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1. INTRODUGAO




O cancer de mama é o segundo tipo de neoplasia maligna mais freqliente no
mundo, perdendo somente em incidéncia para o cancer de pele ndo melanoma. A
International Agency for Research on Cancer da World Health Organization (IARC /
WHO) estimou a ocorréncia global de cerca de um milhdo de casos de cancer de
mama para 2008 (World Cancer Report, 2008). De acordo com o Instituto Nacional
de Cancer do Ministério da Saude do Brasil, a estimativa para o ano de 2010 em
nosso meio é de 49.240 novos casos dessa doenga, com taxa bruta de 49,27 casos

para 100 mil mulheres (INCA, 2010).

As taxas de mortalidade atribuidas ao cancer de mama persistem
globalmente elevadas, apesar dos significativos avancos relacionados com
estratégias preventivas e com o aprimoramento dos métodos para a obtencdo do
diagnéstico precoce da doenca e para o seu tratamento. De acordo com a IARC /
WHO foi estimada a ocorréncia de aproximadamente 559 mil ébitos por cancer de

mama no mundo no ano de 2008 (World Cancer Report, 2008).

Deve-se reconhecer que nas ultimas décadas tem-se obtido melhores taxas
de intervalo livre da doenca e de sobrevida global em mulheres afetadas por cancer
de mama, especialmente nos centros mais desenvolvidos. Persiste, contudo, a
certeza de que serdo alcancadas as metas ideais quanto a prevencao dessa
neoplasia maligna e quanto a queda da mortalidade pela mesma somente a partir do
momento em que estejam melhor esclarecidos o0s complexos mecanismos

envolvidos nos seus estagios de iniciacdo, promoc¢do e disseminacdo. Dai a




importancia das pesquisas que se destinam a obtencdo de conhecimentos
relacionados com os complexos mecanismos envolvidos nos referidos estagios, no

sentido de elucidar numerosos aspectos que permanecem obscuros (Steeg, 2006).

Ao lado de tais investigagcdes sao desenvolvidos ensaios in vitro,
experimentais e clinicos no sentido de identificar fatores biomoleculares que
exercem atuagao supressora do cancer de mama e que possam ser utilizados em
estratégias de tratamento, especialmente aqueles que envolvem quimioterapia e
terapéutica endécrina. Dentre tais fatores, a proteina maspin tem despertado
significativo interesse, uma vez que alguns estudos tém evidenciado que a mesma
atua de forma a inibir a proliferacdo das células neoplasicas e e disseminagao do

tumor.

No sentido de favorecer o entendimento da atuagdo da maspin na
carcinogénese da mama tecemos consideracdes acerca de aspectos particulares
dos eventos relacionados com a génese, promoc¢ao e disseminacao do cancer desse

orgao.

1.1 Carcinogénese mamaria

Tanto em relacao a forma esporadica, que corresponde a 90-95% dos casos
de cancer de mama, quanto aquela que tem carater hereditario (familiar), a iniciacao
dessa neoplasia maligna tem estreita relacdo com fatores génicos. Na forma
hereditaria o aparecimento do céancer decorre de mutacées nucleotidicas
perpetuadas na linhagem familiar pelas células germinativas (particularmente

mutacdes dos genes BRCA-1 e BRCA-2), que atribuem suscetibilidade para o




aparecimento do tumor (Friedman et al, 1994; Simard et al, 1994; Shattuck-Eidens et
al, 1995). Em relacdo a variedade esporadica, as alteracdes do DNA transcorrem
durante o curso da vida e relacionam-se fundamentalmente com estilo de vida,

habitos reprodutivos e fatores ambientais (Johnson-Thompson, Guthrie, 2000).

Em ambas as variedades existem evidéncias de que nas etapas de
iniciacdo, de promocado e de disseminacdo ocorre a participagdo de numerosas
variaveis epigenéticas, principalmente aquelas vinculadas a agbdes autdcrinas,
paracrinas e endocrinas de moléculas regulatérias da promocdo tumoral. Os
conhecimentos atuais evidenciam que 0s mecanismos intimos envolvidos nessa
progressdo apresentam extrema complexidade, envolvendo a atuacdo de
hormonios, de peptidios e de numerosas outras moléculas (Dickson, 1996; Steeg,

2006).

No que se relaciona com a etapa de promocao do cancer mamario tem
importante papel a proliferagdo celular. O ciclo celular torna-se ativado de forma
mais ou menos intensa, na medida que fatores de crescimento, que se constituem
em proto-oncogenes, ligam-se a receptores de membrana. Dentre tais fatores
destacam-se aqueles da familia epidermal growth factor (EGF), incluindo EGFR,
Her-2 (c-erb-b2), Her-3 e Her-4 (Price et al, 2002). Outro fator biomolecular que tem
participacdo comprovada na proliferacao celular, tanto em tecido normal da mama
quanto em tecido neoplasico desse 6rgdao é o antigeno monoclonal Ki67 (Brown,
Gatter, 1990; Goodson et al, 1998). Tem-se constatado que a maior expressao desta

molécula se da na fase G2/M (Verheijen et al, 1989; Dettmar et al, 1997).

Por fim, na histéria natural do cancer mamario ocorre o transporte pelas vias

linfatica e sanguinea das células neoplasicas provenientes do tumor primario, com a




possibilidade do desenvolvimento de metastases em linfonodos ou em estruturas e
orgaos distantes (Fisher et al, 1983; De Freitas et al, 1991; Silverstein et al, 1994;

Barth et al, 1997).

Com o propodsito de esclarecer o comportamento diferentemente agressivo
da neoplasia, numerosos pesquisadores tém-se dedicado ao estudo dos eventos
relacionados com o fendmeno da apoptose, que tem importante papel no controle da
proliferacdo das células neoplasicas do tumor primario, e com 0s complexos
mecanismos envolvidos na perda da adesao célula-célula e na motilidade celular,
que participam no desenvolvimento de metastases (Nicholson, 1991; MacDonald,
Steeg, 1993; Tooney et al, 1993; Fazioli, Blasi, 1994; Kerr et al, 1994; Ellis et al,
1997; Zhang et al, 1997; Cavallaro et al, 2002; Amarante-Mendes, 2003; Wang et al,

2006).

Na sequiéncia expomos 0os mecanismos relacionados com o fenébmeno da
apoptose e aqueles envolvidos na perda da adesao entre as células neoplasicas e
na motilidade celular por ocasido da formacao de tumores secundarios, uma vez que
investigacées tém demonstrado que a atuacdo da proteina maspin no cancer de

mama se da por ocasiao desses eventos, conforme assinalamos a frente.

1.1.1 Fendmeno da apoptose

A apoptose, que é também conhecida pela denominacdo morte celular
programada, tem como fatores desencadeantes algumas formas de estresse na
intimidade da célula. O fenbmeno caracteriza-se por série de eventos, que culminam
com a fragmentacdo celular nos chamados corpos apoptéticos. Num primeiro
momento ocorre condensacdo da cromatina e degradacdo do DNA genbémico em

fragmentos oligonucleossomais. As outras alteracées que se seguem a morte da




célula consistem em perda do volume e aumento da granulosidade celular,
manutencdo da estrutura das organelas e formacdo de pregas na membrana

plasmatica (Hengarstner, 2000; Amarante-Mendes, 2003; Grivicich et al, 2007).

A apoptose caracteriza-se por mudancas bioquimicas mediadas por
caspases, que consistem em proteinases da familia da cisteinil aspartase-especifica
(Wang et al, 2006). As vias envolvidas no processo de apoptose sao a intrinseca,
também denominada mitocondrial, e a extrinseca ou de membrana. A primeira
dessas vias é desencadeada por danos intra ou extracelulares, que ocasionam
desacoplamento da cadeia respiratoria das mitocdndrias. Este fato leva a liberacao
de Smac / DIABLO (second mitochondrial derived activator of caspases /| AP-binding
protein with a low isoelectric point) e de AlF (apoptosis-inducing factor). Atuando
sobre as mitocéndrias, estes fatores ocasionam a liberacdo da proteina pré-

apoptoética Bax (Hengarstner, 2000; Grivicich et al, 2007).

A via extrinseca inicia-se com a ligacdo de receptores localizados na
superficie celular, denominados receptores de morte (death receptors). A
estimulacdo dos mesmos resulta no recrutamento de proteinas adaptadoras, como a
FADD, as quais associam a esses receptores as caspases. O complexo formado por
determinado receptor de morte, moléculas adaptadoras e caspases € conhecido
como apoptossomo iniciador. A partir do momento em que tal complexo atua sobre
células neoplasicas, as mesmas entram em estado catalitico ativo, caracterizando-
se o fendbmeno da apoptose (Kerr et al, 1994; Hengarstner, 2000; Grivicich et al,

2007).

No processo de morte celular programada existe relevante participacéo das

proteinas da famila Bcl-2. Proteinas anti-apoptéticas dessa famila, como a Bcl-2 e a




Bcl-xl, tém capacidade para inibir a morte celular, enquanto que proteinas pro-
apoptoéticas como a Bax e a Bat favorecem esse fendmeno (Reed et al, 1996; Chao,

Korsmeyer, 1998; Adams, Cory, 1998; Pratt et al, 2007).

O mecanismo anti-apoptotico primario referente a atuagao da Bcl-2 consiste
na interacdo com membros pré-apoptédticos da familia Bcl-2, no sentido de bloquear
a permeabilidade da membrana mitocondrial, facilitando a liberagdo do citocromo ¢
(Chao, Korsmeyer, 1998; Gross et al, 1999; Deveraux et al, 2001). Tal inibicao se da
tanto por sequestro da Bax como por mecanismo de competicdo por locais da
referida membrana, que seriam ocupados por essa proteina (Adams, Cory, 1998). A
proporcdo entre a Bcl-2 e os membros pro-apoptéticos da familia Bcl-2 dita a
sensibilidade ou a resisténcia das células a diversos estimulos apoptoticos

(Krajewsky et al, 1997; Kerr et al, 1994; Hengarstner, 2000).).

1.1. 2 Desenvolvimento de metastases

No que se refere ao desenvolvimento de metastase em linfonodos e em
estruturas e Orgaos distantes, em cancer de mama, numerosas tém sido as
pesquisas realizadas com o propédsito de esclarecer os mecanismos envolvidos na
migracdo das células neoplasicas e na formacédo dos tumores secundarios (Steeg,
2006). Como bem ressaltam Nicholson e MacDonald (1991) e Steeg (2003), “o selo

do desenvolvimento de metastases € a complexidade”.

Os eventos que precedem a passagem das células neoplasicas para as
circulacdes linfatica e sanguinea consistem na perda de adesao célula-célula e na
motilidade celular (Nicholson, MacDonald, 1991; MacDonald, Steeg, 1993; Tooney et

al, 1993; Cramer et al, 1994; Zhang et al, 1997; Cavallaro et al, 2002).




O elemento fundamental responsavel pela adesao entre as células
neoplasicas consiste na matriz extra-celular (MEC). A mais importante molécula
envolvida na adesao célula-célula durante a diferenciagao epitelial mamaria é a E-
caderina, que se encontra presente na superficie da membrana citoplasmatica.
Neste local, essa molécula interage com cateninas, actinina, vinculina e o
citoesqueleto da actina, para proporcionar as forcas de adesdo do complexo de
juncdo (Cavallaro et al, 2002). Outras moléculas participes do processo de adesao
entre as células sao integrinas, selectinas, membros da superfamilia das
imunoglobulinas e proteina CD44 (MacDonald, Steeg, 1993; Cramer et al, 1994;

Cichy, Puré, 2003).

A perda da adesao entre as células ocorre no momento em que a matriz
extracelular sofre processo de degradacdo, que tem como causa a atuacédo de
diferentes proteinases do sistema de ativacdo do plasminogénio. A atividade
proteolitica envolvida na degradacdo da matriz protéica promove interagdes
dinamicamente moduladas entre a célula e o substrato, isto é, a matriz extracelular
(Werb, 1997). No decorrer do desenvolvimento tumoral a interagdo de multiplos
fatores ocasiona a formacdo de complexos na superficie da célula, que leva a
aumento da geracdo de plasminogénio (Chen, 1992; Schmitt et al, 1995; Ellis,
Whawell, 1997; Ellis et al, 1999). A faléncia do substrato de unido celular na
organizacao da citoarquitetura da lesao primaria ocasiona modificacoes ativas, com
perda da compartimentalizacdo do tecido neoplasico (MacDonald, Steeg, 19983;

Tooney et al, 1993; Cramer et al, 1994; Potempa et al, 1994).

Dentre as classes de proteinases responsaveis pela referida degradacgao,

interessa-nos no presente estudo as serino proteinases, com destaque para o




ativador do plasminogénio (plasminogen activator) (Chen et al, 1992). A interacdo de
elementos do referido sistema, particularmente o ativador do plasminogénio uPA,
leva a formagao de complexos na superficie das células responsaveis por aumento

da geracao de plasmina (Gettins et al, 1992).

A inibicdo da atuacao do ativador do plasminogénio na matriz extracelular é
exercida pelos inibidores das serino proteinases (serpins) PAI-1 e PAI-2. Existe
comprovacao de que estas serpins apresentam habilidade para bloquear a
conversdao do plasminogénio para plasmina (Janicke et al, 1994; Potempa et al,

1994; Bianchi et al, 1995).

A partir do momento em que ocorre perda de adesao celular, estabelece-se
o evento fundamental subseqlente, isto é, a motilidade das células neoplasicas. O
mesmo possibilita a penetracao dessas células nas correntes linfatica e sanguinea e
migracdo das mesmas para linfonodos ou sitios distantes, onde poderdo
desenvolver-se tumores metastaticos (Sommers et al, 1991; Janicke et al, 1994;

Schmitt et al, 1995; Steeg, 2006).

O envolvimento dos linfonodos da axila constitui-se em evento da maior
importancia na etapa de disseminagdo do cancer de mama, especialrmente por se
relacionar fortemente com o prognéstico da doenca. Tem-se observado que, por
ocasiao do diagnéstico do cancer de mama, em diferentes estagios de crescimento,
cerca de 38% das pacientes exibem metastases em linfonodos axilares (Weinstat-

Saslow, Steeg, 1994).

O aparecimento de metastases em linfonodos da axila pode ocorrer em
mulheres acometidas por tumores que se encontram em estagio muito inicial de

desenvolvimento e sua frequiéncia sofre aumento diretamente proporcional ao
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estadio clinico da neoplasia. Assim, em estudo que envolveu 1.128 mulheres
portadoras de céncer de mama, Silverstein et al (1994) observaram
comprometimento linfonodal axilar em 3% dos casos T1A, em 17% dos T1B, em

32% dos T1C, em 44% dos T2 e em 60% dos T3.

Conforme assinalado, particular atengao relacionada com o desenvolvimento
de metastases linfonodais, decorrentes da propagacao através de vasos linfaticos,
relaciona-se com a percepcao de que o estado dos linfonodos axilares constitui-se
no mais importante fator prognéstico isolado nos casos de cancer mamario (Saez et

al 1989; van der Wall, 1999).

Em 1983, Fisher et al realizaram estudo prospectivo, no qual fizeram
comparacdo entre grupo de mulheres acometidas por cancer mamario que
apresentavam axila livre com outro grupo em que os linfonodos axilares
encontravam-se comprometidos. Os pesquisadores observaram que as taxas de
sobrevida em cinco e 10 anos das pacientes do primeiro grupo foram de 83% e 72%,
respectivamente, enquanto que para aquelas que apresentaram metastases em um
a trés linfonodos axilares foram de 73% e 50% e nas com quatro ou mais de 46% e

33%.

1.2 Proteina maspin

Em pesquisa pioneira, realizada por meio de hibridizagcao subtrativa, Zou et
al (1994) identificaram em cancer de mama humano um novo gene supressor
responsavel pela codificagdo de proteina relacionada com a familia dos inibidores

das proteinases séricas (serpins). O referido gene, que se localiza no cromossomo
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18 021.3 - 923, foi encontrado expresso em 29 de 45 espécimes cirurgicos de
cancer de mama (64%) por Maass et al (2001), com auxilio da técnica de RT-PCR
(reverse transcription - polymerase chain reaction). Luppi et al (1996) detectaram

transcricdo do mesmo em espécimes de metastases de cancer mamario.

A sigla maspin conferida a proteina maspin, que € membro da familia dos
inibidores das proteinases séricas, deriva da denominacdo mammary serine
protease inhibitor (Zou et al, 1994). A estrutura molecular da proteina maspin tem
forte homologia com outros membros das serpins, em especial com o plasminogen-
activator inhibitor PAI-1 (Bass et al, 2002). Varias outras investigagbes vieram
comprovar a habilidade inibitéria da maspin sobre as serino proteinases (Sheng et

al, 1998; Maass et al, 2001; Odero-Marah et al, 2003).

Quando presente no cancer de mama, a maspin encontra-se expressa nas
células epiteliais basais e nas células mioepiteliais (Sheng et al, 1994; Sternich et al,
1997). Trata-se de proteina predominantemente citoplasmatica, mas também pode
ser encontrada na superficie das células (Pemberton et al, 1997). Por meio do
estudo de 69 pecas cirurgicas provenientes de mulheres acometidas por carcinoma
ductal infiltrativo, Sopel et al (2005) constataram que a maspin encontrava-se
presente em 50,73% das mesmas, sendo que em nove espécimes (13,04%) a
expressao era fraca, em 16 (23,18%) era moderada e em 10 (14,49%) era forte. Foi
observado por Maass et al (2001) e por Zhang et al (1997) que durante o
crescimento do tumor primario ocorre down regulation da expressao da maspin nas

células neoplasicas.
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1.3 Proteina maspin e cancer de mama

Varios estudos, nos quais foram utilizadas metodologias in vitro,
experimental e clinica, foram realizadas com o propdsito de associar a proteina
maspin com o0s eventos relacionados com o0s estagios de promocao e de
disseminacao do cancer de mama. A observacao de Sheng et al (1994) de que
ocorre perda progressiva da expressao da maspin a medida que se da a progressao
do carcinoma mamario constitui-se no motivo que tem levado os pesquisadores a
suspeitar que a mesma desempenha papel na invasdo do tumor e no
desenvolvimento de metastases. Em seguida analisamos o0s ensaios que
procuraram avaliar a forma de atuacdo da maspin sobre a progressdo do tumor

mamario e o desenvolvimento de metastases.

Algumas investigagdes foram realizadas com o propésito de verificar se a
proteina maspin tem habilidade para favorecer o fenédmeno da apoptose e para inibir

o desenvolvimento de metastases no cancer de mama humano.

1.3.1 Maspin e apoptose

Na literatura encontramos a publicacdo de Jiang et al (2002) acerca dos
resultados de pesquisa in vitro, na qual procuraram observar a possivel acao pro-
apoptoética da proteina maspin. O material utilizado para a realizacdo do estudo
consistiu em cultura de células de carcinoma humano da linha MDA-MB-435
(american type culture collection). No sentido de avaliar se a proteina maspin teria
capacidade para regular diretamente a atividade da caspase-3 adicionaram a cultura
das células maspin recombinante [rMaspin(i)] purificada. Pelo fato de observarem
aumento da fragmentacdo do DNA e incremento da inativagdo proteolitica da PARP

(poly ADP - ribose - polimerase) e da ativacdo das caspases 3 e 8, os citados
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pesquisadores concluiram pela positividade da agao pré-apoptética.

1.3.2 Maspin e metastases

No sentido de confirmar que a maspin possui habilidade similar a da serpin
PAI-1 para inibir as proteinases séricas responsaveis pela degradacao da matriz
extracelular, bloqueando assim o desenvolvimento de metédstases, varios

pesquisadores tém realizado estudos in vitro e experimentais

Em ensaio in vitro com culturas de células de cancer de mama humano das
linhas MDA-MB-435 e MDA-MB-231, no qual utilizaram time-lapse video microscopy,
Sheng et al (1998) observaram, que a maspin recombinante apresentou capacidade
para inibir a motilidade celular. Verificaram que a taxa de migracdo na matriz
extracelular foi significativamente menor nas culturas de células em que adicionaram
a rMaspin(i), quando comparado com as culturas em que a mesma nao foi
adicionada. Outros estudos in vitro também evidenciaram habilidade da rMaspin(i)

para inibir a motilidade celular (Fazioli, Blasi, 1994; Biliran, Sheng, 2001).

Em 1993, Tomasetto et al realizaram interessante ensaio experimental com
0 objetivo de avaliar a capacidade inibidora de metastases da proteina maspin. O
estudo consistiu em comparar dois grupos de camundongos geneticamente
imunossuprimidos (nude mices) que, ao serem transfectados com células de cancer
de mama da linha MDA-MB-435, desenvolveram essa neoplasia. Em parte dos
camundongos (grupo estudo) adicionaram as culturas das referidas células
transfectantes vetor contendo gene maspin; no outro grupo de camundongos (grupo
controle) nao foi adicionado o referido vetor. Ao realizar exames anatomopatolégicos
dos camundongos os referidos pesquisadores constataram que nenhum tumor foi

encontrado nos pulmdes e linfonodos daqueles do grupo estudo, enquanto que nos
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do grupo controle existiam efusdes neoplasicas pleurais e metastases em linfonodos

e no parénquima pulmonar.

Alguns ensaios clinicos tém evidenciado que mulheres acometidas por
cancer de mama, nas quais as células do tumor primario apresentam forte
expressao da proteina maspin, apresentam menor risco para o desenvolvimento de

metastases e, conseqlientemente, mais prolongado intervalo livre da doenga.

Em 2001, Maass et al publicaram ensaio clinico, que teve como objetivo
correlacionar a presenca do gene maspin nas células de espécimes do tumor
primario de 45 mulheres afetadas por cancer de mama (10 casos no estadio I, 30 no
Il e cinco no Ill) com o aparecimento de metastases distantes. Os linfonodos axilares
apresentavam-se livres em 25 pacientes (46%) e comprometidos por metastases
nas restantes 20 pacientes (44%). O método utilizado para a deteccao do gene
maspin foi a RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction). Os
pesquisadores constataram transcricdo do gene maspin nos espécimes de 29
pacientes (64%). Decorridos 38 meses em média de seguimento, verificaram que
entre as 37 pacientes que nao desenvolveram metastases distantes, 26 delas (70%)
mostraram expressao do maspin positiva (p = 0,05). A conclusao foi que a perda da
expressao do gene maspin no cancer de mama associa-se com menor intervalo livre
da doenca e da suporte a hipotese de que a funcdo desse gene é indicativa de
menor agressividade do tumor e de menor potencial para o desenvolvimento de

metastases.

Recentemente, Stark et al (2009) realizaram estudo de espécimes cirdrgicos
provenientes de mulheres acometidas por cancer de mama, com auxilio da técnica

de RT-PCR, com o objetivo de avaliar a expressdo do gene maspin no tumor
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mamario e em metastases cerebrais. Verificaram que a taxa de sobrevida média foi

mais longa nos casos em que 0 maspin encontrava-se positivo no tumor primario.

Em contraposicao a estes ensaios clinicos, que mostram efeito protetor da
maspin quanto ao risco do desenvolvimento de metastases em relagdo ao cancer de
mama, existem outras publicagdes nas quais ficou evidenciado que a presenca

dessa proteina aumenta a agressividade do tumor.

Em estudo clinico, no qual utilizaram técnica de imunoistoquimica para
avaliar a expressdo da proteina maspin nas células dos tumores primarios
provenientes de mulheres operadas por cancer de mama, Umekita e Yoshida (2003)
verificaram up-regulation da mesma durante a progressdo tumoral. Constataram,
outrossim, que essa up-regulation correlacionou-se com a aquisicdo de fendtipo

agressivo pelo tumor.

Em outro ensaio clinico que envolveu 73 mulheres acometidas por carcinoma
ductal invasivo de mama, Joensuu et al (2009) procuraram relacionar a forte expressao
da proteina maspin nas células do tumor primario com o periodo de tempo entre o
tratamento inicial da neoplasia e o aparecimento de metastases. Em um primeiro grupo
de 19 pacientes, que desenvolveram metastases apds dois anos do tratamento inicial,
observaram expressao da maspin em 19% dos tumores. Num segundo grupo de 34
pacientes, em que as metastases surgiram apds cinco a 10 anos, a maspin encontrou-
se expressa em 9% dos tumores. Finalmente, num terceiro grupo de 20 pacientes, em
gue se desenvolveram metastases apos 10 anos, a proteina estava expressa em 4%
dos tumores. Esses pesquisadores concluiram que a presencga de forte expressao da
maspin em cancer de mamma nao se mostrou positivamente consistente com

diminuicao da taxa de desenvolvimento de metéstases.
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1.4 Revisao da literatura

Por meio de extensa revisao bibliografica, que se baseou em consultas do
Pubmed, Up to Date e Lilacs, ndo encontramos publicacées acerca da analise da
relacdo entre a expressao da proteina maspin no tumor primario de mulheres
portadoras de carcinoma de mama e as condi¢des dos linfonodos da axila. Por tal

motivo, nos decidimos pela realizagdo do presente trabalho.




2. OBJETIVO
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O presente ensaio teve como objetivo relacionar a superexpressao da
proteina maspin nas células neoplasicas do tumor primario de mulheres acometidas
por carcinoma ductal invasivo de mama nos estadios clinicos | e Il com o estado dos

linfonodos da cadeia axilar ipsilateral




3. CASUISTICA E METODO
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3.1 Casuistica

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados fragmentos teciduais
dos tumores primarios de 40 mulheres acometidas por carcinoma ductal invasivo de
mama nos estadios clinicos | e Il. Todas as pacientes do nosso estudo foram
assistidas no Instituto do Cancer Dr. Arnaldo Vieira de Carvalho (ICAVC), no periodo
de maio de 2000 a abril de 2009. O estudo obteve parecer favoravel do Comité de
Etica em Pesquisa do referido Instituto (Apéndice 1). As pacientes assinaram termo

de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 2).

O didmetro dos tumores mamarios variou entre 1 e 3 cm. Em 10 casos os
fragmentos foram retirados de espécimes cirlrgicos provenientes de mastectomia
radical modificada (técnica de Patey) e nos outros 30 de pecas de quadrantectomia.
As 40 pacientes foram submetidas a esvaziamento completo da axila ipsilateral e os

linfonodos extraidos foram avaliados por patologistas do ICAVC.

Os critérios de exclusdo adotados para a selecdo dos nossos 40 casos
foram: uso prévio de radioterapia, quimioterapia ou terapéutica enddcrina; material
proveniente das cirurgias mal conservado; e associacdo do carcinoma com gravidez

ou lactacao.

Consoante o estado dos linfonodos axilares removidos por ocasidao do
tratamento cirdrgico, as 40 pacientes foram separadas em dois grupos. No Grupo 1

foram incluidas 20 pacientes em que os linfonodos apresentaram-se livres de
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comprometimento metastatico e do Grupo 2 participaram 20 pacientes nas quais o
exame histopatolégico evidenciou envolvimento linfonodal pela neoplasia. Os dados
gerais das pacientes do Grupo 1 sdo apresentados no anexo 1 e aqueles das

pacientes do Grupo 2 sdo expostos no anexo 2.

3.2 Método

3.2.1 Confirmagéao histopatolégica

O exame microscopico dos 40 tumores mamarios, com vistas a obter
confirmagéo histopatoldgica de carcinoma ductal infiltrativo de mama, foi realizado
no Servigco de Anatomia Patoldgica da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de
Sao Paulo (ISCMSP), obedecendo as normas estabelecidas pela Sociedade

Brasileira de Patologia.

Dos espécimes cirurgicos, que haviam sido emblocados em parafina por
ocasido do tratamento cirargico, foram obtidos cortes histolégicos com 4 um de
espessura, por meio de microtomo calibrado para tanto. Na seqiéncia, os cortes
foram desidratados com alcool etilico, clareados pelo xilol e corados pelo método de
hematoxilina e eosina (HE). A leitura das laminas foi feita com auxilio de microscépio
Optico comum. Para a caracterizacdo dos tumores examinados como carcinomas
ductais infiltrativos foi utilizado o critério proposto por Dabbs et al, em 1993,
enquanto que os graus histoldégico e nuclear foram classificados consoante os
critérios estabelecidos por Elston e Ellis (1991). A redacdo dos laudos seguiu

padronizagao estabelecida pela World Health Organization (WHO).
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3.2.2 Técnica de imunoistoquimica

Para a detecgcdo da maspin nas células neoplasicas do tumor mamario
utiizamos a técnica de imunoistoquimica, acompanhando a maioria dos
pesquisadores que se dedicaram ao estudo dessa proteina. Existem comprovacoes
de que esse método laboratorial tem elevada sensibilidade para comprovar, por
meio de unido altamente seletiva antigeno-anticorpo, a expressao da maspin no

tecido neoplasico (Rose et al, 1994; Shi et al, 1995; Sopel et al, 2005).

Na andlise da expressao da proteina maspin utilizamos anticorpo
monoclonal liofilizado de camundongo, clone EAW?24, classe de imunoglobulina
lgG2a, cujo antigeno utilizado para imunizagdo foi proteina recombinante
procariética, na diluicdo de 1:80. O kit de anticorpos anti-maspin, contendo 1 mL de
anti-corpos anti-maspin empregado, foi da marca Novocastra, da Benton Lane,
Newcastle Upon Tyne NE 12 BEW, UK. As etapas da técnica da imunoistoquimica,
que se prestou para avaliacdo da expressao da proteina maspin, sdo expostas no

anexo 3.

A positividade da reacado para identificacdo das células epiteliais tumorais
mamarias, por meio do anticorpo maspin, foi marcada pela coloragdo sépia,
tomando-se como controle positivo células epiteliais basais de tecido de mama
normal e como controle negativo células epiteliais luminares do mesmo tecido,

previamente testadas (Fig. 1).
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FIGURA 1. Corte de tecido mamario normal (400 X). Controle positivo em células epiteliais
basais (seta vermelha) e negativo em células epiteliais luminares (seta
amarela).

3.2.2.1 Avaliacdo semiquantitativa da maspin

As células marcadas pelo anticorpo antimaspin (cor sépia) foram contadas
pelo método semiquantitativo, Na leitura das laminas foi utilizado microscopio éptico
Axioskop — Zeiss, com aumento de 400 vezes. Pelo fato de ndo encontrarmos na
literatura referéncias acerca do critério para caracterizar a expressao como positiva
ou negativa utilizamos os escores expostos no quadro 1, com base no Hercep Test
(Wolff et al, 2007). Para a obtencao das fotomicrografias utilizou-se camara digital

Sony DSC 585 cyber-shot, com resolucao de 4,1 megapixels.
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QUADRO 1. Escores estabelecidos para avaliagdo semiquantitativa da expressao
da proteina maspin.

Avaliacao da

Escore ~ Porcentagem de células coradas (%)
expressao

0 Negativa A coloracédo do citoplasma nao é observada ou esta
presente em menos de 10% das células tumorais.

1 Negativa A coloracao é observada no citoplasma de mais de
10% das células tumorais, mas a mesma apresenta-se
incompleta..

2 Positiva fraca | Coloragdo completa do citoplasma, fraca ou
moderada, € observada em mais de 10% das células
tumorais,

3 Positiva forte | Forte e completa coloracdo do citoplasma ¢é

observada em mais de 10% das células tumorais.

Baseado em Wolff et al, 2007.

Na figura 2 é representado corte histolégico de carcinoma ductal invasivo da

mama em que o escore semiquantitativo foi considerado 0, uma vez que o

citoplasma das células ndo apresenta coloracdo sépia apds tratamento pelo

anticorpo anti-maspin.

Nas figuras 3, 4 e 5 os escores sao, respectivamente, 1, 2 e 3, posto que os

cortes histologicos de carcinoma ductal invasivo de mama, representados pelas

mesmas, mostram porcentagens de células que apresentam o citoplasma com cor

sépia consoante os graus da classificacao exposta no quadro 1.
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FIGURA 2 Corte histolégico de carcinoma ductal invasivo da mama para marcagao pelo
anticorpo anti-maspin (400 X). Escore 0, uma vez que citoplasma das células
nao se apresenta corado em sépia pelo anticorpo.
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FIGURA 3 Corte histolégico de carcinoma ductal invasivo da mama para marcacgao pelo
anticorpo anti-maspin (400 X). Porcentagem de citoplasma de células coradas
em sépia corresponde ao escore 1.
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FIGURA 4 Corte histolégico de carcinoma ductal invasivo da mama para marcacgao pelo
anticorpo anti-maspin (400 X). Porcentagem de citoplasma de células corado
em sépia corresponde ao escore 2.
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FIGURA 5 Corte histolégico de carcinoma ductal invasivo de mama para marcagao pelo
anticorpo anti-maspin (400 X). Porcentagem de citoplasma de células corado
em sépia corresponde ao escore 3.

3.3 Analise estatistica

As associagdes entre as variaveis qualitativas foram analisadas por meio do
teste Qui-quadrado. Foi adotado o nivel de significancia de 5% (0,05) para a

aplicagéo dos testes estatisticos.

A analise estatistica foi feita pelo programa SPSS (Statistical Package for

Social Sciences) versao 13.0 para Microsoft Windows.




4. RESULTADO
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Na tabela 1 é apresentada a comparagao entre os grupos de axilas livres e

comprometidas em relacédo a expressao da proteina maspin, na sua forma original.

TABELA 1. Relacao entre a imunoexpressao da proteina maspin
e o estado dos linfonodos axilares.

Expressao da proteina maspin

Grupo Total
- + ++ +++

Axila positiva N 8 2 S 5 20
% 40,0 10,0 25,0 25,0 100,0

Axila negativa N 1 4 / 8 20
% 5,0 20,0 35,0 40,0 100,0

Total N 9 6 12 13 40
% 22,5 15,0 30,0 32,5 100,0

p = 0,068 (teste Qui-quadrado)

Utilizando o critério apresentado no quadro 1, comparamos esses grupos em
relacdo a expressao de tal proteina, cujo resultado pode ser visto na tabela 2.

TABELA 2. Relacéo entre a imunoexpressao da maspin agrupada
com o estado dos linfonodos axilares.

Expressao da proteina maspin

Grupo Negativa Positiva fraca Positiva forte Total

Axila positiva n 10 S S 20
% 50,0 25,0 25,0 100,0

Axila negativa n > ! 8 20
% 25,0 35,0 40,0 100,0

Total n 9 12 13 40
% 22,5 30,0 32,5 100,0

p = 0,260 (teste Qui-quadrado)
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Na mesma observamos que a superexpressdao da proteina maspin foi
detectada em células neoplasicas em 40% dos espécimes provenientes de
pacientes com axila livre (Grupo 1). Em relagdo aos espécimes correspondentes as
pacientes com axila comprometida (Grupo 2) a referida proteina apresentou-se
superexpressa em 25% dos mesmos. Entretanto, ndo existe associacdo estatistica
entre a expressao da proteina maspin entre os grupos de pacientes com axilas livres

ou comprometidas (p = 0,260)

Nos anexos 4 e 5 sdo expostos, respectivamente, os achados acerca da
expressao da proteina maspin nos tumores primarios das pacientes de ambos os

grupos.




5. DISCUSSAO
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As investigacbes em que sao utilizadas técnicas laboratoriais, para
estabelecer a relagdo entre a expressao de proteinas no tumor primario de
individuos acometidos por cancer com o risco do aparecimento de metastases em
linfonodos e sitios distantes, tém como propdsitos fundamentais avaliar o
prognostico quanto a sobrevida global, assim como o valor preditivo para estratégias

terapéuticas (Steeg, 2006).

Tais pesquisas tém especial interesse em relacdo ao cancer de mama em
estadios clinicos iniciais, quando podem existir metastases em linfonodos da axila
mesmo em mulheres com tumores primarios de tamanho reduzido. Em estudo que
envolveu 1.128 mulheres portadoras de cancer de mama, Silverstein et al (1949)
observaram que naquelas com tumores T1A e T1B as taxas de linfonodos

comprometidos por metastases foram, respectivamente, 3% e 17%.

Algumas investigagcbes tém evidenciado que o gene maspin, inicialmente
descrito por Zou et al, em 1994, situa-se entre os quatro genes supressores do
cancer de mama (Sheng et al, 1996; Sager et al, 1994). De fato, na introducao deste
trabalho fizemos referéncias a ensaios in vitro, experimentais e clinicos, que
demonstraram a habilidade da proteina maspin para inibir a perda da adeséao celular
e para diminuir o risco do desenvolvimento de metastases (Tomasetto et al, 1993;
Fazioli, Blasi, 1994; Sheng et al, 1998; Biliran, Sheng, 2001; Maass et al, 2001; Stark

et al, 2009).
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Cabe ressaltar, contudo, que os resultados observados em outros ensaios
clinicos mostraram-se discordantes daqueles anteriormente referidos, tanto em
relacdo a regulacdo da maspin durante a progressao do tumor primario quanto ao
que se refere ao risco de metastases. Conforme assinalado, Umekita e Yoshida
(2003) e Joensuu et al (2009) chegaram a conclusao de que a superexpressao
dessa proteina ndo se mostrou positivamente consistente com diminuicao da taxa de
desenvolvimento de metastases. Os primeiros evidenciaram, inclusive, que a
superexpressdao da maspin fez com que o cancer mamario adquirisse fendétipo

agressivo.

Ao realizar a andlise estatistica do resultado por nés obtido no presente
estudo verificamos que a diferengca entre a freqléncia de superexpressdo da
proteina maspin nas células neoplasicas dos tumores do grupo de pacientes com
axila livre e aquela do grupo de pacientes com axila comprometida ndo teve
diferenga significante (p = 0,260). A auséncia de publicagbes sobre ensaios clinicos
semelhantes ao que realizamos impossibilita-nos de fazer analise comparativa no

gue se relaciona com a metodologia e o resultado.

Os resultados conflitantes existentes na literatura acerca do papel da maspin
quanto ao risco de desenvolvimento de metastases em mulheres acometidas por
cancer de mama demonstram que ainda sdo insuficientes os conhecimentos
relacionados com habilidade dessa proteina para inibir a perda da adesado das
células e a motilidade celular. Como bem assinalam Shachar et al (2010), as
discrepancias reforcam a opiniao de que ainda existem apenas suposicées acerca
dos mecanismos envolvidos na atuacdo da maspin sobre a evolucdo do cancer de

mama.
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Segundo Jones et al (2001) sdo admitidas os seguintes argumentos para
explicar as discrepancias: (1) a eventual mutacao do gene maspin seria capaz de
ocasionar perda da funcao normal da proteina maspin; (2) a elevada expressao
intracelular da proteina maspin resulta em auto-inibicdo de sua atividade, por
polimerizacdo nao covalente; e (3) a diferenciacdo de células mioepiteliais em

células carcinomatosas contribui para que o fenétipo torne-se mais agressivo.

Ensaio in vitro realizado por Bass et al (2002) também se constitui em
colaboragéo para o entendimento dos resultados discordantes. Em estudo de cultura
de células das linhas HT-1080 e DU-145 esses pesquisadores fizeram comparacao
entre os efeitos da maspin e aqueles da serpin PAI-1 no que se refere a perda de
adesdao entre as células neoplasicas e a motilidade celular. Verificaram que a maspin
teve habilidade para inibir a migracdo celular, mas ndo apresentou qualquer efeito

inibitério sobre a degradacao da matriz extracelular.

Outro elemento que deve ser levado em consideracao consiste no fato de que,
além das serino proteinases, também outras proteinases, especialmente as
metaloproteinases de matriz MMP-2 e a MMP-9, apresentam habilidade para
ocasionar degradacado da matriz extracelular (Visse et al, 2003; Nagesse et al, 2006;
Vizosso et al, 2007). Por outro lado, ao contrario do que ocorre com a serpin PAI-1,
a maspin ndo apresenta homologia estrutural com os inibidores das MMP, isto €, o

TIMP-1 e o TIMP-2, deixando assim de atuar na inibicdo da perda da adesao celular.

Possivelmente, certas discordancias quanto aos resultados estejam

relacionadas com insuficiente atuacdo da maspin no que se refere a inibicdo da

perda da adesao célula-célula do tumor primario devido ao predominio da atuacao
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das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 no mecanismo responsavel pela

degradacao da matriz extracelular.

Tendo em vista as controvérsias acima referidas deve-se concluir que existe
necessidade da aquisicdo de novos conhecimentos acerca da atuacao da maspin no
desenvolvimento de metastases no cancer de mama. Acreditamos que o modelo de
estudo que envolve desenvolvimento de metastases em linfonodos axilares

apresenta vantagens, dado o facil acesso a estas estruturas.




6. CONCLUSAO
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O presente estudo possibilitou-nos concluir que a proteina maspin esteve
superexpressa em células neoplasicas em menos da metade dos espécimes
cirrgicos provenientes das pacientes que apresentavam axila livre e, em um quarto
daqueles das pacientes que apresentavam metastases nos linfonodos axilares. A

andlise estatistica evidenciou que tal diferenga ndo se mostrou significante.




7. ANEXOS




Dados gerais das pacientes pertencentes ao Grupo 1.

Anexo 1.

40

Tamanho da

N2 RG Hosp. | Iniciais | Idade lesdo (cm) GH GN LR LC
1 272818 SBS 42 2 3 3 12 0
2 338989 SB 57 3 3 2 21 0
3 288743 LSR 50 1,5 3 2 5 0
4 297042 | SAQF 47 1,6 2 2 12 0
5 297255 LRM 71 2,5 2 2 14 0
6 295610 ARV 75 2 2 2 16 0
7 304079 ECZ 74 1,8 1 2 16 0
8 307717 AMS 51 2,3 1 2 7 0
9 307742 JOPF 41 1,2 1 1 13 0
10 307367 EY 55 1,6 2 2 9 0
11 317962 TMC 54 1,7 3 3 12 0
12 319291 SSD 48 2,3 1 2 12 0
13 319424 JTM 81 1,2 1 2 11 0
14 318150 MGQ 57 1,5 2 2 12 0
15 324657 APA 46 1,2 1 1 14 0
16 330188 | AALH 65 2,8 3 3 16 0
17 331517 CMCO 55 1,2 1 2 16 0
18 334248 | RRRM 48 3 2 2 25 0
19 340702 RSS 47 2 2 2 14 0
20 336055 ZMS 38 1,5 2 2 22 0

GH = grau histolégico

GN = grau nuclear
LR = numero de linfonodos retirados da axila
LC = ndmero de linfonodos comprometidos




Dados gerais das pacientes pertencentes ao Grupo 2

Anexo 2
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Tamanho da

N2 RG Hosp. | Iniciais | Idade lesdo (cm) GH GN LR LC
1 270603 SM 64 3 3 3 19 3
2 292885 MB 84 1,5 2 3 19 2
3 296110 AFDS 30 1,8 1 2 19 3
4 298317 LSL 63 2 2 3 18 3
5 306512 FSV 75 25 1 1 15 1
6 308322 TCT 53 1,8 1 2 15 8
7 306958 SAS 45 2,3 3 3 18 1
8 318652 ETSC 38 2.3 2 3 18 2
9 335215 SDSP 43 1,7 2 2 12 1
10 338718 ARM 31 3 3 3 14 1
11 334819 MGDS 53 1,8 3 3 22 4
12 323896 MES 52 1,2 2 3 14 1
13 326566 MJPS 74 2,7 1 3 30 1
14 334199 MZL 52 2,5 2 2 7 1
15 334923 MLSS 58 0,8 2 2 17 1
16 335317 NAVS 55 1 2 2 12 8
17 334388 MM L 53 1,5 2 2 12 3
18 336001 AO 57 1,7 2 2 31 1
19 303688 NCS 42 2 1 1 13 1
20 273955 NSHC 49 1,8 3 3 8 1

GH = grau histolégico
GN = grau nuclear
LR = numero de linfonodos retirados da axila

LC = ndmero de linfonodos comprometidos




42

Anexo 3

Etapas da técnica de imunoistoquimica para a determinacao da
expressao da maspin.

Os cortes histolégicos com 4 pm de espessura, desparafinados por xilol a 60°C
durante 30 minutos, foram submetidos a mais dois banhos em xilol a temperatura
ambiente, durando quinze minutos cada; em seguida procedeu-se reidratacdo
com etanol absoluto |, etanol absoluto Il, etanol absoluto Ill, etanol 95° GL e
etanol 80° GL (Gay Lussac) (dois minutos cada banho ) e passagem por agua
destilada.

Adicao de 1600 mL do tampao citrato de sédio 0,1 M (pH 6,0), com exposicao ao
vapor durante 30 minutos, com a finalidade de recuperar o epitopo antigénico e
restituir a antigenicidade a proteina afetada pelos tecidos fixados em formalina.
Manutencao das laminas em vapor por 30 minutos, seguida de conservagao em
solugéo tamponada, a temperatura ambiente, durante 20 minutos. Na seqtiéncia
realizou-se a reacao de inibicao da peroxidase endoégena, por meio da lavagem
das laminas em peréxido de hidrogénio a 3%, por quatro vezes, por dez minutos
cada, seguida de lavagem em agua parada, por cinco minutos. O processo foi
finalizado pela lavagem das laminas no tampéao salino PBS (pH 7,4), por duas
vezes, por 15 minutos. As laminas foram entdo incubadas com anticorpo
policlonal anti-maspin, obtido a partir do soro de camundongo, na diluicdo de 1:80
, pela técnica Steamer e Advance + DAB liquido Dako.

As laminas foram mantidas por 18 horas em geladeira, sendo entao lavadas por
duas vezes, em tampao PBS (pH 7,4), por dez minutos, e incubadas com
anticorpos secundarios (anticorpos de ligagao), por 30 minutos, em estufa a
37°C.

Utilizacao do anticorpo secundario biotinilado universal, kit DAKO LSAB Systems
Peroxidase (DAKO Corp, Carpinteria, CA, USA). Para tal, as laminas foram
novamente lavadas em tampao PBS, duas vezes, por dez minutos. Este
processo foi seguido pela incubacdo das laminas em anticorpo terciario,
estreptavidina-biotina-peroidase (kit DAKO LSAB Systems, Peroxidase-
universal), em camara Umida, por 30 minutos, em estufa a 37°C. Apds duas
novas lavagens das laminas em solugdo tampéao, por dez minutos cada; estas
foram entdo submetidas a reagdo cromoégena em 3,3’, 5,5’ tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB), por trés a cinco minutos. Esta reagdo culmina no
aparecimento da cor marrom sépia, caracteristica do anticorpo fixado a proteina.
As laminas foram novamente submetidas a duas lavagens com agua corrente (10
minutos cada banho).

Com o intuito de melhor visualizar a marcacao citoplasmatica granular da
proteina maspin realizou-se contra-coloragdo rotineira com hematoxilina de
Mayer por trés minutos, em temperatura ambiente, que fornece a coloragdo
azulada ao citoplasma e ao nucleo. As laminas foram desidratadas em
concentracoes decrescente de etanol (50-70-100° GL) e embebidas em xilol.
Realizou-se a montagem das laminas, por meio de fixagao sobre Entellan Mark, a
fim de que a preparagéo passe a ter conservagao permanente.




Imunoexpressao da proteina maspin no tumor primario das
pacientes do Grupo 1.

Anexo 4

N Iniciais N? do Ex. 0 1+ 2+ 3+
1 SBS 8737/00 X

2 SB 4006280 X
3 LSR 48224/03 X

4 SAQF 60232/04 X
5 LRM 60705/04 X
6 ARV 61642/04 X
7 ECZ 5746/05 X

8 MAS 8475/05 X

9 JOPF 8999/05 X
10 EY 9261/05 X

11 T™MC 6594/06 X

12 SSD 8076/06 X

13 JTM 831/07 X
14 MGQ 2836/07 X
15 APA 4535/07 X

16 AALH 027/08 X

17 CMCO 148/08 X

18 RRRM 4002094 X

19 RSS 4006895 X

20 ZMS 4003933 X
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Imunoexpressao da proteina maspin no tumor primario das
pacientes do Grupo 2.

Anexo 5

Ne Iniciais N2 do Ex. 0 1+ 2+ 3+
1 SM 4465/00 X

2 MB 56145/04 X
3 AFDS 58852/04 X

4 LSL 61662/04 X

5 FSV 7602/05 X

6 TCT 8115/05 X

7 SAS 8584/05 X

8 ETSC 7156/06 X

9 SDSP 4003593 X
10 ARM 4005171 X
11 MGDS 4006188 X

12 MES BI07/2974 X

13 MJPS BI07/4553 X

14 MZL 4003968 X

15 MLSS 4003418 X

16 NAVS 4002706 X

17 MML 4002891 X
18 AO 4005045 X

19 NCS Bl05/821 X
20 NSHC 13047/0 X
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Chen, MK. Relacao entre a imunoexpressdao da proteina maspin em carcinomas
ductais de mama estadios | e Il e o estado dos linfonodos da axila. Dissertacéo.
2010.

Objetivo. O estudo teve como propoésito estabelecer relacdo entre a superexpressao
da proteina maspin nas células neoplasicas do tumor primario de mulheres
acometidas por carcinoma ductal invasivo de mama nos estadios clinicos l e Il e 0
estado dos linfonodos axilares. Casuistica. Foram analisados fragmentos teciduais
dos tumores mamarios de 40 mulheres. Consoante o estado linfonodal axilar as
pacientes foram separadas em: grupo 1, formado por 20 pacientes nas quais 0s
linfonodos apresentavam-se livres, e grupo 2, composto por 20 pacientes com
linfonodos comprometidos. Método. A analise da expressao da maspin em ambos 0s
grupos foi feita por meio de técnica de imunoistoquimica, utilizando-se anticorpo
monoclonal liofilizado de camundongo clone EAW24. O teste empregado para
analise estatistica dos resultados foi o Qui-quadrado, adotando-se o nivel de
significancia de 5% (p = 0,05). Resultado. Constatou-se que a maspin encontrava-se
expressa em 40% dos espécimes do grupo 1 e em 25% daqueles do grupo 2.
Conclusdo. Por meio da andlise estatistica verificou-se ndao haver associacao
estatisticamente significante entre a expressdo da proteina maspin e o estado dos
linfonodos axilares (p = 0,260).

Palavras chave: carcinoma ductal de mama, linfonodos da axila, maspin, inibidores
de serino proteinases.
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Chen, MK. Relationship between maspin protein immunoexpression in T1 and T2
ductal breast cancer cells and axillary lymph node status. Dissertation. 2010.

Objective. The aim of this study was to determine the relationship between maspin
protein overexpression of neoplastic cells from primary tumors in women with
invasive ductal breast cancer at clinical stages | and Il, and axillary lymph node
status. Casuistic. Tissue specimens from breast tumors of 40 women were
analysed. Patients were divided according to axillary lymph node status into: Group
1, comprising 20 patients with disease-free lymph nodes, and Group 2, comprising
20 patients with diseased lymph nodes. Method. The analysis of maspin expression
in both groups was performed by the immunohistochemical technique, using
liophylized mouse monoclonal antibody EAW24. For statistical analyses, the Chi-
squared test were employed. Results. Maspin was found to be expressed in 40% of
Group 1 specimens and 25% of Group 2 specimens. Conclusion. Statistical analysis
did not demonstrated statistically significant association between maspin expression
and axillary lymph node status (p = 0.260).

Key words: ductal breast cancer, axillary lymph nodes, maspin; serine proteases
inhibitors.
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Apéndice 2
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Informagbes as pacientes

Este estudo: “Relacao entre a expressao da proteina maspin no tumor primario e o
estado linfonodal axilar em mulheres com carcinoma ductal de mama T1 e T2” tem
por objetivo analisar a expressao de substancias (proteinas) nos tumores maligna da
mama de pacientes que foram submetidas ao tratamento cirdrgico. Para isso,
precisamos retirar fragmentos do material emblocada em parafina que foi realizado
apos cirurgia para diagnéstico e ficou sob guarda do servico de patologia do Instituto
do Céancer Dr. Arnaldo. Dessa maneira, as pacientes que autorizarem o estudo nao
terdo nenhum procedimento e/ou risco acrescido ao seu tratamento, além daqueles
ja estabelecido ou realizado; isto porque é um estudo retrospectivo (posterior ao
tratamento). As pacientes terdo sua identidade preservada e suas informacgdes serao
mantidas em carater sigiloso. Os dados obtidos ficardo arquivados para posterior
uso em fins didaticos e cientificos. As pacientes poderdo, a qualquer momento,
desistir de participar da pesquisa, sem isto implique em qualquer prejuizo as

mesmas.

Eu, , portadora do RG:

(SSP- ) abaixo assinada, declaro estar ciente

da natureza deste estudo e ter pleno conhecimento de todos os procedimentos
necessarios para realizagdo do mesmo. Declaro ter lido o exposto no documento
anexo, “Informacéo as pacientes” , e concedo meu acordo de participacao de livre e
espontdnea vontade. Confirmo ainda, que me foi assegurado o direito de abandonar
a qualquer momento o estudo, se assim eu o desejar.

Sao Paulo, de de20

Assinatura da Paciente




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
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Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
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Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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