer revealed a finding statistically
significant correlation between the presence of tumor angiogenesis, analyzed by

vascular microdensity, and patient survival [3].

Some angiogenic proteins are well known such as the vascular endothelial growth
factor (VEGF), the basic fibroblast growth factor (bFGF), tumor necrosis factor alpha
(TNFa), interleukin 8 (IL-8) and the matrix metalloproteinases (MMPs). The
angiogenesis endogenous inhibitors are necessary to decrease the mitogenic stimuli
in the vascular endothelium. The best known are angiostatin, platelet factor 4,
interferon alpha and the tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMPs).
Adhesion molecules such as integrin a,83 and laminin also play important role in
angiogenesis, tumor invasion and metastasis [4, 5]. Modifications in the expression
of tumor angiogenic factors as well as their inhibitors were described in various types
of cancer, such as colorectal, lung, head and neck, malignant melanoma and breast

cancer [6, 7].

Breast cancer, in particular, is a biologically heterogenous disease and its clinical

course can be highly variable. Factors such as age, tumor diameter, number of
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positive axillary lymph nodes, hormonal and HER-2 receptor status are currently
used to guide selection of the appropriate adjuvant therapy for women with
locoregional disease. However, treatment decisions in patients with clinically-
negative axillary lymph nodes represent a special therapeutic challenge. For the
above reason, we decided to study whether the expression of angiogenic factors
(VEGF, MMP-2 and MMP-9) and specific tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases (TIMP-1 and TIMP-2) in the primary tumor could be correlated
with the status of the sentinel lymph node (SLN), as well as to other

clinicopathological features.

METHODS

Ninety-five patients with the diagnosis of breast cancer, with clinically negative
axillary lymph node and without distant metastasis, were operated at the Academic
Hospital in Porto Alegre (HCPA), Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS)
between January and December 2004. Tissue samples obtained from the primary
tumor as well as from the sentinel lymph node (SLN) were analyzed. This cross-
sectional study analyzed the expression of VEGF, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 and
TIMP-2 in formalin-fixed and paraffin embedded blocks with breast tumor samples.
Hematoxylin-eosin (HE) slides were checked and a paraffin block from each case
was separated for immunohistochemical studies. Two cases of in situ carcinoma
were excluded from the series, while five cases were discarded due to insufficient
material, three of them showing a positive SLN for the presence of malignancy. Thus,

88 patients were included in the final analysis.
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The project was approved by Postgraduate Research Group and Medical Ethics
Commission of HCPA; number 01/88CNS. The aims of the study were to correlate
VEGF, matrix metalloproteinase 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9), the tissue inhibitors of
matrix metalloproteinases 1 and 2 (TIMP-1 and TIMP-2) level of expression in the
primary tumor with the following parameters: 1) presence (+) or absence (-) of tumor
involvement in the SLN; 2) age, < 50 and = 50 years; 3) tumor diameter, categorized
as < 2.0 or between 2.0 and < 5.0 cm; 4) histological types classified as ductal or
lobular; 5) histological grade, classified as grade 1, grade 2 or grade 3; 6) presence

of absence of vascular invasion.

The IHC technique, using the standard avidin-biotin-peroxidase complex, was used
to measure the expression of antigens in tumors. The immuno-reaction was analyzed
in a qualitative and quantitative way. The qualitative estimation was based on the
staining intensity of the cytoplasm of neoplastic cells, using the following scores: O:
absence of staining, 1: slightly positive, 2: medium positive, 3: strongly positive. The
quantitative analysis of the expression of protein was estimated in percentages from
0 (zero) up to 100%. The final expression of each case was obtained by the means
of algorithm: HSCORE = }[(I + 1)] x PC, where | and PC represent the staining

intensity and the percentage of stained cells, respectively [8, 9].

In order to measure the expression of VEGF, we utilized the polyclonal antibody of
rabbit antifactor of vascular human endothelial growth of Signet's USA™ Ultra
Streptavidin detection, at dilution 1:30, using as external control as sample of breast
tumor. The expression of MMP-2 and of MMP-9 was measured by monoclonal
antibody of rat (NCL-MMP2-507, clone 17B11) and monoclonal antibody of rat (NCL-
MMP9-439, clone 15W2) of Novacastra Laboratories™, at dilution of 1:40, using the

external control of hepatic normal tissue. The expression of TIMP-1 (tissue inhibitor
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of MMP-9) was analyzed with the monoclonal antibody of rat (NCL-TIMP1-485, clone
6F6a) of Novacastra Laboratories™, at dilution of 1:75, with external control of colon
tissue. For analyzing the expression of TIMP-2 (tissue inhibitor of MMP-2) it was
used monoclonal antibody of rat (NCL-TIMP2- clone 3A4) of Novacastra Laboratories
™ “at the dilution of 1:25 and the external control used was placenta tissue. Standard

positive and negative controls were also included in the experiments.

The semi-quantitative analysis was carried out by an experienced pathologist at the
Department of Pathology of HCPA, using optical microscope Olympus pattern BX-2.
The qualitative expression was considered positive when the tumor showed at least
one cell with clear cytoplasmic positivity for each marker utilized. The quantitative
expression of each marker was taken as the average of the percentage of stained

cells in at least 10 microscopic fields.

The statistical analysis to compare the association between SLN positive group
versus negative group with the factors being studied and the other variables selected
was done by means of statistical program SPSS V11. The continuous variables such
as age and tumor diameter were analyzed by Student t test. The vascular endothelial
growth factor, the matrix metalloproteinase 2 and 9 and the tissue inhibitors of
metalloproteinases 1 and 2 were correlated with the other clinical-pathological
parameters by the non-parametrical Mann-Whitney U test, since the correlation with
the histological grade was done by the non-parametrical Kruskal-Wallis H test. The
Pearson chi-squared test (x°) was used to analyze categoric variables. The
correlation of angiogenic factors among them was analyzed through the Spearman
correlation coefficient. The confidence interval was set at 95% (IC 95%) and the

values of p< 0.05 were considered statistically significant.
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RESULTS

Table 1 shows the distribution of clinical-pathological and immunohistochemical data
according to SLN (+) and SLN (-) status. The average age of patients was 59 (33 -
81) years. The tumor diameter showed an average of 2.3 (0.5 - 5.0) cm. The most
frequent histological type was the infiltrating ductal carcinoma with 83 (94%) cases
and the infiltrating lobular carcinoma was present in 5 cases (5.7%). The distribution
of histological type, according Scarff Bloom Richardson was classified in G1: 23
(26.1%), G2: 53 (60.2%) and G3: 12 (13.6%). Vascular invasion was documented in
46 (52%) of the cases. Tumor samples were analyzed in relation to the presence of
absence of SLN involvement. There was a statistically significant correlation between
tumor diameter (p< 0.01; Figure 1) and presence of vascular invasion in the primary

tumor (p< 0.01; Figure 2) with a positive SLN.

Table 1 also shows the expression of VEGF, MMPs 2 and 9 and TIMPs 1 and 2 in
the cytoplasm of neoplastic cells, measured by the median of HSCORE and the ratio
between matrix metalloproteinases and their specific inhibitors (MMP-2/TIMP-2 and
MMP-9/TIMP-1). VEGF presented an median score of 190(180-221). MMP-2
presented an median score of 60(3-190), with 18(20.5%) negative cases; MMP-9
presented an median score of 180(102-190), with 11(12,5%) negative cases; TIMP-1
presented median score of 368(325-391) and TIMP-2, an median score of 225(180-
285). No significant correlation of the expression of the above factors with the status

of the SLN was observed.
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In Table 2, the expression of VEGF, MMP-2 and MMP-9 is presented in relation to
the status of SLN and other variables tumors with the lobular histological type
showed a statistically significant VEGF expression lower than the ductal type (p=
0.04). In Table 3, the status of SLN and the above mentioned variables were
correlated with TIMP-1 and TIMP-2 levels and with ratio between MMP-2 and MMP-9
and their specific inhibitors (MMP-2/TIMP-2 and MMP-9/TIMP-1). TIMP-1 levels
showed a higher expression in tumors of the lobular type (p= 0.02). TIMP-2 levels
were higher in younger patients (p = 0.01) and in smaller tumors (p= 0.04). The ratios

between MMP-2/TIMP-2 and MMP-9/TIMP-1 showed no statistical correlation.

The correlation of VEGF, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 expression levels with the
ratio between MMP-2/TIMP-2 and MMP-9/TIMP-2 is showed in Table 4. VEGF
expression did not correlate significantly with any of the factors nor with their ratios.
However, a positive correlation was found between MMP-2 and TIMP-2 levels (p<
0.01), MMP-2 levels and MPP-2/TIMP-2 ratio (p< 0.01) and MMP-9 levels and MMP-

9/TIMP-1 ratio (p < 0.01).

DISCUSSION

In our study, patients with larger tumor diameter (p< 0.01) and the presence of
vascular invasion (p< 0.01) had a statistically significant correlation with the presence
of a positive SLN. When comparing the expression of VEGF, MMP-2, MMP-9 and
their specific inhibitors TIMP-1 and TIMP-2 to the presence or absence of tumor cells

in the SLN, no statistically significant correlation was found. However, a significant
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correlation between higher VEGF expression (p= 0.04) and lower TIMP-1 levels (p=
0.02) with the ductal histological type was observed. Furthermore, lower TIMP-2
levels showed also a significant correlation with younger (< 50 years) age (p= 0.01)

and larger tumor diameter (2.0 - 5.0 cm; p= 0.04).

Kim et al [10] found the VEGF significantly correlated with a positive axillary lymph
node. Choi et al [11] found a significant correlation between the VEGF expression by
RT-PCR and peritumoral vascularizaty (p 0.002). Hao et al [12] found an association
of VEGF (p= 0.003) and MMP-9 (p= 0.004) with advanced histological grade and a
positive axillary lymph node (both with p< 0,001), but no relation with age and tumor

diameter.

Several studies have suggested a relationship between VEGF, MMP-2, MMP-9,
TIMP-1 and TIMP-2 expression in the primary breast cancer and prognosis of this
disease. In some of them, there was a suggestion that patients with high levels of
expression of VEGF, MMP-2 and MMP-9 in the primary tumor might have a more

aggressive clinical course [13-15]. However, these results are still conflicting.

A review of 89 publications was done by Gasparini G. [13] that identified a significant
correlation between the high levels of VEGF and overall and disease-free survival.
Patients with early stage breast cancer with tumors with elevated VEGF levels had a
higher likelihood of recurrence or death, when compared with patients with low VEGF
levels. Talvensaari-Mattila et al [16] found a significant correlation of MMP-2 with
unfavorable prognostic factors in postmenopausal patients. The authors correlated
the expression of MMP-2 with small tumors (T1-2) and low axillary involvement with
short survival. All negative MMP-2 patients were alive in 5 years, compared with 75%

of positive MMP-2 (p= 0.02). Hirvonen R. at al [17] also analyzed 137 women with TI-
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2 negative axillary lymph node and did not find a statistically significant correlation

with survival (p= 0.07).

MMP-2 expression was associated with a tumor diameter higher than 2 cm (p=
0.022), but not with histological type, histological grade and axillary lymph node
status in another study by Nakopoulou et al [18]. However, Pellikainen et al [19]
found high expressions of MMPs associated with small tumors TI-2. MMP-2 was
associated with negative lymph node (p= 0.005), but not with overall survival. MMP-9
expression was associated with a shorter disease free survival (p= 0.024) and with

more aggressive histological type (p= 0.013).

Scorilas A. et al [8] followed 210 patients for 62 months, observing a better disease-
free survival in patients with negative lymph nodes and high MMP-9 expression (p=
0.039). The largest tumor diameter was associated with negative MMP-9. The author
concluded that patients with negative axillary lymph node and high expression of
MMP-9 had a considerable reduction in the risk of death. Li et al [15] studied 270
cases of breast cancer with negative axillary lymph node, finding an association of
MMP-9 expression with histological grade (p< 0.002), tumor diameter (p= 0.05) and
disease free survival (p= 0.013). Baker et al [20] found a negative tendency between
the expression of MMP-9 and vascular invasion in 44 patients with breast cancer,
while Mylona [21] found an inverse association between the MMP-9 and tumor cell
proliferation, measured by Ki67 (p= 0.034) in 138 cases of primary breast

carcinomas.

Nakopoulou et al [22] studied 133 cases of invasive breast cancer, finding an
increased TIMP-1 expression in 60% of cases, with an inverse correlation between

TIMP-1 and histological grade (p= 0.003). The cases with increased TIMP-1
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expression were correlated with favorable prognosis factors, mainly with a negative
axillary lymph node. Yet, elevated TIMP-1 levels were associated with a better
survival (p= 0.01). Wurtz et al [23] also found an association between TIMP-1

expression and worse prognosis.

Kim et al [10], when analyzing 63 cases of breast tumors T1-T2, did not find a
correlation of TIMP-2 expression with histological grade and axillary lymph node
status. Tétu et al [24] did not find association between TIMP-2 and overall survival.
However, by analyzing the balance MMP-2/TIMP-2, he found a worse survival in
those with low TIMP-2 and high MMP-2 expression. TIMP-2 expression was
associated with the ductal histological type (p= 0.002). In contrast, Nakopoulou et al
[18] observed a better survival in cases with positive TIMP-2 and negative MMP-2
expression. Other authors also described changes in the balance between MMPs
and TIMPs with the increase in the activity of MMPs, as playing an important role in

tumor invasion and metastasis [9, 24, 25].

In order to analyze the correlation between the balance between MMPs and their
inhibitors with SLN and other variables in study, we calculated the MMP-2/TIMP-2
and MMP-9/TIMP-1 ratios. We did not find a significant correlation between these
ratios and SLN involvement. Jinga et al [9] analyzed this ratio in benign and
malignant breast tissues and found a significant difference in malignant tissues,
suggesting that the abnormal balance between MMPs and TIMPs plays important

role tumor growth patterns.

Tétu et al [24] analyzing the balance between MMP-2 and TIMP-2 found a worse
survival at 5 years (60%) in those patients with high MMP-2 and low TIMP-2. A better

survival at 5 years (74%) was found in those patients with high rate of TIMP-2 and
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low MMP-2. However, these differences were not statistically significant. This
balance also was studied by Nakopoulou L. et al [18] that analyzed the balance
between MMP-2/TIMP-2, showing a significant correlation with survival (p= 0.021),
being better in positive TIMP-2 and negative MMP-2 cases and also in those that

were both positive.

In summary, the role of angiogenic factors as a means to identify different prognostic
groups in early breast cancer is still unclear. This could be due to the heterogeneity
of this disease, or to the variability in laboratory techniques applied in the studies. In
our series of patients with primary breast cancer, a larger tumor diameter and the
presence of vascular invasion was correlated with a positive SLN. Higher VEGF
levels and lower TIMP-1 levels were shown to be more frequently associated with
tumors of the ductal type, while higher TIMP-1 levels were found in patients with

tumors with lobular type.

In the face of this scenario, it is clear the need to hold additional prospective studies,
so that the role of these markers can be better studied. The search for new molecular
markers in breast cancer, it is essential for us to move forward in the treatment this
neoplasm, so prevalent in our country, and often lethal in a significant number of

patients.
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Table 1. Distribution of clinico-pathological data and immunohistochemistry data in relation to sentinel

lymph node status (SLN): SLN (+) and SLN (-) groups.

Variables All SLN (+) SLN (-) P
n= 88 n=44 n=44

Age, yr 58.7+11.3 58.7+11.8 58.8+11.0 0.96°

Tumor Diameter, cm 2.3x1.0 2.7+1.1 1.9+1.0 <0.012

Histological type, n (%)

Ductal 83 (94.3) 42 (95.5) 41 (93.2) 0.64°

Lobular 5(5.7) 2 (4.5) 3(6.8)

Histological grade, n (%)

G1 23 (26.1) 9 (20.5) 14 (31.8) 0.31°

G2 53 (60.2) 30 (68.2) 23 (52.3)

G3 12 (13.7) 5(11.3) 7 (15.9)

Vascular invasion, n (%)

Yes 46 (52.3) 37 (84.1) 9 (20.5) <0.01°

No 42 (47.7) 7 (15.9) 35 (79.5)

VEGF 190 (180-221) 190 (180-196) 190 (180-251) 0.70°

MMP-2 60 (3-190) 60 (3-180) 55 (2-194) 0.90°

MMP-9 180 (102-190) 170 (50-196) 180 (150-190) 0.47°

TIMP-1 368 (325-391) 360 (300-380) 380 (340-392) 0.23°

TIMP-2 225 (180-285) 210 (162-285) 247 (180-285) 0.29°

MMP-2/TIMP-2 0.35 (0.01-0.78) 0.37 (0.01-0.77) 0.30 (0.00-0.78) 0.96°

MMP-9/TIMP-1 0.47 (0.29-0.59) 0.45 (0.13-0.69) 0.48 (0.39-0.55) 0.70°

Data are shown as average * pattern deviation, score (percentage), or median (amplitude inter-quartil:
p25 a p75). The expression of each protein was obtained by the means of algorithm: HSCORE= }[(I +
1)] x PC, where | and PC represent the staining intensity and the percentage of stained cells,
respectively.

Abbreviations: Sentinel lymph node (SLN); Vascular endothelium growth factor (VEGF); Matrix
metalloproteinase (MMP); Tissue inhibitors of matrix metalloproteinase (TIMP).

Statistical tests: *Student t test, bChi-squared test of Pearson, “Mann-Whitney U test.

p< 0,05
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Table 2. Correlation of angiogenic factors VEGF, MMP-2 and MMP-9 with the SLN and selected

variables.

Variables N(%) VEGF p MMP-2 p MMP-9 p
SLN

Positive 44 (50.0) 190 (180-196)  0.70 60 (3-180) 0.70 170 (50-196)  0.47°
Negative 44 (50.0) 190 (180-251) 55 (2-194) 180 (150-190)

Age, yr

<50 21(23.9) 190(180-285) 0.22 15 (1-175) 0.19 170 (80-185)  0.28°
250 67 (76.1) 190 (180-196) 90 (3-190) 180 (120-194)

Tumor diameter, cm

<2 47 (53.4) 190 (180-210)  0.60 40 (0-190) 0.33  180(120-194) 0.11°
>2and<5 41 (46.6) 190 (180-232) 80 (7-195) 170 (60-180)
Histological type

Ductal 83 (94.3) 190 (180-240) 0.04 60 (2-190) 0.54  180(110-190) 0.50°
Lobular 5(5.7) 170 (160-185) 120 (30-195) 190 (50-288)
Histological grade

G1 23 (26.1) 190 (160-190) 0.20 120 (3-190) 0.36 180 (20-190)  0.97°
G2 53 (60.2) 190 (180-262) 60 (6-190) 180 (115-190)

G3 12 (13.6) 190 (182-194) 3 (0-217) 180 (117-180)
Vascular invasion

Yes 46 (52.3) 190 (180-196)  0.40 70 (3-180) 0.78 180 (95-217)  0.40°
No 42 (47.7) 190 (180-247) 40 (3-213) 180 (118-190)

Data are shown as score (percentage) or median (amplitude inter-quartil: P25 a P75). The expression
of each protein was obtained by the means of algorithm: HSCORE= >[(l + 1)] x PC, where | and PC

represent the staining intensity and the percentage of stained cells, respectively.

Abbreviations: Sentinel lymph node (SLN); Vascular endothelium growth factor (VEGF); Matrix
metalloproteinase (MMP).
Statistical tests: °Mann-Whitney U test and ®Kruskal-Wallis H test.

p< 0.05
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Table 3. Correlation of specific inhibitors TIMPs 1 and 2, MMP-9/TIMP-1 and MMP-2/TIMP-2 with the
SLN and selected variables.

Variables N(%) TIMP-1 TIMP-2 MMP-2/TMP-2 MMP-9/TIMP-1
SLN

Positive 44 (50.0) 360 (300-380) 210 (162-285) 0.37 (0.01-0.77)  0.45(0.13-0.69)
Negative 44 (50.0) 380 (340-392) 247 (180-285) 0.30 (0.00-0.78)  0.48 (0.39-0.55)
p value 0.23 0.30 0.96 0.70°

Age, yr

<50 21(23.9) 360 (350-380) 176.0 (140-203)  0.18 (0.00-0.98)  0.45 (0.21-0.53)
250 67 (76.1)  380(320-392)  270.0 (180-285)  0.40(0.01-0.75)  0.47 (0.31-0.63)
p value 0.95 0.01 0.87 0.35°
Tumor diameter, cm

<2 47 (63.4)  380(340-392)  270.0 (190-285)  0.18 (0.00-0.67)  0.48 (0.32-0.59)
>2and<5 41 (46.6) 360 (300-380)  190.0 (165-270)  0.47 (0.03-0.89)  0.46 (0.16-0.59)
p value 0.18 0.04 0.08 0.46°
Histological type

Ductal 83(94.3) 360 (320-388)  196.0 (180-285)  0.33(0.01-0.79)  0.47 (0.31-0.59)
Lobular 5(5.7) 392 (380-396)  285.0 (255-312)  0.42(0.11-0.63)  0.50 (0.13-0.73)
p value 0.02 0.15 0.90 0.91?
Histological grade

G1 23 (26.1)  380(320-392) 190.0 (170-285)  0.54 (0.01-0.84)  0.48 (0.05-0.56)
G2 53 (60.2) 360 (340-388)  240.0 (178-285)  0.37 (0.03-0.75)  0.46 (0.31-0.64)
G3 12 (13.6) 380(310-395)  262.5(199-281)  0.01(0.00-0.62)  0.46 (0.30-0.61)
p value 0.78 0.42 0.13 0.98°
Vascular invasion

Yes 46 (52.3) 364 (330-383) 203 (160-285) 0.38(0.01-0.80) 0.49 (0.25-0.67)
No 42 (47.7) 374 (320-392) 262 (180-340) 0.22 (0.01-0.76)  0.46 (0.31-0.54)
p value 0.83 0.09 0.91 0.35°

Data are shown as score (percentage) or median (amplitude inter-quartil: P25 a P75). The expression
of each protein was obtained by the means of algorithm: HSCORE= }[(l + 1)] x PC, where | and PC
represent the staining intensity and the percentage of stained cells, respectively.
Abbreviations: Sentinel lymph node (SLN); Tissue inhibitors of matrix metalloproteinase (TIMP); Matrix
metalloproteinase (MMP).
Statistical tests: “Mann-Whitney U test and ®Kruskal-Wallis H test.

p< 0.05
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Table 4. Correlation of factors VEGF, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2/TIMP-2 and MMP-

9/TIMP-1, among them.

Factors VEGF  MMP-2 MMP-9  TIMP-1  TIMP-2 MMP-2/TIMP-2 MMP-9/TIMP-1
VEGF - 0.77 0.03 0.40 0.28 0.28 0.04
MMP-2 0.77 - 0.10 0.29 <0.01 <0.01 0.19
MMP-9 0.03 0.10 - 0.25 0.08 0.32 <0.01
TIMP-1 0.40 0.29 0.25 - 0.57 0.27 0.14
TIMP-2 0.28 <0.01 0.08 0.57 - 0.66 0.15
MMP-2/TIMP-2 0.28 <0.01 0.32 0.27 0.66 - 0.53
MMP-9/TIMP-1 0.04 0.19 <0.01 0.14 0.15 0.53 -

Abbreviations: Vascular endothelium growth factor (VEGF); Matrix metalloproteinase (MMP); Tissue

inhibitors of matrix metalloproteinase (TIMP).
Statistical test: Spearman correlation coefficient.

p< 0.05



Figure 1. Correlation between the tumor diameter, and the status of sentinel lymph node (SLN).
A positive correlation was observed between vascular invasion and the occurrence of a SLN (+).

p< 0.01.
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Figure 2. Correlation between the presence of vascular invasion and the status of the sentinel lymph
node (SLN). A positive correlation was observed between vascular invasion and the occurrence of a

SLN (+).
p< 0.01
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O cancer de mama é uma doenga de comportamento bioldgico heterogéneo,
caracterizada por multiplas alteragbes genéticas cumulativas. O seu curso clinico é
muito variavel, podendo se manifestar de forma indolente ou de forma agressiva,
com o surgimento precoce de metastases a distdncia. O fato de pacientes com
caracteristicas clinicas e patolégicas semelhantes poder apresentar desfechos

clinicos muito distintos, torna as decisées de ordem terapéuticas muito complexas.

Mulheres com doenga inicial e linfonodos axilares negativos sao classificadas como
de bom prognoéstico. Entretanto, apesar do tratamento cirurgico adequado e do uso
de tratamentos adjuvantes, cerca de um terco destas pacientes apresenta recidiva
da doenga na evolugdo. Isto indica que os métodos atuais de analise progndstica
sao falhos para um numero significativo de pacientes. Dai, a necessidade de novos
marcadores bioldgicos, capazes de selecionar de forma mais eficaz os diferentes

subgrupos progndsticos.

No cancer de mama, as caracteristicas biolégicas do tumor e o envolvimento dos
linfonodos axilares sado rotineiramente usados na escolha do tratamento e para
estimativa do progndstico. Apesar de todos os esforgos realizados para identificar
novos marcadores moleculares, somente o receptor de estrogénio (RE) e o receptor
do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2) foram adequadamente
padronizados e mostraram forga estabelecida como marcadores prognésticos e
preditivos no manejo do cancer de mama. O receptor de progesterona (RP) também

€ largamente usado, contudo o seu real valor esta por ser plenamente estabelecido.
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Os estudos sobre o papel dos fatores angiogénicos no cancer de mama, publicados
na literatura, sdo ainda controversos. Isto se deve em parte a heterogeneidade da
doenca e a variabilidade das técnicas laboratoriais aplicadas. Em nossa série de
pacientes com tumor primario de mama, o maior didmetro tumoral e a presenca de
invasao vascular podem ser correlacionados com a presenca de linfonodo sentinela
positivos. A alta expressao do VEGF e a baixa expressdo do TIMP-1 foram também
associadas ao tipo histoldégico ductal, enquanto a alta expressao do TIMP-1 foi
encontrada em pacientes com tumores do tipo lobular. A alta expressdo do TIMP-2
mostrou associagao positiva com pacientes com idade = 50 anos e com tumores

com didmetro = 2 cm.

Diante deste cenario, fica clara a necessidade de que estudos prospectivos
adicionais sejam realizados, para que o papel destes marcadores possa ser melhor
estudado. Além disto, a pesquisa de novos marcadores moleculares no cancer de
mama é fundamental para que possamos avancar no tratamento desta neoplasia tao
prevalente em nosso meio, e muitas vezes letal em um numero significativo de

pacientes.

Pesquisas de novos fatores progndsticos que possam predizer o potencial risco de
invasdo e metastase no cancer de mama, especialmente nos casos linfonodos
negativo, ndo tém apenas interesse académico. Também ocupam um papel
importante na escolha de terapias adjuvantes mais adequadas, como as terapias
alvo, com estratégias mais efetivas em termos de cura, abordagem individual e

custo-efetividade.
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Tabela 1. Distribuicdo dos dados clinicopatolégicos e imunohistoquimicos em relagdo ao linfonodo
sentinela (LNS): grupos LNS (+) e LNS (-).

Variaveis Todos LNS (+) LNS (-) p
n= 88 n=44 n=44

Idade, anos 58,7+11,3 58,7+11,8 58,8+11,0 0,96°

Diametro tumoral, cm 2,3+1,0 2,711 1,9+1,0 <0,01?

Tipo histologico, n (%)

Ductal 83 (94,3) 42 (95,5) 41 (93,2) 0,64°

Lobular 5(5,7) 2 (4,5) 3(6,8)

Grau histologico, n (%)

G1 23 (26,1) 9 (20,5) 14 (31,8) 0,31°

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

G3 12 (13,7) 5(11,3) 7 (15,9)

Invaséo vascular, n (%)

Sim 46 (52,3) 37 (84,1) 9 (20,5) <0,01°

Néo 42 (47,7) 7 (15,9) 35(79,5)

VEGF 190 (180-221) 190 (180-196) 190 (180-251) 0,70°

MMP-2 60 (3-190) 60 (3-180) 55 (2-194) 0,90°

MMP-9 180 (102-190) 170 (50-196) 180 (150-190) 0,47°

TIMP-1 368 (325-391) 360 (300-380) 380 (340-392) 0,23°

TIMP-2 225 (180-285) 210 (162-285) 247 (180-285) 0,29°

MMP-2/TIMP-2 0,35 (0,01-0,78) 0,37 (0,01-0,77) 0,30 (0,00-0,78) 0,96°

MMP-9/TIMP-1 0,47 (0,29-0,59) 0,45 (0,13-0,69) 0,48 (0,39-0,55) 0,70°

Os dados sdo mostrados como media + desvio padrdo, contagem (percentual), ou mediana
(amplitude interquartil: P25 a P75). A expresséo de cada proteina foi obtida por meio do algoritmo:
HSCORE= [(I + 1)] x PC, onde | e PC representam a intensidade da coloragdo e o percentual de
células coradas, respectivamente. Abreviaturas: Linfonodo sentinela (LNS); Fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF); Metaloproteinase da matriz (MMP); Inibidor tecidual de metaloproteinase
da matriz (TIMP); Razao entre as Metaloproteinases da matriz e seus inibidores teciduais especificos
(MMP/TIMP).

Teste estatistico: *Teste t de Student, "Qui-quadrado, “Teste U de Mann-Whitney.

p <0,05
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Tabela 2. Correlacdo dos fatores angiogénicos VEGF, MMP-2 e MMP-9 com o LNS e outras variaveis

selecionadas.

Variaveis N(%) VEGF p MMP-2 p MMP-9 p
LNS

Positivo 44 (50,0) 190 (180-196) 0,70 60 (3-180) 0,70 170 (50-196)  0,47°
Negativo 44 (50,0) 190 (180-251) 55 (2-194) 180 (150-190)

Idade, anos

<50 21(23,9) 190 (180-285) 0,22 15 (1-175) 0,19 170 (80-185)  0,28°
250 67 (76,1) 190 (180-196) 90 (3-190) 180 (120-194)
Diadmetro tumoral, cm

<2 47 (53,4) 190 (180-210) 0,60 40 (0-190) 0,33  180(120-194) 0,11°
>2e<5 41 (46,6) 190 (180-232) 80 (7-195) 170 (60-180)

Tipo histoldgico

Ductal 83 (94,3) 190 (180-240) 0,04 60 (2-190) 0,54 180(110-190) 0,50°
Lobular 5(5,7) 170 (160-185) 120 (30-195) 190 (50-288)

Grau histolégico

G1 23 (26,1) 190 (160-190) 0,20 120 (3-190) 0,36 180 (20-190)  0,97°
G2 53 (60,2) 190 (180-262) 60 (6-190) 180 (115-190)

G3 12 (13,6) 190 (182-194) 3 (0-217) 180 (117-180)

Invaséao vascular

Sim 46 (52,3) 190 (180-196) 0,40 70 (3-180) 0,78 180 (95-217)  0,40°
Nao 42 (47,7) 190 (180-247) 40 (3-213) 180 (118-190)

Os dados sdo mostrados como contagem (percentual) ou mediana (amplitude interquartil: P25 a
P75). A expressao de cada proteina foi obtida por meio do algoritmo: HSCORE= [(I + 1)] x PC, onde
| e PC representam a intensidade da coloragao e o percentual de células coradas, respectivamente.

Abreviaturas:

Linfonodo sentinela
Metaloproteinase da matriz (MMP).

(LNS);

Teste estatistico: °Teste U de Mann-Whitney e ®Teste H de Kruskal-Wallis.

p< 0.05

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF);
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Variaveis N(%) TIMP-1 p TIMP-2 p MMP-2/TMP-2 p MMP-9/TIMP-1 p
LNS

Positivo 44 (50,0) 360 (300-380) 0,23 210 (162-285) 0,30 0,37 (0,01-0,77) 0,96 0,45 (0,13-0,69) 0,70°
Negativo 44 (50,0) 380 (340-392) 247 (180-285) 0,30 (0,00-0,78) 0,48 (0,39-0,55)

Idade, anos

<50 21(23,9) 360 (350-380) 0,95 176 (140-203) 0,01 0,18 (0,00-0,98) 0.87 0,45 (0,21-0,53) 0,35°
=50 67 (76,1) 380 (320-392) 270 (180-285) 0,40 (0,01-0,75) 0,47 (0,31-0,63)

Diametro tumoral, cm

<2 47 (53,4) 380 (340-392) 0,18 270 (190-285) 0,04 0,18 (0,00-0,67) 0,08 0,48 (0,32-0,59) 0,46°
>2e<5 41 (46,6) 360 (300-380) 190 (165-270) 0,47 (0,03-0,89) 0,46 (0,16-0,59)

Tipo histoldgico

Ductal 83 (94,3) 360 (320-388) 0,02 196 (180-285) 0,15 0,33 (0,01-0,79) 0,90 0,47 (0,31-0,59) 0,91°
Lobular 5(5,7) 392 (380-396) 285 (255-312) 0,42 (0,11-0,63) 0,50 (0,13-0,73)

Grau histolégico

G1 23 (26,1) 380 (320-392) 0,78 190 (170-285) 0,42 0,54 (0,01-0,84) 0,13 0,48 (0,05-0,56) 0,98
G2 53 (60,2) 360 (340-388) 240 (178-285) 0,37 (0,03-0,75) 0,46 (0,31-0,64)

G3 12 (13,6) 380 (310-395) 262 (199-281) 0,01 (0,00-0,62) 0,46 (0,30-0,61)

Invaséo vascular

Sim 46 (52,3) 364 (330-383) 0,83 203 (160-285) 0,09 0,38(0,01-0,80) 0,91 0,49 (0,25-0,67) 0,35°
N&o 42 (47,7) 374 (320-392) 262 (180-340) 0,22 (0,01-0,76) 0,46 (0,31-0,54)

Os dados sao apresentados como contagem (percentual) ou mediana (amplitude interquartil: P25 a P75). A expresséo de cada proteina foi obtida por meio

do algoritmo: HSCORE= }[(I + 1)] x PC, onde | e PC representam a intensidade da coloragado e o percentual de células coradas, respectivamente.
Abreviaturas: Linfonodo sentinela (LNS); Inibidor tecidual de metaloproteinase da matriz (TIMP); Metaloproteinase da matriz (MMP).
Teste estatistico: *Teste U de Mann-Whitney e ®Teste H de Kruskal-Wallis.

p <0.05
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Tabela 4. Correlagao dos fatores VEGF, MMP-2 e 9, TIMP-1 e 2 e da razdo MMPs/TIMPs entre si.

Fatores VEGF MMP-2  MMP-9 TIMP-1  TIMP-2 MMP-2/TIMP-2 MMP-9/TIMP-1
VEGF - 0,77 0,03 0,40 0,28 0,28 0,04
MMP-2 0,77 - 0,10 0,29 < 0,01 < 0,01 0,19
MMP-9 0,03 0,10 - 0,25 0,08 0,32 <0,01
TIMP-1 0,40 0,29 0,25 - 0,57 0,27 0,14
TIMP-2 0,28 < 0,01 0,08 0,57 - 0,66 0,15
MMP-2/TIMP-2 0,28 <0,01 0,32 0,27 0,66 - 0,53
MMP-9/TIMP-1 0,04 0,19 <0,01 0,14 0,15 0,53 -

Abreviaturas: Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); Metaloproteinase da matriz (MMP);
Inibidor tecidual de metaloproteinase da matriz (TIMP); Raz&o entre as Metaloproteinases da matriz e
seus inibidores teciduais especificos (MMP/TIMP).

Teste estatistico: Coeficiente de correlagdo de Spearman.

p< 0.05



ANEXO Il - FIGURAS

Figura 1. Expressdo imunohistoquimica do fator de crescimento endotelial

vascular, nas células neoplasicas do tumor mamario...........ccccceeeeeveeiiiieeeeeeeeiinnnnn.

Figura 2. Distribuicdo da expressao do fator de crescimento endotelial vascular,

segundo a intensidade da coloragao no citoplasma das células neoplasicas.........

Figura 3. Distribuicdo numérica dos casos, segundo a expressao percentual de
positividade do fator de crescimento endotelial vascular nas células
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Figura 4. Expressao imunohistoquimica da metaloproteinase 2, nas células

neoplasicas do tUMOr MAMANIO.........couuuiiiiiiieiee e e

Figura 5. Distribuicdo da expressdo da metaloproteinase 2, segundo a

intensidade da coloragao no citoplasma das células neoplasicas.............ccc..........

Figura 6. Distribuicdo numérica dos casos segundo a expressao percentual de
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Figura 7. Expressdo imunohistoquimica da metaloproteinase 9, nas células
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Figura 8. Distribuicdo da expressdo da metaloproteinase 9, segundo a
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Figura 9. Distribuigdo numeérica dos casos segundo a expressao percentual de
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Figura 10. Expressdao imunohistoquimica do inibidor tecidual de
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Figura 11. Distribuicdo da expressao do Inibidor tecidual de metaloproteinase 1,

segundo a intensidade da coloragdo do citoplasma nas células neoplasicas.........
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Figura 12. Distribuicdo numeérica dos casos segundo a expressao percentual de

positividade do Inibidor tecidual de metaloproteinase 1 nas células neoplasicas...

Figura 13. Expressdo imunohistoquimica do inibidor tecidual de

metaloproteinase 2 nas células neoplasicas do tumor mamario.................cccuue.....

Figura 14. Distribuicao da expresséao do Inibidor de metaloprotreinase 2,

segundo a intensidade da colorag&o no citoplasma das células neoplasicas.........

Figura 15. Distribuigdo numérica dos casos segundo a expressao percentual de

positividade do Inibidor tecidual de metaloproteinase 2 nas células neoplasicas...

Figura 16. Expressao mediana do Fator de crescimento endotelial vascular,
Metaloproteinases 2 e 9, e dos Inibidores teciduais de metaloproteinases 1 e 2

nas celulas neoplasicas mamarias, determinada pelo algoritmo HSCORE= [(l +

Figura 17. Correlagao entre o status do linfonodo sentinela (LNS) e o diametro
tumoral. Uma correlagao positiva foi observada entre o didmetro tumoral e o
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Figura 18. Correlagao entre o status do linfonodo sentinela (LNS) e a presenca
de invasao vascular. Uma correlagao positiva foi observada entre a invasao

vascular e a ocorréncia de LSN (+); p< 0,01

Figura 19. Correlagao entre a expressao do VEGF e o tipo histolégico do tumor.

O tipo histolégico ductal apresentou alta expresséo do VEGF; p=0,04.................

Figura 20. Correlagdo entre a expressdao do TIMP-1 e o tipo histolégico do

tumor. O tipo histoldgico ductal apresentou baixa expressao do TIMP-1; p= 0,02.

Figura 21. Correlagdo entre a expressao do TIMP-2 e a idade da mulher.
Pacientes com idade de 50 anos ou mais apresentaram alta expressao do
TIMP-2; D= 0,07 et aaaaaaaaaaaaas
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Figura 22. Correlacdo entre a expressao do TIMP-2 e o didmetro tumoral.
Tumores com diametro de 2 cm ou menos apresentaram correlagao positiva

com a alta expressao do TIMP-2; p= 0,04.......ccooorr i

Figura 23. Correlagcédo entre a expressao do TIMP-2 e a presenga de invasao
vascular. A baixa expressdao do TIMP-2 apresentou uma tendéncia de

correlagdo com presenca de invasao vascular; p=0,09..........ccccooeviiiiiiiiiiiiienn.

Figura 24. Correlagao entra a razdo MMP-2/TIMP-2 e o didmetro tumoral. Maior
razdao MMP-2/TIMP-2 apresentou uma tendéncia de correlagcdo com tumores

MAIOrES; P= 0,08... . aaas

Figura 25. Correlagao entre a expressao do VEGF e da MMP-9. Altas taxas de
VEGF apresentaram uma correlagao positiva com o aumento da expressao da
MIMP-9; D= 0,03, e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aannas

Figura 26. Correlagao entre a expressdao da MMP-2 e do TIMP-2. Altas taxas de
MMP-2 apresentaram uma correlagéo positiva com o0 aumento da expressao do
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Figura 1. Expressdo imunohistoquimica do fator de crescimento endotelial vascular nas células
neoplasicas do tumor mamario; Magnificagdo 400X. As setas mostram a imunorreagao forte no
citoplasma das células neoplasicas.
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Figura 2. Distribuicdo da expressao do fator de crescimento vascular endotelial, segundo a
intensidade da coloragéo no citoplasma das células neoplasicas.
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Figura 3. Distribuicdo numérica dos casos segundo a expressao percentual de positividade do fator
de crescimento endotelial vascular nas células neoplasicas.

Figura 4. Expressdo imunohistoquimica da metaloproteinase 2 nas células neoplasicas do tumor
mamario; Magnificacdo 400X. As setas mostram a imunorreag¢édo forte no citoplasma das células
neoplasicas.
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Figura 5. Distribuicdo da expressao da metaloproteinase 2, segundo a intensidade da coloragao no
citoplasma das células neoplasicas.
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Figura 6. Distribuicao numérica dos casos segundo a expressao percentual de positividade
da metaloproteinase 2 nas células neoplasicas.
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Figura 7. Expressdo imunohistoquimica da metaloproteinase 9, nas células neoplasicas do tumor
mamario; Magnificacdo 400X. As setas mostram a imunorreagéo forte no citoplasma das células

neoplasicas.
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Figura 8. Distribuicao da expressédo da metaloproteinase 9, segundo a intensidade da coloragéo no

citoplasma das células neoplasicas.



81

21

—n=88

0 I I L] I L] I L] L] I L] L] L] I L] L] I L] L] I

0 1 1015204045 50556070 7580 85 90 95 97 98 99
MWVP-9

Figura 9. Distribuicdo numérica dos casos segundo a expressao percentual de positividade da
metaloproteinase 9 nas células neoplasicas.

Figura 10. Expressédo imunohistoquimica do inibidor tecidual de metaloproteinase 1 nas células
neoplasicas do tumor mamario; Magnificagdo 400X. As setas mostram a imunorreagao forte no
citoplasma das células neoplasicas.
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Figura 11. Distribuicdo da expressdo do inibidor tecidual de metaloproteinase 1, segundo a
intensidade da coloragao do citoplasma nas células neoplasicas.
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Figura 12. Distribuigdo numérica dos casos segundo a expressao percentual de positividade do
inibidor tecidual de metaloproteinase 1 nas células neoplasicas.
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Figura 13. Express&o imunohistoquimica do inibidor tecidual de metaloproteinase 2 nas células
neoplasicas do tumor mamario; Magnificagdo 400X. As setas mostram a imunorreagao forte no
citoplasma das células neoplasicas.

positiva forte
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Figura 14. Distribuicdo da expresséo do inibidor de metaloprotreinase 2, segundo a intensidade da
coloragao no citoplasma das células neoplasicas.
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Figura 15. Distribuigdo numérica dos casos segundo a expressao percentual de positividade do
inibidor tecidual de metaloproteinase 2 nas células neoplasicas.
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Figura 16. Expressdo mediana do fator de crescimento endotelial vascular, metaloproteinases 2 e 9,

e dos inibidores teciduais de metaloproteinases 1 e 2 nas células neoplasicas mamarias, determinada
pelo algoritmo HSCORE= (I + 1)] x PC.

Abreviaturas: |= intensidade da coloragdo; PC= percentual de células neoplasicas coradas.
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Figura 17: Correlagdo entre o status do linfonodo sentinela (LNS) e o didmetro tumoral. Uma
correlagao positiva foi observada entre o didmetro tumoral e o LSN (+); p< 0,01.
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Figura 18: Correlagao entre o status do linfonodo sentinela (LNS) e a presenga de invasao vascular.
Uma correlagéo positiva foi observada entre a invaséo vascular e a ocorréncia de LSN (+); p< 0,01.
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Figura 19: Correlagao entre a expressdo do VEGF e o tipo histolégico do tumor. O tipo histolégico
ductal apresentou alta expressao do VEGF; p= 0,04.
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Figura 20: Correlagéo entre a expressédo do TIMP-1 e o tipo histolégico do tumor. O tipo histologico
ductal apresentou baixa expresséo do TIMP-1; p= 0,02.
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Figura 21: Correlacdo entre a expressdo do TIMP-2 e a idade da mulher. Pacientes com idade de 50
anos ou mais apresentaram alta expressao do TIMP-2; p= 0,01.
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Figura 22: Correlagéo entre a expressao do TIMP-2 e o didmetro tumoral. Tumores com diametro de
2 cm ou menos apresentaram correlagédo positiva com a alta expresséo do TIMP-2; p= 0,04.
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Figura 23: Correlagcao entre a expressao do TIMP-2 e a presenca de invasdo vascular. A baixa
expressado do TIMP-2 apresentou uma tendéncia de correlagdo com presenca de invasdo vascular;
p= 0,09.
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Figura 24: Correlagao entra a razao MMP-2/TIMP-2 e o didmetro tumoral. Maior razao MMP-2/TIMP-
2 apresentou uma tendéncia de correlagdo com tumores maiores; p= 0,08.
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Figura 25: Correlagéo entre a expressdo do VEGF e da MMP-9. Altas taxas de VEGF apresentaram
uma correlagao positiva com o aumento da expressao da MMP-9; p= 0,03.
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Figura 26: Correlagdo entre a expressao da MMP-2 e do TIMP-2. Altas taxas de MMP-2
apresentaram uma correlagdo positiva com o aumento da expressao do TIMP-2; p< 0,01.
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PROTOCOLO 1. Coleta de dados gerais

HISTOPATOLOGIA DO LNS

CONGELACAO LNS 1: positivo 2: negativo

PARAFINA LNS 1: positivo 2: negativo

HISTOPATOLOGIA DOS LINFONODOS AXILARES

PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS DO TUMOR

Didmetro,cm | ... e e e e
Invasdo Vascular 1: sim 2: nédo e e
Grau histoldgico 1: G1 2: G2 3:G3 e
Tipo histolégico 1: Ductal | 2: Lobular 3: In Situ 4: outros i
Expressao Her-2 1: +/neg. | 2: ++/pos. 3: +++/pos. | 4. indisponivel | /T
Expresséo Ki-67 1:210% | 2: <10 =25% | 3: > 25% 4. indisponivel | /[T
Expressao p53 1: neg. 2: fraco + 3: forte + 4. indisponivel | /T
Receptor estrogénio 0: neg. 1:+ 2: ++ 3:+++ 4: indisponivel
Receptor progesterona | 0: neg. 1.+ 2: ++ 3: +++ 4: indisponivel
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Numero
Prontuario

Nome
Paciente

Registro
Patologia

VEGF

VEGF

MMP-2

MMP-2

MMP-9

MMP-9

TIMP-1

TIMP-1

TIMP-2

TIMP-2

exp.%

cor (+)

exp.%

cor (+)

exp.%

cor (+)

exp.%

cor (+)

exp.%

cor (+)

OO N |IWIN|=

25

Expressao quantitativa (percentual): 0 a 100%

Expressao qualitativa (intensidade da coloragdo): O: ausente; 1+: fraca positiva; 2+: média positiva; 3+: forte positiva.




