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Resumo

Piovesan LF. Andlise da expressdo das metaloproteinases 2 € 9 e seus reguladores no
cancer de bexiga [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2011.

Introducao: O Carcinoma Urotelial de Bexiga (CUB) é o segundo tumor urolégico
mais prevalente no Brasil. Devido ao elevado custo no processo que envolve seu di-
agnostico, tratamento e seguimento, o CUB é um dos tipos de tumores mais caros para
os sistemas de saide. Embora existam fatores progndsticos definidos, como o estadi-
amento patoldgico, a diferenciacao histoldgica e a presenga de invasao angiolinfatica
(IAL), os mesmos demonstram-se insuficientes para uma acurada definicao de com-
portamento da doenga. Com a evolug@o da pesquisa molecular, um grande nimero de
potenciais novos marcadores de agressividade tem surgido. As metaloproteinases da
matriz (MMP) sdo proteinas teciduais, pertencentes a familia das endoproteinases, que
degradam varios componentes da matriz extracelular. A expressao de diversas MMPs,
especialmente MMP-2 e MMP-9 (gelatinases), bem como seus ativadores e inibido-
res, tem sido estudada como potencial marcador de comportamento tumoral em varias
neoplasias. Objetivos: Avaliarmos os niveis de expressdao dos genes das gelatinases
MMP-2 e MMP-9 no CUB, assim como proteinas envolvidas em suas vias de ativacao
e inibi¢do (MMP-14, IL-8, TIMP-1, TIMP-2, RECK e TGF-f3). Material e Método:
Estudamos pela técnica de qRT-PCR a expressdao dos 8 genes em amostras de CUB
de 40 pacientes submetidos a RTUDb, tendo como grupo controle amostras de urotélio
sem cancer de 6 pacientes submetidos a prostatectomia aberta por HPB, bem como
sua relagao com marcadores progndsticos cldssicos (estadio, grau e IAL). Resultados:
Houve uma superexpressao de MMP-9 na maioria das amostras de CUB, bem como
subexpressao de MMP-2, TIMP-1, TIMP-2, MMP-14, IL-8, TGF-f8 e RECK. Compa-
rando os niveis de expressdo dos genes com o estddio patolégico, houve uma superex-
pressdao de MMP-9 nos tumores pT1-2, quando comparados com pTa (p=0,026), bem
como maior expressao de IL-8 nos tumores pT1 e pT2 (p=0,015 e p=0,048, respec-
tivamente). Embora estatisticamente ndo significativa, houve uma superexpressao de
MMP-14 nos tumores pT2, quando comparados aos demais (p=0,087). Com relag¢do ao
grau histolégico, também identificamos superexpressao de MMP-9 nos tumores de alto
grau, quando comparados aos de baixo grau (p=0,012), assim como maior expressao
de IL-8 nos tumores de alto grau (p=0,003). Conclusao: Houve uma superexpressao
de MMP-9 e uma subexpressao de MMP-2, TIMP-1, TIMP-2, MMP-14, RECK, IL-8
e TGF-B no CUB, quando comparado com o grupo controle. Também identificamos
uma superexpressao de MMP-9 e IL-8 em tumores pT1-2 quando comparados com
pTa e de alto grau quando comparados com baixo grau. A subexpressao dos principais
inibidores da MMP-9 (TIMP-1 e RECK) pode explicar sua superexpressao no CUB,



assim como a superexpressao de IL-8 nos tumores invasivos e de alto grau pode agir
como fator ativador da MMP-9 nestes mesmos tumores.

Descritores: bexiga, cancer de bexiga, progndstico, expressao génica, metaloprotei-
nases, MMP-2, MMP-9



Summary

Piovesan LF. Expression of metalloproteinases 2 and 9 and their regulator genes in
bladder cancer [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2011.

Introduction: Bladder cancer (BC) is the second most common urological tumor in
Brazil. Because its high cost on diagnosis, treatment and follow-up, BC is one of the
most expensive malignancies for health care providers. Although we have well-known
prognostic factors, like pathological stage, histologic grade and lymphovascular in-
vasion, they are insufficient to figure more accurate tumor aggressiveness. Recent
molecular biology helped us to discover a huge amount of potential markers. Ma-
trix metalloproteinases (MMP) are tissue endopeptidases that degrade components of
extracellular matrix. Expression of several MMP, specially MMP-2 and MMP-9 (gela-
tinases), and their activators and inhibitors, are investigated as potential behavior mar-
kers in many neoplasms. Objectives: The aim of this study was to evaluate expression
levels of gelatinases MMP-2 and MMP-9 genes by quantitative real-time polymerase
chain reaction (QRT-PCR) in BC, as well as other proteins evolved in the activation and
inhibition pathways (MMP-14, IL-8, TIMP-1, TIMP-2, RECK e TGF-f3). Material
and Method: Present study analyzed tissue expression of 8 genes in BC samples of
transutethral resection of 40 patients by qRT-PCR, as well as their relation with current
prognostic factors (stage, grade and LVI). The control group was composed of utothe-
lial tissue from 6 patients with benign prostatic hyperplasia (BPH) treated surgically
with retropubic prostatectomy. Results: In the tumor samples, MMP-9 presented an
overexpression and MMP-2, TIMP-1, TIMP-2, MMP-14, RECK, IL-8, and TGF-f3
were underexpressed in BC tissue compared to control. Comparing gene level expres-
sion to pathologic stage, there was MMP-9 overexpression in pT1-2 tumors compared
to pTa (p=0.026), as wall as IL-8 overexpression in pT1 and pT2 tumors (p=0.015 e
p=0.048, respectively). Although not statiscally significant, there was MMP-14 ove-
rexpression in pT2 tumors in comparison to pTa-1 (p=0.087). About grade, there was
MMP-9 overexpression in high-grade tumors compared to low-grade (p=0.012), as
well as IL-8 overexpression in high-grade tumors (p=0.003). There was not relation of
any gene expression to LVI. Conclusions: We found overexpression of MMP-9 and
underexpression of MMP-2, TIMP-1, TIMP-2, MMP-14, RECK, TGF-f3 and IL-8 in
BC compared with the control group. According to the prognostic factors we found in-
creased levels of MMP-9 and IL-8 gene expression in pT1-2 compared to pTa tumors
and high-grade compared to low-grade tumors. Underexpression of major MMP-9
inhibitors (TIMP-1 and RECK) could explain MMP-9 overexpression in BC, as well
as IL-8 overexpression in high-grade and stage tumors could act as activation factor of
MMP-9 in these tumors.



Descriptors: bladder, bladder cancer, prognosis, gene expression, metalloproteinases,
MMP-2, MMP-9



1 Introducao

1.1 Carcinoma urotelial de bexiga

O cancer de bexiga ainda €, atualmente, um problema de saide publica em escala
global. O carcinoma urotelial de bexiga (CUB) é a segunda neoplasia maligna mais
comum do trato genitourindrio e a segunda causa mais comum de Obito entre os tu-
mores genitourinarios”?. Representa a 49 neoplasia mais comum em homens € 0 5°
tumor mais diagnosticado®, com 70.530 novos casos e 14.680 ébitos estimados para
20107. Na atualidade, h4 mais de meio milhdo de pacientes com o diagnéstico de CUB
nos EUA%?. No Brasil, o CUB representa 3% do total de carcinomas existentes na
populacdo, apresentando a segunda maior incidéncia de tumores urolégicos, logo apds
o cancer de préstata®. Segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer), estima-se para
a cidade de Sao Paulo uma incidéncia de 13,27 casos para cada 100.000 habitantes,

para os anos de 2000 a 20057.

As taxas de incidéncia e mortalidade variam de acordo com a regido geogréfica,
etnia, género e idade. Os dados atuais demonstram que populagdes brancas possuem
uma incidéncia maior da doenca que populacdes negras, porém, as taxas de morta-
lidade sao praticamente as mesmas. Paises industrializados e ambientes urbanos tém
uma maior incidéncia que pafses em desenvolvimento e ambientes rurais®>. De acordo
com um estudo global de 2002, aproximadamente 63% dos 357.000 novos casos de

cancer de bexiga foram relatados em populagdes ocidentais, configurando-se como o



9? tumor mais frequente, com aproximadamente 145.000 casos de 6bito anual (13¢
causa de obito por neoplasias). O cancer de bexiga € uma doenga que tipicamente
afeta individuos idosos, com uma idade mediana de 65-70 anos ao diagndstico, sendo

3-4 vezes mais comum em homens?®.

O tabagismo constitui um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento
desta neoplasia — cerca de 50 a 60% dos pacientes com CUB apresentam este an-
tecedente (dados da populacdo mundial). Outros importantes fatores de risco sdao
a infestacdo pelo parasita Schistossoma haematobium’® e a exposi¢do a substincias
quimicas como derivados de benzeno e aminas aromaticas, borrachas, couros e outros

produtos quimicos?’.

O sintoma mais comum do CUB € a hematiria, sendo em sua maior parte es-
porddica e indolor!!. O diagnéstico € feito através de cistoscopia, citologia urindria e

biépsia de lesdo vesical’?

. A cistoscopia e a citologia sdo consideradas padrao ouro
para o diagnéstico do cancer. A citologia, entretanto, possui uma baixa sensibilidade

(38 a 48%), embora a especificidade seja de até 98,3%".

O tipo histolégico mais comum dos tumores de bexiga € o carcinoma urotelial
(95% dos casos), que € classificado em papiloma, neoplasia urotelial de baixo potencial

de malignidade e carcinoma urotelial papilifero de baixo e alto grau’®** (figura 1).

G - Graduacio Histopatolagica
UICC/AJCC WHO, 1973

WHO/ISUP, 1998
Consensus WHO, 2004

Papiloma Papiloma

O grau de diferenciagéo nio

GX pode ser avaliado

Neoplasia urotelial papilifera de baixo potencial de
Gl  Bem diferenciado GI malignidade
Carcinoma urotelial de baixo grau

G2 Moderadamente diferenciado GII Carci T A G
3.4 Pouco diferenciado/ GII arcirioma urotea G
Indiferenciado Ca in situ Neoplasia intraurotelial de alto grau

Figura 1: Graduacgao histolégica do carcinoma urotelial de bexiga



O CUB representa um grupo heterogéneo de tumores, que inclui tumores papilares
limitados a mucosa, tumores de alto grau e planos confinados ao epitélio, tumores in-
filtrativos da 1amina prépria ou submucosa e tumores invasivos da muscular propria ou
além, sendo o estadiamento segundo a AJCC TNM — 2004 (Anexo A)!*17  Estima-se

que até 70-80% dos novos casos se apresentem como doenga ndo-miisculo invasiva’®.

O prognéstico depende basicamente do estddio e do grau tumoral?®?’. A doenca
nao-musculo invasiva de baixo risco inclui tumores pTa (papilar confinada ao urotélio)
e baixo grau, com risco de recorréncia de 50-75% e de progressao de 2-5%. A doenca
nao-musculo invasiva de alto risco inclui tumores pT1 (papilar invasivo da lamina
propria), pTis (carcinoma in situ) e alto grau, com risco de recorréncia de 75% e de
progressio de 30-50%"%. Somente 25% de todos os casos apresentam-se inicialmente
como tumores musculo-invasivos e a doenca primdria metastatica é infrequente. En-
tretanto, a sobrevida cancer-especifica em 5 anos para os tumores musculo-invasivos

ndo é maior que 65%?7.

O tratamento inicial para o CUB € a resseccao transuretral (RTU). A RTU € usada
para remog¢do do tumor e obtencdo de amostra que servird para graduacgdo e estadia-
mento?!. Para a doenca nio musculo-invasiva, como tratamento adjuvante de primeira
linha, indica-se a terapia intravesical envolvendo administracdo de medicagdo (imuno-
terapia com BCG [Bacillus Calmette-Guérin] e quimioterapia com Mitomicina C), que
colabora no melhor controle da doenca, prevenindo a recidiva??. Para o CUB invasivo,

a terapia mais comum ¢ a cistectomia radical®®.

Entretanto, ndo € somente a incidéncia e mortalidade relacionadas ao CUB que
o torna tdo preocupante, mas também pela sua crescente prevaléncia e consequente
aumento de custos associado ao seu diagndstico, tratamento e acompanhamento, ao
desgaste fisico e emocional associados a morbidade (que acompanham as vérias for-
mas de apresentacdo desta enfermidade), além dos custos financeiros pessoais e sociais

crescentes. Apesar do prognéstico limitado para os pacientes portadores de tumores



musculo-invasivos e metastaticos, o custo de seu tratamento torna-se muito elevado
devido a necessidade de tratamentos cirurgicos (cistectomia radical) e sist€micos (qui-

mioterapia) complexos? 2,

Mesmo nos EUA, apesar de elevada prevaléncia e custo da doenga, varias barreiras
limitam o progresso no manejo do CUB, dentre eles a falta de sensibilizacdo publica,
fundos de pesquisa insuficientes e redugcdo das pesquisa nesta drea. Embora exista um
consideravel debate publico sobre a relagdo entre o tabagismo e o cincer de pulmao,
grande parte da populagio ignora a associacdo entre o fumo e o0 CUB?%%7  assim como

desconhece a hemattiria como o sintoma mais importante da presenca da doenga?¥-3?,

Ainda que tenha havido melhora nas estratégias cirdrgicas e quimioterdpicas para
a doencga de alto risco, a sobrevida da doenga musculo-invasiva e metastatica nao apre-
sentou significativa melhora nas ultimas décadas. Avancos substanciais na pesquisa
do CUB sdo infrequentes. Nao € surpreendente que pouco se tenha progredido no tra-
tamento da doenca ndo musculo-invasiva desde a introdu¢do do BCG, na década de
70%1, e no tratamento da doenga avangada desde a poliquimioterapia com Metotrexate,
Vimblastina, Doxorrubicina e Cisplatina (M-VAC), usada pela primeira vez na década

de 80%2.

Virios fatores progndsticos estdo associados com a progressao do CUB, como a
profundidade da invasdo (estddio patoldgico), grau celular e multiplicidade’?°. Atual-
mente, tabelas de risco e nomogramas, a exemplo da tabela de predi¢do de recorréncia
e progressao desenvolvida pela EORTC (European Organization for Research and Tre-
atment of Cancer), que utiliza dados tanto clinicos quanto anatomopatolégicos como
nimero de lesdes, tamanho das lesdes, presenga de recorréncia prévia, estadiamento
patoldgico, grau histolégico e presenca de carcinoma in situ, sdo as ferramentas mais
uteis para escolhas terapéuticas e programacgao de seguimento dos pacientes com CUB,

embora ainda pouco acuradas®’.



Assim sendo, tem-se criado a necessidade pela busca de melhores indicadores
progndsticos. Desta forma, novos marcadores moleculares apresentam-se como po-

tencias candidatos a melhorar a acurécia diagndstica e progndstica.

Dentre os marcadores moleculares prognosticos destacamos o pS3, gene supressor
tumoral, indispensdvel na manutencao da integridade do genoma. A forma mutante do
pS53 € encontrada em metade dos carcinomas uroteliais e tem importancia progndstica
tanto nos tumores superficiais quanto invasivos**3¢. O p21 é um outro gene consi-
derado marcador progndstico e sua expressao € controlada pelo p53. A perda da ex-
pressdo do p21 também estd associada com progressdo do carcinoma urotelial’”. O
produto do gene retinoblastoma (Rb) esta envolvido no controle do ciclo celular, se-
nescéncia e apoptose, mecanismos estes diretamente envolvidos na tumorigénese epi-
telial, particularmente na bexiga. Nas células tumorais, este gene encontra-se ausente,
podendo o ciclo celular progredir sem interrupgdes®®. O CD44 ¢ uma molécula pre-
sente na superficie celular, que possui importante papel no processo de metastatizagao.
Esté envolvido na interagio célula-célula e célula-matriz extracelular’®. A perda pro-
gressiva da expressdao do gene CD44 estd associada com a progressdao e o alto grau
histolégico do CUB#. Entretanto, todos estes marcadores apresentam utilidade clinica

prética ainda bastante limitada.

1.2 Biologia do cancer

Na busca por se conhecer melhor a histéria natural do cancer, tenta-se observa-
lo como um processo mais global, descobrindo-se um grande nimero de parametros
biologicos envolvidos, com interesse especial para a agdo das enzimas proteoliticas
produzidas pelas células tumorais, pelo estroma peritumoral ou pelo endotélio vas-
cular adjacente, uma vez que tem papel central na capacidade de invasdao tumoral e

metastase?!. Para tanto, é de especial relevancia tentarmos compreender a a¢io de tais



agentes para prevermos o comportamento de um tumor e, futuramente, interferirmos

de maneira terapé€utica.

A matriz extracelular (MEC) € a primeira barreira a ser ultrapassada pelo cancer
para iniciar o processo de metdstase. Primeiramente, a célula tumoral ultrapassa a
membrana basal (MB) para posteriormente invadir o estroma adjacente, para entdo
penetrar nos vasos sanguineos e linfaticos e extravasar para 6rgaos distantes para se
proliferar como um novo tumor. Para isso, trés passos principais devem ocorrer, fa-
zendo com que as células tumorais adquiram fendtipo metastatico: perda da adesdo
célula-célula e célula-matriz, modulacdo da MEC (protedlise e adesao) e inducdo da

angiogénese nos estdgios iniciais do desenvolvimento tumoral#.

A MEC é um denso emaranhado de coldgeno e elastina mergulhado numa base
viscoelastica de proteoglicanos e glicoproteinas. Ja a membrana basal € uma malha
(flexivel e insoluvel) de coldgeno tipo IV e glicoproteinas, como a laminina, a qual de-
sempenha um papel crucial durante a progressao e disseminagao de tumores epiteliais,
tornando-se permedvel somente em processos de remodelacao tecidual, inflamacdo e
neoplasias. O processo de invasdo e metastase requer a ligacao da célula tumoral a MB
e sua protedlise enzimatica, conferindo ao tumor a habilidade de invasao tecidual. Em

geral, o processo de invasdo continua depende da repeti¢do ciclica de trés etapas:

1. Ligacdo inicial da célula tumoral a componentes da matriz.

2. Secregdo de enzimas hidroliticas (como, por exemplo, as proteases) pelo tumor
ligado a MB, ou inducdo de sua secrecdo pelas células vizinhas, causando lise

da matriz.

3. Aquisicdo de mobilidade pelo tumor através da matriz.

A degradacdo da matriz € mediada pela acdo orquestrada de vdrias familias de

proteinases: metaloproteinases, serinoproteases, aspartilproteases e cisteinoproteases



(as duas primeiras envolvidas na protedlise extracelular e as duas tltimas na protedlise
intracelular), sendo uma das maiores (e mais importantes) a grande familia das meta-

loproteinases (MMP)#

. Assim como outras enzimas, seus niveis de expressao e ati-
vidade enzimdtica podem ser avaliados por uma série de técnicas laboratoriais, muitas
vezes correlacionando-se a um comportamento tumoral mais agressivo dos carcinomas

humanos e, por conseguinte, um pior prognéstico®.

As MMPs formam uma familia de endoproteinases ou endopeptidases (enzimas
proteoliticas ou hidroliticas) zinco-dependente de amplo espectro para proteinas ex-
tracelulares, que desempenham um papel central em processos fisiolégicos normais,
envolvendo alteracdes no mecanismo de turnover da MEC, incluindo motilidade celu-
lar, liberacdo de fatores de crescimento e remodelacdo da MEC, como ocorre no reparo

de tecidos e em doencas benignas*.

Mas, sem divida, o que desperta maior interesse em investigacdo clinica é o seu
papel na fisiopatologia das neoplasias malignas, onde as MMPs contribuem para o
processo de metastatizacdo, através da remocao de barreiras fisicas, e para a invasao
pela degradacdao de moléculas da MEC e do estroma intersticial (tais como coldgeno,
laminina, fibronectina, tenascina, gelatinas e proteoglicanos), sendo determinante para

o potencial metastatico das células neopldsicas®.

As MMPs estdo amplamente distribuidas no organismo humano, onde desem-
penham uma série de funcdes fisioldgicas como, por exemplo, na cicatrizacdo®, na
reabsorciio 6ssea’, na involucdo maméria¥’ e em outras funcdes fisiolégicas asso-
ciadas a gestacdio e ao parto (com papel importante na implantacio fetal)*®. Re-
centemente tem-se demonstrado que as MMPs também estdo implicadas em proces-
sos patolégicos variados como na artrite reumatoide?’, doenca periodontal®’, escle-
rose miuiltipla®’, doencas cardiovasculares (como infarto do miocdrdio e aneurisma

53

)% e certas alteracdes hematolégicas™.

dissecante



Se, em situacdes fisioldgicas e de reparo, a liberacdo de enzimas proteoliticas €
um processo limitado e controlado por seus inibidores enzimaticos, num ambiente
tumoral o equilibrio homeostético organico € vencido pelo tumor, limitando a a¢dao dos
inibidores teciduais, prevalecendo a tendéncia invasiva e expansiva da neoplasia, contra
a légica restritiva do hospedeiro. Em decorréncia do aumento dos niveis das MMPs em
processos neopldsicos, sua atividade fora de controle e com comportamento promiscuo
(quanto a afinidade por substrato), fica muito dificil determinar quais MMPs estariam

patologicamente presentes em cada neoplasia especifica.

Atualmente se conhecem 25 MMPs (produto de genes homoélogos ou pseudo-
homodlogos, relacionados entre si), sendo 23 encontradas em humanos, podendo ser
classificadas de acordo com critérios estruturais e funcionais em 4 grandes subgrupos

de diferente especificidade ao substrato®#%¢:

1. Colagenases intersticiais: degradam coldgeno tipo I, II e III, como a MMP-1

(colagenase 1) e a MMP-13 (colagenase 3).

2. Gelatinases: primariamente efetivas contra o colageno IV, como a MMP-2 € a

MMP-9, com importante papel na invasdao tumoral.

3. Estromalisinas: degradam moléculas como proteoglicanos, laminina e fibronec-

tina, e podem ativar outros membros da familia das MMPs.

4. Metaloproteinases tipo de membrana (MT-MMPs): enzimas caracterizadas por
um dominio transmembrana com amplo espectro de acdo, como receptor para
pro—MMP-2 e catalizador de sua ativagdo, e degradacao do coldgeno intersticial

(conferindo habilidade de promover invasao celular).

Além dos quatro subgrupos citados, podem ser identificados outros dois, o das

Matrilisinas e o das MMPs ndo-classificadas’® %’ (Anexo B).



Algumas caracteristicas em comum entre as MMPs sdo a presenca de dominio
catalitico que acomoda um 4tomo de Zn™ ™ no sitio ativo, um dominio pré-peptidico
(mantido em seu estado latente e removido durante sua ativa¢do) e um dominio trans-
lacional (peptidio sinal que direciona o produto para secrecdo) além de a maioria delas
também possuir um dominio C-terminal do tipo hemopexina/vitronectina, sendo um
sitio de ligacdo para inibidores teciduais. Todas MMPs requerem um pH neutro e
Ca™™" para poderem atuar e so inibidas por uma familia especifica de proteinas, de-

nominadas Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMP)*~#,

Embora as MMPs sejam classificadas com base na sua afinidade por substrato,
existe clara sobreposicao entre as subclasses, no que diz respeito a suas afinidades (ou
seja, sobreposicao funcional), evento que se acentua nos processos patogénicos. Além
disso, existe clara interacdo entre MMPs na medida em que muitas delas podem ativar
outras proenzimas, 0 que sugere que sua ativacao controlada pode ocorrer em cascata,
envolvendo diferentes membros da familia das MMPs*~#. O processo de invasio tu-
moral € ampliado pelas MMPs ndo s6 através da degradacao protéica da MEC, mas
também pela ativacdo em cascata de transducao de sinal que promove motilidade e
pela solubilizagdo de fatores de crescimento ligados 8 MEC®- %2, bem como mediar a
ativacdo de fatores de crescimento, supressao da apoptose de células tumorais, inter-

feréncia na resposta imune do hospedeiro e liberagcio de fatores angiogénicos®.

A atividade das MMPs € regulada por expressido génica, ativagdo de pré-enzima
e por inativa¢do da enzima ativa por seus inibidores teciduais especificos, sendo sua
expressdo induzida por fatores de crescimento, indugdo pelo contato célula-célula e

célula-matiz e até mesmo por estimulos extracelulares®?.

Um dos aspectos mais relevantes em sua dinamica na fisiopatologia tumoral é a
possibilidade de expressao, ndo sO por células neoplésicas, como também por células
estromais e endoteliais peritumorais, provavelmente através de sinais bioquimicos ori-

gindrios do tumor, como fatores de crescimento e citocinas. Em um estudo de andlise
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imuno-histoquimica (IHQ) demonstrou-se um aumento da expressao de MMP-2 em
epitélio de mama, no entanto, estudos de hibridiza¢do in situ evidenciaram que o
RNAm da MMP-2 em tecidos como cancer de mama estd predominantemente loca-
lizado no estroma®. Esta discrepancia de resultados pode ser explicada pelo fato de
que a MMP-2 latente liga-se a superficie de células malignas por interacdo com a

MT1-MMP%,

Inicialmente, as MMPs sdo secretadas como uma enzima inativa, a pro—-MMP,
com atividade regulada em nivel proteico por ativadores e inibidores. O processo de
regulacdo da atividade das gelatinases envolve vérios niveis de atuagdo, embora ainda
nao completamente compreendido, podendo ocorrer desde sua transcricdo, ativagao
na superficie celular (no caso das MT-MMPs) até um nivel pds-translacional, sendo o
primeiro um dos mais importantes, onde a expressio génica das MMPs € regulada por

miuiltiplos fatores estimuladores e inibidores, atuantes em diversas vias de sinaliza¢do®.

A maior parte das MMPs requer a ativacado catalitica por parte de outras MMPs
ou serinoproteases como a plasmina e a uroquinase, sendo que a maioria delas é pro-
duzida, em tumores humanos, por células estromais, ao invés de propriamente pelas
células tumorais. Um bom exemplo do papel das células estromais no cancer vem do
trabalho de Guo et al. , que demonstrou que células tumorais produzem fatores esti-
mulatérios (EMMPRIN - Extracellular matrix metalloproteinase inducer ou indutor
extracelular de MMP), que induzem a produ¢ao de MMPs por parte de fibroblastos

estromais®’.

A ativagdo das MMPs ocorre, com excecoes, fora da célula, por serinoproteases in-
tracelulares, ao atingir a membrana celular, sendo tal processo controlado por diversos
inibidores (como TIMPs em nivel tecidual e RECK [Reversion-inducing cysteine-rich
protein with Kazal motifs ou proteina rica em cisteina indutora de reversao], uma gli-

coproteina GPI-ancorada)®.
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As gelatinases A (MMP-2, 72kDa) e B (MMP-9, 92 kDa) t€ém a capacidade de
degradar uma vasta variedade de proteinas da MEC, entre elas o coldgeno tipo IV, que
forma o esqueleto proteico da MB. A MMP-2 foi primeiramente descrita e purificada a
partir de tumores murinos altamente metastaticos®’, sendo ativada pela MT1-MMP?S,
atuando em uma grande variedade de substratos*, como colageno tipo I, IV, V, VIl e X,
laminina, elastina, fibronectina e proteoglicanos. A MMP-9 foi inicialmente purificada
a partir de macréfagos”’, sendo secretada como um precursor inativo (pré—-MMP-9),
podendo ser ativada por plasminogénio’’ e formar um complexo inibidor de MMPs

com TIMP-1 que, entretanto, pode ter papel ativador da pr6-MMP-972,

A 1invasdo tumoral ocorre a partir da interface tumor-hospedeiro, onde hd troca
de enzimas entre células neoplasicas e estroma, modulacdo da MEC local e estimulo
para migracdo local. Células neoplasicas e do estroma liberam fatores como citocinas,
quimiocinas e o indutor de MMP (EMMPRIN) com regulacio paréacrina positiva das
MMP, que, por sua vez, geram sinais quimiotaticos e também podem, ao degradar
componentes da MEC, regular a disponibilidade e a atividade de fatores de crescimento
e citocinas”?. Assim sendo, as MMPs ampliam o processo de invasdo tumoral ndo s6
através da degradacdo das proteinas da MEC, como também da ativagdo de cascatas
de transducdo de sinal, que promovem motilidade, e da solubilizacdo de fatores de
crescimento ligados A MEC%% 62, Estudos in vitro mostraram que a MMP-2 e a MMP-9
sdo capazes de clivar proteoliticamente o TGF-f3. A MMP-9 induz a ativag¢ao de TGF-
B na superficie de queratindcitos normais, bem como de células malignas, sugerindo
que tal ativacao pode possuir um importante papel no remodelamento tecidual tanto em
situacoes fisioldgicas como em patologias como o cancer, facilitando invasio tumoral

e angiogénese’?.

Além da expressdao de MMPs ser induzida pelas interacdes célula-célula e célula-
matriz, ela pode ocorrer pelo estimulo origindrio de fatores de crescimento. Muitos ge-

nes de MMP (MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-12 e MMP-13) sao
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induziveis por estimulos extracelulares que ativam um fator de transcri¢do dimérico,
o complexo AP1, composto pelas proteinas JUN e FOS, que vai se ligar ao promotor
de MMP, no nicleo celular, e ativar sua transcrigﬁo“ . Como prova disso, um estudo
in vitro feito em células de melanoma humano demonstrou que a Interleucina-8 (IL-8)
estd envolvida em um aumento da transcricdo da MMP-2, podendo assim aumentar a

invasdo do estroma pelas células tumorais, facilitar a angiogénese e a metastatizagdo”.

Originalmente descrita como um quimioatrativo de neutrofilos, descobriu-se que
a [L-8 também possui propriedades mitogénicas, motogénicas e angiogénicas, através
de vias autdcrinas e pardcrinas. A IL-8 produzida por células tumorais estimula ambas
células tumorais e estromais a expressar fatores relacionados a angiogénese, promo-

vendo assim a proliferagdo endotelial, crescimento tumoral e metéstase.

A superexpressao de IL-8 correlaciona-se com estadio tumoral, bem como pro-
gressdo e recorréncia tumoral em diferentes tumores’®. No CUB, demonstrou-se ex-
pressao aumentada de IL-8 nos tumores invasivos e no carcinoma in sifu, quando com-

77

parados a tumores ndo-invasivos’’, correlacionando-se com os niveis de MMP-9 em

estudos com modelos ortotépicos de cancer de bexiga”®.

A RECK ¢ uma glicoproteina, tanto solivel como aderida a membrana plasmadtica,
que regula ao menos trés membros da familia das MMPs: MMP-2, MMP-9 e MT1-
MMP. Seus mecanismos de acdo sdo variados e incluem inibicao da liberacao da pro—
MMP-9, inibicao direta da MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP e inibi¢do de processos
cataliticos que levam a ativacdo da pr6—-MMP-2, entre outros”’. J4 o EMMPRIN pode
participar da ativagao das MMPs através do estimulo da secrecao destas enzimas e de

seus estimuladores diretos, como a MT1-MMP#’.

Inibidores proteicos como TIMPs podem funcionar como proteinas supressoras de
metéstases, agindo como inibidores da invasdo tecidual decorrente da degradacdo da

MEC. Entretanto, ainda ndo se compreende completamente as relacdes entre MMPs e
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TIMPs produzidos pelas células epiteliais, estromais e endoteliais no tecido tumoral.
De uma forma excessivamente simplificada, a partir de uma série de eventos muito
mais complexa, desenvolveu-se o conceito de TIMPs versus MMPs como fatores con-
troladores no processo de invasdo tumoral e metdstase. Normalmente, a produgdo de
MMPs e TIMPs € balanceada; quando este balango é perdido, ocorre a destruigao te-
cidual. Portanto, a capacidade de invasdo da MB por parte de um tumor pode ser o

resultado do balanco entre a concentracdo de proteases e seus inibidores®® 728!

Sao quatro TIMPs descritos (1, 2, 3 e 4). Com exce¢do do TIMP-3, sdo secre-
tados sob forma solivel. Todos sdo capazes de efetuar fortes ligacdes com membros
da familia das MMPs, com consequente formacao de complexos inibitérios. Sdo im-
portantes no estabelecimento do balango entre sintese e degradacdo da MEC induzidas

pelas MMPs>% 72,

Sabe-se que o TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 formam complexos fisio-
logicamente irreversiveis com todos tipos de MMPs ativadas na sua por¢cado amino-
terminal enzimdtica. Além disso, o TIMP-1 forma um complexo especifico com a
MMP-9 latente, e o TIMP-2 forma um complexo especifico com a MMP-2 latente, nas
regides carboxiterminais das respectivas enzimas. Tais complexos latentes especificos
levam a estabilizacdo do mecanismo de ativagdo enzimdtica. Possuem dominios N-
e C-terminal, sendo o primeiro uma unidade que pode inibir a atividade proteolitica
das MMPs*¢ através de uma ligacdo ndo-covalente. Em grande quantidade o TIMP-
2 também inibe a MT1-MMP, comprometendo a funcdo da MMP-2 ao impedir sua
ativacdo, além de inibi-la diretamente. Em seu papel inibitério das MMPs, os TIMPs o
fazem principalmente através da limitacao da protedlise durante o remodelamento da
MEC, entretanto, o processo inibitorio estd longe de ser tdo simples assim, podendo

abranger, inclusive, atividades antiangiogénicas’>.

Os TIMPs, além de inibidores naturais das MMPs, também apresentam papel na

ativacao de certas MMPs (formando complexos com pr6—MMPs). Assim como ocorre
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com o complexo TIMP-1|MMP-9, o complexo TIMP-2|MMP-2 tem um papel impor-
tante na ativacdo da pr&-MMP-2 na superficie celular®?. Portanto, os TIMPs agem, por
vezes, reduzindo o crescimento tumoral, mas também podem estar associados com a
progressao tumoral. Assim sendo, o conceito original de que TIMPs sdo responsaveis

por efeitos contrérios a progressdo neopldsica nem sempre pode ser observado®’.

A inducdo da angiogénese € um passo essencial na via metastatica, sendo um pré-
requisito para o crescimento e invasao tumoral, que necessita o recrutamento de novos
vasos sanguineos para seu desenvolvimento®*%>, Entretanto, a angiogénese nio é um
evento Unico, mas sim uma processo em cascata originario nas células do endotélio
microvascular e ativado pelas células tumorais, onde concorrem fatores inibidores da
angiogénese (em geral, derivados da MEC, como trombospondina-1) e fatores pro-
motores, origindrios tanto do tumor como do estroma circulante (como IL-8)#. Tal

processo transcorre na seguinte via:

1. Secrecdo de agentes angiogénicos por parte do tumor que também pode estimu-

lar a ativacao/liberacdo de componetes angiogénicos armazenados na MEC.

2. Tais substancias estimulam as células endoteliais proximas a formar novos va-
sos, através da degradacdo proteolitica da MB e MEC adjacente, proliferacdao
endotelial, migracdo das células endoteliais e reorganizagcao para formacao de

vasos (e anastomoses entre 0s mesmos).

Fatores de crescimento no entorno dos vasos do tecido tumoral (como TGF-f)
representam mediadores do microambiente tumoral e podem ser pegas-chave no pro-

cesso de invasdo vascular e disseminac¢do para um local especifico®.

As células endoteliais também sintetizam varias MMPs: MMP-1, MMP-2, MMP-
9 e MT1-MMP. Dentre estas, a MMP-2, a MMP-9 e a MT1-MMP foram descritas

87

como exercendo importante papel na angiogénese®’. Nguyen et al. postularam um

modelo para o papel das gelatinases na angiogénese. A MMP-2, constitutivamante
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secretada pelas células endoteliais, seria ativada através de uma cascata de ativacoes
enzimadticas a partir da trombina. A trombina, que se encontra elevada em situacoes
angiogénicas, ativaria a proteina quinase C (PKC) na superficie endotelial. A PKC,
ativada rapidamente, iria fosforilar a MMP-2, fazendo com que as células endoteli-
ais iniciassem a degradacdo da MB. Depois desta etapa, a MMP-9 seria liberada de
vesiculas intracelulares, presentes nas células endoteliais, e exerceria o papel de man-
tenedora da degradacdo da MB. Com a digestdao da MB, as células endoteliais passa-
riam a fazer contato com o coldgeno tipo I, do conjuntivo subjacente, que, por sua vez,
iria promover upregulation da MT1-MMP, ativando, por feedback positivo, a MMP-2.
Esta ativacdo pelo coldgeno I pode ser sustentada por longos periodos, até que os novos
capilares formados secretem sua lamina basal, que servird como barreira para que nao

haja o contato das células com o coldgeno®s.

Assim sendo, atualmente sdo os fatores progndsticos classicos citados que defi-
nem, de maneira bastante imprecisa, o comportamento do CUB, norteando as decisoes
terapéuticas bem como as formas e frequéncia de seguimento dos pacientes tratados.
Porém, estes t€m sido insuficientes. Por isso, pesquisas devem ser direcionadas para
a identificacdo de alteragdes moleculares que possam prever com maior precisao o

desenvolvimento e o potencial biolégico desta neoplasia’®.

Com base nessas informacdes, selecionamos os genes da familia das MMPs mais
frequentemente envolvidos no CUB e outros que estdo diretamente relacionados com
suas caracteristicas de expressao (como vias de ativacao e inibicao), para estabelecer
um perfil de expressdo e correlacionar com fatores progndsticos, uma vez que estu-
dos de expressdo molecular dessas neoplasias sao raros (figura 2). Quantificaremos
estes genes pela técnica de qRT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
quantitativo por transcriptase reversa) através dos niveis de RNAm (RNA mensageiro)
no tecido de pacientes com CUB, tornando nosso trabalho inédito com relacdo aos

existentes na literatura.



Figura 2: Genes envolvidos nas vias de inducdo e inibi¢do dos genes da MMP-2 e

MMP-9



2 Objetivos

2.1 Objetivo primario

Com o intuito de melhor compreender a via molecular na qual atuam as metalo-
proteinases, procuramos avaliar os niveis de expressao dos genes da MMP-2, MMP-9
e de seus reguladores MT1-MMP (MMP-14), RECK, TIMP-1, TIMP-2, TGF-f3 ¢ IL-
8, pela técnica de qRT-PCR, em pacientes portadores de CUB tratados com RTU em

comparagdo com um grupo controle composto de amostras de bexiga sem tumor.

2.2 Objetivo secundario

Buscamos identificar associacdes entre os perfis de expressdo das metaloprotei-
nases e seus reguladores no CUB com os seus fatores progndsticos cldssicos (grau
celular, estadio tumoral e invasao angiolinfatica ou linfovascular), procurando correla-
cionar possiveis padrdes de comportamento genéticos com a caracterizagdo do grau de

agressividade tumoral.



3 Material e método

3.1 Pacientes

Foram analisadas amostras de tecido tumoral de 40 pacientes consecutivos sub-
metidos a RTU de bexiga para o tratamento de CUB no HCFMUSP e ICESP, entre
os anos de 2007 e 2008, sendo 9 mulheres € 31 homens, com idade média de 69,9
anos (47-87). O controle foi caracterizado por fragmentos de bexiga sem tumor de 6

pacientes submetidos a prostatectomia transvesical para tratamento de HPB.

Os tumores foram subdivididos de acordo com caracteristicas anatomopatoldgicas:
grau de diferenciagdo histoldgica (alto ou baixo grau), estadiamento patolégico (pTa,
tumores ndo invasivos; pT1, carcinoma infiltrativo da lamina prépria; pT2, infiltragdo

do miusculo detrusor) e invasdo angiolinfatica (presente ou ausente).

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Investigacdes Médicas LIM-55 da

FMUSP.

3.2 Ktica

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram codificadas, garantindo sua confi-
dencialidade. Este projeto foi previamente submetido ao Comité de Etica em Pesquisas
do HCFMUSP, tendo sido aprovado em 19/06/2009 (protocolo de pesquisa inscrito sob
o n° 0105/09).
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3.3 Processamento da amostra

Ap0s o recebimento das amostras no laboratorio, dez cortes de 10um dos tecidos
tumorais e controles foram feitos em criostato, com temperatura de -20°C, e acondici-
onados em microtubos de 1,5ml, autoclavados, tomando todos os cuidados para evitar
a contaminacao entre as amostras ou degradacdo do RNA. Foram mantidos a -80°C
até o momento do processamento. Um dos cortes foi colocado em lamina, fixado em
formalina 10%, corado pela hematoxilina e eosina e examinado ao microscopio para
comprovagao da existéncia de tumor com a porcentagem minima de 75% nos casos de

cancer, e auséncia de tumor nos casos controle.

3.3.1 Extracao de RNA

Ao tecido cortado foi adicionado 10x o seu volume de solugdo de lise e igual vo-
lume de etanol 64%. Repassamos a solug¢do para uma coluna GFX e centrifugamos
a 10.000g por 1 minuto. A coluna adicionamos 700l de uma solucio de lavagem
prépria do kit. Centrifugamos novamente nas mesmas condicdes e fizemos duas lava-
gens com 500ul de outra solugdo de lavagem do kit. Descartamos o filtrado, centri-
fugamos por mais 1 minuto a 10.000g para secagem da coluna, repassamos a coluna
para um novo tubo e adicionamos 50ul de solugdo de eluicdo pré-aquecida no centro
da coluna. Apd6s 1 minuto a temperatura ambiente, centrifugamos a coluna e o RNA

foi armazenado a -80°C até sua utilizagao.

A pureza e a concentracdo do RNA foram mensuradas em espectrofotometro (260/
280 nM). A integridade foi verificada em Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Techno-

logies, CA, USA).
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3.3.2 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada a partir de S g de RNA, utilizando-se o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), o qual utiliza a trans-

criptase reversa MultiScribe™ e primers randdomicos.

O RNA total foi diluido em H;O livre de nucleases em um volume final de 20ul.
A este volume foram acrescentados 4l de oligonucleotideos randomicos (10x), 1,6
ul do mix de dNTPs (25x), 4ul do tampao da enzima (10x), 2ul (50U/ul) da enzima
transcriptase reversa e 8,4ul de dgua nuclease free. A solucao foi entdo submetida
a ciclos de temperaturas (25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5
minutos) em um termociclador Veridi (Applied Biosystems). Ao final da reacdo, o

cDNA foi armazenado a -20°C até o uso.

3.3.3 ¢RT-PCR

A expressdo dos genes estudados foi avaliada a partir do cDNA, utilizando a meto-
dologia de transcrigdo reversa, seguida de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (QRT-PCR) (plataforma Abi7500), utilizando-se o protocolo TaqMan®
(Applied Biosystems). Este protocolo utiliza dois iniciadores nao fluorescentes e uma
sonda com dupla marcagdo que se anela a regido localizada entre os iniciadores. Esta
marcacao dupla € formada por um fluoréforo que emite luz quando excitado e um
quencher que absorve a luz emitida pelo fluor6foro. Durante os ciclos da PCR, a
sonda é quebrada pela Taq polimerase na etapa de extensdo do iniciador anelado. Esta
quebra da sonda elimina a absor¢ao pelo quencher da fluorescéncia emitida, que pode
ser entdo medida através de uma camera situada na parte superior do equipamento.
A quantificacdo da emissdo absorvida pela camera apds quebra da sonda permite a
quantificacdo indireta do RNA alvo contido na reagdo ap6s cada ciclo da PCR (figura

3).
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Tabela 1: Primers utilizados para a quantificacdo da expressdo dos genes MMP-2 e
MMP-9 e seus reguladores no CUB.

Gene (simbolo) Assay ID
MMP-2 Hs00160052_m1
MMP-9 Hs00382386_m1
TIMP-1 Hs00212624_m1
TIMP-2 Hs00536409_m1

MMP-14 Hs00249367_m1

RECK Hs00379515_m1
IL-8 HS00325648_m1
TGF-8 Hs00984230_m1
B2M Hs00212624_m1

Experimentos iniciais de quantificacdo absoluta com o gene controle 2 Micro-
globulina (B2M) validaram o cDNA antes da realizacdo dos experimentos de quan-
tificacdo do gene de interesse. Para quantificacio relativa dos genes em estudo, nor-

malizamos a expressdo destes em relagdo a expressao do gene controle B2M (tabela

1).

Para amplifica¢do dos fragmentos desejados, utilizamos as seguintes condi¢des de
reacdo: 5,0 ul do master mix TagMan, 0,5 ul de primer (contendo a sonda marcada),
3,5 ul de agua destilada deionizada e 1,0 ul de cDNA, somando um total de 10 ul
para cada reacdo. A condi¢do usual de programacgao dos ciclos foi um passo a 50°C
por 2 minutos, um passo a 94°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 30

segundos, e 60°C por 60 segundos.

Para calcular a expressdo relativa dos oito genes alvo foi usado o método AACT,
que utiliza a seguinte féormula: AACT = (CT do gene alvo, amostra de CUB — CT do
controle end6geno, amostra de CUB) — (CT do gene alvo, amostra de bexiga normal —
CT do controle endégeno, amostra de bexiga normal). O nimero de vezes que ocorre

a mudanca da expressdo génica é calculado como 2~AACT87,
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»
Probe marcado com
fluoroforo e quencher

Taq polimerase

Ml

by Ny Fluoraforo r
DHNA alvo (dupla hélice) Hélice de DNA alvo com %] bprl ?
probe hibridizado - sinalizador Ilb-eradn.

Figura 3: Sistema TaqMan®: Este protocolo utiliza dois iniciadores nao fluorescentes
e uma sonda com dupla marcacao que se anela a regido localizada entre os iniciadores.
Esta marcagdo dupla é formada por um fluoréforo que emite luz quando excitado e
um quencher que absorve a luz emitida pelo fluor6foro. Durante os ciclos da PCR, a
sonda é quebrada pela Taq polimerase na etapa de extensdo do iniciador anelado. Esta
quebra da sonda elimina a absor¢do pelo quencher da fluorescéncia emitida, que pode
ser entdo medida através de uma camera situada na parte superior do equipamento. A
quantificacdo da emissdo absorvida pela camera apds quebra da sonda permite entdo a
deteccdo do produto do PCR em tempo real®.

3.4 Analise estatistica

Na comparagao dos valores de expressdao dos genes nas amostras de CUB versus
tecido sem cancer, os dados ndo foram considerados como tendo distribui¢do normal.
Para normalizar os dados, aplicamos uma transformac¢do Log (base 10), de tal maneira
que os valores menores que 1 foram relacionados a valores negativos (subexpressao),
e os valores maiores que 1 foram relacionados a valores positivos (superexpressao),
sendo o valor 1 associado a zero. Assim fazendo, normalizamos os dados e podemos
aplicar o teste 7-Student para comparar se a média dos dados € significativamente maior
que 1 (ou maior que 0 nos dados transformados) ou menor que 1 (ou menor que 0 nos
dados transformados). Assim, apresentando distribui¢do normal, comparamos pelo
teste #-Student a média do Log da expressdo de cada marcador para avaliar a signi-
ficancia dos valores (p). Uma outra maneira de analisarmos estes dados foi verificando
a propor¢do de pacientes com valores de expressao abaixo e acima de 1, analisando a

significAncia através da comparacio pelo teste de aderéncia 2.

Na comparacdo das expressdes dos genes por grau do tumor (alto grau versus
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baixo grau) e por invasdo angiolinfatica (IAL) (presente versus ausente), os dados
nao foram considerados como tendo distribuicdo normal. Portanto, determinamos a
significancia (p) comparando a distribui¢cao (mediana) dos dois grupos usando teste de

Mann-Whitney.

Na comparagio das expressdes dos genes por estiddio patologico (pTa, pT1 e pT2),
os dados também ndo foram considerados como tendo distribui¢cdo normal. Portanto,
determinamos a significancia (p) comparando a distribuicdo (mediana) dos trés grupos
usando o teste de Kruskal-Wallis. Em caso de haver diferenca significativa entre os

mesmos, procurou-se qual grupo diferia significativamente dos demais.

Foi considerada significancia estatistica um valor de p<0,05.



4 Resultados

MMP-9

MMP-9 exibiu superexpressdao em 59,0% dos pacientes (p=0,27), com expressao
mediana de 1,3031 (0,0031-125,1054; p=0,64). Além disso, observamos que os tu-
mores de alto grau histoldgico exibiram valores significativamente maiores (superex-
pressao) de MMP-9, quando comparados com os tumores de baixo grau (p=0,01).
Em relagdo ao estadiamento patolégico, observamos diferenga de expressao entre os
grupos (p=0,02), sendo significativa a diferenca entre os tumores pT1 e pTa (p=0,05),
com superexpressao no primeiro. Nao encontramos diferengas na expressao deste gene

quando comparamos presenca ou auséncia de invasao angiolinfatica.
MMP-2

A maioria dos pacientes (92,5%; p<0,001)) apresentou subexpressdo de MMP-
2, com expressao mediana de 0,1459 (0,027-2,1031; p<0,001). Nao encontramos
diferencas significativas entre a expressao de MMP-2 e o grau histologico (p=0,90),

estadiamento patoldgico (p=0,20), e invasdo angiolinfatica (p=0,15).
TIMP-1

A maioria dos pacientes apresentou subexpressao de TIMP-1 (72,5%; p<0,01).
Houve uma subexpressao estatisticamente significativa nos tumores em comparacao
com tecido normal (mediana=0,5088 [0,0752-12,0128]; p<0,01). Em rela¢do aos fa-

tores prognoésticos classicos (grau histolégico, estadiamento patoldgico e invasdo an-
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giolinfatica), ndo encontramos diferencas significativas associadas com os niveis de

expressao de TIMP-1 (p=1,00, p=0,17 e p=0,15, respectivamente).
TIMP-2

A maioria dos pacientes exibiu subexpressao de TIMP-2 (95%; p<0,001). Houve
uma subexpressao estatisticamente significativa nos tumores em comparagao com te-
cido normal (mediana=0,0964 [0,0122-32,5932]; p<0,001). Quando avaliamos ex-
pressdao de TIMP-2 e o estadiamento patoldgico, nao encontramos diferencas signifi-
cativas (p=0,25), bem como com o grau histologico (p=0,43) e invasdo angiolinfatica

(p=0,10).
MT1-MMP (MMP-14)

A maioria dos pacientes exibiu subexpressio de MT1I-MMP (72,5%; p<0,01).
Houve uma subexpressdo significativa nos tumores em comparagdo com tecido nor-
mal (mediana=0,493 [0,0206-30,4316]; p=0,02). Comparando a expressao deste gene
entre os tumores de baixo e alto grau histoldgico, ndo encontramos diferengas signifi-
cativas entre os mesmos (p=0,80). Em relacdo ao estadiamento patolégico, observamos
uma menor subexpressdo de MT1-MMP entre os tumores estadiados pT2, porém, essa
diferenga foi marginal do ponto de vista estatistico (p=0,09). Nao houve diferenca
significativa de expressdao de MT1-MMP entre os pacientes com ou sem invasao angi-

olinfética (p=0,56).
RECK

A subexpressdo de RECK foi observada em quase todos os pacientes com CUB
(97,4%; p<0,001), quando comparada com tecido normal (mediana=0,1299 [0,0097—
1,6598]; p<0,001). Em relagdo aos fatores progndsticos, grau histolégico, estadia-
mento patoldgico e invasao angiolinfética, ndo observamos diferencas estatisticas sig-

nificantes (respectivamente, p=0,61, p=0,95 e p=0,77).
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IL-8

Grande parte dos pacientes subexpressou IL-8 (67,5%; p=0,03), quando com-
parados com controle normal, com expressdo mediana de 0,2634 (0,0039-37,2715;
p<0,01). Encontramos também diferenca de expressao em relag@o ao grau histologico:
tumores de alto grau exibiram valores significativamente maiores (p<0,01), portanto,
uma menor subexpressao. Da mesma forma, houve diferenca na expressao relacionada
ao estadio patologico (p=0,01), sendo que os tumores pT1 e pT2 apresentaram uma
expressao maior de IL-8 quando comparamos com tumores pTa (p=0,02 e p=0,05, res-
pectivamente), havendo uma menor subexpressao nos casos pT1 e uma superexpressao
nos casos pT2. Considerando invasio angiolinfitica ndo encontramos diferengas sig-

nificativas na expressao de IL-8 (p=0,16).
TGF-

A maioria dos pacientes exibiu subexpressao de TGF-f3 (92,5%; p<0,001). Houve
uma subexpressao estatisticamente significativa nos tumores em comparacdo com te-
cido normal (mediana=0,0183 [0,0006-26,89]; p<0,001). Nao encontramos diferencas
significativas em relacdo ao grau histoldgico (p=0,27), invasdo angiolinfética (p=0,26)

e estadiamento patoldgico (p=0,66).

O Anexo C demonstra os dados anatomopatoldgicos e expressao dos genes estuda-
dos em cada um dos 40 paciente. Os resultados estdo ilustrados na figura 4 e expostos

na tabela 2.
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5 Discussao

As MMPs sdo expressas de forma abundante em tumores malignos, independen-
temente de sua origem®’. Em consequéncia disso, podem ser empregadas como mar-
cadores tumorais. Uma correlagcdo significativa entre a expressao aumentada de uma
MMP e um pior progndstico, em termos de sobrevida, pode ser demonstrada em diver-
sos casos’t??. Além disso, vérios genes que participam de sua ativagio, bem como de
sua inibi¢do, também sao estudados e correlacionados com diagndstico e progndstico

de neoplasias.

Na busca continua pela capacidade de predizer o comportamento de uma neopla-
sia, houve um grande interesse na investigacao do papel das MMPs neste cendrio, uma
vez que sua associacdo com a progressao tumoral (e consequentemente a capacidade
do desenvolvimento de metéstases) pode fornecer um bom instrumento progndstico.
Entretanto, apesar de seu importante papel na biologia tumoral humana, limitados es-
tudos avaliando a expressao génica tecidual do RNAm s@o encontrados na literatura,
sendo que a maioria avalia sua expressao proteica e/ou atividade enzimética, quer seja
em tecido tumoral, soro ou urina. Através de diversos métodos laboratoriais, tanto em
fluidos corporais como em amostras teciduais, muitas MMPs e seus agentes inibidores
e estimuladores vém sendo estudados em pacientes oncoldgicos, em especial aqueles

com CUB¥.,

Tanto MMPs quanto TIMPs, uma vez que atinjam a corrente sanguinea, podem

ter seus niveis séricos dosados. Entretanto, como as MMPs sdo capazes de se ligar
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a matriz do tecido conectivo, nem sempre um aumento de sua expressao local se re-
flete em um aumento sérico plasmético de seus niveis®*. Em um estudo com pacientes
portadores de CUB, Gohji et al. demonstraram que a relagcdo sérica entre MMP-2 e
TIMP-2 foi significativamente mais elevada em paciente com doenga recorrente, bem
como pior sobrevida livre de doencga nestes pacientes, sugerindo tal relacdo como fator
progndstico independente para recorréncia tumoral®?. Entretanto, estudando soro con-
gelado de 50 pacientes portadores de CUB e 40 controles, Vasala et al. identificaram
niveis menores de TIMP-2 e complexo MMP-2:TIMP-2 no CUB, bem como niveis
baixos de complexo MMP-2:TIMP-2 associados a pior sobrevida cancer especifica em
5 e 10 anos. Embora nao tenha havido correlacdo entre TIMP-2 e grau/estadio, pa-
cientes com CUB e TIMP-2 elevado apresentaram maior sobrevida livre de doenca
e sobrevida cancer especifica em 5 e 10 anos, assim como niveis reduzidos de pro—
MMP-2 e de TIMP-2 foram associados a piora da sobrevida cancer especifica, apds

analise de sangue periférico de 84 pacientes com CUB?>?,

Dosagens séricas de MMP-9 t€m oferecido resultados talvez mais encorajadores
na pesquisa de fatores prognosticos no CUB que os obtidos com a medida da MMP-2,
embora sua func¢do ainda seja controversa em outros tumores s6lidos. Quando dosadas
concentracoes séricas de MMP-9 e complexo MMP-9: TIMP-1, niveis elevados foram
vistos em 65% dos pacientes com tumores do trato gastrointestinal e ginecoldgico?’,
assim como demonstraram Staack et al. ao analisar o soro de 68 pacientes com CUB
(subdivididos em metastaticos e ndo metastaticos), encontrando associa¢do dos niveis
de MMP-2, MMP-9 e TIMP-1 com a identificacio de CUB nao invasivo®®. Em outro
estudo com enfoque na capacidade preditiva do estddio tumoral, investigando o soro
de 32 controles e 52 pacientes portadores de CUB (13 superficiais e 39 avangados), a
MMP-9 mostrou-se mais elevada nos casos de CUB. Além disso, os niveis de MMP-9
estiveram mais elevados nos pacientes com tumores GIII em comparacdo aos GI-II, na

doenca local invasiva, quando comparada com tumores superficiais e controles, bem



31

como em pacientes com metéstases, quando comparados com doenga local invasiva ou

sem metastase®’.

A dosagem dos niveis de MMPs também pode ser realizada na urina de pacientes
com cancer, tanto na tentativa de se encontrar um método diagndstico ndo invasivo
como também um marcador progndstico. Numa andlise de urina centrifugada de 134
pacientes portadores de CUB, 5 com cancer de préstata, 33 com doenga benigna e 36
controles normais, o TIMP-1 mostrou-se mais elevado nos pacientes com tumores que
nos pacientes controle. Além disso, o CUB misculo-invasivo apresentou expressao
mais elevada de TIMP-1 que nos tumores superficiais, bem como esteve correlacio-
nado com volume tumoral € com menor tempo para progressao da doenca. Os casos
de CUB pT2-4 e G3 apresentaram relacio MMP-1/TIMP-1 menor que pacientes com
tumores superficiais e de baixo grau’”. Comparando amostras de urina de 28 paci-
entes portadores de CUB e 12 controles saudaveis, Nutt et al. demonstraram que a
expressao da MMP-9 estava associada a estadio elevado, e que os tumores invasivos
apresentavam atividade da MMP-9 maior que os pacientes controles e que os tumores

superficiais?.

Em nosso estudo, a MMP-9 apresentou uma superexpressao (embora estatistica-
mente ndo significativa) nos pacientes com CUB, quando comparados aos pacien-
tes controle. Quanto ao grau histologico e ao estddio do tumor, observamos uma
associacdo significativa (superexpressao) da MMP-9 com o cancer de alto grau em
relacdo ao cancer de baixo grau e nos tumores estddio pT1 com relacdo aos tumores
pTa. Ja a MMP-2 e a MT1-MMP estavam subexpressas em tecido maligno da bexiga,

em comparagao ao tecido controle sem tumor de bexiga.

Devido a seu papel na degradacio da MEC, facilitando a invasdo tumoral e a
metdstase, as MMPs sdo relacionadas a diversos processos tumorais, COmo por exem-
plo, nos casos de carcinoma de células renais e tumores de pulmao, onde demonstrou-

se um aumento da expressdo génica tecidual de MMP-2, MMP-7 e MMP-9/92103 No
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carcinoma urotelial, como na maioria dos processos tumorais, as MMPs amplamente
documentadas sao as gelatinases (MMP-2 e 9), que tém demonstrado correlacio entre
suas atividades com o aumento do grau do tumor!®¥. Em outros tumores, alguns auto-
res sugerem que a MMP-2 aparece mais precoce e persistentemente elevada, enquanto
a MMP-9 torna-se mais proeminente durante estddios mais avancados, estando a pri-
meira envolvida na iniciacdo e manutencao de tumores e a segunda sendo necessaria

para a disseminacdo a distancia’®.

A andlise da expressao tecidual de RNAm por PCR de varias MMPs e seus inibido-
res vem sendo realizada em diversos tumores. Zhang et al. , estudando 72 amostras de
adenocarcinoma gastrico, demonstraram um aumento de expressao de MMP-2, MMP-
9, MT1-MMP, TIMP-1 e TIMP-2, com seus niveis correlacionados com estadio, in-
vasdo tumoral e status linfonodal, predizendo agressividade!?*. Comparando 91 amos-
tras de tumor de pulmao nao-pequenas células, Safranek et al. identificaram aumento
da expressdo da MMP-7 e TIMP-1, porém, sem diferenca quantitativa entre os estadios
IA e IB-IIIB???. Da mesma forma, Kohrmann et al. encontraram aumento da expressio
de MMP-2 e MMP-9, além de varias outras, em tecido tumoral de mama, em um painel
que analisou 25 MMPs, porém, sem associa¢do entre os niveis de expressao € o grau
celular’”’, assim como, no carcinoma colorretal, Pesta et al. identificaram uma supe-
rexpressao de MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 nos tumores em comparagdo com tecido
normal, também sem correlagdo com grau e estddio’®. Ja em 29 casos de carcinoma
de células renais (tipo células claras), Struckmann et al. evidenciaram subexpressao
significativa de MMP-2 em 16 amostras e de TIMP-2 em 12 amostras, assim como
superexpressao de MMP-9 em 11 amostras, sem diferenca de expressao do TIMP-
1793, Dados semelhantes foram demonstrados por Lichtinghagen et al. em 17 casos de
cancer de prostata, onde a MMP-9 encontrava-se com tendéncia de superexpressao as-
sociada a subexpressio de MMP-2, MT1-MMP e TIMP-2!% | assim como Zhang et al.

evidenciaram superexpressao de MMP-9 e expressao de MMP-2 sem diferenca signi-
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ficativa, quando comparadas 20 amostras de cancer prostitico com tecido hiperplasico

e saudavel!??.

Diferentemente de nossa técnica laboratorial, os primeiros estudos com tecido tu-
moral de CUB utilizavam-se de medidas de a¢do enzimatica (como zimografia) ou
expressao proteica (como IHQ) para avaliar a relacdo das MMPs com a neoplasia.
Estudando 54 amostras de CUB em tecido parafinado, por IHQ, evidenciou-se que a
sobrevida livre de doenga em 5 anos foi maior nos casos de MMP-2 negativo (77% ver-
sus 53%, p=0,0335), bem como sobrevida livre de recidiva em 10 anos (68% versus
24%, p=0,07) e sobrevida doenca especifica em 10 anos (77% versus 33%, p=0,0353),
entretanto, sem diferenca em sobrevida global em 5 e 10 anos (p=0,0897). A supe-
rexpressao de MMP-2 esteve correlacionada com estddio (estadio I: 52%, estadio IV:
75%, p=0,04), mas ndo com grau histolégico’’!. Em anélise tecidual de 87 casos de
CUB por IHQ, Vasala et al. também demonstraram que 38% dos tumores apresentavam
superexpressao (>25%) de MMP-9 e que tal comportamento esteve surpreendente-
mente associado a melhora na sobrevida global e livre de recorréncia (p=0,006 e 0,08,
respectivamente)’’?. Ja Kawamura et al. demonstraram, em um estudo de zimografia
com amostra tecidual de 25 pacientes com CUB, uma relacdo positiva entre a intensi-
dade da atividade gelatinolitica da MMP-2 e grau celular, estddio, invasdo vascular e

sobrevida causa especifica (p<0,05)%3.

Um estudo que avaliou a a¢dao enzimdtica da MMP-9 e da MMP-2, por zimo-
grafia quantitativa, em 49 amostras de tecido tumoral vesical e 7 controles, obser-
vou correlacdo entre maior atividade das proteases com alto grau e maior estddio
tumoral’’?. Da mesma forma, estudos avaliando a expressdo proteica com o uso de
IHQ mostram que a superexpressao de MMP-2 e TIMP-2 estava correlacionada com
pior estddio clinico em tumores de bexiga!/> !>, Quanto ao prognéstico, examinando
51 amostras de tecido congelado contendo CUB (Northern blot), Hara et al. concluiram

que as expressoes de MMP-9 e TIMP-2 em pacientes com recorréncia tumoral foram
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de 2,5 e 3 vezes maiores, respectivamente, com sobrevida livre de recorréncia menor

para os pacientes com maior expressio’6.

A pesquisa IHQ de MMP-2 e MMP-9 em células neopldsicas nem sempre estd
completamente de acordo com a expressdao de RNAm das gelatinases nos tumores da
bexiga, uma vez que parecem ser encontrados principalmente nas células do estroma?’?,
Evidéncias de diferentes localiza¢des na expressao das proteinas € do RNAm também

foram observadas em outro tumores e com outras MMPs, incluindo MT1-MMP!{7-120

Utilizando-se de PCR nao quantitativo, comparando 15 controles com 35 amos-
tras de CUB, Xu et al. encontraram maior expressao de MMP-2 nos tumores, havendo
correlagdo com o grau e estddio tumoral’?!. Kanayama et al. , utilizando-se de anélise
por PCR em tempo real em 41 amostras de CUB (14 RTUs e 27 cistectomias), ob-
servaram uma correlacdo direta entre os niveis de expressao de MMP-2 (mas nio da
MTI1-MMP), o grau histoldgico e o estadio patoldgico, bem como uma piora da sobre-
vida cancer especifica nos casos de superexpressao de MMP-2, TIMP-2 e MT1-MMP.
Nos casos de tumores pT2 submetidos a cistectomia, a superexpressio de MMP-2,

TIMP-2 e/ou MT1-MMP foi um forte indicador prognéstico’??.

J4 em 2006, em um destacado trabalho que analisou a expressio do RNAm de
todas MMPs, seus inibidores e diversos outros fatores de crescimento através de qRT-
PCR em amostras de 113 tumores de bexiga e 19 controles normais, Wallard et al.
verificaram uma superexpressao de MMP-2 (localizado principalmente no estroma),
MMP-9 e MT1-MMP no CUB, havendo uma correlacio entre a expressao da MMP-2

e o grau celular, porém, sem essa correlagio para a MMP-9/%3,

A MT1-MMP (MMP-14) € considerada a mais importante MMP de superficie
celular, envolvida na digestdo da matriz pericelular e, direta ou indiretamente, esta
envolvida na via de ativacdo de pr6—MMP-2. Atribui-se a ela numerosas funcoes,

incluindo a migracdo e invasao celular, e parece ter uma fun¢do no caminho intracelular
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de degradacio do colidgeno’®* 12>, Em outras neoplasias este gene j4 foi identificado
como superexpresso’?®, assim como demonstraram Kitagawa et al. em 27 amostras
de CUB, onde a superexpressdao do RNAm da MT1-MMP, estudada por RT-PCR, foi

evidente nos casos de neoplasia, bem como seus niveis foram maiores nos casos de

tumores multiplos’?’.

A subexpressao de MT1-MMP em nosso estudo talvez explique a subexpressao
de MMP-2, ja que a ativacdo da pr6—-MMP-2 ocorre na superficie celular e requer a
formagdo de um complexo tnico envolvendo a MTI-MMP e a TIMP-2. Em outras
neoplasias o gene da MMP-2 encontra-se geralmente superexpresso’?®. Entretanto,
sabemos que as MMPs também exercem efeitos inibitorios no crescimento tumoral,
através da geracdo de inibidores de angiogénese como a endostatina € a tumstatina
através da clivagem de componentes da MEC?%13%  Além disso, a auséncia de uma
MMP pode promover tumorigénese, como mostrado pelo aumento da susceptibilidade

ao cancer de pele em camundongos que ndo expressavam MMP-8%31,

Como citado anteriormente, acreditamos que provavelmente a MMP-2 ndo esteja
sendo regulada por TIMP-2, pois ambas encontram-se subexpressas. Talvez a subex-
pressao de seus reguladores positivos MT1-MMP e IL-8 possa ser responsavel por esse

perfil.

Embora tenhamos encontrado um subexpressao de TIMP-1 e TIMP-2, ndao houve
qualquer correlagdo com estadio, grau histologico e IAL. Sabe-se que todas as MMPs
estdo sob o controle de TIMPs que se ligam nas proximidades de seu dominio ca-
talitico, evitando ligacdo com o seu substrato. TIMPs ndo sdo apenas simples regula-
dores da atividade das MMPs, mas tém um papel multifuncional que inclui a promogado
de crescimento celular e a inibi¢do da angiogénese. Portanto, o conceito original de
que TIMPs sdo responsaveis por efeitos contrarios a progressao neoplasica nem sempre
pode ser observado, inclusive apresentando atividades promotoras de crescimento ce-

lular através da ativacio de pr6&-MMP-2%%83 Como exemplo, altos niveis da proteina
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TIMP-2 j4 foram correlacionados com pior progndstico de tumores de préstata’®?.

Resultados complexos quanto ao papel prognéstico dos TIMPs tém sido encon-
trados em diversos estudos, haja vista seu papel controverso, podendo-se inferir que
niveis elevados de TIMP podem representar uma resposta a elevagdo das MMPs e as-
sim explicaria o comportamento paradoxal deste marcador. Tal conclusdo pode ser
especulada ap6s identificar-se a capacidade de inibicdo da MMP-2 pelo TIMP-2, mas
também pela capacidade proteolitica do complexo TIMP-2|pr6-MMP-2133, Também
um aumento no nivel de expressdo tecidual da TIMP-2 foi associado a redug¢do na
sobrevida doencga-especifica no CUB!®. Entretanto, em outro estudo, identificou-se
uma correlacdo oposta entre niveis urindrios de TIMP-2 e grau histoldgico ou estadio
elevado’?. Em contrapartida, as informagdes referentes ao papel do TIMP-1 no CUB
sdo muito mais escassas, oscilando entre a falta de correlacdo com sobrevida doenga

100

especifica’™ até seu papel como fator prognodstico independente para sobrevida cincer

especifica’.

Através de IHQ de 106 amostras de tecido tumoral de CUB, evidenciou-se que o
TIMP-2 foi observado em 26,4% dos fibroblastos estromais € em 69,8% das células
cancerosas. Além disso, o TIMP-2 estromal e de células cancerosas associou-se sig-
nificativamente com expressdao de Ki67 (p=0,02 e p=0,044, respectivamente) e p53
mutada (p=0,043 e p=0,045, respectivamente). Apesar do TIMP-2 estromal estar as-
sociado significativamente com tumores de alto grau (p<<0,0001) e estddio avancado
(p=0,001) ndo foi um fator independente de sobrevida’®®. Na busca de melhores resul-
tados progndsticos, alguns estudos calcularam o balanco entre as MMPs e seus inibi-
dores, revelando que uma ruptura no equilibrio (elevacdo da relacio MMP-9/TIMP-1
e MMP-2/TIMP-2) estaria associada com estadio tumoral, grau celular e progressao

da doenca’?.

Analisando a expressao génica por PCR das TIMPs, no estudo de Xu et al. ndo

houve diferenca de expressdo de TIMP-2 entre tecido tumoral e controle’?!. J4 no es-
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tudo de Wallard et al. , todos os TIMPs estiveram superexpressos nos tumores, havendo

1123 assim

uma correlagdo entre a expressdao de TIMP-1 e TIMP-2 com o grau tumora
como j4 haviam demostrado Kanayama et al. , identificando que a superexpressao de
TIMP-2 foi maior nos tumores GIII em comparacdao com aqueles GI e nos pT2 em

comparacio os pTa-1, bem como esteve associada com uma piora na sobrevida’??.

Identificamos também subexpressdao da RECK nas amostras de CUB. A RECK
€ uma glicoproteina observada em 6rgaos humanos em condi¢des normais e varios
fatores oncogénicos (como ativacdo de Ras, a expressdo da proteina de membrana
latente EBV e HER-2/neu) tém a capacidade de suprimir sua expressio’’. Assim,
podemos acreditar que a expressao de RECK, que desempenha um papel fundamental
para evitar a metastase do tumor, pode ser um bom indicador de progndstico para
pacientes com CUB. Estudos tém demonstrado uma correlagao entre maior expressao
de RECK e a sobrevida em pacientes com cancer colorretal e géstrico, além disso,
sugere-se que o equilibrio entre RECK/MMP-9 possa ser um indicador prognostico

para tais tumores’3”> 138

A RECK regula a expressdao de pelo menos trés genes da familia das MMPs:
MMP-2, MMP-9 e MMP-14. Como a RECK tem demonstrado possuir capacidade
de inibir a secre¢cdo de MMP-14, MMP-2 e MMP-9, e suas atividades enzimdticas,
imagina-se que sua expressao seja essencial para a angiogénese normal. Downregula-
tion da RECK estaria implicada na angiogénese e progressio tumoral’*. Span et al.
demonstraram, analisando a expressao tecidual d¢ RNAm da RECK por gqRT-PCR de
278 casos de cancer de mama, que um baixo nivel de expressdo foi predominante no
tecido tumoral, bem como demonstrou-se como fator progndstico independente para

predizer o tempo de sobrevida livre de recorréncia’#.

Como previamente descrito, o aumento da expressao do RNAm de MMP-9 pode
estar associado a anormalidades de expressao de seus controladores negativos TIMPs

e RECK. Demonstramos que no CUB existe um provével desequilibrio, com uma su-
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bexpressao dos reguladores negativos (TIMP-1 e RECK) da MMP-9. Esse fendmeno
tem sido descrito como uma caracteristica de doencas malignas”®. A restauracio da
expressdao de RECK em células malignas pode reduzir a expressdao de pro—-MMP-9 e
suprimir suas atividades relacionadas a invasdo, metastatizagcio e angiogénese’?’”. As-
sim como em nosso estudo, Wallard et al. também demonstraram por qRT-PCR uma
subexpressdo tecidual do RNAm da RECK, embora de maneira estatisticamente nao

significativa, nas amostras de CUB em comparacio com controle’?3.

Em um estudo inédito, comparando por IHQ os niveis de expressdo proteica de
RECK, EMMPRIN, MMP-2, MMP-9 e MMP-14 com o grau histolégico e o estadi-
amento patoldgico em 127 amostras de CUB (103 pacientes submetidos a 110 RTUs
e 17 cistectomias), Wittschieber et al. identificaram uma expressdo significativamente
decrescente de RECK conforme aumentava a invasdo tumoral (pTa-1 versus pT2-4),
bem como com o aumento do grau (baixo versus alto grau), assim como um com-
portamento exatamente inverso para o EMMPRIN, entretanto, sem identificar nenhum
padrao de comportamento ou associacao com as expressoes das MMPs, inferindo uma
potencial utilidade prognoéstica pratica para os mesmos, bem como uma possivel via

terapéutica futura’!.

Em nosso estudo, o TGF-B mostrou-se subexpresso nas amostras de CUB, sem
qualquer correlagdo com os fatores prognésticos cldssicos. O TGF-f tem sido im-
plicado como regulador da integridade vascular, promovendo a vasculogénese e an-
giogénese, assim como a proliferacdo e diferenciacdo das células endoteliais e peri-
vasculares’#>-1% Estudos recentes tém sugerido uma associacdo entre altos niveis de

TGF-f e mal prognéstico em cancer gastrico, hepatocelular e cancer de bexigal#-1#

O TGEF-f é um fator de crescimento que também controla a proliferagio e dife-
renciacao celular. Estudos in vitro mostraram que a MMP-2 e a MMP-9 sdo capazes
de clivar proteolicamente TGF-B. A MMP-9 induz ativa¢do de TGF-f3 na superficie

de queratindcitos normais bem como de células malignas, sugerindo que a ativacdo do
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TGF-B mediada por MMP pode possuir um importante papel no remodelamento te-
cidual, tanto em situacdes fisioldgicas como em patologias como o cancer, facilitando

74 Muitas células do cancer, incluindo o cincer de

invasdo tumoral e angiogénese
prostata, sdo capazes de superexpressar TGF-f3, levando a um fenétipo mais agressivo.
Este evento mutacional é paradoxo, uma vez que TGF-f € inibitdrio ao crescimento
das células do cancer de prostata. Entretanto, a superexpressao de TGF-f3 pelas células
do cancer altera as interagdes tumor-hospedeiro, o que facilitaria o crescimento tumo-
ral. O TGF-f também pode estimular produ¢do da MEC, promover angiogénese e
inibir o sistema imune do hospedeiro. Além disso, altos niveis proteicos de TGF-f
ja foram associados com progressdo e metdstase do cancer de préstata’®’. No sentido
inverso, estudos demonstraram que o TGF-f pode induzir a expressao de MMPs e

promover in vitro a invasdo de células humanas por cancer em bexigas de ratos’? 132,

Avaliando amostras de 80 cistectomias por CUB, Kim et al. identificaram, através
de THQ, que a superexpressao do TGF-f 1 esteve associada a estadio invasivo (p=0,02),
sendo um fator preditivo independente para progressdo num seguimento de 101 me-
ses’. Em contrapartida, Eder et al. identificaram uma subexpressio do RNAm do
TGF-B1 em 86% das amostras de tecido tumoral vesical, quando comparados com
urotélio normal, enquanto os niveis séricos da mesma proteina estavam elevados 154,
dados semelhantes foram encontrados por Coombs et al. , que identificaram que a
reduc@o dos niveis de TGF-f1 transcrito esteve associada a tumores de alto grau,
apresentando 66% de recorréncia em 1 ano, comparado com 50% nos casos de ex-
pressdo normal, além de associagdo com doencga mais avancada (p<0,02), inferindo
que a perda da expressdo possa ser um potencial marcador de doenga progressiva ou
prognéstico no CUB?*. J4 Wallard et al. encontraram uma superexpressio do TGF-3

no tecido tumoral em comparacao ao controle, havendo uma correlacio direta entre o

aumento de sua expressdo com o aumento do grau histolégico tumoral’?3.

Com relagdo a 1L-8, identificamos subexpressdo nos tecidos tumorais, porém, tal
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subexpressdo foi menor nos tumores de alto grau, quando comparados aos de baixo
grau, e pT1, quando comparados aos pTa, também havendo superexpressdo nos tu-
mores pT2, quando comparados aos pTa, ou seja, havendo um aumento de expressao

conforme aumentavam o grau e estadio tumoral.

A IL-8, que foi inicialmente descrita como um quimiotatico de leucdcitos, foi pos-
teriormente relatada como um agente com propriedades mitogénica e angiogénicas.
Estudo in vitro feito em células de melanoma humano demonstrou que a IL-8 esta en-
volvida em um aumento da transcricio da MMP-2, podendo assim aumentar a invasao
do estroma pelas células tumorais, facilitando a angiogénese e a metastatizacio””.
Também através de um modelo experimental in vitro com linhagem celular de CUB,
Inoue et al. demonstraram que o aumento da expressdo da IL-8 ampliou a atividade
angiogénica pela indugdo da MMP-97%. A superexpressio de IL-8 esté associada com
maior estigio, progressao de doenca e recorréncia em pacientes com tumores malig-

156 Diversos estudos demonstraram recentemente que a

nos, como o cancer de pulmao
IL-8 pode exercer a sua atividade angiogénica através da super-regulacdo de MMP-2 e
MMP-9 em células tumorais’’. Nesta mesma linha de pesquisa, Mian et al. estudaram,
em um modelo ortotopico com linhagem de CUB em ratos, o papel de uma droga com
atividade contra a IL-8 (anticorpo anti—IL-8), identificando uma redu¢do na expressao

de MMP-2 e MMP-9 e reducio do crescimento tumoral®’.

Um interessante estudo avaliando os niveis urindrios de IL-8 antes, durante e apds
RTU seguida de BCG ou Mitomicina C, demonstrou niveis mais elevados em pacientes
com CUB, quando comparados a pacientes normais, com cancer de prostata ou com
CUB previamente tratado com sucesso, bem como niveis maiores em pacientes com
tumores invasivos e naqueles que recidivaram. ApOs terapia intravesical com BCG
ou Mitomicina C, a reducdo dos niveis de IL-8 refletiu numa reducdo dos indices de
recidiva’®. A despeito de tais resultados, alguns estudos demonstram que o aumento

nos niveis urindrios de IL-8 apds imunoterapia com BCG correlacionam-se com au-
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mento da quimiotaxia para leucdcitos e melhores resultados no que se refere a recidiva

tumoral?>% 160

Quanto a utilidade da IL-8 como marcador progndstico, Slaton et al. estudaram,
através de hibridizacao in situ, os niveis de expressao tecidual de varios genes relacio-
nados a metdstase em 64 pacientes com CUB localmente avangado submetidos a poli-
quimioterapia e cistectomia. A andlise foi feita antes da exposi¢ao a QT e a expressao
de IL-8 ndo correlacionou-se com a resposta ao tratamento nem com a evolucao, dife-

rentemente de outros marcadores como o VEGF e a relagio MMP-9:E-cadherina®’.

Desta forma, dentro da via molecular estudada, a superexpressao da MMP-9, asso-
ciada a subexpressao dos seus reguladores negativos TIMP-1 e RECK e superexpressao
do seu regulador positivo IL-8, foi o perfil relacionado ao CUB de maior agressividade
(maior grau histolégico e estadiamento patolégico). Ja a subexpressio da MMP-2
pode ser explicada pela subexpressdao de MT1-MMP, TIMP-2 e IL-8, portanto nao es-
tando regulada pelos mesmos. Assim sendo, tal perfil de expressao génica pode ser
util na caracterizacao do comportamento bioldgico tumoral nos casos de CUB, identi-
ficando os tumores de maior agressividade, primeiro passo para a individualiza¢do na

terapéutica e seguimento de tais pacientes.



6 Conclusoes

Tanto a MMP-2 quanto seus reguladores MT1-MMP, TIMP-2, RECK e TGF-f3
estdo subexpressos no CUB, sem qualquer correlacdo com os fatores prognosticos

classicos.

A MMP-9 estd superexpressa na maioria dos pacientes com CUB, bem como ha
uma subexpressao de seus inibidores especificos TIMP-1 e RECK. Este perfil esta

relacionado aos tumores de alto grau histologico e maior estadio patoldgico.

A IL-8 tem um aumento de seus niveis de expressao conforme aumentava o nivel

de agressividade tumoral (grau histoldgico e estadio patoldgico).

Assim, a andlise da expressdo das MMPs e seus reguladores pode ser util na

caracterizacdo do grau de agressividade biolégica do CUB.



ANEXO A

AJCC TNM - 2004

Avaliaciao do tumor primario (T)
Tx — Tumor primério ndo pode ser avaliado
TO0 - Sem evidéncia de tumor primdrio
Ta — Carcinoma papilifero ndo invasivo
Tis — Carcinoma in situ: “tumor plano”
T1 — Tumor que invade o tecido conjuntivo sub-epitelial
T2 — Tumor que invade musculo detrusor

e T2a — Tumor que invade a musculatura superficial (metade interna)

e T2b — Tumor que invade a musculatura profunda (metade externa)
T3 — Tumor que invade tecido perivesical

e T3a — Microscopicamente

e T3b — Macroscopicamente (massa extravesical)

T4 — Tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas: préstata, itero, vagina, parede
pélvica ou parede abdominal

e T4a — Tumor que invade prdstata, ttero ou vagina

o T4b — Tumor que invade parede pélvica ou parede abdominal
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Avaliacao dos linfonodos (N)

Nx - Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO - Auséncia de metdstase em linfonodo regional
N1 — Metastase, em um unico linfonodo, com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

N2 — Metastase, em um unico linfonodo, com mais de 2 cm até€ 5 cm em sua maior dimensao,
ou em multiplos linfonodos, nenhum com mais de 5 cm em sua maior dimensao

N3 — Metastase em linfonodo com mais de 5 cm em sua maior dimensao

Avaliacao das metastases a distancia (M)

Mx — A presenca de metastase a distdncia nao pode ser avaliada
MO - Auséncia de metastase a distancia

M1 - Metastase a distancia

O sufixo (m) deve ser acrescentado a categoria T apropriada para indicar tumores multi-
plos. O sufixo (is) pode ser acrescentado a qualquer categoria T para indicar a presenga de
carcinoma in situ associado.

A classificacdo € aplicdvel aos carcinomas. O papiloma é excluido.
Deve haver confirmacao histolégica ou citoldgica da doenca.

Categorias T (exame fisico, diagndstico por imagem e endoscopia), N (exame fisico e
diagndstico por imagem) e M (exame fisico e diagndstico por imagem).

Na Classificacdo Patoldgica (pTNM), as categorias pT, pN e pM correspondem as catego-
rias T, N e M.

Os linfonodos regionais sao os da pélvis verdadeira, que sao, essencialmente, os linfono-
dos pélvicos situados abaixo da bifurcacio das artérias iliacas comuns. A lateralidade nao afeta
a classificacao N.



ANEXO B

Metaloproteinases de matriz (MMPs) e seus substratos

Enzima MMP  Substratos principais

Colagenase-1 MMP-1  colageno tipo I, II, III, IV, VII, VIII e X,
gelatina, entactina, perlecam, laminina, ca-
seian, pr6-MMP-1, -2, -9

Gelatinase-A MMP-2  gelatina, coldgeno tipo I, II, I, III, TV, VII,
X, e XI, elastina, fibrinogénio, laminina,
agregam, vitronectina, decorina, plasmi-
nogénio

Estromelisina-1, Transina-1 MMP-3  agregam, laminina, gelatina, fibronectina,
colageno tipo II1, IV, V, IX, X, XI e XVIII

Matrilisina-1 MMP-7 fibronectina, laminina, gelatina, agregam,
colageno tipo I, 1V, IX, X, XI e XVIII
Colagenase-2

Colagenase de neutréfilo MMP-8  colageno tipo I, 11, III, VI e X, gelatina, en-
tactina, agregam, tenascina, pro-MMP-8

Gelatinase-B MMP-9  gelatina, coldgeno tipo I, IV, VII, X, XI e
XVIII, elastina, laminina, fibronectina, vi-
tronectina, pr6-MMP-2, -9

Estomelisina-2, Transina-2 ~MMP-10 coldgeno tipo I, III e IV, gelatina, elastina,
pr6-MMP-1,-8,-10

Estomelisina -3 MMP-11 fibronectina, laminina, agregam, gelatina

Elastase de macréfago, Me- MMP-12 elastina, coldgeno tipo I e IV, fibronectina,

taloelastase laminina, proteoglicanos, fibrinogénio

Colagenase-3 MMP-13  coldgeno tipo I, II, III, VII, X e XVII, ge-
latina, entactina, tenascina, agregam

MTI1-MMP MMP-14  colédgeno tipo I, II e III, gelatina, laminina,
agregam, pro-MMP-2, -13

MT2-MMP MMP-15 proteoglicanos, pr6-MMP-2

MT3-MMP MMP-16 coléageno tipo III, fibronectina, pr6-MMP-2

MT4-MMP MMP-17 gelatina, fibrinogénio, pr6-MMP-2

Colagenase-4 MMP-18 colédgeno tipo I, IT e III, gelatina

Estomelisina-4 MMP-19 colageno tipo I e IV, gelatina, laminina, te-

nascina
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Enamelisina MMP-20 amelogenina, agregam, laminina

XMMP MMP-21 gelatina

CMMP (Aves) MMP-22 gelatina, caseina

Ca-MMP MMP-23  gelatina

MT5-MMP MMP-24  fibronectina, gelatina, pro-MMP-2
MT6-MMP MMP-25 coldgeno tipo 1V, gelatina, pr6-MMP-2, -9

Matrilisina-2, Endometase =~ MMP-26 coldgeno tipo IV, gelatina, pr6-MMP-9
CMMP (Gallus) MMP-27 ...
Epilisina MMP-28 caseina

Modificado de Nagase, Visse et al. 2006 e Visse and Nagase 2003
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