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RESUMO

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo enzimas responsaveis pela maior parte da
degradacgao da matriz extracelular (MEC), sendo capazes de lisar todos seus componentes.
Estédo envolvidas em diversos processos patolégicos, incluindo invasdo tumoral e surgimento
de metastases. Polimorfismos funcionais em um Unico nucleotideo (SNPs) na regido
promotorados genes das MMPs 2 (C-1306T) e 9 (C-1562T) tém sido associados a
alteracbes na atividade transcricional desses genes e ao risco de desenvolvimento de
cancer. Neste estudo de casos e controles foi examinada a freqiéncia destes SNPs numa
populacdo com alta incidéncia de cancer de mama. Foram analisadas 96 pacientes em
acompanhamento no Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA) e 100
mulheres higidas, doadoras do Banco de Sangue da mesma instituicdo. Os genotipos
observados para MMP2 foram: 70% CC, 24% CT e 6% TT nas pacientes e 66% CC, 32%
CT e 2% TT nos controles (p=0,22) e para MMP9: 80% CC, 20% CT e 0% TT nas pacientes
e 83% CC, 15% CT e 2% TT nos controles (p=0,23). Os polimorfismos foram ainda
correlacionados com caracteristicas clinicopatoldgicas das pacientes, tais como: idade no
momento do diagndstico, menarca antes dos 11 anos, historia familiar de cancer de mama,
tipo e grau histoldgicos, invasdo vascular, estadiamento (TNM) e reatividade imuno-
histoguimica (IMQ) para receptores de estrégeno (RE) e de progesterona (RP), p53 e c-
erbB-2. Nao foi observada associacdo estatistica entre os SNPs e as caracteristicas
fenotipicas. Na presente amostra, os polimorfismos MMP2 C-1306T e MMP9 C-1562T né&o
foram associados com risco de desenvolvimento de céancer de mama e nem com as

caracteristicas clinicopatoldgicas analisadas.

Palavras-chave: metaloproteinases, polimorfismos, carcinoma da mama
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ABSTRACT

Matrix metalloproteinases (MMPs) play an important role in the control of the
extracellular matrix (ECM) proteolytic balance. They are involved in tumor invasion and
metastasis. Functional single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the promoters of MMP2
(C-1306T) and MMP9 (C-1562T) have been associated with abnormal transcriptional activity
of these genes and with cancer risk development. In this study we examined the frequencies
of these polymorphisms in a population with high incidence of breast cancer and compare
them with patients’ phenotypic features. The study sample was 96 women diagnosed of
primary breast cancer, by histological exam of surgical specimen, and under oncological
treatment at the Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA) and 100
control healthy women, blood donors at the same institution. MMP2 genotype distribution
was 70% CC, 24% CT and 6% TT for patients and 66% CC, 32% CT and 2% TT for controls
(p=0.22). Concerning to MMP9 the genotypes detected were 80% CC, 20% CT and 0% TT
for patients and 83% CC, 15% CT and 2% TT for controls (p=0.23). No association was
found between these polymorphisms and breast cancer occurence. Comparing MMP2 C-
1306T and MMP9 C-1562T with patients’ age at diagnosis, menarche before 11 years old,
familiar history, histological grade and type, vascular invasion, TNM stage, and
immunohistochemical (IHC) reactivity for hormone receptors (ER; PR), p53 and c-erbB-2 no
correlation was showed. We conclude that MMP2 C-1306T and MMP9 C-1562T SNPs were
not associated with breast cancer risk development, neither with clinicopathological features

in our population.

Keywords: matrix metalloproteinases, polymorphisms, breast cancer
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I. INTRODUGAO

No Brasil, o cancer de mama é a neoplasia responsavel pelo maior nimero de mortes
entre as mulheres, sendo que, Porto Alegre € a primeira capital do pais em casos incidentes
da neoplasia. Assim, é intensa a pesquisa de possiveis fatores que possam contribuir para
essas altas taxas de incidéncia e mortalidade.

Nos ultimos 15 anos, foi ampliado o estudo das metaloproteinases da matriz: uma
familia de enzimas com atividade proteolitica sobre os componentes da matriz extracelular.
Apés a caracterizacdo da estrutura e funcdo destas enzimas, as pesquisas partiram para a
analise do seu papel na génese e progressao dos processos patoldgicos, concentrando-se
nas doencgas do tecido conjuntivo, arteriais e neoplasicas.

O presente estudo é focado na analise dos polimorfismos na regido promotora dos
genes das metaloproteinases 2 (C-1306T) e 9 (C-1562T) em casos de carcinoma de mama
e em controles higidos. Sao considerados aspectos como: deteccdo das frequéncias
genotipicas e alélicas na amostra, associagdo com o risco de cancer e com as

caracteristicas clinicopatolégicas das pacientes.

O texto constitui-se, inicialmente, de uma revisdo bibliografica. Esta aborda o
carcinoma de mama, englobando epidemiologia, aspectos histopatolégicos, fatores de risco,
fatores prognoésticos e preditivos. A seguir sdo caracterizadas as metaloproteinases, sua
estrutura, funcdo, mecanismos regulatérios e relacdo com as doencas. A porcao final da
revisdo considera o estudo dos polimorfismos na regido promotora dos genes das
metaloproteinases 2 (C-1306T) e 9 (C-1562T) nos carcinomas, incluindo o cancer de mama.
A revisdo bibliografica € seguida pelos objetivos e justificativa da pesquisa. Por fim é
apresentado um artigo cientifico, no formado tradicional, onde estdo expostos os resultados
e a discussao do estudo.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

[1.1. Carcinoma da mama

[I.1.1. Epidemiologia

O cancer de mama é uma das principais causas de morte entre as mulheres.
Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), nas décadas de 60 e 70 registrou-se um
aumento de 10 vezes nas taxas de incidéncia da doenca nos diversos continentes. Dados de
uma estimativa mundial de cancer, no ano de 2002 (1), apontavam para uma incidéncia, em
mulheres, de 1.151.298 casos e de 410.712 mortes. No mesmo levantamento, a prevaléncia
da doenca, em 5 anos, foi de 4.406.080. No Brasil, o cancer de mama é o que mais causa
mortes entre as mulheres, sendo responsavel no ano de 2002 por 9.004 registros de Obito. A
Ultima estimativa de incidéncia realizada pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) prevé o
surgimento de 48.930 novos casos para 0 ano de 2006, o que corresponde a 51,66 casos a
cada 100.000 mulheres (2). A mesma estimativa prevé 4.960 casos novos de carcinoma de
mama para o Rio Grande do Sul (RS), sendo 1.140 na capital do estado (2). Essas taxas
tornam Porto Alegre a primeira capital do pais em casos incidentes da neoplasia, com uma
taxa bruta de 146,83/ 100.000 habitantes (2).

O Ministério da Saude constatou em 2003, uma tendéncia, no pais, de aumento do
namero de mortes por cancer de mama, em mulheres abaixo de 49 anos (3). Conforme
estatisticas da Secretaria Estadual da Saude do RS, em 1999 o cancer de mama foi a
principal causa de morte por neoplasia maligna em mulheres, tanto nas cidades do interior

do estado, como em Porto Alegre (4).

Os carcinomas da mama sédo 200 vezes mais comuns nas mulheres do que nos
homens. Podem ocorrer em qualquer idade, apresentando pico de incidéncia entre os 45 e
60 anos (5). As taxas de mortalidade vém diminuindo, desde 1990, no oeste europeu, na
Australia e nas Américas, devido a melhoria dos métodos de diagndstico e tratamento da
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doenca (6,7,8). No entanto, a frequéncia da doenca vem aumentando, especialmente em
mulheres mais jovens. Nao se pode creditar este fato inteiramente ao aumento da incidéncia
da neoplasia; deve-se considerar também o incremento dos programas de rastreamento e

diagnodstico precoce (5).

[1.1.2. Fatores de risco

Considerando a magnitude do cancer de mama em nosso meio, e o 6nus que dele
decorre, a identificacdo dos seus fatores de risco assume fundamental importancia. Estes
podem fornecer informagdes a respeito da etiologia da doenca, além de ajudarem nas
estratégias de prevencédo. Ao longo dos anos, alguns fatores tiveram seu papel estabelecido
na carcinogénese, enquanto outros ainda permanecem gquestionaveis. A analise dos fatores
de risco deve ser cautelosa, uma vez que estes podem interagir, tornando a avaliagédo do

risco, para cada paciente, desafiadora. S&o eles:

* idade: o risco de desenvolver a neoplasia aumenta proporcionalmente a idade.

Setenta e sete por cento dos casos ocorrem apos os 50 anos (6,9,10,11);

* historia familiar: a presenca de parentes em primeiro grau com carcinoma
mamario aumenta o risco em 2 ou 3 vezes em relacdo a populacdo em geral.
Em especial, se a neoplasia ocorrer bilateralmente e em mulheres jovens
(10,12). Convém ressaltar, no entanto, que a grande maioria dos casos de
carcinoma se apresenta em mulheres sem historia familiar positiva. Somente
5,5% e 13% das pacientes com, respectivamente, um e dois parentes em

primeiro grau afetados irdo desenvolver a neoplasia (10,12);

* menarca precoce (<11 anos), menopausa tardia (apés 54 anos):. estdo
associadas ao aumento do risco relativo em 3 e 2 vezes, respectivamente
(6,10,13);

* idade da primeira gestacao: mulheres que tiveram a primeira gestacdo a
termo antes dos 18 anos apresentam menor risco do que as demais (11,13,15).
Em relagcdo a nuliparidade, esta parece ter 0 mesmo impacto sobre o risco, do
que a primeira gestacado a termo aos 30 anos ou apos (13). O risco relativo
aumenta cerca de 3 vezes, caso a primeira gestagdo ocorra apos os 40 anos.

O aborto, induzido ou espontaneo, ndo esté associado a elevagéo do risco (6);

* paridade: o niumero de gestacdes a termo tem efeito protetor sobre o risco,

15



guando estas ocorrem até os 25 anos. Gestac¢des apos os 30 anos associam-

se com aumento do risco de carcinoma da mama (13);

amamentacgdo: o aleitamento materno reduz o risco de desenvolvimento de

carcinoma de mama (14);

uso de estrogenos exdgenos: o estrbgeno exdégeno € considerado
carcinégeno humano pelo National Toxicology Program, estando associado
principalmente com o carcinoma do tipo lobular (15). Em relacdo a terapia de
reposicdo hormonal (TRH) ocorre incremento do risco em relacdo direta ao
tempo de uso, acentuando-se apos 5 anos de tratamento (16,17). No entanto,

este decresce apos o término da TRH, desaparecendo apés 5 anos (17);

consumo de alcool: a ingestdo diaria de bebidas alcodlicas associa-se a
maior risco de cancer de mama (6,10,11);

hiperplasia ductal atipica (HDA): existe grande controvérsia a respeito do
potencial pré-neoplasico da HDA e do diagndstico diferencial entre esta e o
carcinoma in situ. Entretanto, a HDA parece estar associada ao aumento do

risco de desenvolvimento de carcinoma (18).

exposicdo a radiacdo ionizante: provoca aumento do risco relativo em,
aproximadamente 3 vezes, quando acontece durante o periodo de
desenvolvimento da glandula maméria (6,11,19);

historia pessoal de carcinoma da mama: a ocorréncia de carcinoma em uma
mama aumenta de 4 a 5 vezes a chance de ter uma leséo contralateral (6,8). O
diagnostico de carcinoma na mama contralateral estd associado a menores

taxas de sobrevida livre de doenca em 5 e 8 anos (20);

mutacdo nos genes BRCAl1l e 2: o carcinoma hereditario da mama
corresponde a cerca de 5% dos casos. Dentre estes, 90% estéo relacionados
com mutacdes nos genes BRCAL e 2 (21). Algumas mutacdes ocorrem com
maior freqiéncia em determinadas populagbes, como a de judeus Ashkenazi.
Estima-se que 2% desta populagédo seja portadora de mutagdes nestes genes
(10). A presenca de mutacdo em um destes genes esta associada a um risco
de carcinoma estimado em 56% aos 70 anos (22). A média de idade no
momento do diagndstico nestes casos é cerca de 20 anos menor do que a
média etaria das mulheres com carcinomas esporadicos (11,15);
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* obesidade: mulheres obesas pds-menopdausicas apresentam maior risco de

carcinoma (23).

Parametros como indices antropométricos, ingestdo de gorduras, frutas e verduras,
atividade fisica, influéncia geogréafica e raca ainda tém papel controverso como fatores de

risco.

[1.1.3. Tipos histologicos

Tradicionalmente o carcinoma da mama € dividido em duas grandes categorias
histopatologicas: carcinoma in situ e carcinoma invasor. O carcinoma in situ distingue-se do
invasor pela auséncia de invasdo do estroma através do rompimento da membrana basal
(MB).

O carcinoma in situ pode ser do tipo ductal (papilar, comedo, sélido, cribriforme,
micropapilar, cistico hipersecretor, clinging) ou lobular e apresenta freqiiéncia em torno de 5
a 30%, dependente da utilizacdo de mamografia para rastreamento (5,24,25). A taxa de cura
das pacientes tratadas com mastectomia é de 98 a 100%. Ressecc¢des parciais da mama
mostram maiores taxas de recorréncia (26). Isto aumenta o interesse em fatores que
auxiliem na deteccao de pacientes com maior risco de recorréncia. A opgéao terapéutica deve
considerar aspectos, como o indice Prognéstico de Van Nuys, presenca de multicentricidade
e de microcalcificacdes difusas, dificuldade de determinacdo de margens cirdrgicas, entre
outros (26,27).

O carcinoma invasor por muito tempo foi considerado como uma entidade Unica. Nas
tltimas décadas, no entanto, a caracterizacdo de subtipos histopatologicos e a sua relacéo
com o prognostico tém sido cada vez mais valorizadas. O tipo mais frequiente € o chamado
carcinoma ductal infiltrante, ou carcinoma ductal de tipo ndo especial (NST), que
compreende 47 a 75% dos casos (5,15,29). Este é seguido pelo carcinoma lobular infiltrante,
com incidéncia variando de 1 a 20% dos casos e pelas formas mais raras, como 0s
carcinomas ductais de tipo especial (tubular, cribriforme, mucinoso, medular, papilar,

apacrino, secretor, metaplasico), carcinomas mistos e outros (5,15,28,29).

I1.1.4. Fatores prognosticos e preditivos

Acompanhando o incremento do diagndstico precoce do cancer de mama, vém as

pesquisas sobre fatores progndsticos e preditivos. Define-se como fator prognéstico um
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parametro mensuravel no momento do diagndstico, que se correlaciona com sobrevida total
ou com tempo livre de doenca. O fator prognostico esta relacionado a histéria natural da
doenca. Fator preditivo é definido como qualquer pardmetro mensuravel relacionado a
resposta terapéutica (30). Além da afericdo dos fatores anatomopatolégicos tradicionais
(tamanho, grau e tipo histolégico tumorais, envolvimento linfonodal, invasado vascular e
avaliacdo estromal) cresce a investigacdo de fatores moleculares. Estes seriam capazes de
ajudar, sobretudo, pacientes com doenca potencialmente curavel, baseada nos indicios
tradicionais, que evoluem mal e que poderiam se beneficiar de terapéutica agressiva.
Incluem-se neste grupo, pacientes em estédio inicial, que apresentam doenca

micrometastatica (ainda nao detectavel) no momento do diagnostico (30).

Variaveis como: presenca de metéstases a distancia, comprometimento linfonodal
axilar, tamanho do tumor e expressdao imuno-histoquimica (IMQ) para receptores de
estrogeno (RE) e de progesterona (RP) sdo consideradas fatores progndsticos
independentes (30). Outros fatores incluem graduacdo e tipo histologicos, invaséo vascular,
caracteristicas do estroma tumoral, idade, etnia, reatividade IMQ para c-erbB-2 e p53,
marcadores de proliferacéo celular e perfil genético (5,6,11,15,10,31).

Fatores progndsticos e/ou preditivos para o carcinoma da mama:

7

* Presenca de metastases a distancia: o cancer de mama metastético €
considerado incuravel e esta associado a menores taxas de sobrevida (32,33).
Entretanto, o progresso no tratamento da doenca e o desenvolvimento de
novas drogas tém prolongado a sobrevida livre de doenca (33,34) e até a
sobrevida total das pacientes (32);

7

e Comprometimento linfonodal: é o fator prognostico mais importante, na
auséncia de doenca metastética a distancia. Cerca de 40 a 50% dos casos
apresentam comprometimento linfonodal no momento do diagndstico (15). A
sobrevida livre de doenca em 10 anos é reduzida de 70% em pacientes sem
metastases linfonodais para 25-30% nos casos positivos (31). Quanto maior o
namero de linfonodos envolvidos e, quanto mais distante do nivel axilar, pior o
prognostico (31,35). Atualmente, a andlise de linfonodo (s) sentinela é
altamente preditiva do status linfonodal axilar (36). Entretanto, a deteccao de
micrometastases (focos de células tumorais, medindo até 0,2cm) (36), através
de métodos IMQ ou moleculares tém relevancia clinica incerta (15). A dltima
edicdo do TNM - Classificagdao de Tumores Malignos classifica as mesmas
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como pNO(i+) (37), ou seja, ndo sao consideradas e nem tratadas como

verdadeiras metastases;

Tamanho do tumor: tem boa correlagdo com a incidéncia de metéstases
nodais e com a taxa de sobrevida (31,38,39). O tamanho tumoral é
considerado fator prognéstico independente, tendo especial importancia nas
pacientes sem doenca linfonodal axilar (29,31,40,41). O ponto de corte mais
influente no prognostico fica entre 1,0 a 2,0cm de didmetro tumoral
(28,30,31,40,41);

Tipo histolégico: em geral, os tipos ductais especiais costumam estar
associados a melhores progndsticos, quando comparados com carcinoma
ductal NST. Os subtipos tubular, medular e mucinoso puro relacionam-se com
maiores taxas de sobrevida (29,30). Entre as caracteristicas desfavoraveis esta
a presenca de células em anel de sinete e o diagnostico de carcinoma

inflamatério. Este Ultimo associa-se a sobrevida média de 2,9 anos (42);

Grau: € considerado importante fator prognostico (31,39). O sistema de
graduacdo histolégica recomendado pela OMS e amplamente aceito por
patologistas é o chamado Scarff-Bloom-Richardson. Publicado no ano de 1957,
baseia-se principalmente em caracteristicas arquiteturais e nucleares.
Posteriormente, visando obter maior reprodutibilidade inter-observadores, o
método foi aprimorado por Elston e Ellis (43) e passou a ser conhecido pela
Modificacdo de Nottingham do sistema de Bloom-Richardson. Estabeleceram-
se critérios mais objetivos, baseados no percentual de formacéo tubular, no
pleomorfismo nuclear e no indice mitético (anexo A). Para cada um destes
parametros € determinado um escore de 1 a 3 pontos. A graduacéo final é
dada pelo somatério dos pontos, do seguinte modo: 3-5 pontos = grau |; 6-7
pontos = grau lIl; 8-9 pontos = grau lll. A classificagdo de Nottingham pode ser
aplicada para qualquer carcinoma invasor, com excecdo do medular (31), no
entanto, muitos especialistas relutam em utiliza-la nos tipos histoldgicos ductais

especiais e no carcinoma lobular;

Invasdo angiolinfatica: a presenca de células neoplasicas em espacos
vasculares (linfaticos ou capilares sangliineos) adjacentes ao tumor é preditiva
de recidiva local e de menor sobrevida total (30,31). O comprometimento
angiolinfatico é fator de mau progndstico e deve ser considerado, em especial,
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nos pacientes com linfonodos negativos (30). Ainda, a deteccao de invasao
vascular, apés a realizacdo de quimioterapia neoadjuvante esta relacionada

com presenca de metastases linfonodais (44);

Invasdo da pele e mamilo: estdo associadas a sobrevida pobre. O
acometimento de vasos linfaticos da derme, caracteristicos do carcinoma

inflamatério € particularmente vinculado a mau prognéstico (15,42);

Presenca de necrose: a presenca de necrose esti associada a parametros
como tamanho e grau tumorais (45). Estudo recente demonstrou que a
presenca de necrose no exame anatomopatoldgico, apds quimioterapia

neoadjuvante é preditiva de resposta ao tratamento (44);

Estroma: a presenca de infiltrado inflamatorio peritumoral estd associada a
caracteristicas estromais, como: fibrose, necrose e elastose e parece, ainda,
atuar negativamente sobre o progndstico (45);

Densidade de microvasos: o numero de microvasos, nas areas de intensa
neovascularizagdo, nos carcinomas invasores correlaciona-se com presenca

de metéastases linfonodais e a distancia (46);

Marcadores de proliferacdo celular: a proliferacdo celular pode ser inferida
através do indice mitético, de reacdes IMQs (MIB1/Ki-67, ciclinas), ou pela
determinacédo da fragdo de células na fase S do ciclo celular por citometria de
fluxo. Devido a sua importancia na determinacdo do progndstico (10), o indice
mitético (anexo A) foi incorporado no sistema de graduacdo tumoral de
Nottingham (31). A determinacdo da fracdo da fase S tem importancia
prognoéstica em pacientes sem doenca linfonodal. Quanto maior a fracao,
menor a sobrevida livre de doenca e total (40);

Gestacao: carcinomas da mama diagnosticados durante a gestacdo ou
lactacdo costumam ser mais agressivos, apresentam-se em estagio mais

avancado e, geralmente, ndo expressam receptores hormonais (47);

Idade e raca: em relagdo a idade no momento do diagndéstico, alguns autores
encontraram associagado entre prognostico desfavoravel e idade abaixo dos 35
anos (6,30,48). A avaliacdo do papel da raca no progndstico € bem mais
complexa. Segundo a maioria dos estudos, pacientes negras e hispéanicas
teriam menores taxas de sobrevida, comparadas com as de cor branca (30);
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Receptores de estrégeno e de progesterona: a expressao tumoral de
receptores hormonais (RH) é considerada fator prognostico e preditivo (30).
Mulheres com RHs positivos tém taxas de sobrevida livre de doenca
discretamente maiores em 5 anos, do que as RH negativas,
independentemente de tratamento adjuvante (30,49). Em contraste com a
ténue influéncia progndstica, a expressao de RHs é preditiva de resposta a
terapéutica adjuvante com tamoxifen (6,11,30,31,49,50,51). A resposta a
terapia hormonal é maior, quando os dois receptores sdo positivos; a taxa de
resposta cai para cerca de metade, caso a neoplasia expresse somente um
tipo de RH, sendo que o RE tem peso maior (49). Em relagdo ao tratamento
adjuvante com tamoxifen, estudos demonstraram que a manutencéo da droga
por 5 anos, reduz o risco de recorréncia e morte em 47% e 26%,
respectivamente, e em 47% o risco de carcinoma na mama contralateral, em
pacientes com RE positivo (30). A expresséo de RE é ainda fator preditivo de
resposta ao uso de inibidores da aromatase, em pacientes pés-menopausicas,
apos a utilizacdo de tamoxifen, ou caso este seja contra-indicado (52);

ERBB2: € um proto-oncogene que codifica uma proteina transmembrana, com
atividade tirosina-quinase analoga ao receptor do fator de crescimento
epidérmico (53). Ele estd amplificado ou superexpresso em 20 a 30% dos
carcinomas da mama (30,54), estando associado a tumores agressivos e a
maiores taxas de recorréncia e mortalidade (30,31). E 6timo preditor de
resposta ao tratamento com trastuzumab, especialmente na presenca de
metastases (54). O efeito pode ser potencializado, se o trastuzumab for
administrado em conjunto com agentes citotoxicos (6,30,54,55). Em relacéo
aos métodos de deteccdo, parece haver o seguinte consenso entre a IMQ e a
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH): estes s&o equivalentes nos casos,
onde a expressdo IMQ é negativa (1+) ou fortemente positiva (3+). Entretanto,
guando a expressao IMQ é classificada como moderada (2+), a técnica de
FISH mostra-se mais fidedigna (56);

TP53: classicamente a mutacdo deste gene supressor tumoral foi associada a
reducédo de sobrevida (57). Entretanto, estudos subsequentes, em pacientes
com linfonodos negativos, ndo demonstraram associagao segura entre reacao

IMQ positiva para p53 e progndstico, sugerindo que esta ndo atuaria como um
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fator prognéstico independente (39,58);

perfil genético: a determinacdo do perfil de expressdo génica é promissora,
podendo fornecer informacg8es progndsticas e preditivas (6,7,30,59,60). Van de
Vijver et al (2002) analisaram a expresséo de 70 genes em 295 casos de
carcinoma de mama, pela técnica de microarray, estabelecendo perfis
genéticos de bom e mau prognéstico (59). Apés 7,8 anos de tempo médio de
seguimento, o perfil da expressdo génica mostrou-se altamente preditivo de
desenvolvimento de metastases a distancia em 5 anos, em pacientes abaixo
dos 53 anos, com e sem doenca linfonodal. Segundo os autores, a
classificacdo em grupos de alto e baixo risco, de acordo com o perfil genético,
podera auxiliar na indicagéo de terapia adjuvante (59,60).

[I.2. Metaloproteinases

[1.2.1. Estrutura e funcéo

As metaloproteinases pertencem a uma superfamilia de endopeptidases zinco-

dependentes, com funcdo proteolitica, denominada metzincinas. Estas apresentam em

comum, no dominio catalitico, trés residuos de histidina e uma metionina, formando uma

estrutura denominada met-turn e garantindo a integridade estrutural do sitio ativo, onde se

liga o ion zinco (61). As metzincinas abrangem, classicamente, quatro familias:

astacinas: cujo prototipo € a astacina, principal enzima colagenocitica do trato
digestivo do lagostin;

serralisinas: enzimas proteoliticas secretadas por bactérias dos géneros
Serratia Spp, Pseudomonas Spp e Erwinia Spp;

adamalisinas (ADAM): enzimas extremamente agressivas, constituintes do
veneno de cobras da familia Crotalidae, que produzem hemorragia e necrose
tecidual,

matricinas: modernamente chamadas de metaloproteinases da matriz
(MMPs); sado enzimas de vertebrados, envolvidas no remodelamento da matriz

extracelular (MEC).

Alguns autores (62,63) ainda acrescentam duas subfamilias ao grupo das
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metzincinas:

* ADAMTS: enzimas que processam precursores do colageno e que apresentam

estrutura semelhante a ADAM, porém contém repetidos dominios
trombospondina (TS);

* inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs): os principais inibidores

teciduais endégenos das MMPs.

As MMPs sdo responsaveis pela maior parte da degradac¢do da MEC, sendo capazes
de lisar todos seus componentes. De acordo com sua estrutura e especificidade classificam-
se em: colagenases, gelatinases, estromalisinas, matrilisinas, MMPs ativadas por furinas,
MMPs transmembrana (MT-MMP), MT-MMPs de tipo Il, MT-MMPs com dominio GPI e
outras MMPs (Tabela 1). H4, pelo menos, 24 MMPs identificadas. Exceto algumas MMPs
ativadas por furinas, as demais sao sintetizadas como prepré-enzimas e secretadas de
forma inativa, como pré-enzimas, com dominios N e C-terminal bloqueando o sitio de
atividade. Um residuo de cisteina, chamado de cisteina-switch, parece ser o responsavel
pela manutencdo da forma pré-enzimatica, pois mantém o ion zinco acoplado ao sitio
catalitico, conservando a enzima em laténcia. A ativagdo enzimatica s6 ocorre com a quebra
da ligacao cisteina-zinco (64,65,66,67,68,24).

As MMPs sdo compostas por multidominios, com algumas variacbes entre 0s
subgrupos, responséaveis pela especificidade de substratos. De modo geral, constituem-se
de um peptidio sinal, um pré-peptidio, um dominio catalitico e um dominio hemopexina
(67,69,70,71,72). Este Ultimo esta ausente nas matrilisinas, as menores MMPs, e nas MT-
MMPs de tipo Il, que contém ainda um dominio Ig-like. As MT-MMPs possuem um dominio
transmembrana acoplado ao final da molécula. As gelatinases apresentam trés repeticoes
fibronectina-tipo Il no dominio catalitico (70). As MMPs ativadas por furinas possuem um
sitio de clivagem furina entre o pré-peptidio e o dominio catalitico. Os dominios cataliticos
das MMPs apresentam ainda, além do ion zinco, 2-3 ions célcio, que atuam na estabilidade

da molécula e na atividade enzimatica (70).

[1.2.2. Expressao, producéo e ativacao/inibicao
As MMPs tém expressdo dependente da necessidade de remodelamento tecidual

(70,71,72), participando das etapas de proliferagéo celular, diferenciacdo, vascularizacéo e
migracao celular através da MEC (73). Elas apresentam papel importante em processos
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fisiolégicos, como: implantacdo placentaria, organogénese, crescimento e cicatrizagédo, e
ainda, em processos patoldgicos. Estes ultimos incluem reacgdes inflamatorias, doencas do
tecido conjuntivo e aneurismaticas, ruptura de placas ateroscleréticas, invasdo neoplasica,
angiogénese e metastatizacdo (70,71,72,73). Sua producédo é rapidamente estimulada por
agentes exdgenos, que irdo atuar na sua maioria, sobre a transcricdo génica (72,74), como
citocinas (interleucinas, interferons), fatores de crescimento (EGF, TGF-B, PDGF, VEGF),
componentes da MEC, organomercuriais, oxigénios reativos, estresse fisico, radiacao
ultravioleta e transformacédo celular oncogénica (64,65,66,67,70,71,75). Entre os
supressores das MMPs estdo: retindides, glicocorticoides, e, em especial, os TIMPs
(70,76,77).

Tabela 1. Classificacdo das Metaloproteinases.

Colagenases
Colagenase 1 (MMP-1)
Colagenase 2 (MMP-8)
Colagenase 3 (MMP-13)
Gelatinases
Gelatinase A (MMP-2)
Gelatinase B (MMP-9)
Estromalisinas
Estromalisina 1 (MMP-3)
Estromalisina 2 (MMP-10)
Matrilisinas
Matrilisina 1 (MMP-7)
Matrilisina 2 (MMP-26)
MMPs ativadas por furinas
Estromalisina 3 (MMP-11)
Epilisina (MMP-28)
MMP-21
MMPs transmembrana
MT 1-MMP (MMP-14)
MT 2-MMP (MMP-15)
MT 3-MMP (MMP-16)
MT 5-MMP (MMP-24)
MMPs transmembrana de tipo Il
MMP 23 A
MMP 23 B
MMPs transmembrana com dominio GPI
MT 4-MMP (MMP-17)
MT 6-MMP (MMP-25)
Outras MMPs
Metaloelastase (MMP-12)
MMP 19
Enamelisina (MMP-20)
MMP-27

A relacdo com a MEC, ndo somente por meio de fatores soluveis, mas através de
interacdes célula-célula e célula-matriz € um ponto importante referente aos mecanismos de

controle das MMPs. O antigo conceito de funcdo da MEC como um simples tecido de
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sustentacao, foi substituido pela idéia de uma estrutura dindmica, um reservatoério de células
e moléculas capazes de emitir sinais ativadores de rotas intracelulares (69,78,79). Peptideos
provenientes da protedlise de macromoléculas da MEC, como a elastina, a fibronectina e
glicoproteinas do tecido conjuntivo, assim como derivados de membrana basal (lamininas e
coladgeno tipo 1V), podem agir como estimuladores ou inibidores de MMPs, atuando sobre
células tumorais, estromais e endoteliais (78). Entre as moléculas de adesao célula-célula e
célula-matriz, receptores para caderinas e integrinas apresentam expressao variavel durante
a evolugdo tumoral e tém capacidade de transmitir sinais intracelulares, que poderao
modular a expressdo de MMPs (79,80). Células malignas também podem expressar
moléculas reguladoras de MMPs. Um exemplo é a producdo de MMPs 1, 2 e 3 por
fibroblastos, via indutor extracelular de MMPs (EMMPRIN), uma glicoproteina transmembra

expressa na superficie de células neoplasicas (81).

[1.2.3. Regulacao da atividade das metaloproteinases

A regulagéo da atividade das metaloproteinases ocorre, basicamente, através de trés
mecanismos (68,71,72,75):

1. controle da expressdo génica, que é centrado em nivel transcricional
(68,71,75), mas pode sofrer modulagéao por alguns agentes que atuam sobre a
estabilidade do RNA mensageiro (RNAm), via proteina-quinase p38 (82,83,84);

2. ativacgdo das formas latentes, pro-enziméaticas;

3. inibicdo da forma ativa via TIMPs, proteinas analogas e a-2-macroglobulina
(77).

Constituem excecdes, referentes aos mecanismos regulatérios, a MMP-8, que néo é
secretada imediatamente apés a sintese, permanecendo estocada nos granulos
intracelulares dos neutréfilos, onde é produzida (72); e as MMPs 2 e 11, que apresentam

elementos distintos das demais MMPs na regiao promotora (71,75).

[1.2.3.1. Transcricao génica
A maioria dos genes das MMPs, ap0s interacdo na superficie celular, com os agentes

estimuladores, apresenta fosforilagdo dos seus fatores de transcricdo, via proteinas com
atividade quinase: MAPKs (mitogen-activated protein kinases) e serina/treonina quinases
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(67,71). Pelo menos cinco rotas MAPK sdo conhecidas: a ERK1,2 ativada por agentes
mitogénicos; e as vias JNK/SAPK, p38, ERK5 e ERK6 estimuladas principalmente por
estresse e citocinas (71).

Os promotores das MMPs (excluindo as MMPs 2 e 11) apresentam varias sequéncias
reguladoras comuns (cis), nas quais se ligam os complexos proteicos que irdo dar inicio a
transcricdo do gene. Os principais elementos, que se ligam as sequéncias cis das MMPs
sao: activator protein-1 (AP-1) e polyomavirus enhancer activator-binding protein-3 (PEA-3).

A familia AP-1 se liga a sequéncia consenso 5-TGAG/CTCA-3’ (sitio de ligacdo AP-
1), localizada na posigcéo entre -65 e -79 pb (pares de base) do promotor (75), através de
homo ou heterodimeros. Esses dimeros sdo compostos, principalmente, pelas familias de
proto-oncogenes Jun e Fos ou pelos activating transcription factors (ATFs) (85). A atividade
do complexo AP-1 pode ser modulada pela variedade de heterodimerizacdo, por proteinas-
guinase e por co-fatores transcricionais (71,75,85). Estes elementos moduladores irdo
intervir na afinidade de ligagdo no sitio de ligacdo AP-1, resultando em diferentes efeitos

bioldgicos.

Localizada proximalmente ao sitio de ligacdo AP-1, encontra-se a seqiéncia PEA-3, a
qual se ligam fatores de transcricdo da familia dos oncogenes ETS (71,75). Tais fatores
reconhecem a sequéncia invariavel 5-GGA,A/T-3' (dominio-ETS), pela qual tém afinidade.
As sequUéncias adjacentes ao dominio irdo definir a especificidade de ligacdo de cada
membro da familia dos ETS (86,87). Além de atuarem diretamente como fatores de
transcricdo, os ETS funcionam como coativadores, formando complexos com a proteina AP-
1 (86).

Embora, estruturalmente semelhantes, os promotores das MMPs apresentam
algumas diferencas, em especial, referentes ao nimero e ao arranjo espacial dos sitios
transativadores (75). O PEA-3 é a regido mais variavel. Porém, determinadas
metaloproteinases possuem dois sitios AP-1 e sitios AP-2. Ou ainda, apresentam discreta
alteracdo de bases na sequéncia AP-1 sem, no entanto, comprometer sua funcéo (75).
Existem ainda outros elementos cis, como o CREB e o C/EBP, que apresentam maior
variabilidade entre os genes das MMPs (75).

A regidao promotora da MMP2, assim como seus mecanismos de controle, divergem
das demais MMPs. Elementos regulatorios cis, incluindo AP-1 e PEA-3 estdo presentes no
promotor; entretanto, seu potencial regulatorio ainda néo € totalmente compreendido. Estudo
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feito em células de astroglioma revelou que dele¢Bes nestas regides ndo afetavam a
atividade promotora (88). Recentemente, Hong et al (2005) contrariaram a idéia anterior de
refratariedade do promotor da MMP2 ao sitio AP-1. Analisando células de melanoma
humano, esses autores demonstraram, que a expressao génica da MMP2 pode ser mediada
pela ativacdo, via proteinas-quinase, de um sitio AP-1 funcional (89). E consenso, na
literatura, que a regido promotora do gene da MMP-2 n&o possui o TATA-box e nem um
elemento iniciador (75,88). TATA-box € uma sequéncia altamente conservada, situada a
cerca de 30 pb a montante do sitio de inicio da transcricdo, encontrada em genes
eucarioticos rapidamente transcritos (90), como os das metaloproteinases. Alguns genes de
eucariotos, contém, ao invés do TATA-box, um elemento iniciador: uma sequéncia
consensual variavel com funcdo semelhante ao TATA-box (90). A presenca dessas
sequéncias garante que a transcricdo génica tenha inicio num sitio bem definido no
promotor. Na situagdo contréria, a transcricdo podera iniciar em qualquer ponto ao longo de
uma extensa regiao, com 20 a 200 pb, gerando longos RNAms e resultando em uma baixa
velocidade de transcricdo. Genes com essa caracteristica sdo chamados de genes de
manutencao ou housekeeping (90). A maioria dos genes de manutencdo apresenta um
trecho rico em GC de 20 a 50 nucleotideos, ou de seqiéncias relacionadas (GT- e CCACC-
boxes), que é reconhecido pela familia de fatores de transcri¢cdo Sp1 (89,90,91,92,93,94). E
0 que ocorre com o0 gene da MMP-2 (75,88). Duas regides sao de fundamental importancia
para a expressao constitucional deste gene: o sitio de ligacdo Spl e a sequéncia AP-2
(75,87). A esses elementos da regidao promotora, se ligam, respectivamente, os fatores de
transcricdo Spl e Sp3 e AP-2 (88,93). O resultado final desta interagcéo € influenciado pela
correlacdo entre as sequéncias cis presentes no promotor. Os fatores AP-2 e Spl tém
funcdo estimuladora. O Sp3 pode ativar, ou inibir a transcricdo, porém parece ter papel
predominantemente repressor (88, 91,92,93).

[1.2.3.2. A estabilidade do RNAmM

Parte do controle pos-transcricional da expressao génica é regulada pelos
mecanismos de estabilizacdo do RNAm. A degradacado seletiva da molécula de RNAmM, em
diversos genes induziveis, incluindo varias metaloproteinases, € modulada por sequéncias
ricas em adenina e uracila (AU-ricas ou elementos ricos em AU — ARESs). Essas ARESs estao
localizadas nas regides 3’ ndo traduzidas (UTRs) do gene (82,84) e atuam no RNAm via
proteina-quinase p38 MAPK (82,83).
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11.2.3.3. Ativag&o das formas latentes

Considerando que a maioria das MMPs é secretada como zimogénio inativo, na forma
de pro-peptidio, sua ativacdo ocorrera no meio extracelular. O processo tem inicio com a
quebra de uma regido do pro-peptidio, que desestabiliza a ligacdo cisteina-zinco, no
cisteina-switch, permitindo a interagdo de uma molécula de H,O com o ion zinco. Esta é

capaz de desencadear a clivagem, auto-catalitica, do restante do pro-peptidio (65,66,67,69).

As pré-enzimas podem ser ativadas por proteases endogenas (plasmina, calicreina,
ativador do plasminogénio tipo uroquinase), por agentes alquilantes e oxidantes, mercuriais

e por outras metaloproteinases (64,65,66,68,69).

As MMPs ativadas por furinas apresentam ativacao intracelular, através do seu sitio
de clivagem furina, localizado na porcao final do pro-peptidio. As MT-MMPs e a MMP-27
parecem ter uma estrutura semelhante, possuindo ativacédo analoga (76).

11.2.3.3.1.Ativac&o da Pro-MMP-2

A MMP-2 possui ativagdo na superficie celular, mediada por MT-MMPs e pelo TIMP-
2. Entre as MT-MMPs, a MT 4-MMP é a Unica que nao participa do processo (76).

O mecanismo da ativacdo mais estudado € o formado pelo complexo MT1-
MMP/TIMP-2/MMP-2. Inicialmente, o TIMP-2 liga-se, através do seu dominio N-terminal, a
MT1-MMP (localizada na membrana celular), permanecendo com o dominio C-terminal livre.
Estabelecido o complexo MT1-MMP/TIMP-2, esse servird de receptor para o acoplamento
do dominio hemopexina da pré-MMP-2 na porcdo C-terminal. O passo seguinte € clivagem
da pr6-MMP-2 por uma molécula de MT1-MMP livre (76,95).

O TIMP-2 apresenta, ainda, fungéo reguladora da ativagdao da MMP-2, uma vez que
niveis elevados de TIMP-2 podem saturar todas as moléculas livres de MT1-MMP,
necessarias para a quebra do pro-peptidio de MMP-2. Assim, niveis baixos a moderados de
TIMP-2 sdo ativadores, ao passo que, altas concentracdes de TIMP-2 tém papel inibitério
(67,76,95).

11.2.3.4. Inibidores teciduais das metaloproteinases

Existem quatro TIMPs isolados até o momento. Na sua maioria sdo proteinas
secretadas, mas podem ser encontradas na superficie celular, associadas a MT-MMPs (77).
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A transcricdo dos TIMPs também é regulada por citocinas e fatores de crescimento (68). Os
TIMPs sédo compostos por dominios N e C-terminal, cada um com trés ligacdes dissulfito
(96). Todos eles possuem capacidade de inibir qualquer MMP, pois, através do dominio N-
terminal se ligam ao sitio catalitico da MMP, formando um complexo estavel e inativo
(70,97). No entanto, os TIMPs diferem entre si em alguns aspectos, conferidos pelo dominio
C-terminal, que caracterizam habilidades especificas (77,96). Eles podem atuar sobre o
crescimento de diversos tipos celulares, apoptose, angiogénese e progressao tumoral. O
TIMP-1 induz a proliferacdo de precursores eritroides, mas néo de fibroblastos, como o
TIMP-2 e nem de células musculares lisas, como o TIMP-3. O TIMP-4 promove apoptose em
fibroblastos cardiacos e, tal como o TIMP-1, pode estimular a metastatizagédo (77). O TIMP-2
participa ainda da ativagdo da pr6-MMP-2, detalhada acima (96).

Além da inibi¢&o tecidual, via TIMPs, as MMPs podem ser inativadas, em menor grau,
por moléculas com sequéncias semelhantes ao dominio N-terminal dos TIMPs e ainda pela
a-2-macroglobulina. Esta é a maior responsavel pela inibicAo plasmatica das
metaloproteinases (77).

A regulacdo da atividade das metaloproteinases esta sumarizada na Figura 1.

11.2.4. Metaloproteinases e as doencas

Varios estudos tém associado alteracbes das MMPs com doencas do tecido
conjuntivo (98), cardiovasculares (77,98,99) e com 0s processos que envolvem o
desenvolvimento e a progressao tumorais (67,71,72,73). Estes requerem uma cascata de
eventos que incluem mecanismos similares ao que as células normais utilizam para

migragao e quebra das barreiras teciduais (MB, estroma extracelular) (68,74).

Desequilibrios na expressdo destas enzimas e aumento da atividade proteolitica
estdo presentes em tumores invasores e metastaticos. Ao que parece, as células malignas
sdo capazes de produzir MMPs e utilizar as MMPs produzidas pelas células estromais e
inflamatorias vizinhas (68,73,78,79). Do mesmo modo essas podem expressar e controlar o
funcionamento dos TIMPs. Varios estudos mostram maior concentracdo e atividade de
MMPs na periferia da leséo e no estroma, em relacdo a porcao interna do tumor (79). Assim,
a capacidade de invaséao tecidual depende da habilidade das células tumorais de alterar o
metabolismo ao seu redor, otimizando e economizando seus recursos proprios, através do

controle e da utilizacdo dos recursos do hospedeiro (79). Em ultima analise, o sucesso das
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células tumorais depende de uma resposta direta ou indireta do hospedeiro a neoplasia
(100).
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Figura 1. Regulacao da Atividade das Metaloproteinases

A relacdo metaloproteinases/cancer tem sido largamente explorada nos udltimos 15
anos. Algumas pesquisas apontam para uma maior atividade das MMPs, enquanto outras
mostram altera¢cdes nos seus mecanismos inibitérios. Estudos empregando metodologias
distintas mostram associacao de praticamente todas MMPs com processos neoplasicos de
diversos sitios, abrangendo sistema nervoso, pele, cavidade oral, mama, pulméo, 0ssos,
trato gastrintestinal e geniturinério (76,88,101,102,103,104,105,106,107).

Na glandula mamaria normal, a expressao de metaloproteinases € baixa, exceto

durante os periodos de crescimento, gestacao, lactacdo e involugdo da glandula, quando o
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processo de remodelamento tecidual € intenso (68,108). As MMPs sao expressas por varios
tipos celulares na glandula mamaéria, incluindo fibroblastos, adipécitos e linfécitos (108).
Segundo Benaud et al (1998), a integridade da MB é fundamental para expressdo de genes
relacionados a diferenciacéo celular, como o da proteina do leite, B-caseina. Alteracdes na
estrutura da MB levam a proliferacédo celular e, sua degradacgdo, a involu¢do da glandula,
através da apoptose (68). Sabendo que as MMPs desempenham papel critico no
remodelamento da MEC e que atuam sobre a MB, fica clara a importancia dessas enzimas
no processo de desenvolvimento da mama. Também foi constatado, que durante o ciclo
menstrual, existem alteragcbes na composicdo da MEC maméria, com degradacdo de
laminina, proteoglicanos e colageno tipo IV (68). Sendo assim, oscilagdes nos niveis das
MMPs poderiam ocorrer em diferentes fases do ciclo. Em 1994, Rodgers et al demonstraram
alteracbes no padrédo e no local (epitélio, estroma, tipos celulares) de expressdo de MMPs,
em amostras de endométrio, em diferentes fases do ciclo menstrual, sugerindo uma
interagdo com hormonios esterdides (109). A influéncia de mecanismos hormonais foi

comprovada, posteriormente por Lee et al (2001) (110).

Considerando que o sucesso da célula que sofreu transformagdo oncogénica é
dependente da sua capacidade de invasdo e rompimento de barreiras teciduais, € possivel
tracar um paralelo entre o turnover fisiologico e patolégico da MEC na mama.
Fundamentadas nesta teoria, pesquisas em cancer de mama tém focado na expressao das
MMPs. O resultado dos estudos demonstra niveis aumentados de metaloproteinases nas
células tumorais e no estroma adjacente, em relacdo a glandula maméria normal e/ou com
doenca benigna (68,100,107,111,112). A expressao e a atividade dessas enzimas tém sido
avaliadas também no sangue e na urina das pacientes (113). As MMPs 1, 2, 3, 7, 8, 9, 11,
13, MT-MMPs 1, 2 e 3 e TIMPs 1 e 2 apresentaram expressao alterada em diversos
modelos de pesquisa envolvendo carcinoma mamario (68,100,101,107,111,112,114,115).

[1.3. Gelatinases e cancer de mama

As gelatinases A e B (MMP-2 e MMP-9, respectivamente) caracterizam-se,
estruturalmente, por possuirem trés repeticbes fibronectina-tipo Il inseridas no dominio
catalitico (70). Estas repeticbes conferem capacidade de interacdo e degradacdo dos seus
principais substratos: colagenos tipo IV, V, VII, IX, X e gelatinas (colageno desnaturado)
(67,68,69). A MB, considerada o primeiro obstaculo para a invasao neoplasica, tem como
componente abundante o colageno tipo IV; fato que a torna alvo importante das gelatinases.
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Porém, apesar da similaridade de substratos, convém ressaltar, que as duas enzimas
diferem, amplamente, em relagdo aos seus mecanismos regulatérios. Além disso, ambas
nao sao expressas simultaneamente e nem pelos mesmos tipos celulares (116). Pesquisas
em cancer de mama mostraram expressdo de MMP-2 predominantemente nas células
neoplasicas e em fibroblastos, e de MMP-9 no infiltrado inflamatério peritumoral e no
endotélio (68,100,115). Loo et al (2004), estudando subpopula¢6es celulares de carcinoma
mamario em um sistema de cultura tridimensional, demonstraram que, proporcionalmente a
migracdo das células através de uma esponja de gel, havia aumento da producdo de
metaloproteinases, incluindo as MMPs 2 e 9 (114). Jones et al (1999) investigaram uma
possivel correlacdo entre a expressédo IMQ das gelatinases e parametros clinicopatologicos
em carcinoma de mama. Nesse estudo a MMP-2 foi expressa, nas células tumorais e no
estroma, em mais de 90% dos 129 casos analisados e mostrou-se significativamente
associada a presenca de metastases linfonodais. A reacdo IMQ para MMP-9 foi positiva em
68% dos casos, em fibroblastos, macrofagos e nas células neoplasicas. A expressao nas
células epiteliais neoplasicas foi maior nos casos de carcinoma lobular infiltrante, quando
comparada com o tipo ductal (p=0,0004) (112). Garbett et al (2000) encontraram maior
presenca das MMPs 2 e 9, através de zimografia, na lesdo tumoral, em relacdo ao
parénquima mamario adjacente e a amostras de mama normal. Foi constatada ainda,

correlacdo positiva entre a presenca das MMPs 2 e 9 e a graduacao histopatologica (111).

Niveis séricos e/ou expressdo elevados de MMP-2 tém sido classicamente
associados a parametros de doenca desfavoraveis. Garibyan et al (2004) demonstraram que
niveis séricos pré-operatérios elevados da enzima estdo correlacionados com
comprometimento linfonodal e estagio avancado (113). Nakopoulou et al (2003) encontraram
relacéo positiva entre expressédo IMQ de MMP-2 e lesdes com tamanho acima de 2,0cm e
relacdo inversa com a expressao de p53 e ki-67. No entanto, ndo foi possivel estabelecer
associagao com a sobrevida total (117). Da mesma forma, Hirvonen et al (2003) falharam
em demonstrar associacdo entre a expressdo IMQ da MMP-2 e sobrevida total, em
pacientes T1.2Np; entretanto, todas pacientes MMP-2 negativas continuavam vivas apés 10
anos, enquanto que, a sobrevida nas pacientes MMP-2 positivas, no mesmo periodo, foi de
87% (118). Posteriormente, Li et al (2004), acompanhando 270 pacientes, sem doenca
linfonodal, durante o periodo médio de 61 meses, demonstraram associacdo entre a

expressao IMQ da MMP-2 e tumores maiores e com maior graduacao histopatologica (119).

Considerando o estudo da MMP-9, as pesquisas apresentam resultados pouco mais
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controversos. Garibyan et al (2004) detectaram relacdo entre atividade enzimatica
aumentada, medida por meio de zimografia, no momento do diagnéstico, e diminuicdo da
sobrevida total (113). Pesquisa realizada por Pacheco et al (1998) mostrou que a expressao
aumentada de MMP-9, medida por Northern blot, estaria associada com presenca de
invasdo vascular, necrose e negatividade para RP (120). No mesmo estudo, altos niveis de
MMP-9 e de MMP-2 foram inversamente relacionados com o numero de sobreviventes,
durante o periodo médio de seguimento de 40 meses (120). No estudo de Li et al (2004), a
positividade IMQ para MMP-9 apresentou relacdo estatisticamente significativa com alto
grau tumoral. Além disso, as duas enzimas isoladamente e a co-expressao de MMP-2/MMP-
9 estiveram relacionadas com menor tempo de sobrevida livre de recorréncia de doenca
(119). Contrariando os dados anteriores, estudo recente, com tempo meédio de seguimento
de 10 anos (121), demonstrou que pacientes com baixos niveis séricos pré-operatorios de
MMP-9, detectados por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) apresentam chance
de recorréncia trés vezes maior. Ainda, baixos niveis de MMP-9 foram indicativos de menor
sobrevida livre de doenca em pacientes sem comprometimento linfonodal, em estagios I-I,
com RP negativos e com menos de 50 anos (121). Finalmente, Vijver et al (2002),
estudando genes associados a classificacdo progndstica, sugeriram que o perfil da
expressao génica poderia ser capaz de predizer com mais eficacia o desenvolvimento de
metastases a distdncia em 5 anos, em pacientes jovens, do que 0s critérios
clinicopatoldgicos usuais (59). Entre os genes analisados, o da MMP-9 foi um dos

associados a categoria de mau prognoéstico (59,60).

A maioria dos estudos tem mostrado que alteragdes na expressao dessas MMPs nos
carcinomas de mama representam um indicio de maior potencial de malignidade e pior
prognostico, no entanto, os resultados ndo sado unanimes. A relacdo com parametros
clinicopatoldgicos, tais como tipo e grau histolégico da neoplasia, estagio, comprometimento
linfonodal e expressdo IMQ para RE, RP, p53, Ki-67 e c-erbB-2 ainda apresenta pontos
controversos. Possiveis explicacdes para estas divergéncias podem ser: a variabilidade
étnica e racial entre as populacdes analisadas e a diversidade dos métodos utilizados pelos
pesquisadores - estudos in vivo/vitro, medida de niveis séricos por ELISA, IMQ, FISH,
zimografia, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e PCR em tempo real (RT-PCR).

[I.4. Polimorfismos da regido promotora das metaloproteinases

Um dos alvos de pesquisa atual no estudo da influéncia das metaloproteinases sobre
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a patogénese sdo 0s mecanismos moleculares que podem intervir na expressao génica
destas enzimas. Aspectos como a producdo destas proteinases tanto pelas células
cancerigenas, como pelas integrantes do estroma e por células endoteliais, sugerem que a
superexpressdo enzimatica se deva a alteragBes transcricionais (122). Portanto, deve-se
considerar o estudo da regido promotora do gene, uma vez que esta é seqliéncia de DNA,

onde a RNA polimerase inicia a transcri¢éo (90).

Polimorfismos no DNA s&o variagbes naturais na sequéncia do DNA, em mais de um
alelo, que ocorrem com frequéncia maior do que 1% na populacdo (123). Estudos tém
mostrado que polimorfismos da regido promotora dos genes das MMPs podem resultar em
diferencas na expressdo génica entre individuos. Polimorfismos em um Unico nucleotideo
(SNPs) tém sido associados a doencgas coronarianas, aneurismaticas e neoplasias malignas.
Variagbes no promotor dos genes das MMPs 2, 3, 9 e 12 e dos TIMPs 1 e 2 ja foram
relacionados a aneurismas intracranianos, coronarianos e de aorta, a ruptura de placas
aterosclerdticas e a insuficiéncia cardiaca (124,125,126,127,128,129,130,131). O mesmo
ocorre com as MMPs 1, 2, 3, 9, 13 e MTMMPs e tumores, como carcinomas de cabecga e
pescoc¢o, mama, ovario, endométrio, do trato gastrintestinal, renal, pulmonar e melanoma
(122,132-146).

O gene da MMP-2 esta localizado no cromossomo 16 (16g13-g21). Price et al (2001)
identificaram seis sequUéncias, na regidao promotora da MMP2, onde podem ocorrer
variagoes: - 1575, - 1306, -955, -790, -787 e -168. Duas variantes, nas posi¢coes -1306 e -
790 possuem 100% de homologia com sequiéncias cis ja descritas. Contudo, a troca de uma
citosina por uma timidina (C/T) na posicdo — 1306 mostrou-se funcionalmente importante,
pois altera o sitio de ligacdo do fator de transcricdo Spl (CCACC box) no promotor. A
presenca do alelo T gera uma atividade transcricional duas vezes menor, do que a do alelo
C (147). Posteriormente, Vasku et al (2002) estudaram um novo SNP no promotor da MMP2:
-735 C/T (148). Este polimorfismo também é capaz de atuar sobre a atividade transcricional,

via alteracéo da seqiéncia consenso Spl CCCTCC (132).

O SNP -1306C/T no gene da MMP-2 tem sido freqlientemente estudado, devido a sua
influéncia sobre os processos neoplasicos. Miao et al (2003), estudando casos e controles
chineses, demonstraram que individuos com o genétipo CC apresentam trés vezes mais
risco de desenvolverem adenocarcinoma de cardia, quando comparados aos portadores dos
gendtipos CT e TT (OR: 3,36; IC 95%: 2,34-4,97) (133). Estudo similar realizado por Yu et al
(2002) detectou que carreadores do genotipo CC apresentam chance duas vezes maior de
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desenvolverem cancer pulmonar (OR: 2,18; IC 95%: 1,70-2,79) (134). Ainda em cancer de
pulmao, Zhou et al (2005) encontraram risco similar ao anterior para portadores do genaétipo
CC (OR: 2,12; IC 95%: 1,64-2,72) e também um efeito sinérgico sobre o risco dos SNPs -
1306C/T e -735C/T (OR: 5,01; IC 95%: 2,57-9,78) (135). Seguindo a mesma linha de
pesquisa, Yu et al (2004) ratificaram a associacdo do genétipo CC (-1306), com risco de
carcinoma de células escamosas do es6fago (OR: 1,52; IC 95%: 1,17-1,96) e identificaram
gue o haplétipo C-1306C-735 aumenta a chance de desenvolver a neoplasia em 6 vezes
(OR: 6,53; IC 95%: 2,78-15,33), assim como o risco de metastases a distancia (OR: 3,34; IC
95%: 1,16-9,63) (132). Xua et al (2004), analisando casos de carcinoma colorretal e
controles, na China, demonstraram associacao leve entre o genétipo CC (-1306), versus CT
e TT, e risco de cancer (OR: 1,959; Cl 95%: 1,055-3,637). Pacientes CC também
apresentaram maior envolvimento da serosa e da adventicia, quando comparados aos CT e
CC (136). O mesmo genotipo esteve significativamente relacionado a carcinogénese oral (p<
0,05) (137) e a tumores de cabeca e pesco¢o (OR: 1,97; IC 95%: 1,23-3,15) (138). Nas
neoplasias de cabeca e pescoco, o gendétipo CC foi mais freqliente em pacientes com lesdes
de espessura maior do que 10mm, comprometimento linfonodal e estadiamento avancado
(137).

Em cancer de mama, dois autores estudaram o SNP -1306C/T. Zhou et al (2004),
através de estudo de casos e controles, encontraram associagao entre a presenca do alelo T
(CT + TT versus CC) e diminui¢éo do risco de cancer (OR: 0,46; IC 95%: 0,34-0,63) (122). O
efeito protetor do alelo T foi mais pronunciado em mulheres que obtiveram diagndstico antes
dos 55 anos. Nao houve associacdo estatisticamente significativa entre os genotipos, o
estadiamento e a expressdo de RE e RP (122). J4 o estudo australiano, ndo controlado, de
Grieu et al (2004), analisou a relacdo do polimorfismo com parametros clinicopatologicos,
incluindo a sobrevida total. Foi observado que, portadoras do gendétipo TT (versus CT e CC)
apresentaram tumores significativamente menores (p=0,006), porém, com baixa
concentracdo (fmol/ug) de RE (p=0,0024). As pacientes com o genoétipo TT e tumores RE
negativos apresentaram menor sobrevida, durante o periodo médio 87 meses, em relacédo
as CT e CC (p=0,002). Enquanto que, pacientes TT com tumores RE positivos apresentaram
maior taxa de sobrevida (100% versus 83%), quando comparadas aguelas com genotipos
CT e CC. Segundo os autores, embora ndo tenha atingido significancia estatistica, estes
Ultimos dados seriam sugestivos de que o SNP -1306C/T teria influéncia progndstica
dependente do nivel de expressédo de RE (139).
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Alguns polimorfismos (5 no promotor, 5 na regido codificadora e 1 na sequéncia 3’
ndo traduzida) ja foram identificados no gene da MMP-9, localizado no brago longo do
cromossomo 20 (20q11.2-g13.1) (128,149,150). Na regidao promotora foram localizadas as
seguintes sequéncias variaveis: -2118, -1702, -1562, -861, -55 a -13.

Dentre os polimorfismos conhecidos, o multi-alélico microssatélite citosina e adenina
(CA)n e 0 SNP na posicao — 1562 C/T sao funcionalmente importantes. No primeiro observa-
se que a distribuicdo da frequéncia dos alelos apresenta dois picos: um no alelo (CA)14 e
outro nos alelos (CA)21, (CA)22 e (CA)23. As evidéncias atuais sdo de que promotores com
14 repeticdes CA tém 50 a 60% da atividade dos promotores com 21 e 23 repeticbes CA.
Esses achados foram observados em células de carcinoma esofagico e em fibroblastos
(125,150,151). No caso da troca C/T na posi¢cdo — 1562, foi demonstrado que, a sequéncia
de 9pb GCGCACGCC (-1567 a -1559), a qual inclui o sitio polimérfico, parece funcionar
como um elemento cis (sitio de ligacdo) para uma proteina com funcdo repressora da
transcricdo. A substituicdo do C pelo T impede a interacdo da proteina repressora com o
DNA, resultando em maior atividade transcricional (128). Estudos de transfeccdo, em
macrofagos, para andlise da expressdo génica, mostraram que genes com o alelo T no
promotor apresentam expressao 1,5 vezes maior do que os com o alelo C (p<0,001) (128).
Corroborando estes achados, os mesmos autores, através de estudo de casos e controles,
demonstraram associacdo entre pacientes com o0s genoétipos CT e TT (versus CC) e
presenca de doenca aterosclerotica coronariana severa (p<0,04) (128). Esta associacédo
pode ser fundamentada na maior intensidade de degradacéo da MB, gerada pelo alelo T,
facilitando a migracdo e proliferagcdo das células musculares lisas vasculares durante o
processo de aterogénese (152). Posteriormente, Pdllanen et al (2001), estudando casos de
morte subita, na Finlandia, através de autdpsias, encontraram relagdo entre a presenca do
alelo T e maior tamanho de area de leséo coronariana complicada, em homens acima de 53
anos (p=0,008) (126). Jones et al (2003), em estudo de casos e controles neozelandés,
detectaram que individuos com os genétipos CT e TT apresentam maior risco de
desenvolver aneurisma de aorta abdominal, do que portadores do gendétipo CC (OR: 2,41; IC
95%: 1,44-4,02) (127). Em contraponto, Blakenberg et al (2003), estudando 1127 pacientes
com doenca coronariana, ndo conseguiram estabelecer associacdo significativa entre esse
SNP e morte por causas cardiovasculares, embora tenham demonstrado que pacientes com
o alelo T apresentam maiores niveis plasmaticos da enzima MMP-9 (p=0,004) (129).

A pesquisa do polimorfismo -1562 C/T nas neoplasias ainda € incipiente. Estudo
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chinés, em carcinoma de pulmao de tipo ndo-pequenas células, ndo identificou diferencas
entre as frequéncias dos gendtipos nos casos e nos controles. Do mesmo modo, nao foi
encontrada associacao entre os gendtipos e 0 risco para o carcinoma apos estratificacao,
conforme variaveis clinico-patolégicas (140). Paralelamente, realizou-se, no Japao, estudo
deste SNP em casos de cancer gastrico e controles higidos. Nao houve associacdo com
risco de desenvolvimento de cancer. Porém, pacientes com os genétipos CT e TT (versus
CC) apresentaram lesdes com maior profundidade de invaséo da parede gastrica (OR: 2,61;
IC 95%:1,07-6,34), maior indice de invasao linfatica (OR: 2,27; IC 95%: 1,09-4,73) e
estadiamento avancado (OR: 2,26; IC 95%: 1,12-4,54). Segundo os autores, estes dados
sugerem que a presenca do alelo T no promotor seria relevante nos processos de invasao
tecidual e progressdao tumoral, e ndo na carcinogénese (141). Os Unicos dados em
carcinoma de mama pertencem ao mesmo estudo australiano, ndo controlado de Grieu et al
(2004), onde a presenca do alelo T foi estatisticamente (p<0,05) relacionada as seguintes
caracteristicas fenotipicas: tipo histoldgico ndo-ductal, RE positivo e auséncia de mutacao no
gene TP53. Pacientes com os gendtipos CT e TT, apds os 87 meses de acompanhamento,
apresentaram uma tendéncia de maior tempo de sobrevida, em relagcdo as com o genotipo
CC (p= 0,06) (139). Estes achados sugerem que o alelo T pode estar associado a

caracteristicas de bom prognastico.
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lll. JUSTIFICATIVA

O estudo dos polimorfismos das metaloproteinases da matriz representa um passo
em direcdo a compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nos processos de
génese e progressdo neoplasicos. O entendimento dos eventos moleculares que resultam
na alteracdo da expressao das MMPs pode auxiliar, futuramente, no desenvolvimento de
estratégias preventivas e terapéuticas. A simples deteccdo dos polimorfismos, caso se
confirme a relagédo dos mesmos com o carcinoma de mama, pode ser considerada um fator
de risco/protecdo para o desenvolvimento da neoplasia. Se houver associacao
estatisticamente significativa entre a presenca/auséncia dos alelos polimorficos e os fatores
prognosticos e preditivos, as pacientes terdo informacdes adicionais e poderdo obter
acompanhamento diferenciado. Pois, quanto maior o niumero de informacfes referentes a
fisiopatogenia da doenca e a sua progressao, mais proximos estaremos do desenvolvimento

de técnicas capazes de fornecer elementos precisos sobre a evolucéo de cada paciente.

Deve-se considerar ainda, que este serd o primeiro estudo de casos e controles, na
literatura indexada consultada, envolvendo os dois polimorfismos em questao e o carcinoma
de mama e, também, a primeira andlise destes SNPs, em cancer de mama, no continente
americano. Ja que, as pesquisas na China e na Australia, apresentaram contribuicdes
relevantes para o estudo do carcinoma mamario, € que os polimorfismos variam entre as

populagdes, é interessante averiguar se tais SNPs podem atuar sobre a nossa populagéo.
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IV.OBJETIVOS

I\VV.1.Objetivo geral

Detectar os polimorfismos nas regides promotoras dos genes MMP2 (- 1306 C/T) e

MMP9 (- 1562 C/T) em casos de carcinoma de mama e em controles higidos.

IV.2.0bjetivos especificos

1. Utilizar a técnica de PCR seguida por analise do comprimento dos fragmentos
de restricdo - restriction fragment length polymorphism (RFLP), através da
enzima de restricdo Sphl para detectar o polimorfismo - 1562 C/T na regiao

promotora do gene MMP9;

2. Utilizar a técnica de PCR seguida por seqienciamento de DNA para detectar o

polimorfismo na regido promotora — 1306 C/T do gene MMP2;

3. Analisar a frequiéncia dos polimorfismos em questdo em casos de cancer de

mama e nos controles higidos;

4. Avaliar se h4 relagéo entre os genotipos e os casos, observando quais sdo 0s

alelos mais frequentes no carcinoma de mama;

5. Comparar a presenca destes polimorfismos com as seguintes caracteristicas
clinicopatoldgicas das pacientes: idade no momento do diagnostico, menarca
antes dos 11 anos, menopausa apés o0s 54 anos, nuliparidade, historia familiar,
tipo e grau histolégico da neoplasia, invasdo angiolinfatica, estagio (TNM),

comprometimento linfonodal e expresséo IMQ para RE, RP, p53 e c-erbB-2.
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V. ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospital
Santa Casa (protocolo numero: 1051/05).
Todas as participantes do estudo foram voluntarias e assinaram termo de

consentimento informado (Anexo F).
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VIl. ARTIGO CIENTIFICO

Analise de polimorfismos na regido promotora dos genes das

metaloproteinases 2 e 9 no carcinoma de mama. Estudo de casos e controles.

VIl.1. Resumo

As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas responsaveis pela maior parte da
degradacgao da matriz extracelular (MEC), sendo capazes de lisar todos seus componentes.
Elas estdo envolvidas em diversos processos patoldgicos, incluindo invasdo tumoral e
surgimento de metastases. Polimorfismos funcionais em um Unico nucleotideo (SNPs) na
regido promotora das MMPs 2 (C-1306T) e 9 (C-1562T) estdo associados a alteracdes na
atividade transcricional desses genes e ao risco de desenvolvimento de céancer. Neste
estudo de casos e controles foi examinada a frequéncia destes SNPs numa amostra de uma
populacdo com alta incidéncia de cancer de mama. Foram analisadas 96 pacientes em
acompanhamento no Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA) e 100
mulheres higidas, doadoras do Banco de Sangue da mesma instituicdo. Os genotipos
observados para MMP2 foram: 70% CC, 24% CT e 6% TT nas pacientes e 66% CC, 32%
CT e 2% TT nos controles (p=0,22) e para MMP9: 80% CC, 20% CT e 0% TT nas pacientes
e 83% CC, 15% CT e 2% TT nos controles (p=0,23). Os polimorfismos foram ainda
correlacionados com caracteristicas clinicopatolégicas das pacientes, tais como: idade no
momento do diagndstico, menarca antes dos 11 anos, historia familiar de cancer de mama,
tipo e grau histoldgicos, invasdo vascular, estadiamento (TNM) e reatividade imuno-
histoguimica (IMQ) para receptores de estrégeno (RE) e de progesterona (RP), p53 e c-
erbB-2. Nao foi observada associacdo estatistica entre os SNPs e as caracteristicas
fenotipicas. Na presente amostra, os polimorfismos MMP2 C-1306T e MMP9 C-1562T nédo
apresentaram associagao significativa com risco de desenvolvimento de cancer de mama e

nem com as caracteristicas fenotipicas analisadas.
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VIL.2. Introducéo

A capacidade de invasdo tumoral e o desenvolvimento de metastases a distancia sao
as principais causas de falha no tratamento do cancer. Para atingir este objetivo, as células
neoplasicas necessitam romper barreiras teciduais e migrar através da MEC (1,2). A MEC é
uma estrutura complexa, cuja estabilidade depende do equilibrio entre a protedlise, por meio
de enzimas cataliticas, e seus mecanismos inibitorios (3,4). A maior parte da degradacéo da
matriz é realizada pelas MMPs: uma familia de 24 enzimas zinco-dependententes, com
atividade proteolitica sobre proteinas do tecido conjuntivo (3,5,6,7). Alteracdes das MMPs
tém sido relacionadas com o0s processos de proliferacdo celular, invasao tumoral,

angiogénese e metastatizacao (6,7,8,9,10).

Estudos tém mostrado que a expressdo das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) esta
alterada nas neoplasias malignas, incluindo o cancer de mama (1,2,8,11,12). Recentemente,
pesquisas tém analisado o papel de SNPs na regido promotora das gelatinases, como

fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de mama (13,14).

Dentre os polimorfismos identificados no promotor da MMP2, um SNP na posicao —
1306 altera um sitio de ligacdo Spl (CCACC box), diminuindo a atividade transcricional. No
estudo de Price et al, a troca de uma citosina (C) por uma timidina (T) resultou na diminui¢ao
da expressdo da MMP-2 em macréfagos e células epiteliais (15). Yu et al, analisando uma
amostra chinesa, encontraram risco de desenvolver carcinoma de pulmao duas vezes menor
em individuos com os genétipos CT ou TT (16). O mesmo grupo de pesquisadores
demonstrou uma diminui¢cdo de 3 vezes no risco de desenvolver adenocarcinoma de céardia
em portadores do alelo T (17). Ainda, estudos na China, Taiwan e Tailandia encontraram
associacoes de risco semelhantes em relacdo a carcinogénese esofagica, colorretal, oral e
nos tumores de cabeca e pescoco (18,19,20,21). Considerando o carcinoma de mama, Zhou
et al detectaram que a presenca do alelo T confere efeito protetor sobre o risco de cancer.
No entanto, ndo houve associacdo entre os gendtipos, o estadiamento e a expressédo de RE
(14). Por outro lado, Grieu et al, estudando individuos caucasianos, mostraram associacao
significativa entre o gendtipo TT e tumores menores e RE negativos. Na mesma amostra,
pacientes com o gendétipo TT e RE negativas apresentaram menores taxas de sobrevida (p <
0,001) (13).
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Um SNP especifico na regido promotora da MMP9 foi descrito por Zhang et al (22). A
substituicdo do alelo C pelo T, na posi¢do -1562 resulta na perda de um sitio de ligagédo de
uma proteina repressora da transcricdo, gerando um aumento de 1,5 vezes na atividade do
promotor. Este polimorfismo ja foi relacionado com doengas cardiovasculares por varios
autores (22,23,24,25). Entretanto, existem poucos estudos sobre a troca MMP9 C-1562 T e
neoplasias malignas. Matsumura et al demonstraram associacdo entre o alelo T, invasao
tecidual e linfatica e estagio clinico em pacientes japoneses com carcinoma gastrico (26).
Porém, neste mesmo estudo, ndo foi estabelecida associacao entre o polimorfismo e o risco
de cancer. Wang et al, estudando casos de carcinoma pulmonar do tipo nao-pequenas
células e controles higidos, na China, ndo observaram diferenca nas frequéncias dos
genotipos CC, CT e TT (27). Até o momento, somente o estudo de Grieu et al avaliou o SNP
MMP9 C-1562 T em carcinoma mamario. Estes autores, analisando um grupo de pacientes
caucasianas, mostraram que, portadoras dos genétipos CT ou TT apresentaram uma
tendéncia de melhor progndstico, quando comparadas com portadoras do gendtipo CC
(p=0,06). Foi detectada ainda, correlagdo entre a presenca do alelo T e tumores de tipo
histologico ndo ductal, RE positivos e auséncia de mutacdo no gene TP53 (p<0,05) (13).

Porto Alegre € a cidade brasileira com maior incidéncia e maior taxa de mortalidade
por neoplasia de mama (28). Em 2006, na cidade de Porto Alegre, sdo estimados 146,83
novos casos da doenga para cada 100.000 habitantes (28).

O objetivo deste estudo foi analisar as frequéncias dos polimorfismos MMP2 C-1306 T
e MMP9 C-1562 T em pacientes com cancer de mama e em controles higidos, provenientes
de uma populagéo brasileira com alta incidéncia desta neoplasia, e correlaciona-las com as

caracteristicas fenotipicas das pacientes.

VIl.3. Metodologia

VII.3.1. Amostra

A amostra foi constituida de 96 mulheres com carcinoma de mama e 100 controles
higidos. Foram considerados casos, mulheres com diagndéstico de carcinoma primario da
mama, através de exame anatomopatoldgico de espécime cirdrgico e sob acompanhamento
oncolégico no CHSCPA. Os casos foram alocados consecutivamente, no Ambulatério de

Mastologia entre janeiro e maio de 2005. As informacdes clinicas e histopatologicas das
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pacientes sdo referentes ao momento do diagnostico e seguem o0s procedimentos
padronizados pela instituicdo. As pacientes foram estadiadas conforme a Classificacdo de
Tumores Malignos - TNM (29) para neoplasias da mama. Dentre as 96 pacientes, 19 foram
submetidas a quimioterapia neoadjuvante. Os controles foram mulheres higidas, sem
histéria pessoal e familiar de carcinoma de mama, doadoras do Banco de Sangue do
CHSCPA. Todas as patrticipantes do estudo assinaram termo de consentimento informado.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do CHSCPA (protocolo niimero
1051/05).

VI1.3.2. Analise Molecular

VII.3.2.1. Extragcdo de DNA

DNA genbémico foi extraido de sangue periférico dos casos e controles, através do
UltraClean® DNA Blood Spin kit- MO BIO Laboratories Inc. (Solana Beach, CA - US).

VII.3.2.2. Determinacgédo dos Genotipos - MMP2

Os genotipos para MMP2 foram determinados por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), seguida de sequenciamento de DNA. Os primers e as condi¢cbes do PCR foram
semelhantes aos utilizados por Zhou et al (14). O fragmento de 295 pb de DNA englobando
o sitio do polimorfismo foi amplificado com os seguintes primers: senso 5-CTG ACC CCC
AGT CCT ATC TGC C e antisenso 5'- TGT TGG GAA CGC CTG ACT TCA G. As condi¢cdes
do PCR foram: etapa inicial de 2 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a
64°C, 45 s a 72°C e uma etapa final de 7 min a 72°C. Em todas as reag0es foi utilizada Taq
DNA polymerase Platinun — Invitrogen/Life Tecnologies (S&o Paulo, BR). O produto de PCR
foi purificado, através do Concert® Rapid PCR Purification System kit - GibcoBRL/Life
Technologies (Germany, US, UK). As amostras foram sequenciadas com Big Dye®
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems (Foster City, CA - US) para
analisar a posicao — 1306. Foi utilizado o ABI PRISM 310 Genetic Analyzer.

VI1.3.2.3. Determinacgédo dos Genotipos - MMP9

O polimorfismo MMP9 C-1562T foi determinado por PCR-RFLP (restriction fragment
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length polymorphism). Os primers utilizados foram: senso 5-GCC TGG CAC ATA GTA GGC
CC e antisenso 5’- CTT CCT AGC CAG CCG GCA TC. As condi¢cdes do PCR foram: etapa
inicial de 2 min a 94°C seguida por 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C, 1,5 min a 72°C,
e uma etapa final de 10 min a 72°C. Nas reacdes foi utilizada a enzima Taq DNA polymerase
Platinun - Invitrogen/Life Tecnologies (Sédo Paulo, BR). O fragmento amplificado de 435 pb
foi submetido a digestdo overnight, a 37 °C, com a enzima de restricdo Sphl - New England
Biolabs (Beverly, MA — US). Apés a digestdo, os fragmentos foram separados em gel de
agarose 2,5%, corado com brometo de etideo. Na presenca do alelo T a endonuclease cliva
o fragmento, observando-se duas bandas (188 e 247 pb). Na situacdo contraria, o fragmento
amplificado permanece inteiro, observando-se uma banda (435 pb). Dez por cento dos
genotipos foram confirmados, randomicamente, através de sequenciamento de DNA,

conforme as condi¢Oes descritas acima.

VII.3.3. Andalise Estatistica

Foi realizado célculo do tamanho amostral, considerando pa < 0,05 e p = 20%.

O teste Exato de Fisher foi aplicado para avaliar a variagdo das freqiéncias dos
genotipos entre casos e controles e para determinar a relagdo entre 0s genotipos e as
caracteristicas clinicopatologicas. O teste T Student foi utilizado para analisar as diferencas
etarias entre os grupos. O ajuste etario foi realizado através de um modelo de regressao
logistica. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado e as freqiéncias dos gendtipos
observadas e esperadas foram comparadas, aplicando-se o teste Qui-quadrado. Todos os
testes utilizados foram bi-caudais. Consideraram-se estatisticamente significativos valores
de p<0,05. A analise estatistica foi realizada através do SPSS 11.0 software package
(Chicago, IL, US).

VIl.4. Resultados

Os dados referentes as caracteristicas demograficas (idade e cor) da amostra estao

sumarizados na Tabela 2 (Anexo E).

Houve uma diferenca significativa na distribuicdo etaria entre casos e controles. Entre
os controles, a idade média foi de 34,06 anos (18-59 anos) versus uma média de 55,21 anos
nos casos (37-89 anos) p<0,000. Esta diferenca foi ajustada através de um modelo de

regressao logistica.
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As frequiéncias observadas dos genétipos para MMP2 e MMP9 estdo expressas na
Tabela 3 (Anexo E).

O polimorfismo MMP2 C-1306T foi investigado em 89 pacientes e em 100 controles. A
freqiéncia do alelo C, nos casos e nos controles, foi de 0,82. Em relacdo ao alelo T, as
freqiéncias observadas foram: 0,17 nos casos e 0,18 nos controles. Estes numeros
encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,23 e p=0,70). Os gendtipos
apresentaram as seguintes distribuicdes: 70% CC, 24% CT e 6% TT entre as pacientes e
66% CC, 32% CT e 2% TT nos controles. Nao foi encontrada diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos (p=0,22). Esse polimorfismo também ndo mostrou
correlacdo com as caracteristicas fenotipicas das pacientes (Tabela 4, Anexo E). Devido a
raridade do gendtipo TT na amostra, foi realizada uma analise conjunta dos genoétipos TT e
CT, para averiguar o impacto da presenca do alelo T sobre os desfechos estudados. Da
mesma forma, a andlise dos gendtipos combinados ndo apresentou relacao significativa com
risco de desenvolver carcinoma da mama (p=0,53), e tampouco com o perfil
clinicopatoldgico das pacientes.

O polimorfismo MMP9 C -1562 T foi estudado em 96 pacientes e 100 controles. Os
resultados da genotipagem de 10% da amostra, randomicamente selecionados, através de
sequenciamento de DNA, confirmaram os encontrados pela técnica de PCR-RFLP em 100%
dos casos. As frequéncias observadas nos casos e nos controles foram, respectivamente,
0,89 e 0,90 para o alelo C e 0,10 e 0,09 para o alelo T. Essas frequéncias estdo de acordo
com a Lei de equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,52 e p=0,44). A distribuicdo dos genadtipos
nas pacientes foi de 80% CC, 20% CT e 0% TT e, entre os controles, foi de 83% CC, 15%
CT e 2% TT (Tabela 3, Anexo E). Ndo houve associagao entre o polimorfismo e o risco de
carcinoma mamario nas analises individuais dos genétipos (p=0,23), e nem na combinada
(CT+TT versus CC) (p=0,58). Assim como para o gene da MMP-2, ndo foi detectada
correlacdo com as caracteristicas fenotipicas das pacientes (Tabela 4, Anexo E).

Foi analisada ainda, a possibilidade de correlagdo entre os polimorfismos e alguns
fatores de risco para desenvolvimento da neoplasia (30), como histéria familiar de cancer de
mama (parentes em primeiro grau) e menarca precoce (antes dos 11 anos). Entretanto, nao
foi detectada associacdo alguma. Nuliparidade e menopausa tardia (apés os 54 anos)
ocorreram somente em 5 pacientes da amostra, impossibilitando a aplicacdo de testes
estatisticos. Informagfes a respeito da idade da primeira gestacdo a termo, amamentacao,
uso de esterdides exdgenos, exposicdo a radiacdo ionizante, medidas antropométricas,
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consumo de alcool e dieta nao foram obtidas.

Considerando as 19 pacientes (19,7%) submetidas a quimioterapia neoadjuvante,
somente 3 obtiveram regressdao no estadiamento. As alteragdes (IIIA—IIB; [IIB—IIA;

[IB—IIB) n&o influenciaram os resultados.

Por fim, foi investigada a possibilidade de relagdo entre os dois polimorfismos. A
chance de ter ambas as variacbes nos genes das MMPs 2 e 9 ndo apresenta correlacao

estatistica (p=0,54), sugerindo que tais polimorfismos séo independentes entre si.

VII.5. Discussao

SNPs na regiao promotora de genes de MMPs e suas relagbes com o risco de cancer
e com caracteristicas clinicopatolégicas tém sido investigados por varios grupos de

pesquisadores.

Neste estudo foram analisadas as frequéncias de dois polimorfismos funcionais nos
promotores das MMPs 2 e 9 em casos e cancer de mama e controles higidos. Estes também
foram comparados com aspectos fenotipicos das pacientes, tais como: idade no momento
do diagnéstico, menarca antes dos 11 anos, historia familiar, tipo e grau histologicos,
invasao vascular, estadiamento (TNM), status linfonodal, e reatividade IMQ para RE, RP,
p53 e c-erbB-2.

Considerando os gendtipos para MMP2 nos controles, a freqiiéncia encontrada para o
alelo T foi menor do que a observada por Lamblin et al e Price et al em populagbes
caucasianas (0,18 versus 0,23/0,26) (31,15), entretanto, foi semelhante a publicada por
Zhou et al na China (14). J&, nos casos a frequéncia observada para o alelo T foi maior do
gue a frequiéncia nas pacientes chinesas (0,17 versus 0,09) (14). No presente estudo, nao
foram encontradas diferencas significativas entre os genotipos nos casos e nos controles. E
importante ressaltar que a amostra estudada provém de uma populagdo com caracteristicas
raciais e étnicas distintas das acima citadas e isto pode se refletir nos padrées genéticos e
na suscetibilidade em relagdo as neoplasias. Em concordancia com este aspecto, Grieu et al
(13), em um estudo australiano néo controlado encontraram, em pacientes com cancer de
mama, uma frequéncia para o alelo T similar a demonstrada por Price et al, em uma amostra
de caucasianos higidos (15). De acordo com Mason et al, pacientes caucasianas e afro-
americanas com carcinoma de mama possuem padrdes distintos de expressao de MMPs

(32). A populacéo brasileira apresenta consideravel heterogeneidade étnica e racial, com
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influéncias caucasianas, africanas e indianistas. Este fato poderia explicar a prevaléncia do
polimorfismo MMP2 C-1306 T encontrada. Até 0 momento, este € o primeiro estudo latino-
americano e o segundo mundial, abordando a associagao deste polimorfismo com o risco de
desenvolvimento de cancer de mama. Mais pesquisas Sd0 necessarias, especialmente em
populacdes latino-americanas e com amostras maiores. Outro aspecto que poderia explicar
nossos resultados seria 0 método molecular utilizado. Neste estudo, as sequéncias de DNA
foram investigadas diretamente por seqlienciamento, técnica considerada padrdo ouro para
detectar variacbes em genes conhecidos. Isto contrasta com os métodos de menor
sensibilidade e especificidade utilizados em estudos prévios: fluorescent strand conformation
polymorphism (F-SSCP), denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC) e
allele-specific oligonucleotide hybridization.

N&o foi encontrada associacdo entre 0s gendtipos MMP2 e as caracteristicas
fenotipicas das pacientes. Resultados semelhantes foram previamente descritos em cancer
de mama (estadiamento, RE e RP) e adenocarcinoma de céardia (metastases) (14,17). Grieu
et al ndo demonstraram relacdo entre 0os gendtipos e comprometimento linfonodal, tipo e
graduacao histolégicos, ploidia e mutagdo no gene TP53 (13). Contudo, no mesmo estudo,
foi observada uma correlacdo inesperada entre portadoras do gendtipo TT e baixa
concentragdo de RE. Ainda, pacientes RE-positivas/TT apresentaram maior sobrevida do
gue pacientes RE-positivas/CC-CT e RE-negativas/TT (13). A expressédo IMQ de MMP-2
parece ser capaz de agregar informacdo prognostica (33,34,35), contudo, 0 mesmo nao
parece ocorrer com o polimorfismo MMP2 C-1306 T. Os escassos estudos existentes
relacionando este SNP com a expressdo de RE e curvas de sobrevida ndo apresentam
dados consistentes para acreditar que este SNP seja um marcador de progndstico.

A freqiéncia da variagdo MMP9 C— 1562 T nos controles neste estudo foi menor do
que a publicada por Zhang et al, analisando as variagdes genéticas da MMP9 (0,09 x 0,19)
em 188 individuos higidos, caucasianos (22). A frequéncia, nas pacientes com céancer de
mama, também mostrou-se menor do que a encontrada em casos de carcinoma gastrico no
Japéo e de carcinoma pulmonar na China (26,27). Uma possivel explicacdo poderia ser o
tamanho amostral de 100 controles. No entanto, considerando que as frequéncias
observadas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, foi realizada uma simulacdo estatistica,
inferindo-se um tamanho amostral superior a 4000. Estes dados sugerem que a presenca do
alelo T, na posicao -1562 tende a ter impacto restrito, pelo menos na amostra estudada.
Além disso, em concordancia com as publicacbes existentes, ndo foi observada diferenca
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nas frequiéncias dos genotipos entre casos e controles.

A alteracdo da sequéncia regulatéria de 9-pb (- 1567 a - 1559) na regido promotora da
MMP9, foi analisada em apenas dois estudos em carcinogénese (gastrica e pulmonar).
Nenhum deles mostrou relacdo entre o polimorfismo MMP9 -1562 C/T e o risco de cancer
(26,27). Resultado semelhante foi encontrado neste estudo em cancer de mama.

Embora a enzima MMP-9 apresente niveis séricos, urinarios e expressao IMQ
elevados na maioria dos estudos em carcinoma de mama (1,33,35) e esteja associada a
caracteristicas fenotipicas agressivas, a troca C/T nao parece contribuir com esse fato.
Assim como Wang et al, em estudo de casos de carcinoma de pulmao de tipo ndo-pequenas
células, no presente estudo ndo foi evidenciada relacdo entre os gendtipos e as
caracteristicas clinicopatoldgicas (27). A influéncia esperada do alelo T, no promotor da
MMP 9, sobre a presenca de doenca linfonodal e metastatica pode nao ocorrer.

Em resumo, neste estudo, ndo foi encontrada associagao entre os polimorfismos na
regido promotora MMP2 C-1306 T e MMP9 C-1562 T, risco de carcinoma de mama e nem
entre caracteristicas clinicopatoldgicas das pacientes. Outros fatores que contribuam para

nossa alta incidéncia e mortalidade por cancer de mama devem ser pesquisados.
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VIIl. ARTIGO CIENTIFICO EM INGLES

Analysis of polymorphisms in the promoters of matrix metalloproteinases 2 and

9 genes in breast cancer. A case-control study.

VIIIL1. Abstract

Matrix metalloproteinases (MMPs) play an important role in the control of the
extracellular matrix (ECM) proteolytic balance. They are involved in tumor invasion and
metastasis. Functional single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the promoters of MMP2
(C-1306T) and MMP9 (C-1562T) have been associated with these genes transcriptional
activity and with cancer risk development and phenotypic features. In this study we examined
the frequencies of these polymorphisms in a population with high incidence of breast cancer.
The study sample was 96 breast cancer patients and 100 control healthy women. MMP2
genotype distribution was 70% CC, 24% CT and 6% TT for patients and 66% CC, 32% CT
and 2% TT for controls (p=0.22). Concerning to MMP9 the genotypes detected were 80%
CC, 20% CT and 0% TT for patients and 83% CC, 15% CT and 2% TT for controls (p=0.23).
No association was found between these polymorphisms and breast cancer occurrence.
Comparing MMP2 C-1306T and MMP9 C-1562T with patients’ age at diagnosis, menarche
before 11 years old, familiar history, histological grade and type, vascular invasion, TMN
stage, and immunohistochemical (IHC) reactivity for hormone receptors (HR), p53 and c-
erbB-2 no correlation was showed. We conclude that MMP2 C-1306T and MMP9 C-1562T
SNPs may not be associated with breast cancer risk development, neither with

clinicopathological features in our population.

Key words: matrix metalloproteinases, polymorphisms, breast cancer

VIII.2. Introduction

Tumor invasion and metastasis formation are the first causes of cancer treatment
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failure and death. To get these, neoplasic cells require proteolytic degradation of the ECM (1,
2). The ECM is a complex structure, which stability depends on the balance between catalytic
proteinases and their inhibitors mechanisms (3,4). The majority of matrix degradation is
mediated by MMPs: a family of 24 zinc-dependent enzymes, with proteolytic activity against
connective tissue proteins (3,5,6,7). It's well documented that MMPs’ overexpression is

related with cell proliferation, cancer cell invasion, angiogenesis and metastasis (6,7,8,9,10).

Studies have shown that gelatinases (MMP-2 and MMP-9) expression is altered in
various neoplasic processes, including breast cancer (1,2,8,11,12). Recently, studies have
been focused on SNPs in gelatinases’ promoter region and its role as a risk factor for breast
cancer (13,14).

Some SNPs were identified in the MMP2 promoter. A specific functional SNP in the
position — 1306 abolishes a Spl binding site (CCACC box), resulting in lower promoter
activity. The transition of the wild-type cytosine (C) allele by the thymidine (T) allele showed
that the MMP2 gene expression was diminished in both epithelial cells and macrophages
(15). Yu et al, analyzing a Chinese sample, found that individuals with the CT or TT
genotypes have 2-fold diminished risk for developing lung cancer (16). The same
researchers group demonstrated a diminished risk (3-fold) to T allele carries for gastric cardia
adenocarcinoma (17). Yet, researches in China, Taiwan and Thailand found similar risk
association, concerning esophageal, colorectal, oral and head and neck carcinogenesis
(18,19,20,21). For breast cancer, in spite of the similar polymorphism protecting effect, found
by Zhou et al, no association was detected between its and TNM stage or estrogen receptor
(ER) status (14). On the other hand, Grieu et al, in a case-series of Caucasian individuals
showed significant association between TT genotype and small and ER negative tumors. In
the same sample TT homozygous patients with ER negative tumors had poor survival rates
(p < 0.001) (13).

In 1999, Zhang et al reported a functional SNP in the MMP9 promoter region (22). AC
to T substitution, at position -1562, results in the loss of a binding site for a transcription
repressor protein and in a consequential 1.5-fold increase in promoter activity. This
polymorphism was related with vascular diseases by various authors (22,23,24,25). There
are few and controversial studies about MMP9 C-1562 T and malignancies. Matsumura et al
demonstrated association between the T allele and invasive phenotype (tumor and lymphatic
invasion and clinical stage) of gastric cancer in Japanese people (26). However, in the same
study, no increase in risk of cancer development was linked to this allele. Wang et al studying
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patients with non-small cell lung carcinoma (NSCLC) and healthy controls, in China, found no
different frequencies in CC, CT and TT genotypes (27). So far, just Grieu et al evaluated this
MMP9 promoter polymorphism in breast cancer. In this study, Caucasian patients with CT or
TT genotypes had marginally, but not statistically significant, better prognosis compared to
CC ones (p=0.06). Besides, the presence of T allele was associated with non-ductal type
histology, positive ER status and lack of TP53 mutation (p<0.05) (13).

Porto Alegre (South Brazil) has the highest breast cancer incidence and mortality of
the country (28). For 2006, it is estimated a rate of 146.83 new cases for 100,000 inhabitants
(28). For this reason we performed a case-control study to analyse the frequencies of MMP2
C-1306 T and MMP9 C-1562 T polymorphisms in breast cancer patients and healthy controls
and compare it with clinicopathological features.

VIII.3. Methods

VIIL3.1. Subjects

The sample studied included 96 women with breast carcinoma and 100 healthy
matched controls. Women diagnosed of primary breast cancer, by histological exam of
surgical specimen, and under oncological treatment at the Complexo Hospitalar Santa Casa
(CHSC), in Porto Alegre were considered eligible for this study. The 96 consecutives cases
were allocated between January 2005 and May 2005. Information about clinical and
histochemical features of the patients were assessed at the time of diagnosis, according to
standard diagnostic classification. The patients were staged in accordance with the UICC
Tumor-Node-Metastasis (TNM) (29) classification for breast cancer. Nineteen patients were
submitted to neoadjuvant chemotherapy. The controls were healthy women blood donors,
randomly assigned, at the same institution, with no familiar history of cancer. All participants
signed a consent document. The study was approved by the Research Ethics Committee of
CHSC (protocol number 1051/05).

VIIL3.2. Molecular Analysis

VIII.3.2.1. DNA extraction

Genomic DNA was extracted from peripheral whole blood of patients and controls
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using a UltraClean® DNA Blood Spin kit- MO BIO Laboratories Inc. (Solana Beach, CA -
us).

VIIL.3.2.2. MMP2 genotyping

MMP2 genotypes were screened by polymerase chain reaction (PCR) followed by
DNA sequencing. The primers and PCR conditions were similar those described by Zhou et
al. (14). A 295 bp DNA fragment of an area surrounding the polymorphism site was amplified
with the following primers: sense 5-CTG ACC CCC AGT CCT ATC TGC C and antisense 5'-
TGT TGG GAA CGC CTG ACT TCA G. The PCR conditions were: after an initial step of 2
min at 94°C, there were 35 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 64°C, 45 s at 72°C and a final
elongation of 7 min at 72°C. All reactions were conducted with Taq DNA polymerase Platinun
— Invitrogen/Life Tecnologies (Sado Paulo, BR). The PCR product was purified using the
Concert® Rapid PCR Purification System kit - GibcoBRL/Life Technologies (Germany, US,
UK). The samples were sequenced to asses the — 1306 position with the Big Dye®
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems (Foster City, CA- US). It was
used an ABI PRISM 310 Genetic Analyzer.

VIIL.3.2.3. MMP 9 genotyping

The MMP9 C-1562T polymorphism was determinated by PCR-RFLP (restriction
fragment length polymorphism). The primers utilized were sense 5-GCC TGG CAC ATA
GTA GGC CC and antisense 5- CTT CCT AGC CAG CCG GCA TC. The PCR analysis
consisted of an initial step of 2 min at 94°C followed by 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at
60°C, 1.5 min at 72°C, and an elongation step of 10 min at 72°C. The reactions were carried
out using Tag DNA polymerase Platinun - Invitrogen/Life Tecnologies (Sao Paulo, BR). The
amplified 435 bp DNA fragment was submitted to a digestion with the restriction enzyme Sphl
- New England Biolabs (Beverly, MA — US) at 37°C overnight and separated on an ethidium
bromide-stained 2.5% agarose gel. If the T allele is present the endonuclease cleaves the
fragment, resulting in two bands (188 and 247 bp). On the contrary, the PCR fragment
remains entire. The genotypes were confirmed at random analysis of 10% of the samples by
DNA sequencing, following the same procedures described above.
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VII.3.3. Statistical Analysis

Fisher's Exact test was used to evaluate the variation in the genotypes frequencies
between cases and controls and to access the relation between the genotypes and the
clinicopathological features. Student’ T test was applied to analyze the age differences in the
groups. A logistic regression model was used to the age adjustment. Hardy-Weinberg
equilibrium was calculated comparing the genotype frequencies observed and expected
using Chi-Square test. All tests were two-tailed. P-values < 0.05 were considered significant.
Statistical analyses were performed using SPSS 11.0 software package (Chicago, IL, US).

VIll.4. Results

Sample’s age and race are summarized in Table 2 (Anexo E).

There was a significant difference in age distribution between the groups. Controls’
age median was 34.06 years (18-59 years) versus patients’ age median of 55.21 years old
(87-89 years) p<0.000.

The genotypes frequencies for MMP2 and MMP9 polymorphisms in the study subjects
are expressed in Table 3 (Anexo E).

MMP2 genotypes were analysed in 89 patients and 100 healthy controls. The cases
and controls frequencies were, respectively, 0.83 and 0.82 for C allele and 0.17 and 0.18 for
T allele. These numbers are in Hardy-Weinberg equilibrium (p=0.23 and p=0.70). Genotypes
distributions were 70% CC, 24% CT and 6% TT for patients and 66% CC, 32% CT and 2%
TT for controls. There was no significant difference in genotypes between the groups
(p=0.22). The MMP2 -1306C/T polymorphism did not correlate with patients’
clinicopathological features (Table 4) (Anexo E).

Since the TT genotype was very rare in our sample, we combined the TT and CT
genotypes to study the role of the T allele in breast cancer development and in patients’
phenotypic features. The combined analyses did not show significant influence on tumor risk

development (p=0.53), neither on phenotypic features.

MMP9 -1562 C/T polymorphism was assessed in 96 patients and 100 controls. The
results from the 10% re-genotyped, using DNA sequencing, completely matched the PCR-
RFLP ones. The frequencies for cases and controls were, respectively, 0.89 and 0.90 for C

72



allele and 0.10 and 0.09 for T allele. These frequencies also fitted with Hardy-Weinberg
equilibrium law (p=0.52 and p=0.44). Genotypes distribution in patients was 80% CC, 20%
CT and 0% TT. Among controls we had 83% CC, 15% CT and 2% TT (Table 3, Anexo E). No
association was found between the polymorphism and cancer susceptibility (p=0.23), neither
in combined (CT+TT versus CC) analyses (p=0.58). No correlation was detected either,
when we compared the genotypes with patients clincopathological features (Table 4) (Anexo
E).

We also analysed the possibility of linkage between the polymorphisms and some
known risk factors (30), like having first-degree relatives with history of breast cancer and
menarche before 11 years old, but no association was founded. Nulliparity and menopause
after 54 years old occurred both in only 5 patients; a small amount for applying statistic
methods. We had no information about other risk factors like: age at first full pregnancy,
breastfeeding, use of exogenous hormones, exposure to ionizing radiation, anthropometric

indices, alcohol consumption and dietary factors.

The chance of having both MMP 2/MMP 9 polymorphisms was also investigated. A
lack of association was seen (p=0.54), suggesting that these genetic variations are
independent from each other.

VIII.5. Discussion

SNPs in promoter region of MMPs genes have been investigated by research groups
and have been associated with cancer risk and phenotypic features.

In the present study we analysed the frequencies of two functional SNPs in promoter
region of MMPs 2 and 9 genes in breast cancer women and healthy controls. We also
compared them with patients’ clinicopathological characteristics, including age at diagnosis,
menarche before 11 years old, familiar history, histological grade and type, vascular invasion,
TNM stage, lymph node status, and IHC reactivity for ER, PR, p53 and c-erbB-2.

Concerning to MMP2 genotypes in controls, the T allele frequency observed was lower
than the number reported by Lamblin et al and Price et al in a healthy Caucasian population
(0.18 versus 0.23/0.26) (31,15) and was similar to that published by Zhou et al in Chinese
people (14). However, our cases had a higher T allele frequency than Chinese patients (0.17
versus 0.09) (14). We found no significant difference in genotypes between cases and

controls. It is important to remember that we have studied a distinct ethnic population and this
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may reflect on the genetic patterns and susceptibility to malignancies, which includes breast
cancer. In agreement with that, Grieu et al (13), which analysed a group of predominantly
Caucasian breast cancer patients, in Australia, showed a T allele frequency closer to that
found in healthy Caucasians by Price (15). According to Mason et al, Caucasian and African
American breast cancer women have distinct patterns of MMPs’ expression (32). Brazilian
people are a very heterogeneous racial and ethnical population, with Caucasian, African and
Indian influences. For this reason, the MMP2 -1306 C/T polymorphism may have a distinct
prevalence here. An additional aspect may explain the diverse results we had. Our nucleotide
sequences were assessed by DNA sequencing, the gold standard assay to detect mutations
in known genes. It contrasts with less sensitive and specific methods used in previous
studies: fluorescent strand conformation polymorphism (F-SSCP), denaturing high-
performance liquid chromatography (DHPLC) and allele-specific oligonucleotide
hybridization.

No association was found when we compared the MMP2 genotypes with patients’
phenotypic features. The same results were previously described in breast cancer (TNM
status, ER and PR) and gastric adenocarcinoma (metastasis) (14,17). Grieu et al showed no
linkage either among genotypes and nodal involvement, tumor type, histological grade, ploidy
and TP53 mutation (13). Nevertheless, in the same study, an unexpected relation between
TT carriers and lower concentrations of tumor ER was found. ER-positive/TT patients had a
longer survival than ER-positive/CC-CT and ER-negative/TT patients (13). In spite of the
MMP-2 IHC expression studies have been showing that it can provide prognostic information
(33,34,35), the same doesn’'t happen with the MMP2 C-1306 T polymorphism. The few
studies relating this with ER status and patient outcome so far don’t provide consistent data
to believe that it may act as a prognostic marker.

The MMP9 — 1562 T frequency for controls in this study was lower than that published
by Zhang et al, analysing the MMP9 genetic variations (0.09 x 0.19) in 188 Caucasian
healthy subjects (22). This frequency was also lower for our breast cancer patients than
those obtained in gastric cancer patients (Japan) and in NSCLC patients (China) (26,27).
This result suggests that the polymorphic T allele tends to have a little magnitude, at least, in
South Brazil. Besides, in agreement with recent publications, we showed no difference

between genotype frequencies in cases and controls.

The alteration of a 9-bp regulatory sequence (- 1567 to - 1559) in the MMP9 promoter
region C-1562 T and its relation with tumorgenesis was previously analysed in only two
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studies: in gastric carcinoma and NSCLC (26,27). None of them showed a linkage between
MMP9 C-1562 T and cancer risk. The same was demonstrated by our results, in breast

carcinoma.

Despite the MMP-9 protein enhanced serum and urine levels and high IHC expression
found in breast cancers (1,33,35) and its association with aggressive phenotypic features, the
allelic change C/T doesn’'t seem to have a key role in this setting. Just like Wang et al,
studying NSCLC, we found no association between the genotypes and patients’
clinicopathological characteristics (27). The expected influence of the T promoter in lymph

node and metastatic disease may not occur, in breast cancer.

To our knowledge, this is the first case-control study concerning to these two SNPs
and breast cancer. Further and larger researches are needed to provide more information
about the relation between these polymorphisms and breast carcinoma, especially in
occidental population.

In conclusion, our results suggest that MMP2 C-1306 T and MMP9 C-1562 T
frequencies may differ around the world, mainly according to ethnical and racial population’
characteristics and that these promoter polymorphisms have a little impact in breast cancer
development in South Brazil. Other factors may contribute to our high breast cancer

incidence, which must be pursued.
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ANEXO A - GRADUAGCAO HISTOLOGICA

Sistema de Graduacdo Histologica de Nottingham (esquema de Scarff, Bloom e

Richardson modificado por Elston e Ellis) (43)
Formacéo tubular:

e escore =1, a maior parte do tumor forma tabulos (> 75%);

* escore = 2, a formacao de tubulos € moderada (10% a 75%);

* escore = 3, a formacao de tdbulos € pouca ou nenhuma (< 10%).
Pleomorfismo nuclear:

* escore = 1, os nucleos sédo regularmente uniformes, com minima variacdo

(discreto);

* escore = 2, moderada variagao no tamanho e formato nuclear (moderado);

* escore = 3, marcada variacao na forma e no tamanho nuclear (acentuado).
Atividade mitética

E avaliada em dez campos de grande aumento (cga), conforme tabela padrao,

dependente do tamanho do campo do microscopio utilizado:

* escore =1, até sete figuras de mitoses em 10cga (pouca);

* escore =2, de oito a 15 figuras de mitoses em 10cga (moderada);

* escore = 3, mais que 15 figuras de mitoses em 10cga (acentuada).

A soma dos escores obtidos em cada um destes itens gera um escore final que varia

de 3 a 9, correspondendo aos seguintes graus de diferenciacao histologica:

* grau | (baixo) — bem diferenciado —3 a 5;
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e grau ll (intermediario) — moderadamente diferenciado —6 a 7;

e grau lll (alto) — pouco diferenciado -8 a 9.
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ANEXO B — REACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS

Os cortes histolégicos foram distendidos em laminas silanizadas, desparafinados,

submetidos a recuperacao antigénica com solugdo de citrato de sodio, em banho maria, e

incubados com os anticorpos primarios. Posteriormente, utilizou-se o método L. V. DAKO

LSAB+Kkit,

complexo estreptadivina-peroxidase (StreptABC/HRP) com o cromdgeno

diaminobenzidina (DAB).

Os anticorpos utilizados foram os seguintes:

Receptor de Estrégeno: clone 6F11, diluicho 1:200, Novocastra
Laboratories®, New Castle, UK. Considerado positivo na presenca de

reatividade no tumor = 19%.

Receptor de Progesterona: clone 16, diluicdo 1:150, Novocastra
Laboratories®, New Castle, UK. Considerado positivo na presenca de

reatividade no tumor = 1%.

P53: clone DO-7, diluicdo 1:200, DakoCytomation®, Glostrup, Dinamarca.

Considerado positivo, na presenca de reatividade no tumor = 10%;

c-erbB-2: policlonal, diluicdo 1:500, DakoCytomation®, Glostrup, Dinamarca.
Considerado positivo, na presenca de reatividade tumoral forte (+++), e
negativo nas demais condicdes: reatividade moderada/fraca ou ausente

(++/+/zero).
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ANEXO C — ANALISE MOLECULAR

Extracdo de DNA

DNA genbémico foi extraido de sangue periférico dos casos e controles, através do
UltraClean® DNA Blood Spin kit- MO BIO Laboratories Inc. (Solana Beach, CA - US).

Determinacao dos Gendétipos - MMP2

Os genotipos para MMP2 foram determinados por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), seguida de sequenciamento de DNA. O fragmento de 295 pb de DNA englobando o
sitio do polimorfismo foi amplificado com os seguintes primers: senso 5-CTG ACC CCC
AGT CCT ATC TGC C e antisenso 5'- TGT TGG GAA CGC CTG ACT TCA G. As condi¢cdes
do PCR foram: etapa inicial de 2 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a
64°C, 45 s a 72°C e uma etapa final de 7 min a 72°C. Em todas as reag0es foi utilizada Taq
DNA polymerase Platinun — Invitrogen/Life Tecnologies (S&o Paulo, BR). O produto de PCR
foi purificado, através do Concert® Rapid PCR Purification System kit - GibcoBRL/Life
Technologies (Germany, US, UK). As amostras foram sequenciadas para acessar a posicao
— 1306 com Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems (Foster
City, CA- US). Foi utilizado o ABI PRISM 310 Genetic Analyzer.

A Figura 2 mostra o resultado do sequenciamento de DNA do gene da MMP2,
enfocando o sitio do polimorfismo na regido promotora (-1306).

Determinacgado dos Gendtipos - MMP9

O polimorfismo MMP9 C-1562T foi determinado por PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism). Os primers utilizados foram senso 5-GCC TGG CAC ATA GTA GGC
CC e antisenso 5’- CTT CCT AGC CAG CCG GCA TC. As condi¢cdes do PCR foram: etapa
inicial de 2 min a 94°C seguida por 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C, 1,5 min a 72°C,
e uma etapa final de 10 min. a 72°C. Nas reagOes foi utilizada a enzima Tag DNA

polymerase Platinun - Invitrogen/Life Tecnologies (S&o Paulo, BR). O fragmento amplificado
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de 435 pb foi submetido a digestdo overnight, a 37 °C, com a enzima de restricdo Sphl - New
England Biolabs (Beverly, MA — US). Apos a digestdo, os fragmentos foram separados em
gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etideo. Na presenca do alelo T a
endonuclease cliva o fragmento, observando-se duas bandas (188 e 247 pb). Na situacao
contréria, o fragmento amplificado permanece inteiro, observando-se uma banda (435 pb),
como mostra a Figura 3. Dez por cento dos genétipos foram confirmados, randomicamente,
através de sequenciamento de DNA, conforme as condi¢cdes descritas acima. A Figura 4
mostra o resultado do sequenciamento de DNA do gene da MMP9, englobando o sitio do

polimorfismo da regido promotora (-1562).
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Figura 2. Sequenciamento de DNA da Regido Promotora da MMP2 (Senso)
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Figura 3. Gel de Agarose PCR-RFLP (Sphl) da Regido Promotora da MMP9
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Figura 4. Sequenciamento de DNA da Regido Promotora da MMP9 (Antisenso)
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ANEXO D — ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado célculo do tamanho amostral, considerando pa < 0,05 e p = 20%.

O teste Exato de Fisher foi aplicado para avaliar a variacdo das frequéncias dos
genotipos entre casos e controles e para determinar a relagdo entre 0s genotipos e as
caracteristicas clinicopatologicas. O teste T Student foi utilizado para analisar as diferencas
etarias entre os grupos. O ajuste etario foi realizado através de um modelo de regressao
logistica. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado e as freqiéncias dos gendtipos
observadas e esperadas foram comparadas, aplicando-se o0 teste Qui-quadrado.
Consideraram-se estatisticamente significativos valores de p<0.05. A analise estatistica foi
realizada através do SPSS 11.0 software package (Chicago, IL, US).

86



ANEXO E - TABELAS

Tabela 2. Caracteristicas demogréficas da amostra.

Pacientes Controles Valor P
Média etaria 55,21 (37-89) anos 34,06 (18-59) anos p=0,000
Cor
Branca 90 92 NS
Negra 6 8 NS
Total 96 100

NS: nédo significativo (p> 0,05)

Tabela 3. Gendtipos e frequéncias alélicas.

Gene/ Gendtipo/ Casos n Controles n Valor P

Polimorfismo Alelo (freqUéncias) (frequéncias)

MMP2

- 1306C/T

MMP9

- 1562C/T

CcC
CT
TT

Total

CcC
CT
TT

Total

63 (0,70)
21 (0,24)
5 (0,06)
89
147 (0,83)
31 (0,17)

76 (0,80)
20 (0,20)
0 (0,00)

96

172 (0,89)

20 (0,10)

66 (0,66)
32 (0,32)
2 (0,02)
100
164 (0,82)
36 (0,18)

83 (0,83)
15 (0,15)
2 (0,02)
100
181 (0,905)
19 (0,095)

0,22

0,23
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Tabela 4. Gendtipos e caracteristicas fenotipicas das pacientes.

Pacientes MMP9 Pacientes MMP2 P
n (%) CC CT/IT n (%) CC CT/T
Idade (anos) NS
<49 35(33,5%) 28 7 32 (36%) 24 8
250 61 (63,5%) 48 13 57 (64%) 39 18
Tipo NS
Histologico
Ductal NS | 73 (76%) 56 17 69 (77,5%) 51 18
Ductal STT 7 (7,3%) 6 7 (7,9%) 4
Lobular 14 (14,6%) 12 11 (12,4%)
Outro 2 (2,1%) 2 2 (2,2%) 1
Grau NS
Histologico
I 9 (9,3%) 6 8 (8,9%) 6 2
I 40 (41,6%) 32 37 (41,5%) 28
1l 25 (26%) 19 24 (26,9%) 18
NA * 22 (22,9%) 20 (22,4%)
TNM NS
| 23 (24%) 19 4 20 (22,5%) 11 9
lla/b 52 (54,2%) 40 12 46(51,7%) 35 11
llla/b 17 (17,7%) 14 3 19 (21,3%) 13
\Y; 4 (4,2%) 3 4 (4,5%) 4 0
Status NS
Linfonodal
Negativo 55 (57,2%) 44 11 50 (56,1%) 34 16
Positivo 40 (41,6%) 31 9 38 (42,7%) 28 10
Sem 1(1%) 1(1,1%)
Informacao
Invasao NS
Vascular
Negativo 28 (29,1%) 22 6 27 (30,3%) 17 10
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Positivo 55 (57,2%) 45 10 52 (58,4%) 40 12

Sem 13 (13,5%) 10 (11,2%)

Informacao

RE T NS
Negativo 30 (31,2%) 24 6 30 (33,7%) 21 9
Positivo 65 (67,7%) 52 13 57 (64%) 42 15

Sem 1 (1,1%) 2 (2,2%)

Informacao

RP 7| NS
Negativo 33(34,3%) 26 7 29 (32,5%) 22 7
Positivo 62 (64,5%) 50 12 58 (65,1%) 41 17

Sem 1 (1,1%) 2 (2,2%)

Informacao

P53 11 NS
Negativo 74 (77,1%) 59 15 67 (75,2%) 48 19
Positivo 18 (18,7%) 15 3 17 (19,1%) 14 3

Sem 4 (4,1%) 5 (5,6%)

Informacao

C-erbB-2 77 NS
Negativo 68 (70,8%) 54 14 65 (73%) 48 17
Positivo 26 (27,1%) 21 5 21 (23,5%) 15 6

Sem 2 (2%) 3 (3,3%)

Informacao

Total 96 (100%) 89 (100%)

| Carcinoma ductal de tipo n&o especial

[T Carcinoma ductal de tipo especial

* NA: ndo se aplica. Casos de carcinoma ductal de tipo especial e lobular invasor

f Reacéo IMQ

[ Positivo: reatividade = 1% no tumor

t Positivo: reatividade = 10% no tumor

i Positivo: reatividade forte (+++); negativo: reatividade moderada/fraca ou ausente

(++/+/zero)
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ANEXO F — TERMO DE CONSENTIMENTO

Deteccéao de polimorfismos nos genes das metaloproteinases 2 e 9 em carcinoma de

mama.

Termo de Consentimento Informado

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre cancer de mama.

Vocé esta sendo considerado como um possivel participante deste estudo porque nés
estamos comparando uma alteragdo nos pacientes com cancer de mama com pessoas
saudaveis e sem antecedentes pessoais de cancer. Esta pesquisa tem por objetivo buscar
informacdes que auxiliem o entendimento e o tratamento do cancer de mama. Todas as
informacdes obtidas serdo utilizadas para fins exclusivos desta pesquisa e serao
confidenciais. A sua participagdo no estudo é totalmente voluntaria e isenta de riscos para a

sua saude.

No6s lhe pedimos que leia este documento e esclareca qualquer duvida antes de
concordar em participar do estudo.

Este estudo esta sendo conduzido pelo Programa de Pds-graduagdo em Anatomia
Patologica da Fundacdo Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre e
Complexo Hospitalar Santa Casa.

A proposta desse estudo € comparar uma parte da estrutura genética de pessoas

com carcinoma de mama com uma parte da estrutura genética da populacdo em geral.

Se vocé concordar em participar do estudo ndés vamos pedir a sua autorizacdo para

utilizar uma amostra do seu sangue para analise genética.

Este estudo ndo apresenta riscos para a sua saude.

Os beneficios da sua participagdo no mesmo sdo: a ajuda no entendimento dos
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fatores que contribuem para o desenvolvimento dessa doenga e o auxilio no tratamento da
mesma.

Todas as informacdes obtidas seréo sigilosas e confidenciais, sendo destinadas para
utilizagé@o exclusiva neste estudo.

A sua decisdo em participar ou ndo do estudo é totalmente voluntéria e ndo afetara

sua relagéo atual ou futura com esta institui¢ao.
Os pesquisadores gue estdo conduzindo este estudo sao:

Adriana Vial Roehe, Marcia Graudenz e Antdnio Hartmann.

Em caso de duvida, vocé podera entrar em contato com o0s pesquisadores pelo
telefone (51) 32264038, ramal 175, em horario comercial.

Caso vocé tenha alguma pergunta, vocé pode fazé-la agora.

Apoés ler, entender e esclarecer as duvidas sobre as informagdes acima, concordo em
participar do estudo.

Assinatura Data

Assinatura do Investigador Data
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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